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RESUMO

Desenvolvimento de abordagens de espetroscopia de fibra ética para a analise em alto

débito de estirpes de Saccharomyces cerevisiae

O objetivo deste trabalho consistiu na implementacdo de um teste
espectrométrico miniaturizado e de alto rendimento para a analise de estirpes de
Saccharomyces cerevisiae da colecao do Centro de Biologia Molecular e Ambiental da
Universidade do Minho. Para atingir esse objetivo foi necessario desenvolver um
suporte para microplacas de 96 pocos onde se realizaram as medi¢8es, no sentido de
encontrar as melhores condi¢cdes de crescimento para as estirpes e a posterior
aquisicdo dos espectros. Os espectros foram adquiridos na zona da luz ultravioleta-
visivel-infravermelha préximo de ondas curtas (200 — 1100 nm). As estirpes utilizadas
foram inoculadas em meio YPD agarizado numa microplaca de 96 pocos. Os
espectros obtidos foram submetidos a pré-tratamentos e posteriormente a analise de
componentes principais relevantes e a analise discriminante por minimos quadrados
parciais, quando indicado.

Ensaios preliminares de otimizacdo sugeriram a necessidade de ter em
atencdo determinados cuidados para minimizar os erros provenientes do material
utilizado e que podiam interferir com a analise espectral das estirpes. Foi demonstrada
a possibilidade de distinguir 11 estirpes da levedura S. cerevisiae, provenientes de
diferentes localizagdes geogréficas e origens de isolamento, bem como de 9 isolados
isogénicos da estirpe comercial de vinificacdo Zymaflore VL1 (Lallemand), desde que
se consideram condi¢cbes experimentais muito padronizados como, por exemplo, a
obtencéo de espectros que foram obtidos na mesma microplaca. Com esta abordagem
foi alcancada uma boa reprodutibilidade de réplicas de crescimentos e medi¢des
espectrométricas. No entanto, ndo foi obtida uma boa reprodutibilidade entre
microplacas contendo as mesmas estirpes. Verificou-se também que a semelhanca
espectral ndo esta relacionada com a localizacdo geografica e/ou a origem do
isolamento das estirpes. As modificagfes espectrais foram também registadas durante
0 crescimento das estirpes nos pocos das microplacas. As analises posteriores
distinguiram as diferentes fases de crescimento, mas para o tempo de incubacao entre
42 h e 76 h ndo se verificaram diferencas espectrais significativas. Em todas as
experiéncias anteriores, a identidade de cada estirpe analisada era conhecida. Para
validar este método espectroscOpico foi necessario verificar a possibilidade de se
conseguir distinguir isolados da estirpe S. cerevisiae sem conhecimento prévio da sua
identidade. Os resultados das andlises espectrais obtidos foram comparados com os
de perfis moleculares (analise interdelta) destes isolados e ndo se observou uma
correspondéncia entre 0 nimero de estirpes identificado por cada um dos métodos.
Por este motivo, trata-se de uma técnica que ndo poderéa ser utilizada para distinguir
estirpes cuja identidade seja desconhecida. Sendo uma técnica no inicio do seu
desenvolvimento, verificou-se a ocorréncia de varios problemas sistematicos nas
experiéncias realizadas, inerentes ao material utilizado e devido a variacdo na
composi¢do das microplacas e do meio de cultura. Contudo, foram apresentadas
solugBes para a obtencéo de resultados mais fidveis e reprodutiveis no futuro.






ABSTRACT

Development of approaches for high-throughput analysis of strains of Saccharomyces

cerevisiae by fiber optic spectroscopy

The aim of this work was to develop a high-throughput spectrometric assay for
the analysis of Saccharomyces cerevisiae strains from the collection of the Centre for
Molecular Biology and Environment, University of Minho. To achieve this goal it was
necessary to develop a support for 96-well microplates for small-scale spectra
acquisition and for the development of the best growth conditions. The spectra were
acquired in the region of ultraviolet-visible-near infrared short wave light (200 - 1100
nm). The strains used were inoculated in wells of a 96-well microplate containing YPD
agar. The spectra obtained were subjected to pre-treatments and subsequently to
relevant principal components analysis and the discriminant analysis by partial least
squares, whenever indicated.

Preliminary optimization tests suggested the need to consider several aspects
(such as the material used), that could interfere with the spectral analysis of the S.
cerevisiae strains. It was possible to distinguish between 11 S. cerevisiae strains from
different geographical locations and sources of isolation and 9 isogenic isolates of the
commercial winemaking strain Zymaflore VL1 (Lallemand), that were re-isolated from
vineyards when the obtained spectra derived from a single microplate. The distinction
of strains occurred with a good reproducibility of the four replicates included in each
microplate. However, a lack of reproducibility occurred between spectra obtained from
different microplates that contained the same strains. It was also found that the spectral
similarity of strains did not correlate with the geographic localisation and the source of
isolation. Spectral analyses distinguished different stages of exponential cellular
growth, whereas no significant spectral differences were recorded between 42 h and
76 h of growth. In all previous experiments, the identity of each strain analysed was
known. For further validation of this spectroscopic method, we evaluated the ability to
distinguish among several S. cerevisiae isolates that were previously characterized by
interdelta analysis. The comparison of results from spectral analysis with interdelta
profiles revealed the number of strains identified by each method was different. We
herein developed a first exploratory approach for the high throughput analysis of S.
cerevisiae strains by fiber optics spectroscopy. Several systemic problems, inherent to
the materials used, such as variation in the composition of the microplate and the
culture medium still need to be solved and we present solutions for the achievement of
more reliable and reproducible results in the future.
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INTRODUCAO

1. Introducéo

1.1. Espectroscopia: conceitos gerais e técnicas de espectroscopia

A espectroscopia é uma técnica multivariada que fornece informagdes
pormenorizadas de grande interesse sobre a estrutura molecular e mecanismos de
reacdo para os estudos metabdlicos dos sistemas biolégicos. Devido ao seu caracter
nao destrutivo, esta metodologia é atualmente utilizada para caracterizar proteinas,
lipidos, hidratos de carbono e membranas, sendo aplicada em varias industrias, mas
principalmente na industria alimentar para o controlo da qualidade dos alimentos. Mais
recentemente, tém sido utlizadas na microbiologia para analise e distingdo de
microrganismos e em determinadas aplicagdes clinicas.

A espectroscopia estuda a interagdo da radiagdo eletromagnética com a
matéria, através da determinacdo dos niveis de energia dos 4tomos e moléculas. A
energia total de uma molécula é a soma das energias eletrénicas, vibracionais e
rotacionais.

A interacdo da luz com a matéria tem captado o interesse do homem nos
altimos 2000 anos. Em 130 a.C., Ptolemaeus tabelou a refragdo da luz para alguns
materiais transparentes e, em 1305, Von Freiburg simulou a estrutura do arco-iris
utilizando esferas de vidro cheias com agua. Em meados do século XVIII, através do
trabalho de cientistas como Snell, Huygens, Newton, Bradley e Priestly, foram
formuladas as leis da reflexdo e da refragdo da luz. No principio do século XX, a
natureza do espectro eletromagnético jA era melhor compreendida. Contudo, a
evolucéo tecnolbgica dessa altura ndo era suficiente para permitir progressos para
desenvolver esta area [1]. Foi s6 a partir dos anos 70 que, com a aplicacdo de
espectroscopios modernos, o acesso facil e praticamente ilimitado a computadores de
alta velocidade e os recentes desenvolvimentos dos métodos estatisticos, houve um
forte impulso para continuar a investigagdo neste dominio [2].

Os trés principais tipos de espectroscopia utilizados atualmente sdo a
espectroscopia por absorcdo, transmissdo e dispersdo. A medicdo da absorcéo
envolve a medicao diferencial da radiacdo ao passar através da amostra. As medicdes
de transmissao usam o0 mesmo principio, mas medem a radiacao refletida. A dispersao
é o redireccionamento da luz resultante da sua interagdo com a matéria [3].

A espectroscopia Otica pode ser definida em termos do espectro
eletromagnético e inclui as regides do ultravioleta (ultraviolet, UV, 190 — 400 nm) até
ao infravermelho (infrared, IR, 780 nm — 1000 um) (Figura 1.1) [4]. De um modo geral,
a incidéncia da radiacdo sobre uma molécula pode gerar uma transicao entre os
estados energéticos da mesma, de acordo com o valor de energia da radiacao

3



INTRODUCAO

eletromagnética incidente sobre essa molécula. A luz UV e visivel (visible, Vis)
causam, geralmente, transi¢cdes eletronicas, enquanto a IR resulta na excitagdo dos

modos de vibracao [5].

1000 pm

190 nm 400 nm T80 nm
1100 nm 2500 nm
[
— o
Ultra- § =
violeta w
Infravermelho
I .
Transicoes Vibracées
electronicas

Figura 1.1 — Espectro de luz e o tipo de interacdo da radiagcdo com a molécula no
respetivo intervalo de comprimento de onda.

As técnicas atuais de espectroscopia englobam, geralmente, as regibes do
espectro nos UV-Vis (190 — 780 nm) e IR (780 nm — 1000 pm) [3].

A espectroscopia UV-Vis é uma técnica que vem sendo utilizada ha mais de 50
anos na identificacdo e determinacdo quantitativa de muitas espécies moleculares
inorganicas e organicas em diferentes tipos de materiais. Tipicamente, 0s espectros de
reflexdo na regido do UV-Vis caracterizam-se por apresentar curvas do tipo
gaussianas distorcidas e alargadas. A posicao das bandas ao longo dos espectros €
caracteristica das substancias refletivas. A absorcdo molecular nesta regido depende
da estrutura eletrénica da molécula e conduz a passagem dos eletrbes de orbitais do
estado fundamental para orbitais de maior energia num estado excitado [6].

Muitas moléculas biol6gicas possuem grupos croméforos que fazem aumentar
a absorcdo na regido de UV-Vis, tais como: azo, azo-amino, azoxi, nitro, nitroso,
carbonilo e tiocarbonilo. A Tabela 1.1 apresenta alguns grupos organicos moleculares
e a absorcdo méaxima associada a cada transi¢cdo [6]. Estes dados servem apenas
como referéncia para identificar grupos funcionais, uma vez que esses valores
maximos podem ser afetados pelo ambiente (temperatura, pH, humidade) e por

detalhes estruturais da molécula em geral.
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Tabela 1.1 — Valores de absorcdo maxima nos UV dos grupos organicos moleculares mais
comuns.

Grupos moleculares A, (nm)

Carbonilo 271
Carboxilo 204
Amida 208
Etileno 193
Acetileno 173
Nitrato 270

Com a espectroscopia do UV-Vis também se regista o efeito de retorno as
orbitais inferiores, o que vai resultar em modos de vibragcdo e de rotacdo, que
aumentam o0s espectros caracteristicos dos materiais biolégicos. Este efeito vai
aumentar as reacdes fotoquimicas e a fluorescéncia, caracteristicas importantes para
a identificagcdo microbioldgica. Isto acontece porque quando se incide luz UV-Vis num
microrganismo, o espectrofotdbmetro regista as reacfes de excitacdo e de retorno as
orbitais das moléculas que compdem o microrganismo, 0 que resulta num espectro
caracteristico da composicado parede celular (se presente), membrana celular e dos

metabolitos intracelulares que constituem o microrganismo (Figura 1.2).

Espectrofotém_etro

Es;:§

Amostra

Figura 1.2 — Representa¢é@o esquematica da aquisicdo de um espectro UV-Vis de uma
amostra.

Na aquisicdo de espectros no UV-Vis, 0 recipiente da amostra deve ser

construido com um material transparente a radiacao eletromagnética. Para espectros
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na zona do Vis, é indicado utilizar recipientes compostos por vidro ou plastico.
Contudo, para medicdes na regido do UV, ndo se pode utilizar estes materiais porque
eles absorvem a radiacdo UV. Em alternativa, deve-se usar recipientes feitos de
guartzo, pois este ndo absorve esta regido do espectro [7].

A espectroscopia de IR é baseada nas transi¢gdes entre niveis vibracionais de
energia de uma molécula. Estas transicbes surgem devido a variacdo do momento
dipolar da molécula como consequéncia do seu movimento vibracional, ou seja, as
bandas observadas nos espectros de IR sdo devidas aos movimentos vibracionais dos
atomos nas moléculas que resultam numa alteracdo do momento dipolar entre o
estado fundamental e o estado excitado. Os tipos de excitacdo que podem ocorrer
estdo associados, por exemplo, a uma variacdo do comprimento de uma dada ligacéo
guimica, denominadas vibracdes de elongacéo ou estiramento, e a uma variacdo dos
angulos das ligagbes quimicas, vibragbes de deformacéo, etc. Como a maioria das
moléculas organicas sofrem alteracdes dipolo quando se incide luz IR, este tipo de luz
tem sido a preferida para a caracterizagcdo de amostras organicas, em detrimento da
UV-Vis [3].

A espectroscopia no IR esta relacionada com a identificacdo dos grupos
funcionais (por exemplo: &lcool, aldeido, fenol e cetona) existentes num composto ou
mistura, sendo utilizada tanto na inddstria quanto na pesquisa cientifica, pois é uma
técnica rapida e fiavel para o controlo de qualidade e andlises realizadas ao longo do
tempo [8].

Na regido do IR existem duas zonas que sdo muito utilizadas em
espectroscopia: o infravermelho préximo de ondas curtas (short wave near infrared,
SWNIR) (780-1100 nm) e o infravermelho proximo (near infrared, NIR) (1100-2500 nm)
[3].

A regido SWNIR é utilizada para medir vibracdes moleculares e bandas de
combinacdo de grupos C-H (gorduras, O6leos, hidratos de carbono), segundos
sobretons (tons de frequéncia superior a da frequéncia fundamental) de grupos O-H
(dgua, alcool) e N-H (proteinas) e terceiros sobretons de grupos C-H. A posicdo exata
das bandas depende do ambiente quimico, havendo um grau elevado de
exclusividade de espectros para as diferentes moléculas organicas. As vantagens do
SWNIR incluem um valor elevado da razao sinal/ruido (tipicamente 25000:1) assim
como um alto rendimento utilizando cabos de fibra oética, pois este tipo de cabos
orienta um feixe de luz a partir de um ponto para outro sem que ocorram efeitos de
dispersdo, refleccdo e refracdo. Portanto, a sua utilizagdo com técnicas
espectroscopicas é altamente atrativo para monitorizacdo de bioprocessos [9].

A regido do NIR do espectro regista, principalmente, combinacdes de vibracdes

fundamentais e sobretons mais fracos. Os espectros no NIR s&o, na maior parte, o
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resultado de bandas de sobretons de grupos fundamentais contendo ligacdes C-H, O-
H e N-H [1].

1.2. Aplicagdes da espectroscopia ha industria vinicola

Como referido anteriormente, a espectroscopia pode ter varias aplicacdes em
diferentes areas. Nas duas Ultimas décadas, com o desenvolvimento de melhores
espectrofotbmetros e de técnicas quimiométricas que permitem depois analisar a
informacgdo espectral obtida, tem-se observado um aumento da sua aplicagdo em
areas como a saude, alimentacdo e microbiologia, entre outras. Nota-se em patrticular,
um crescente interesse do uso da espectroscopia na inddstria vinicola, devido ao
volume de negdcio que o vinho movimenta.

A nivel mundial, em 2008, havia cerca de 7800 milhdes de hectares de vinhas
e foram produzidos mais de 24 mil milh6es de litros de vinho [10]. Estes grandes
volumes demonstram a importancia da necessidade em utilizar métodos de analise
rapidos, de baixo custo e que sejam amigos do ambiente para manter a
sustentabilidade da industria vitivinicola.

Dada a grande complexidade na composi¢cdo quimica (por exemplo: &gua,
compostos azotados, compostos fendlicos, minerais, taninos, vitaminas) da uva, do
mosto e do vinho, existem muitas vantagens em desenvolver métodos instrumentais
para descrever, quantificar e monitorizar a sua composi¢cdo. Contudo, para ser
possivel utiliza-los na industria vinicola, esses instrumentos devem ser de custo
reduzido e fornecer rapidamente resultados reprodutiveis em operagbes continuas
[11].

Quando comparados com os métodos tradicionais de laboratério (como a
utilizacao de testes enzimaticos para a detecao dos niveis de acido malico e citrico no
vinho), as técnicas espectroscopicas muitas vezes oferecem uma medicdo de um
grande numero de compostos quimicos, permitindo caracterizar cada amostra [12, 13].
Estas caracteristicas da espectroscopia tém sido o impeto para o desenvolvimento
destes métodos.

Contudo, a extracao da informacao qualitativa e quantitativa dos espectros nao
é direta, sendo necessarias andlises estatisticas, como a analise de componentes
principais (principal components analysis, PCA) e a andlise por minimos quadrados
parciais (partial least squares, PLS), para lidar com a enorme quantidade de dados

obtidos e extrair a informacéo relevante.
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Os métodos analiticos existentes para a medicdo da composicdo da uva
(como, por exemplo, a medi¢do do teor de sélidos soluveis, pH e acidez titulavel) nao
sdo ideais para as exigéncias de produc¢do na industria do vinho, onde os dois fatores
de rapidez e baixo custo de analise sdo de grande importancia. A maioria das adegas
possui laboratérios para realizarem analises simples. Contudo, as andlises mais
complexas, tais como a medicdo da cor da uva, a analise de terpenos, a concentracao
de azoto e a analise de compostos fendlicos, ndo sdo consideradas como opc¢des
viaveis pela industria devido ao seu custo e ao tempo de resposta lento.

Num estudo recente, demonstrou-se o0 potencial da espectroscopia UV-Vis-
SWNIR numa tecnologia denominada VinePAT para a gestdo de vinhas [14]. O
sistema VinePAT baseia-se num espectrofotometro de fibra Gtica miniaturizado
(modelo HR 4000, 200 to 1100 nm; 3648 pixéis), adaptado para a realizacdo de
medicdes em uvas e adequado para proceder a recolha de dados no exterior. Estas
medicbes sdo georreferenciadas e quando analisadas utilizando modelos de
calibragdo com uvas com estado de maturagdo ja conhecido, permite ao viticultor
observar o estado de maturacdo das uvas na vinha através da utilizacdo de uma
metodologia in vivo ndo destrutiva e obter uma imagem global da vinha. O sistema
permite, assim, que o administrador da vinha controle o processo de maturagéo da uva
e proceda a recolha de informacao sobre a variancia da maturacdo da uva. Além
disso, permite igualmente que os vinicultores vao registando as informacgfes sobre
diferentes anos de vindima numa base de dados, que podem depois ser utilizadas
como forma de ajustar e planear medidas de correcdo a ser aplicadas na vinha [14].

A informacdo sobre a composi¢cdo do mosto e do vinho pode ser usada em
sistemas de apoio a gestdo, a fim de melhorar, monitorizar e adaptar os sistemas de
producéo do vinho.

A espectroscopia no IR tem sido utilizada para medir diversas propriedades da
composicao do vinho, como, por exemplo, o pH, a quantidade de alcool, a acidez, os
acidos organicos, malico, tartarico e lactico e o diéxido de enxofre em vinhos tinto,
branco e rosé [11, 15]. Numa experiéncia utilizando espectroscopia Vis-NIR, 15
parametros enoldgicos (teor de alcool, pH, massa volumica, glicerol, &cido lactico,
entre outros) que costumam ser monitorizados nas adegas foram analisados para
estudar a fiabilidade desta técnica na monitorizacdo destes parametros [15]. Como
referéncia, cada um dos parémetros foi medido separadamente por uma técnica
alternativa. Dos 15 parametros analisados, em 9 (teor de &lcool, massa volimica,
acidez total, pH, glicerol, polifendis totais, acido lactico, cor e tonalidade) foram obtidos
valores de coeficiente de correlacdo acima de 0,78 e nos outros 6 (acidez volatil,

agucares redutores, acido malico, acido tartarico, acido glucénico e didxido de enxofre
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total) valores abaixo de 0,70. Neste estudo, concluiu-se que os valores de coeficiente
de correlagéo cima dos 0,78 séo suficientes para o rastreio desses parametros [15].

Os compostos fendlicos sdo componentes importantes para o vinho,
contribuindo para a cor e aroma. Embora os compostos fenolicos encontrados no
vinho possam ser produzidos por microrganismos, a maior parte dos constituintes
fendlicos encontrados no vinho séo derivados da uva. No vinho branco, os compostos
fenolicos mais importantes sdo os acidos hidroxicinamicos. Estes compostos s&o
importantes no que se refere a qualidade visual do vinho branco. No vinho tinto, os
taninos e as antocianinas sdo as classes fenodlicas mais importantes. Os taninos
contribuem para o aroma do vinho, mas também formam polimeros pigmentados em
associacdo com as antocianinas para fornecer os pigmentos estaveis necessarios
para dar ao vinho tinto uma cor estavel a longo prazo [16].

Recentemente, a investigacdo nesta area tem sido conduzida a fim de se
avaliar o potencial da espectroscopia para prever a concentracdo e monitorizar a
evolugdo e extracdo de compostos fendlicos durante a fermentacdo do vinho tinto, em
tempo real. Os resultados mostraram que a espectroscopia no Vis-NIR pode prever a
concentracdo de antocianinas, polimeros pigmentados e taninos, em vinhos Cabernet
Sauvignon e Shiraz, durante a fermentagéo [11].

A determinacgéo da densidade e dos acUcares durante a fermentacdo do vinho
branco avaliou-se utilizando um aparelho em miniatura de espectroscopia NIR por fibra
Otica. A reducédo de agucares (glicose e frutose) foi medida com uma precisao elevada
utilizando a analise por PLS e a regressédo linear multipla, tendo-se obtido valores de
correlagéo de 0,92 [17].

A espectroscopia por NIR e infravermelho médio (mid infrared, MIR) foi também
utilizada para monitorizar micro-fermentagées [18]. As amostras foram também
analisadas por meio de métodos quimicos para quantificar os acucares (glicose e
frutose), alcoois (etanol e glicerol) e compostos fendlicos (fendis totais, antocianinas
totais e flavonoides totais). Os dados espectrais pré-tratados foram processados
utilizando a analise por PCA, PLS de regressao e a andlise de descriminacao linear
(linear discriminant analysis, LDA) para classificar e prever o teor de acuUcar, etanol,
glicerol e os compostos fendlicos, simultaneamente, durante a fermentagdo. Os
resultados do LDA, caracterizados por uma percentagem elevada de classificacédo
correta (87% e 100% como valor médio em predi¢do para NIR e MIR, respetivamente),
mostraram que se pode classificar corretamente a qual etapa da fermentacdo as
amostras pertencem. Bons modelos de calibragdo para a previsdo das principais
mudancas de composigdo durante a fermentagdo alcoodlica foram obtidos com ambas

espectroscopias NIR e MIR, sugerindo que qualquer um destes instrumentos poderia
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ser utilizado para fazer monitorizacdo simultanea online destes compostos no vinho
tinto [18].

A espectroscopia Vis-NIR foi utilizada para discriminar os vinhos Riesling e
Chardonnay, com uma precisdo de até 95% [19]. Ambas as espectroscopia Vis e NIR,
combinadas com a analise multivariada, foram utilizadas para classificar a origem
geogréfica dos vinhos comerciais Tempranillo da Australia e Espanha. A PCA, a
analise discriminante por minimos quadrados parciais (partial least squares -
discriminant analysis, PLS-DA) e a LDA foram utilizadas para classificar os vinhos
Tempranillo de acordo com a sua origem geografica. A PLS-DA classificou
corretamente 100% e 84,7% das amostras do vinho Tempranillo australiano e
espanhol, respetivamente. Além disso, os modelos de calibracdo LDA classificaram
corretamente 72% dos vinhos australianos e 85% dos vinhos espanhodis. Estes
resultados demonstram a utilizag&o potencial da espectroscopia Vis e NIR combinada
com a quimiometria como um método rdpido para a classificagdo de vinhos

Tempranillo de acordo com a sua origem geografica [20].

1.3. A utilizacdo da espectroscopia na identificagdo de microrganismos

Atualmente, para a identificacio de microrganismos utilizam-se,
maioritariamente, técnicas de biologia molecular como ferramentas para o diagnéstico
de agentes etioldgicos e estudo epidemioldgico de doencas infeciosas, assim como na
identificacdo e discriminagdo entre espécies com caracteristicas fenotipicas
semelhantes e até mesmo de dificil cultivo e isolamento.

Os métodos mais rapidos, entre as técnicas de biologia molecular que tém sido
utilizados para diferenciar e identificar microrganismos, sdo baseados na reacdo em
cadeia da polimerase (polymerase chain reaction, PCR). As técnicas baseadas em
PCR consistem na amplificacdo de determinados segmentos de DNA, a partir de
primers especificamente escolhidos para essas regifes em estudo, sendo esta uma
ferramenta base para inumeras metodologias de analise do DNA. Os métodos
baseados em PCR tornam-se vantajosos devido a facilidade de execucdo e por so
necessitarem de uma pequena quantidade de DNA. Outras técnicas incluem a analise
de restricdo do DNA gendmico ou mitocondrial, a amplificacdo aleatéria de DNA
polimérfico e analise por microssatélites. Como as metodologias moleculares utilizam
0 material genémico para identificar e caracterizar a célula microbiana, consegue-se
obter resultados satisfatorios nos estudos de identificacdo de microrganismos

considerados semelhantes fenotipicamente [21-24].
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Apesar das técnicas de biologia molecular serem precisas e bastante fiaveis,
elas requerem a extracdo do DNA de culturas puras o que provoca a destruicdo das
amostras, que pode limitar e comprometer a realizagdo de analises futuras. Estas
técnicas requerem também uma mao-de-obra especializada e o consumo de
reagentes caros.

As técnicas espectroscopicas tém vindo a ser desenvolvidas para a
identificacdo de microrganismos. A espectroscopia no infravermelho por transformada
de Fourier (Fourier transform infrared, FTIR) e a espectroscopia de Raman sédo duas
técnicas que estdo bem estabelecidas nos laboratérios para uma rapida identificacao
microbiana [25-28]. Estas técnicas sdo faceis de utilizar, requerem pouca quantidade
de amostra, 0s espectros sao obtidos rapidamente, analisados em poucos minutos e
fornecem informacgdes sobre as moléculas que comp&em a amostra.

A espectroscopia por FTIR foi uma das primeiras técnicas de espectroscopia a
conseguir diferenciar e identificar microrganismos. Esta técnica consiste em submeter
um feixe de IR, que é emitido a partir de uma fonte de luz, que atravessa uma camara
para controlar a quantidade de luz irradiada na amostra. O feixe de IR entra no
interferémetro onde ocorre uma codificacdo espectral do qual resulta um
interferograma. Além disso, o feixe de IR entra no compartimento da amostra sendo
transmitido ou refletido da amostra em funcdo do tipo de analise que se realiza.
Depois, o feixe passa para o detetor para a medicdo final e o sinal medido é
digitalizado e enviado de volta para o computador em que a transformacéo de Fourier
é realizada. O espectro final de infravermelho é entdo apresentado ao usuario [29].
Através da interpretacdo do espectro de absorcdo de IR, podem ser determinadas as
ligagbes quimicas de uma molécula. A soma dos espectros vibracionais do contetado
de uma célula (&cidos nucleicos, proteinas, lipidos, polissacarideos, etc.) pode
produzir um espectro de absorcdo de infravermelho, que € como uma “impressao
digital” molecular do material biolégico.

Através desta técnica, foi possivel distinguir entre cinco estirpes de Escherichia
coli até ao nivel do serotipo utilizando os espectros FTIR de extratos bacterianos em
fenol [30] e identificar o género de 95% das bactérias de acido lactico e bactérias de
acido propioénico analisadas [31].

A espectroscopia de Raman também tem tido uma grande utilidade na
identificagcdo de microrganismos [32]. Nesta técnica, um feixe de laser na regido do Vis
ou IR ou UV é incidido sobre a amostra e o feixe que é disperso é detetado para se
obter informacgfes sobre os modos de vibragdo das moléculas da amostra. Ja foram
desenvolvidos varios trabalhos, em que os autores identificaram espécies diferentes
de bactérias através da andlise de células individuais por micro-espectroscopia de
Raman [33], e em que foi desenvolvido um método para a identificagéo de espécies de

11



INTRODUCAO

Candida por micro-espectroscopia de Raman [34]. Esta técnica utiliza um micro-
espectrometro que consiste num espectrometro de Raman integrado com um
microscopio oOtico, permitindo adquirir espectros de amostras microscopicas ou de
zonas microscopicas de amostras maiores. Em outro estudo, foi foram identificadas
bactérias em meio soélido, permitindo uma analise mais rapida, diminuindo o tempo de
incubacdo para algumas horas e a quantidade de reagentes utilizados [35]. Este
método consistia em obter espectros diretamente de uma micro-colénia em meio
sélido, corrigindo, posteriormente, a contribuicdo do meio para o espectro. Ainda neste
estudo, verificou-se também que, num cluster de espectros de uma estirpe, 0s
espectros medidos no mesmo dia tendiam a agruparem-se, 0 que sugeria uma
variacdo espectral em dias diferentes. Na andlise dos espectros de duas estirpes
medidos em 3 dias diferentes, ndo foi possivel separa-los utilizando um método de
classificagdo ndo supervisionado, mas obteve-se uma boa separagdo apdés uma
analise feita por PCA seguida de uma LDA [35].

A espectroscopia Vis-NIR tem grande potencial como técnica rapida de analise
para discriminar diferentes estirpes de microrganismos através dos seus perfis
metabdlicos extracelulares. Estirpes de S. cerevisiae com dele¢cdes em genes de
diferentes vias metabdlicas, provenientes da colecio EUROSCARF, foram analisadas
por espectroscopia Vis-NIR [36]. Os espectros foram obtidos a partir dos
sobrenadantes das culturas de cada estirpe, apos centrifugacdo para remocao das
células. Os resultados mostraram uma separacdo da estirpe S288c das restantes
estirpes mutantes, sugerindo que as delecdes introduzidas afetaram a sintese de
metabolitos que foram detetados de forma indireta por Vis-NIR, nos espectros dos
respetivos sobrenadantes. Ainda neste trabalho, os autores analisaram as réplicas
obtidas ao longo de trés meses. A estirpe S288c foi sempre classificada corretamente,
mas as réplicas das estirpes mutantes apresentaram variacdo nos espectros dos
sobrenadantes sendo classificadas com cerca de 70% de precisdo. Os autores
sugerem que esta variacdo se tera devido a variacdes bioldgicas das préprias estirpes,
nao podendo ser nunca esperada uma fiabilidade de 100% na classificacédo e que, por
isso, seria necessario estabelecer um limiar de aceitacdo/rejeicdo com base nos
espectros. Por estas razdes, foi sugerido que a espectroscopia no NIR fosse utilizada
como uma técnica exploratéria que permite fazer um agrupamento inicial das
leveduras com base nos seus metabolitos externos, seguida de uma analise mais
detalhada utilizando métodos como a espectrometria de massa ou a cromatografia
liquida de alta eficiéncia [36].

Outra técnica espectroscopica recentemente utilizada na distingdo de espécies
de microrganismos é a espectroscopia UV-Vis-SWNIR. Esta técnica, que

complementa a analise das transicdes eletronicas ocorridas no UV-Vis com as
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vibracdes moleculares do SWNIR, foi utilizada para distinguir espécies de bactérias
(Micrococcus luteus, Pseudomonas fluorescens, Escherichia coli e Bacillus cereus) e
leveduras (Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces bayanus, Candida albicans e
Yarrowia lipolytica) em cultura com meio sdélido em placa [37]. Os espectros foram
obtidos na zona dos 200 aos 1100 nm com um espectrofotometro de fibra ética, tendo
sido posteriormente normalizados para minimizar os efeitos do meio no espectro e
corrigidos os efeitos de dispersédo utilizando um método de correcéo robusta da média
da disperséo. Neste estudo foi possivel distinguir todas as espécies analisadas com
excecdo da P. fluorescens. Os espectros obtidos para esta espécie ndo eram
reprodutiveis, sendo bastante diferentes entre as diferentes leituras realizadas. Isto
poder-se-ia dever ao facto de tanto as colénias como o0 meio de crescimento serem
bastante translicidos, ocorrendo a difusdo da radiacdo [37]. Com esta técnica, foi
possivel distinguir algumas espécies de microrganismos, apresentando uma boa
reprodutibilidade espectral. O método utilizado para a remocao de efeitos de dispersdo
da luz no meio e nas células foi eficaz. Alguns melhoramentos ainda séo necessarios

para otimizar esta técnica, mas como uma técnica exploratdria parece ser promissora.

1.4. Saccharomyces cerevisiae: modelo biolégico

A levedura Saccharomyces cerevisiae € responsavel pela formacdo dos
principais produtos de fermentacdo: cerveja, vinho, fermento de p&o e proteina
microbiana. Devido a importancia econdémica dos processos biotecnolégicos que
envolvem esta levedura, quer na panificacdo, na producdo de cerveja, de vinho e
outras bebidas alcodlicas ou ainda na producdo de um combustivel alternativo e
renovavel, pode ser considerado o eucariota mais estudado e cujo metabolismo é o
mais conhecido [38].

S. cerevisiae foi 0 primeiro organismo eucariético com 0 genoma sequenciado
[39]. S. cerevisiae possui cerca de 12 milhdes de bases de ADN nuclear, distribuidos
por 16 cromossomas, contendo cerca de 6000 genes. O conhecimento detalhado do
genoma combinado com as técnicas de genética e biologia molecular colocaram a S.
cerevisiae no centro dos programas de pesquisa, desde o estudo de genes
relacionados com doencas humanas, até estudos de vanguarda de biologia de
sistemas [40]. Atualmente, S. cerevisiae € utlizada na producdo de compostos
farmacéuticos como a insulina e de vacinas como a da hepatite e a do virus do
papiloma. Também é utilizada na producdo de bioetanol, acidos lacticos, piruvato,

glicerol e isopropandis [41].
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A levedura S. cerevisiae é o organismo que foi domesticado h&4 mais tempo,
estando associada ao processo de vinificacdo ha mais de 5000 anos, tendo sido
descobertos vestigios de DNA ribossomal em jarras de barro usadas no Egipto
datadas de 3150 a.C. [42]. Em 1960, Antonie van Leeuwenhoek observou pela
primeira vez leveduras ao microscoépio [38] e, em 1863, Pasteur provou que eram as
leveduras que eram as responsaveis pela transformacéo do agucar presente no mosto
em etanol e didxido de carbono [43].

Tradicionalmente, o vinho é produzido através da fermentacdo do mosto de
uva, recorrendo a microflora localizada na superficie da uva. Esta microflora indigena
inclui espécies diferentes de leveduras, sendo Hanseniaspora uvarum (= Kloeckera
apiculata) a espécie predominante, constituindo cerca de 50-70% da populacéo total
de leveduras. As espécies do género Metschnikowia, Candida, Pichia e
Kluyveromyces, assim como S. cerevisiae estdo presentes em menor quantidade. O
sumo da uva exerce uma pressao seletiva na populagdo microbiana devido ao baixo
valor de pH (3 a 3,5) e a alta concentragdo de acUcar (geralmente entre 200 a 280
g/L). No decorrer da fermentacdo sdo estabelecidas condicdes de anaerobiose que
acabam por selecionar s6 0s microrganismos capazes de sobreviver nestas
condi¢des. Leveduras do género Kloeckera séo geralmente responsaveis pelo comeco
da fermentacdo, mas em fases posteriores quando o etanol chega a uma
concentracdo de 3 a 4% (v/v), a levedura S. cerevisiae, conhecida como a espécie
mais tolerante ao etanol, predomina entre a flora fermentativa [44].

Atualmente, a maior parte dos produtores de vinho utiliza leveduras starter
comerciais para garantir a reprodutibilidade e a previsibilidade da qualidade do vinho
[45]. As vantagens das fermentacdes que contém culturas starter estdo relacionadas
com o facto de que sdo rapidas e produzem vinho com mais consisténcia e
previsibilidade. Nestas fermenta¢des, o produtor de vinho tem controlo sobre a
microbiologia do processo, porque a estirpe de levedura inoculada predomina
geralmente sobre a flora indigena [45]. A escolha da melhor levedura starter depende
das suas caracteristicas enolégicas, sendo as mais importantes a producéo elevada
de etanol, tolerancia ao etanol, consumo completo dos aclcares, crescimento a baixas
temperaturas, crescimento em altas concentra¢des de agucar, producdo de glicerol e
baixa producao de dioxido de enxofre, de espuma, de sulfito de hidrogénio, de acidos
volateis e de acetaldeido [46, 47].

Além de produzir etanol, S. cerevisiae produz também muitos metabolitos
secundarios que sdo determinantes na qualidade do vinho, tendo um contributo

importante para 0 aroma.
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1.5. O impacto da diversidade genética da levedura S. cerevisiae na qualidade do

vinho

As colecBes de estirpes de S. cerevisiae de fermentagBes naturais tém
demonstrado a existéncia de uma elevada diversidade biologica a nivel de estirpe [38].
Cada fermentacdo espontanea parece ter a sua prépria populacdo de diferentes
estirpes de S. cerevisiae, que contribui para a composi¢cdo quimica e qualidade
sensorial do vinho [48].

Numa andlise aos compostos formados por estirpes diferentes de S. cerevisiae
isoladas de uvas de vinhas onde se produz o vinho Aglianico del Vulture [49], verificou-
se que as estirpes apresentaram uma baixa variabilidade nos niveis de producédo de n-
propanol (20-46 mg/L) e acetato de etilo (18-57 mg/L) e uma variabilidade significativa
em compostos como o isobutanol (12-219 mg/L), alcool isoamilico (180-432 mg/L) e
acetaldeido (11-158 mg/L), consoante a estirpe que realizou a fermentagdo do mosto.
A principal variavel para a diferenciacdo de estirpes de S. cerevisiae de Aglianico foi a
producdo de acido acético (130-1610 mg/L). Este estudo demonstrou que a
biodiversidade das estirpes determina diferencas significativas nas qualidades
organoléticas do vinho, sendo o nivel de producdo de cada composto dependente da
estirpe que realiza o processo fermentativo [49].

As estirpes de S. cerevisiae encontram-se amplamente distribuidas numa dada
regido viticola e em anos consecutivos [50, 51]. Isolados de S. cerevisiae sao também
encontrados em locais néo relacionados com as vinhas, como no solo associado a
carvalhos, em exsudatos de carvalho, em pacientes localizados nos EUA e na Europa
e em insetos [52].

A procura de novas e melhores estirpes starter de S. cerevisiae por parte dos
produtores de leveduras starter e a ocorréncia da grande diversidade destas estirpes,
impulsionam os avancos nesta area para uma analise mais rapida com a capacidade

de identificar, distinguir e caracterizar as leveduras analisadas.

1.6. Objetivos

O Centro de Biologia Molecular e Ambiental (CBMA) da Universidade do Minho
possui uma das maiores colecdes de estirpes (cerca de 600) de S. cerevisiae. A
caracterizacdo genética e fenotipica dessas estirpes ja foi realizada em trabalhos
anteriores [22, 23, 51, 53-55], faltando realizar uma caracterizacdo espectroscopica a

esta colecao.
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s

O principal objetivo deste trabalho € realizar um ensaio espectrométrico
miniaturizado e de alto rendimento para a analise das estirpes de S. cerevisiae. Com
esta andlise pretende-se que no futuro seja possivel avaliar o rendimento destas
estirpes sob condi¢cbes fermentativas, utilizando uma assinatura espectrométrica das
células para identificacdo de estirpes e medir as mudancas metabolémicas que as
leveduras passam ao longo da fermentacéo.

Para atingir o objetivo proposto sera necessario:

- Desenvolver um suporte para microplacas de 96 pocos, onde se possam
realizar medi¢des espectroscopicas em UV-Vis-SWNIR (200 — 1100 nm) por fibra
oOtica;

- Encontrar as melhores condicbes para o crescimento das estirpes e a
posterior aquisicdo de espectros;

- Caraterizar diferentes estirpes de S. cerevisiae da colecdo do CBMA por
espectroscopia;

- Avaliar a utilidade desta técnica na distincdo de mutantes de dele¢cdo da
colecdo European Saccharomyces cerevisiae Archive for Functional Analysis
(EUROSCAREF).
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Aquisicao de espectros

A espectroscopia por UV-Vis-SWNIR foi realizada utilizando um
espectrofotbmetro de UV-Vis-SWNIR da marca Ocean Optics (modelo HR4000, 200 a
1100 nm; 3648 pixel), uma sonda de reflexdo de UV-Vis (Ocean Optics, modelo FCR-
7UV200-2ME), uma fonte de luz de deutério e halogénio (Ocean Optics, DH-2000)
para a transmissdo de luz UV e Vis-SWNIR, respetivamente, e o0 programa
Spectrasuite [56] que foi utilizado para se proceder a recolha de dados. As lampadas
de deutério e halogénio ficaram a estabilizar durante 15 minutos antes de se proceder
a realizacdo das medigdes.

Construiu-se uma caixa para efetuar medicbes espectroscopicas a uma
microplaca de 96 pocos (Thermo Scientific), protegendo-a da luz ambiente. A
utilizacdo da microplaca para as medicdes permitiu realizar medicbes a um maior
namero de estirpes por experiéncia. Conforme ilustrado na Figura 2.1, a caixa era
constituida por: uma zona superior com aberturas com uma dimensdo adaptada a
sonda utilizada, de modo a que esta tivesse um encaixe perfeito e se mantivesse na
posicao vertical, ficando alinhada para uma medicao correta; uma gaveta com o fundo
espelhado onde se coloca a microplaca, de modo que a luz que atravessasse a cultura
de S. cerevisiae e 0 meio fosse refletida de volta para a sonda; e uma tampa
deslizante para proteger a microplaca da luz ambiente e fixar bem a gaveta.

Os espectros foram adquiridos a temperatura ambiente, entre os 200 e os 1100
nm com uma resolucéo de 0,20 nm. Para cada poc¢o da microplaca foram adquiridas 5
leituras, cuja média foi calculada de modo a melhorar a raz&o sinal/ruido. Antes da
leitura de cada poco, foi realizada uma leitura do ruido de fundo cujo espectro foi
automaticamente subtraido ao espectro de cada poco. O tempo de aquisicdo dos
espectros para cada poc¢o foi de aproximadamente de 10s e 0s espectros sdo
apresentados em valores de refletancia.

O equipamento utilizado para a leitura dos espectros é ilustrado na Figura 2.2.
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Figura 2.1 — Fotografias de diferentes perspetivas da caixa: zona superior (a-c), gaveta
da de suporte da microplaca (d, e) e tampa da caixa (f).
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Figura 2.2 — Esquema de montagem do equipamento para a aquisicdo de espectros.

2.2. Andlise dos dados espectroscopicos

Na analise dos espectros obtidos foram utilizadas duas abordagens
quimiomeétricas. A primeira baseou-se num método ndo supervisionado através do
qual sdo analisados os dados, independentemente da identidade da amostra. Neste
método, a analise de componentes principais relevantes (relevant principal
components analysis, RPCA), é considerada um método qualitativo uma vez que o seu
objetivo principal é o de distinguir objetos ou populagces. A segunda abordagem foi
baseada num método supervisionado, a PLS-DA, em que € necessario o
conhecimento da identidade da amostra. Neste método, partiu-se de um grupo de
amostras conhecidas que foi depois utilizado para a determinacéo da identidade de
uma amostra desconhecida.

Antes de se processar os dados espectroscopicos, foi necessario reduzir o
ruido nos espectros e extrair mais informacgfes dele, fazendo alteracdes ou célculos
matematicos dos espectros originais, conforme descrito nos pontos a seguir e
esquematizado na Figura 2.3.

Entre o0s pré-processamentos mais convencionais encontram-se a
normaliza¢éo dos espectros e a corre¢ao robusta da média da disperséo (robust mean
scattering correction, RMSC).

Todas as andlises foram realizadas em computador utilizando o programa R
[57].

2.2.1. Normalizac&o dos espectros

Devido as diferencas de espessura do meio e da cultura de S. cerevisiae entre

os diferentes pocos da microplaca, ndo foi possivel utilizar os mesmos tempos de
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integracdo para as diferentes estirpes e condicbes durante o decorrer das
experiéncias. Por este motivo foram realizadas correcbes de normalizacdo vetorial
(Xhorm) €M todo o intervalo espectral: Xnormg = Xraw@/Max(Xg), S€NAO Xrawq O €Spectro
original e Xnom¢y O €spectro i normalizado pelo seu valor maximo. Os espectros foram

normalizados pela banda mais intensa numa dada regido espectral.

2.2.2. Correcdo robusta da média da disperséao

Os espectros foram depois pré-processados utilizando a RMSC. A RMSC é um
pré-tratamento que reduz as variacbes no espectro causadas pela dispersédo da luz
gue sdo provocadas pela heterogeneidade das amostras. Esta heterogeneidade pode
ser provocada tanto pelas diferencas na geometria ou orientacdo das particulas de
compostos solidos, como pela presenca de material em suspensdo em amostras
liquidas.

Cada espectro foi corrigido utilizando as equagfes Xqor = Xb+a = Xt Sendo a e
b computados minimizando o seguinte erro, e e = bxj+a-x.;, onde x; € a amostra de
espectro j e X € 0 espectro de referéncia.

Este algoritmo de RMSC é baseado na aplicagdo do método robusto dos
guadrados minimos para determinar as matrizes a e b assegurando que as areas
espectrais que ndo correspondem a artefactos de dispersdo nao sao tidos em conta. O
algoritmo iterativo coloca o espectro de referéncia () igual ao espectro da amostra
mais préximo da média do espectro, corrige 0s espectros das amostras que sobram
aplicando o procedimento robusto dos quadrados minimos descrito acima, calcula a

média do espectro e itera até convergir.

2.2.3. Analise de componentes principais relevantes

Apbés o pré-processamento dos dados espectrais, uma das abordagens
utlizadas para a analise destes dados foi a RPCA [58]. Esta analise é uma variacdo da
PCA com o objetivo de descobrir que varidveis sao estatisticamente relevantes em
cada componente principal. Quando néo é possivel descobrir componentes principais
relevantes, este método utiliza todas as varidveis para computar as componentes
principais.

A RPCA utliza a decomposicdo em valores singulares para calcular as
componentes principais (principal components, PCs) X = USV', sendo X a matriz do

espectro, US s&o os scores e V' os loadings.

22



MATERIAIS E METODOS

Para distinguir entre 0 nUmero de decomposicdes relevantes, determinou-se o
namero de valores singulares relevantes, realizando 5000 randomiza¢des da matriz do

espectro original.

2.2.4. Analise discriminante por minimos quadrados parciais

A PLS-DA [59, 60] foi a outra abordagem utlizada para a analise dos dados
espectrais ap6s o pré-processamento. Esta analise € um método multivariado de
regressdo que relaciona um conjunto de dados multivariados, X, com um valor de
referéncia, Y: Y = X b + e, onde b representa o coeficiente de regressdo e e é a
variacdo ndo capturada no modelo.

Nesta analise foram consideradas duas matrizes: uma matriz X, que
representava a variavel independente que continha os dados espectrais pré-
processados a analisar, e uma matriz Y que representava a variavel dependente que
tinha a informacé&o sobre que estirpe correspondia a cada espectro. A matriz Y tinha
um namero de linhas igual ao nimero de linhas da matriz X, uma vez que as linhas
correspondiam aos espectros a estudar, e um numero de colunas igual ao nimero de
estirpes analisadas. Na matriz Y s6 existiam niumeros 1 e 0, sendo que foi assinalado
com 1 a coluna da estirpe a que correspondia o espectro e com 0 as restantes
colunas. Através da PLS-DA, foi assim possivel procurar as maiores similaridades
entre estirpes iguais e as maiores diferengas entre estirpes diferentes e também
realizar a predicdo da identificacdo de isolados através da geracdo de valores entre 0

e 1 o que permitiu avaliar se foi possivel classificar os isolados corretamente.
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Figura 2.3 — Esquema de cada passo de pré-tratamento dos espectros.

2.3. Colecéo de estirpes de Saccharomyces cerevisiae

As estirpes de S. cerevisiae utilizadas neste estudo sdo provenientes da

colecdo do Centro de Biologia Molecular e Ambiental (CBMA) do Departamento de

Biologia da Universidade do Minho. Esta cole¢cdo contém mais de 600 estirpes de S.

cerevisiae constituida por isolados de origens geograficas e aplicagdes tecnolégicas

diferentes.

Na Tabela 2.1 apresentam-se as 30 estirpes utilizadas e a sua proveniéncia.
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Tabela 2.1 — Listagem das estirpes de S. cerevisiae incluidas no estudo, o ambiente de onde
foram isoladas e a sua localizagao geografica.

Objetivo Estirpes Origem do isolamento Locallz’a ?ao
geografica
Analise
espectroscopica para
avaliar diferencas GMY31 Vinha Portugal
entre os pocos de
uma microplaca
L558 Hospital Portugal
L709 Fermentacdo (vinho de palma) Africa
. L718 Fermentacao (Saqué) Japao
AnaI|§e. q L724 Vinho e frutos fermentados Turquia
eSp::tti:°ZZ° dpe'cj € L734 Hospital Italia
Pe . L739 Solo Finlandia
cerevisiae mais T )
varisveis L748 Panificacao Singapura
L752 Abelha Malasia
L756 Milho Etidpia
$288c Laboratério
Zymaflore VL1 Estirpe comercial
VL002
VL006 . . 7 . .
Anlise VLO11 Estirpe isogénicas cgm a estirpe
. Zymaflore VL1, re-isolados de
espectroscoépica de VL0018 ) )
. S vinhas localizadas perto de uma Portugal
estirpes isogénicas de VL020 L
.. adega em que foi utilizada, nos
S. cerevisiae VL064 o !
ultimos 5 a 10 anos, a estirpe
VL0397 comercial Zymaflore VL1 [23]
VL099
VL108
Andlise w303
. P W303,gupIA (Adquiridas na EUROSCARF)
laboratorial S. )
cerevisiae W303 W303,jen1A
So1
S02
Validagdo do método S13 Vinha Portugal
S22
S24

A estirpe GMY31 é uma estirpe vinica que foi utilizada em ensaios preliminares

para avaliar diferencas espectroscopicas entre 0s pocos da mesma microplaca.

As estirpes L558 a L756 sado estirpes de paises diferentes, com as origens

indicadas na tabela. Estas foram utilizadas para verificar até que ponto o método

desenvolvido permitia a distincdo entre as estirpes e se era possivel encontrar
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algumas relacdes entre elas com base nos espectros obtidos, como por exemplo uma
maior semelhanca espectroscopica de estirpes com maior proximidade geografica ou
semelhanca no que respeita a origem de isolamento.

As estirpes VL002 a VL108 sao estirpes isogénicas da estirpe comercial
Zymaflore VL1, que foram re-isoladas de uma vinha proxima de uma adega onde esta
estirpe foi utilizada durante anos consecutivos [23]. Estes isolados possuem padrées
de polimorfismo dos fragmentos de restricdo do DNA mitocondrial idénticos, mas
padrbes diferentes de cariétipo. Destes isolados, 4 (VL006, VL020, VL064, VL097)
possuiam pequenas diferencas no que respeita aos alelos dos microssatélites em
relacdo a estirpe Zymaflore VL1. Conforme resumido na Tabela 2.2, a estirpe
Zymaflore VL1 com o padrdo M1 de microssatélite, possui heterozigotia para os loci
ScAATL, ScAAT2, SCAATS e ScAAT6, e homozigotia para os loci SCAAT3 e SCAATS;
os isolados VL064 e VL097, com os padrbes M2 e M4 respetivamente, sao
caracterizados pela perda total de heterozigotia; os isolados VL020 e VL006, com 0s
padrées M7 e M8 respetivamente, sdo caracterizados pela auséncia dos alelos 219
(em ScAATS) e 256 (em ScAAT®6), respetivamente [23].

Através da espectroscopia, pretende-se averiguar se a técnica utilizada tera
sensibilidade para distinguir entre estes isolados. Seriam assim um grupo de controlo
para a analise espectral da variabilidade intra-estirpe, contribuindo também para uma

melhor interpretacao dos dados obtidos para as estirpes L558 a L756.

Tabela 2.2 — Andlise de microssatélites dos isolados da estirpe Zymaflore VL1 [23].

Padroes de microssatélites
Loci M1 M2 M4 M7 M8
ScAAT1 204/219 219 204 201/219 204/219
ScAAT2 372/381 372 385 372/381 372/381

ScAAT3 265 265 265 265 265
ScAAT4 329 329 329 329 329
ScAATS 219/222 222 219 222 219/222
ScAAT6 256/259 256 256 259/259 259
VL002
VL011
Estirpes VL018 VL064 VL097 VL020 VLOO6
VL099
VL108

As estirpes W303,ady2A, W303,guplA, W303,jenlA sdo estirpes mutantes
construidas a partir da estirpe W303. Estas estirpes foram adquiridas na

EUROSCARF. A estirpe W303,ady2A possui uma delecdo no gene que codifica o
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transportador de acetato da membrana citoplasméatica [61], a estirpe W303,guplA
possui uma dele¢cdo no transportador de glicerol [62] e a estirpe W303,jenlA no
transportador de lactato [63]. Estas estirpes permitirdo verificar se sera possivel
distinguir isolados com base em alterac6es a membrana originadas por mutacdes de
delecdo num gene que codifica uma proteina membranar.

Os isolados S01 a S24 sdo estirpes vinicas provenientes da mesma vinha.
Estes isolados foram utilizados para determinar quantas estirpes diferentes se
poderiam detetar por espectroscopia e comparar com o0s resultados de analises
moleculares realizados previamente. O objetivo deste ensaio consistiu ha validacéo do
método desenvolvido. Estes isolados foram caracterizadas pelo seu perfil de
sequéncias interdelta, sequéncias de 300 pares de base que se encontram nos flancos
de retrotransposbes TY1 e TY2, utilizando um protocolo baseado no PCR para
amplificar estas regides [64], pois 0 niUmero e a localizacdo destes elementos varia de
estirpe para estirpe [53]. Estes ensaios foram realizados para verificar se 0 método de
espectroscopia classificava como idénticos os isolados com o0 mesmo perfil interdelta e
se os isolados com perfis interdelta distintos eram considerados como diferentes nas

medicdes espectroscopicas.

2.4. Pré-cultura e condi¢gdes de crescimento

As estirpes de S. cerevisiae encontravam-se conservadas a -80 °C em
criotubos numa solucdo de glicerol a 30% (v/iv). O crescimento e a leitura
espectroscopica das estirpes foram realizados em meio YPD agarizado e GM
agarizado para verificar em qual se obtinha um crescimento que preenchesse o pogo
da microplaca e tivesse uma superficie mais uniforme. O meio YPD agarizado foi
constituido por extrato de levedura 1% (p/v), peptona 1% (p/v), glucose 2% (p/v) e
agar 2% (p/v). O meio GM agarizado foi constituido por extrato de levedura 1% (p/v),
glicerol 3% (v/v) e agar 2% (p/v). Em cada um dos 96 pocos de uma microplaca foi
adicionada com uma micropipeta automatica 150 uL de meio YPD agarizado a 70 °C,
aproximadamente.

De cada criotubo foi retirada uma aliquota de biomassa com um palito
esterilizado. As estirpes foram depois inoculadas em placas com meio agarizado e
incubadas a 30°C numa estufa durante 24 h. A seguir, foi retirada uma pequena
quantidade de biomassa que foi ressuspensa em meio. ApOs determinacdo da
densidade o6tica (D.O. 640 nm), foram preparadas suspensdes com uma D.O. de 1,0.

A partir desta suspensao, uma aliquota de 7 yL de cada estirpe foi inoculada em oito
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pocos com meio agarizado de uma microplaca, conforme ilustrado na Figura 2.4. A
microplaca foi depois colocada na estufa a 30 °C durante 3 dias. Este tempo de
incubacdo foi o menor encontrado para que ocorresse um bom crescimento das
estirpes em meio YPD (Figura 2.5-A). Em meio GM, ao fim dos 3 dias de incubacéo a
cultura ndo preenchia totalmente o poco e tinha uma superficie irregular (Figura 2.5-B).
Por esta razao, foi escolhido o meio YPD para a realizacao das analises das estirpes

por espectroscopia.

Figura 2.4 — Representacdo esquematica de uma microplaca. A cada estirpe inoculada
corresponde uma cor, com a excecdo da Ultima coluna (coluna 12) que contém apenas meio
agarizado (azul). Cada estirpe foi inoculada em 8 pocos.

Figura 2.5 — Fotografia (ampliagdo de 10x, aproximadamente) da cultura de uma
estirpe de S. cerevisiae em YPD (A) e GM (B) num pog¢o da microplaca, apés 3 dias de
incubacéo a 30 °C.
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2.5. Testes preliminares

Antes de iniciar as andlises de espectroscopia, foram realizados varios ensaios
preliminares de otimizagdo. A primeira experiéncia consistiu na anélise dos espectros
de luz dos 96 pocos da microplaca, do meio YPD agarizado e do meio GM agarizado,
para verificar se ocorriam diferencas entre os meios e se dentro de cada conjunto de
espectros de cada microplaca ocorriam variagbes. O espectro de luz foi obtido
inserindo a sonda em cada uma das 96 posicdes, incidindo o feixe de luz diretamente
no fundo espelhado da gaveta. O espectro da microplaca foi adquirido da mesma
maneira que o de luz mas com uma microplaca colocada na gaveta, sobre a qual
incidiu o feixe de luz. Os espectros dos meios YPD e GM foram obtidos utilizando uma
microplaca para cada meio, contendo em cada poco 150 uL de meio.

Como controlo adicional, avaliou-se também a homogeneidade das
microplacas e do meio YPD entre lotes diferentes. Para tal, foram utilizadas duas
microplacas do mesmo lote e uma microplaca de um lote diferente. Para avaliar a
influéncia do meio de cultura, foram realizadas leituras em trés microplacas do mesmo
lote, duas contendo meio YPD preparado no mesmo dia e uma com meio YPD
preparado num dia diferente. Cada poc¢o da microplaca continha 150 pyL de meio e
foram adquiridos os espetros de todos 0s 96 po¢os de uma microplaca.

Adicionalmente foi também avaliada a reprodutibilidade das leituras
espetroscopicas entre os diferentes pocos de duas microplaca do mesmo lote,
contendo meio YPD preparado no mesmo dia e inoculados com a mesma estirpe
(GMY31).

Todos os 96 pocos de duas microplacas, com 150 uL de meio YPD agarizado
cada, foram inoculados com a estirpe GMY31. Os espectros foram obtidos nas 96

posicbes possiveis da sonda na caixa em ambas as microplacas.
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3. RESULTADOS
3.1. Testes preliminares

Antes de se comecar a analisar por espectroscopia as estirpes de
Saccharomyces cerevisiae, realizaram-se trés testes preliminares a este método. O
primeiro teste consistiu em adquirir o espectro de luz, o espectro de microplaca, o
espectro do meio YPD e o espectro do meio GMY nas 96 posi¢cdes possiveis da sonda
e verificar se havia diferencas entre eles e se dentro de cada conjunto de espectros de
cada microplaca ocorriam variagcfes. Para tal, foram utilizadas quatro microplacas do
mesmo lote, uma para cada condicao.

A Figura 3.1 mostra os espectros obtidos para o 1° teste no comprimento de
onda UV-Vis-SWNIR (200 — 1100 nm). Os espectros de luz (preto) e da microplaca
(azul) sdo mais uniformes e apresentam uma maior variacdo da refletancia entre a
zona dos 200 — 450 nm. Sendo o espectro de luz o espectro original da luz emitida, a
menor variagdo ocorrida no espectro da microplaca significa que esta absorve luz
nesta zona do UV. As microplacas utlizadas séao feitas de um plastico ndo
transparente ao UV (poliestireno) e, por isso, vao absorver luz neste comprimento de
onda. Nos espectros dos meios YPD (verde) e GM (amarelo) observam-se variagfes
espectrais entre réplicas na zona do UV (200 — 450 nm) e numa zona do NIR (850 —
1100 nm). A variacdo ocorrida na zona dos UV podera dever-se a uma maior, ou
menor, refracdo da luz no meio, sendo esta mais, ou menos, absorvida pela
microplaca. Na zona do NIR, a variacdo pode ser explicada pela diferenca no teor de
agua no meio, havendo nesta regido absorcgéo de luz por parte do grupo O-H da agua.
Apesar de cada po¢co da microplaca ter sido preenchido com meio preparado no
mesmo dia, é possivel que tenham ocorrido erros de pipetagem, havendo uma

distribui¢cdo desigual de meio em cada pogo.
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Figura 3.1 — Espectros UV-Vis-SWNIR de luz (preto), microplaca (azul), meio YPD
(verde) e meio GM (amarelo) medidos nas 96 posicdes da caixa.
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Assim, pelas razbes acima apontadas, resolveu-se prosseguir com a analise
espectral utilizando somente a zona dos 450 — 850 nm, sendo a regido do espectro
com uma maior uniformidade entre réplicas.

Antes de se proceder a andlise por RPCA, determinou-se o numero de
componentes adequadas através da representacdo grafica dos valores de desvio
padrdo em funcdo do numero de componentes principais (Figura 3.2). Duas
componentes foram utilizadas para fazer a analise por RPCA, uma vez que s6 duas
componentes apresentaram um valor de desvio padrdo considerado relevante por se
encontrarem acima da linha que determina o valor minimo para ser considerado
significativo, conforme se pode observar na figura. Estas duas componentes
representam 97,51% da variabilidade espectral, sendo que a PC1 possui a maioria da
variabilidade com 94,70% e a PC2 2,82%.

1.5 2.0

Desvio Padrdo
1.0

0.0

0 100 200 300
Numero de componentes principais

Figura 3.2 — Representagdo grafica dos valores de desvio padrdo em funcédo do
namero de componentes principais.

A seguir, os espectros foram submetidos & analise por RPCA utilizando as
duas primeiras componentes. Posteriormente foram relacionadas entre si (Figura 3.3),
demonstrando que os espectros das diferentes condi¢Bes de medicdo separam-se em
grupos distintos havendo, contudo, alguma dispersédo dentro do grupo de cada meio.
Esta dispersdo pode ser novamente explicada pela refracdo da luz no meio. Outra
causa poderd ser um efeito causado pelas diferentes posicBes dos pocgos. Para
estudar este fator procedeu-se a uma analise dos espectros de cada meio por linhas e
por colunas. A Figura 3.4 representa os espectros dos meios YPD (Ae B) e GM (C e
D). De uma maneira geral, em cada grafico ocorrem sobreposi¢cdes de espectros e
estes apresentam uma forma semelhante. Procedeu-se a analise por RPCA (Figura
3.5) para verificar se haveria alguma linha ou coluna de pocos que divergisse dos

restantes. Quando se comparam os resultados entre 0s espectros das linhas com os
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das colunas de cada meio verifica-se que entre 0s meios, 0S po¢os que se encontram
mais afastados do agrupamento maior de espectros sdo diferentes. Portanto, a

posi¢cdo dos poc¢os na microplaca ndo parece ter interferido com a andlise espectral.

05

PC2
05

Figura 3.3 — Analise de componentes principais para os espectros da luz (preto),
microplaca (azul), meio YPD (verde) e meio GM (amarelo).
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Figura 3.4 — Espectros UV-Vis-SWNIR do meio YPD (A e B) e do meio GM (C e D)
medidos nas 96 posi¢des da caixa. Em A e C, cada conjunto de espectros de uma coluna esta
representado por uma cor diferente. Em B e D, cada conjunto de espectros de uma linha esta
representado por uma cor diferente.
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representado por uma cor diferente. Em B e D, cada conjunto de espectros de uma linha esta

representado por uma cor diferente.
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O teste seguinte consistiu em verificar se microplacas de lotes diferentes e
meio YPD preparado em dias diferentes apresentavam dissemelhancas que
pudessem comprometer os resultados da analise. Para a andlise das microplacas
foram utilizadas duas microplacas do mesmo lote e uma de um lote diferente,
enquanto que para a analise do meio foram utilizadas trés microplacas do mesmo lote,
em que duas continham meio YPD preparado no mesmo dia e uma meio YPD
preparado num dia diferente. Em ambas as analises, foram realizadas leituras de
todos os 96 pocos de cada microplaca.

Os espectros obtidos no 2° teste no comprimento de onda UV-Vis-SWNIR (200
— 1100 nm) estdo representados na Figura 3.6. Observa-se novamente uma variacao
espectral no UV (200 — 450 nm) e no NIR (850 — 1100 nm) do meio YPD (Figura 3.6-
A), provavelmente devido as razdes apresentadas anteriormente, tendo-se decidido

prosseguir com a andlise espectral utilizando apenas a zona dos 450 — 850 nm.
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Figura 3.6 — Espectros UV-Vis-SWNIR da leitura dos 96 pogos de: A - duas
microplacas do mesmo lote (cinzento e roxo) e uma microplaca de um lote diferente (preto); B -
meio YPD feito no mesmo dia (azul e verde) e meio YPD feito num dia diferente (vermelho).

O namero de componentes foi determinado para a andlise por RPCA, sendo as
duas primeiras componentes a que representam a maioria da informagao que explica

a variabilidade. A PC1 possui 95,80% dessa informagéo e a PC2 2,73%.
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A Figura 3.7 representa a relacdo entre estas duas componentes. Como se
pode observar pelo gréfico, existe um agrupamento para os espectros das microplacas
do mesmo lote (cinzento e roxo) e um grupo diferente para os espectros da microplaca
de um lote diferente (preto) (Figura 3.7-A). Isto sugere que devem existir diferencas na
composicdo de microplacas de diferentes lotes que provoquem alteracdes
significativas dos espectros. Na Figura 3.7-B observa-se que os espectros de cada
microplaca contendo meio YPD ficaram separados em grupos distintos, havendo,
contudo, alguma dispersdo dentro do grupo de cada meio. Os espectros das
microplacas com meio preparado no mesmo dia e com meio preparado num dia
diferente apresentam diferencas espectrais significativas entre eles, ou seja, poderao
existir diferencas composicionais em meios feitos em alturas diferentes e até mesmo
num meio preparado no mesmo dia mas analisados em microplacas diferentes
(possivelmente devido aos limites do equipamento utilizado na preparacdo de cada

meio).
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Figura 3.7 — Andlise de componentes principais para os espectros de: A - duas
microplacas do mesmo lote (cinzento e roxo) e uma microplaca de um lote diferente (preto); B -
meio YPD feito no mesmo dia (azul e verde) e meio YPD feito num dia diferente (vermelho).
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No ultimo teste, analisaram-se duas microplacas do mesmo lote, contendo
meio YPD preparado no mesmo dia e inoculadas com a estirpe GMY31 para avaliar a
reprodutibilidade entre os diferentes poc¢os das duas microplacas.

Nos espectros obtidos neste teste (Figura 3.8) no comprimento de onda UV-
Vis-SWNIR (200 — 1100 nm) observa-se uma variacao espectral na regido do UV (200
— 450 nm) e do NIR (850 — 1100 nm). As variacBes ocorridas nestas regibes do
espectro foram persistentes nos trés testes preliminares e as suas origens dever-se-ao
provavelmente as razdes apontadas no primeiro teste. Deste modo, decidiu-se
prosseguir com a analise espectral utilizando apenas a regido dos 450 — 850 nm.
Nesta regido, de uma maneira geral, 0 conjunto de espectros de cada microplaca
apresentam formas semelhantes e encontram-se sobrepostos, ndo havendo uma

distin¢éo entre os diferentes conjuntos de espectros em linha ou coluna.
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Figura 3.8 — Espectros UV-Vis-SWNIR da leitura dos 96 pogos de: A - duas
microplacas do mesmo lote contendo meio YPD preparado nho mesmo dia inoculadas com a
estirpe GMY31 (preto e azul); B e C - uma microplaca contendo meio YPD preparado no
mesmo dia inoculadas com a estirpe GMY31, em que cada conjunto de espectros em linha (B)
e coluna (C) esta representado por uma cor diferente; D e E - outra microplaca contendo meio
YPD preparado no mesmo dia inoculadas com a estirpe GMY31, em que cada conjunto de
espectros em linha (B) e coluna (C) esta representado por uma cor diferente.
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Determinou-se 0 numero de componentes principais a serem utilizadas na
andlise por RPCA. Duas componentes foram utilizadas e estas abrangiam 88,80% da
variabilidade espectral, tendo a PC1 73,90% da variabilidade e a PC2 14,90%. Os
dados espectrais foram de seguida submetidos a andlise por RPCA utilizando duas
componentes e representado graficamente a relacdo entre estas (Figura 3.9). Na
Figura 3.9-A é possivel observar dois grupos, um para cada conjunto de espectros de
uma microplaca. Esta separacdo poder-se-a dever a diferencas entre microplacas no
crescimento das estirpes, a diferencas no tempo entre as leituras para cada
microplaca, variagcdes na quantidade de meio presente em cada po¢o, o método
utilizado para diminuir o efeito do meio na leitura das estirpes nao ser suficientemente
eficaz, sendo que estas causas interferem na andlise dos espectros sobrepondo-se ao
espectro da estirpe propriamente dita. Apesar de ndo se conseguir distinguir bem cada
ponto nos gréficos correspondente a cada pogo de cada espectro analisado, observa-
se que a maioria dos espectros da estirpe GMY31 de uma microplaca se encontra
aglomerado, o que indica que ndo existe uma variacao significativa entre os espectros
da estirpe GMY 31 inoculada nos diferentes pocos, ndo sendo a posi¢cdo na microplaca
um fator para a variacdo espectral na andlise de estirpes (Figura 3.9-B a E). Os
espectros que se encontram mais afastados dos aglomerados sdo de estirpes cujo
crescimento ndo ocupou toda a superficie do meio no poco (Figura 3.10-A) ou que

apresentava a superficie irregular (Figura 3.10-B).
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Figura 3.9 — Analise de componentes principais para os espectros de: A - duas
microplacas do mesmo lote contendo meio YPD preparado no mesmo dia inoculadas com a
estirpe GMY31 (preto e azul); B e C - uma microplaca contendo meio YPD preparado no
mesmo dia inoculadas com a estirpe GMY31, em que cada conjunto de espectros em linha (B)
e coluna (C) esta representado por uma cor diferente; D e E - outra microplaca contendo meio
YPD preparado no mesmo dia inoculadas com a estirpe GMY31, em que cada conjunto de
espectros em linha (B) e coluna (C) esta representado por uma cor diferente.
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Figura 3.10 — Fotografia (ampliacdo de 10x, aproximadamente) da cultura de uma
estirpe de S. cerevisiae em YPD num poco da microplaca, ap6s 3 dias de incubacéo a 30 °C.

Os resultados dos testes preliminares realizados sugerem que, durante a
andlise das estirpes de S. cerevisiae, devem ter-se alguns cuidados para minimizar os
erros provenientes do material utilizado e que podem interferir com a analise espectral:
devem utilizar-se microplacas do mesmo lote para a analise das estirpes; deve-se
subtrair a informacdo do meio na analise das estirpes para minimizar a variacao
espectral ocorrida devido as diferengas composicionais e aos problemas de refracao
de luz no meio; e deve-se recorrer a zona espectral dos 450 — 850 nm para a analise
dos espectros das estirpes.

ApoOs a realizacao destes testes preliminares, procedeu-se a andlise de estirpes

de S. cerevisiae.

3.2. Andlise de estirpes de S. cerevisiae por UV-Vis-SWNIR

Na primeira analise aos espectros de S. cerevisiae foram utilizadas onze
estirpes diferentes para verificar se com esta técnica espectroscopica era possivel
distingui-las e estabelecer relacdes entre a localizagdo geogréafica e/ou a origem de
cada uma com os resultados dos dados espectrais. Nesta experiéncia foram utilizadas
as estirpes L558 a L756 (Tabela 2.1), de localizagBes geograficas diferentes e com
aplicacdes diferentes, e as estirpes de referéncia S288c e Zymaflore VL1.

As 11 estirpes foram inoculadas numa microplaca com meio YPD agarizado,
tendo cada uma 8 réplicas, conforme esquematizado na Figura 3.11. Dessas 8, foram
obtidos espectros das 4 em que se observou um crescimento mais uniforme e que

preenchesse a superficie do meio.
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Figura 3.11 - Representacdo esquematica de uma microplaca. A cada estirpe
inoculada corresponde uma cor, com a excecdo da Ultima coluna (coluna 12) que contém
apenas meio YPD agarizado (azul). Cada estirpe foi inoculada em 8 pocos. As estirpes
utilizadas sdo: L558 (amarelo), L709 (roxo), L718 (laranja), L724 (rosa), L734 (castanho), L739
(cinzento), L748 (preto), L752 (magenta), L756 (vermelho, S288c (verde) e Zymaflore VL1
(verde escuro).

Na Figura 3.12 séo representados os espectros das estirpes utilizadas, obtidos
na regido dos 450 — 850 nm. Os espectros das estirpes apresentam, de uma maneira
geral, uma forma semelhante entre eles, ocorrendo a sobreposicdo de alguns

espectros no grafico.
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Figura 3.12 — Espectros UV-Vis-SWNIR das estirpes L558 (amarelo), L709 (roxo),
L718 (laranja), L724 (rosa), L734 (castanho), L739 (cinzento), L748 (preto), L752 (magenta),
L756 (vermelho), Zymaflore VL1 (verde escuro) e S288c (verde), inoculadas numa microplaca
com YPD, tendo cada estirpe 4 réplicas.

Procedeu-se a andlise por RPCA utilizando duas componentes: a PC1 que

representa 91,00% da variabilidade espectral e a PC2 que representa 4,66%. Na
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Figura 3.13 encontra-se a representacdo grafica da relagdo entre as duas
componentes principais, sendo possivel observar uma boa reprodutibilidade das
réplicas das diferentes estirpes e uma separacdo nitida entre os agrupamentos de

cada estirpe.

02

PC1

Figura 3.13 — Andlise de componentes principais para 0s espectros de estirpes
diferentes: L558 (), L709 (A), L718 (/), L724 (/\), L734 (A), L739 (/\), L748 (A), L752 (A),
L756 (A), Zymaflore VL1 (A), S288c (/).

Comparando a semelhanca espectral com a localizagdo geografica das
estirpes aqui analisadas (Tabela 2.1 e Figura 3.14), verifica-se que ndo se pode
estabelecer uma relacdo entre estes dois dados. As estirpes L718, L748 e L752
deveriam ter espectros mais semelhantes de acordo com a sua localiza¢do, ndo sendo
isso 0 observado no grafico da andlise de componentes principais onde estas trés
estirpes se encontram afastadas umas das outras. As estirpes do continente africano
(L709 e L756) também se encontram afastadas entre si no gréafico. As estirpes L558,
L734 e L739, provenientes da Europa, encontram-se préximas entre si, mas era
esperado que a estirpe encontrada em Portugal (L558) estivesse mais proxima da
estirpe de Italia (L734) do que a da Finlandia (L739), se se tiver em consideracédo a
localizac&o geogréfica.

De um modo geral, ndo pode ser estabelecida uma relacdo entre as
semelhancas espectrais das estirpes e a sua origem de isolamento com base nos
resultados obtidos. As estirpes L558 e L734, que possuem a mesma origem de
isolamento, ndo se encontram mais proximas uma da outra do que de outras estirpes
com diferentes origens de isolamento. As estirpes que foram isoladas de fermentacdes
(L709 e L718) sdo semelhantes a nivel espectral, encontrando-se proximas uma da
outra no gréafico de analise de componentes principais, sendo estas as Unicas onde se
consegue estabelecer uma relacdo de semelhanca espectral com origem de

isolamento.
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Figura 3.14 — Localizacao geogréfica e origem do isolamento das estirpes L558, L709,
L718, L724, L734, L739, L748, L752, L756, Zymaflore VL1 e S288c (imagem adaptada de
http://www.geoensino.net/2011/10/blog-post.html).

Assim, os resultados obtidos nesta analise, de uma maneira geral, ndo tém
uma relagdo com os dados geograficos e os da origem do isolamento das estirpes.
Contudo, utilizando este método obteve-se uma boa reprodutibilidade das réplicas e foi
possivel distinguir as diferentes estirpes.

Nos ensaios preliminares verificou-se que nas analises que envolveram
microplacas do mesmo lote com meio YPD preparado no mesmo dia ocorriam
variagbes nos espectros entre as diferentes microplacas (Figura 3.7). Tendo-se
reduzido a variacdo do meio e das microplacas a um minimo, resolveu-se averiguar a
reprodutibilidade dos espectros de estirpes inoculadas em diferentes microplacas. Foi
realizada uma andlise a estas estirpes inoculando-as em 4 microplacas do mesmo lote
com meio YPD preparado no mesmo dia seguindo o mesmo esquema de inoculagao
da Figura 3.11. Os espectros foram obtidos na zona dos 450 — 850 nm (Figura 3.15).
Alguns dos espectros encontram-se sobrepostos e, de uma maneira geral, verifica-se
que aparentam ser muito semelhantes entre si. Posteriormente, os dados espectrais
foram tratados por RPCA utilizando duas componentes, sendo a PC1 responsavel por

97,00% da variabilidade encontrada nesta analise e a PC2 por 2,24%.
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Figura 3.15 — Espectros UV-Vis-SWNIR de 4 microplacas do mesmo lote com meio
YPD preparado no mesmo dia inoculadas com as estirpes L558 (amarelo), L709 (roxo), L718
(laranja), L724 (rosa), L734 (castanho), L739 (cinzento), L748 (preto), L752 (magenta), L756
(vermelho), Zymaflore VL1 (verde escuro) e S288c (verde).

Como se pode observar na Figura 3.16, de uma maneira geral, ocorreu um
agrupamento para cada conjunto de espectros de uma microplaca. Isto ja ocorreu em
experiéncias anteriores com microplacas do mesmo lote com meio preparado no
mesmo dia (Figura 3.7) e com microplacas do mesmo lote inoculadas com a estirpe
GMY31 em meio YPD preparado no mesmo dia (Figura 3.9). As possiveis causas
destas separacdes ja foram referidas anteriormente e poderdo estar na origem destes
erros sistematicos. Na Figura 3.16, observa-se ainda em algumas microplacas uma
distincdo pouco nitida entre algumas estirpes diferentes. Se uma analise por RPCA for
realizada para cada microplaca individualmente, essa distincédo entre as estirpes ja se
torna mais nitida (Figura 3.17) e observa-se uma boa reprodutibilidade das réplicas
das diferentes estirpes em cada microplaca. Contudo, a relacdo entre as diferentes
estirpes (a distancia entre cada uma no grafico) é, de um modo geral, diferente em
cada microplaca. A estirpe L709 encontra-se afastada de outra estirpe em 3 das 4
microplacas (vermelho, verde e preto), sendo a estirpe que apresenta um resultado
mais constante nas 4 microplacas. A estirpe L558 também tem uma posi¢do
relativamente constante nos graficos. Estas diferencas entre as microplacas podem

ser devidas as causas ja nomeadas para o que ocorreu no grafico da Figura 3.16.

48



RESULTADOS

05
-~

PC2

00
»
-

205

PC1

Figura 3.16 — Andlise de componentes principais para 0s espectros de estirpes
diferentes: L558 (amarelo), L709 (roxo), L718 (laranja), L724 (rosa), L734 (castanho), L739
(cinzento), L748 (preto), L752 (magenta), L756 (vermelho), Zymaflore VL1 (verde escuro) e
S288c (verde) em 4 microplacas (A, A, o e o).
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Figura 3.17 — Andlise de componentes principais para 0s espectros de estirpes
diferentes: L558 (amarelo), L709 (roxo), L718 (laranja), L724 (rosa), L734 (castanho), L739
(cinzento), L748 (preto), L752 (magenta), L756 (vermelho), Zymaflore VL1 (verde escuro) e

S288c (verde); em 4 microplacas: A (A), B (A), C (o) e D (e).
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Como através da RPCA ndo foi possivel obter resultados reprodutiveis entre
microplacas, resolveu-se analisar os espectros por PLS-DA. Com esta andlise
pretende-se minimizar os efeitos provocados pelos erros sistematicos maximizando as
semelhancas entre os espectros em vez das diferencas, como acontece na RPCA. Na
Figura 3.18 encontra-se a representacdo grafica da analise por PLS-DA. De uma
maneira geral, as réplicas de cada estirpe em cada microplaca mantém-se agrupadas
e a separacédo entre as estirpes de cada microplaca foi reduzida, em relacédo a analise
por RPCA. Contudo, a mesma estirpe de cada microplaca ndo se encontram
agrupadas. As estirpes L709, S288c e Zymaflore VL1 de 3 microplacas (azul,
vermelho e verde) sdo as estirpes que se encontram mais préximas entre si nas
diferentes microplacas. No entanto, cada uma destas estirpes de cada microplaca,
encontra-se, de um modo geral, mais préxima de outras estirpes, ndo se podendo
dizer que existe um agrupamento entre a mesma estirpe de cada uma das 3

microplacas.

20
[

Figura 3.18 — Andlise por PLS-DA para os espectros de estirpes diferentes: L558
(amarelo), L709 (roxo), L718 (laranja), L724 (rosa), L734 (castanho), L739 (cinzento), L748
(preto), L752 (magenta), L756 (vermelho), Zymaflore VL1 (verde escuro) e S288c (verde) em 4
microplacas (A, A, o e e).

Determinou-se ainda a probabilidade de prever a identidade de uma estirpe
utilizando como modelo metade das réplicas dos espectros e a outra metade como
objeto a identificar. Os coeficientes de previsdo obtidos séo inferiores a 0,2, 0 que
indicam que a probabilidade de um espectro pertencer a uma determinada estirpe é
inferior a 20%, ndo sendo assim possivel, através deste método, determinar a
identidade de uma estirpe através do espectro.

Estes resultados demonstram que utilizando a andlise por PLS-DA também n&o
€ possivel distinguir estirpes diferentes de 4 microplacas analisadas em simultaneo.

Esta dificuldade pode dever-se a um conjunto de erros sistematicos que provocam a
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falta de reprodutibilidade destas andlises que, com as condi¢cbes tecnoldgicas e de

andlise matematica atuais, ndo sdo possiveis de eliminar.

3.3. Anédlise de isolados isogénicos da estirpe comercial Zymaflore VL1

Para determinar até que ponto seria possivel distinguir isolados geneticamente
muito semelhantes, foram analisados nove isolados da estirpe Zymaflore VL1, que
originaram de uma vinha proxima de uma adega onde esta estirpe comercial foi
utilizada durante anos consecutivos. Como referéncia, foi utilizada a estirpe-mée VL1,
conforme esta estirpe € obtida na empresa produtora, bem como a estirpe laboratorial
S288c (Tabela 2.1).

As estirpes foram inoculadas em 4 microplacas do mesmo lote com meio YPD
preparado no mesmo dia, para verificar a reprodutibilidade dos resultados obtidos nas
diferentes microplacas. Cada estirpe teve 8 réplicas por microplaca, conforme
esquematizado na Figura 3.19. Dessas 8, foram obtidos espectros das 4 em que se

observou um melhor crescimento.

VLOO2 VLOO6 VLO11 VLO18 VLO20 VLO64 VLOS7 VL0939 VL1OB 5288c ZVL1 YPD

Figura 3.19 — Representacdo esquematica de uma microplaca. A cada estirpe
inoculada corresponde uma cor, com a excec¢do da ultima coluna (coluna 12) que contém
apenas meio YPD agarizado (azul). Cada estirpe foi inoculada em 8 pocos. As estirpes
utilizadas séo: VL002 (amarelo), VLOO6 (roxo), VLO11 (laranja), VLO18 (rosa), VL020
(castanho), VL064 (cinzento), VL097 (preto), VL099 (magenta), VL108 (vermelho), S288c
(verde) e Zymaflore VL1 (verde escuro).

Os espectros foram obtidos na zona dos 450 — 850 nm (Figura 3.20). A nivel
espectral ndo sdo observadas diferencas significativas, procedendo-se, portanto, a
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andlise por RPCA. A RPCA foi realizada com duas componentes: PC1, representando
87,0% da variabilidade, e PC2, com 10,8% da variabilidade.
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Figura 3.20 — Espectros UV-Vis-SWNIR de 4 microplacas do mesmo lote com meio
YPD preparado no mesmo dia inoculadas com as estirpes VL002 (amarelo), VLO06 (roxo),
VLO11 (laranja), VLO18 (rosa), VL020 (castanho), VLO64 (cinzento), VL0O97 (preto), VL099
(magenta), VL108 (vermelho), S288c (verde) e Zymaflore VL1 (verde escuro).

A Figura 3.21 e a Figura 3.22 representam a relacdo entre estas duas
componentes na RPCA das 4 microplacas e de cada microplaca individualmente,
respetivamente. Em ambas as figuras, de uma maneira geral, verifica-se uma boa
reprodutibilidade das réplicas dos diferentes isolados e uma separacdo entre 0S
agrupamentos de cada isolado. Na Figura 3.21 observa-se um agrupamento para cada
conjunto de espectros de uma microplaca. Estes resultados sdo semelhantes aos
obtidos na andlise anterior as 11 estirpes diferentes. Na Figura 3.22, a relacdo entre 0os
diferentes isolados (a distancia entre cada uma no grafico) €, de um modo geral,
diferente em cada microplaca. Estas diferencas entre microplacas observadas nas
duas figuras dever-se-80 as mesmas razdes apontadas na analise a estirpes
diferentes. Na Figura 3.21, algumas microplacas apresentam uma distincdo pouco
nitida entre alguns isolados diferentes, sendo que na Figura 3.22 essa distin¢ao ja é
mais nitida para cada microplaca. A estirpe S288c é uma estirpe geneticamente mais
diferente dos restantes isolados, contudo esta estirpe encontra-se em todos o0s

graficos de RPCA préxima dos restantes isolados.
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D..‘

PC1

Figura 3.21 — Andlise de componentes principais para os espectros de VLO002
(amarelo), VL0O0O6 (roxo), VLO11 (laranja), VL0O18 (rosa), VL020 (castanho), VL0O64 (cinzento),
VL097 (preto), VL099 (magenta), VL108 (vermelho), Zymaflore VL1 (verde escuro) e S288c
(verde) em 4 microplacas (A, A, c e e).

54



RESULTADOS

o
o
3
g
~
S -
-
o -
T
16 14 12 10 08
PC1
B PE ) .
- L.
g -
ak
- -
“w
q' -
-
™ % ¢
-
Eal .
e A -
‘a
~ A
L4 A -
-
L]
g -
L] T T T T
08 06 04 02 00 02 04
PC1
o
o
o _
o
™
&
o
©
o
i
o
T T T T T
14 12 10 08 06 04
PC1
1
o
| D
o
~N 4
(=]
e
e -
o ..
il p
g | ® $° ¢
=3 e
8 . 5
= d .
g | . g
=3 .
.
T T T
20 25
PC1

Figura 3.22 — Andlise de componentes principais para os espectros de VL002
(amarelo), VLO06 (roxo), VLO11 (laranja), VLO18 (rosa), VL020 (castanho), VL064 (cinzento),
VL097 (preto), VL099 (magenta), VL108 (vermelho), Zymaflore VL1 (verde escuro) e S288c
(verde) em 4 microplacas: A (A), B (A), C (o) e D (o).
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3.4. Andlise espectral de uma estirpe durante o tempo de crescimento

Nas andlises anteriores, colocou-se a hipétese de que a diferenga temporal de
aquisicdo dos espectros entre as diferentes microplacas poderia interferir com as
analises espectrais das estirpes interferindo depois com os resultados obtidos. Para
verificar este fator, inoculou-se numa microplaca com YPD a estirpe S288c em
diferentes pocos e realizaram-se as aquisicfes espectrais de duas em duas horas
durante 3 dias, como esquematizado na Figura 3.23. Devido aos danos causados pelo
feixe de luz durante as leituras ao crescimento da estirpe na microplaca, cada leitura

teve que ser realizada num poco diferente da microplaca.

Figura 3.23 — Representacdo esquematica de uma microplaca. Localizagdo do poco
correspondente a cada tempo em que se realizou uma leitura do espectro da estirpe S288c e a
leitura do espectro do meio YPD (M).

Na Figura 3.24 observam-se 0s espectros da estirpe S288c obtidos na regido
dos 450 — 850 nm nos diferentes tempos de aquisicdo e o espectro do meio YPD.
Neste intervalo espectral observa-se um espectro semelhante ao do meio YPD que
corresponde ao tempo O h de crescimento da estirpe S288c. Dois espectros
correspondentes aos tempos 2 h e 4 h de crescimento ja apresentam algumas
diferencas em relagdo ao espectro do meio e do de O h de crescimento. Dois outros
conjuntos de espectros sdo ainda observaveis neste grafico, sendo um
correspondente as aquisicdes ocorridas entre as 18 h e as 28 h de crescimento e o
outro as aquisicdes ocorridas entre as 42 h e as 76 h. Para comprovar estas

observacdes, realizou-se uma analise por RPCA dos espectros. Duas componentes
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foram utilizadas nesta andlise: a PC1 que representa 97,50% da variabilidade e a PC2
com 1,98%.
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Figura 3.24 — Espectros UV-Vis-SWNIR da estirpe S288c em diferentes tempos de
crescimento (vermelho) e do meio YPD (azul).

Na Figura 3.25 encontra-se a representacdo grafica da relacdo entre as duas
componentes principais, sendo possivel observar um resultado semelhante ao que ja
se tinha observado nos espectros. O espectro de 0 h de crescimento encontra-se
préximo do espectro do meio YPD, os espectros de 2 h e 4 h de crescimento
encontram-se agrupados e localizados entre 0 agrupamento dos espectros do meio
YPD e 0 h de crescimento e os agrupamentos dos espectros dos restantes tempos de
crescimento. Os espectros com um crescimento entre 18 h e 28 h encontram-se
agrupados e 0s espectros com um crescimento entre as 42 h e as 76 h encontram-se
noutro agrupamento. Estes resultados indicam que existem diferencas significativas
nos espectros durante o0 crescimento das estirpes até, pelo menos, as 42 h de
crescimento, a partir da qual, até completar os 3 dias de crescimento, ndo se
observam diferencas significativas. Portanto, uma analise realizada ao longo do 3° dia
de crescimento, como as que se realizaram nas andlises das estirpes e dos isolados
anteriores, ndo interfere nos resultados obtidos, sendo um fator que se pode excluir
como sendo uma causa para as diferencas encontradas na andlise de espectros em

diferentes microplacas.
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Figura 3.25 — Andlise de componentes principais para 0s espectros da estirpe S288c
em diferentes tempos de crescimento (vermelho) e do meio YPD (azul).

3.5. Andlise de mutantes de delecéo de S. cerevisiae (colecdo EUROSCARF)

O passo seguinte foi tentar verificar se era possivel distinguir isolados com
base em alteracdes a membrana originadas por mutacfes de delecdo em genes que
codificam proteinas membranares. Para isso, foram utilizadas as estirpes W303,jen1A,
W303,ady2A e W303,gup1A (Tabela 2.1), que possuem dele¢bes nas proteinas
membranares transportadoras de lactato, acetato e glicerol, respetivamente,
juntamente com a estirpe selvagem W303, que ndo possui qualquer dele¢ao.

Nesta experiéncia, uma microplaca com meio YPD agarizado, inoculada com
as 4 estirpes foi utilizada, cada uma tendo 8 réplicas, conforme esquematizado na
Figura 3.26. Das 8 réplicas de cada estirpe, foram obtidos espectros das 4 que tiveram

um melhor crescimento.
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Figura 3.26 — Representacdo esquematica de uma microplaca. A cada estirpe
inoculada corresponde uma cor, com a exceg¢do da coluna 5 que contém apenas meio YPD
agarizado (azul). Cada estirpe foi inoculada em 8 pocos. As estirpes utilizadas sé&o:
W303,ady2A (amarelo), W303,gup1A (roxo), W303,jen1A (laranja) e W303 (rosa).
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Como se pode observar na Figura 3.27, existe uma grande semelhanca
espectral a olho nu, ndo sendo possivel distinguir estas estirpes. Procedeu-se a
determinagdo do numero de componentes a ser utilizada na RPCA. A RPCA foi
realizada com duas componentes: PC1, representando 97,40% da variabilidade, e
PC2, com 1,08%. Observa-se que as réplicas de cada estirpe ficaram bem agrupadas
e que houve uma separacdo nitida entre os conjuntos de réplicas de cada estirpe
(Figura 3.28).
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Figura 3.27 — Espectros UV-Vis-SWNIR das estirpes W303 (amarelo), W303,jen1A
(roxo), W303,ady2A (laranja) e W303,gup1A (rosa), inoculadas numa microplaca com YPD,
tendo cada estirpe 4 réplicas.
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Figura 3.28 — Andlise de componentes principais dos espectros das estirpes W303 ( ),
W303,jen1A (+), W303,ady2A (+) e W303,gup1A (+).

Utilizando esta metodologia foi possivel com esta experiéncia distinguir entre
as diferentes estirpes mutantes e selvagem. Contudo, tendo em conta as experiéncias
anteriores com as estirpes diferentes e os isolados da estirpe Zymaflore VL1, este

resultado ndo deverd ser reprodutivel se realizado em outra microplaca e esta
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distingdo que se verifica nesta andlise entre as estripes mutantes e selvagem podera
nao dever-se somente a diferencas espectrais causadas pela diferente composigéo

membranar, mas também a varia¢des na quantidade de meio presente em cada pogo.

3.6. Andlise espectral de estirpes desconhecidas de S. cerevisiae e

correspondéncia com dados de tipagem molecular

Em todas as experiéncias realizadas até agora, a identidade de cada estirpe
que foi analisada era conhecida. Para validar este método espectroscopico é
necessario verificar a possibilidade de se conseguir distinguir isolados da estirpe S.
cerevisiae sem ter um conhecimento prévio da sua identidade. Assim, os isolados S01,
S02, S13, S22 e S24 foram analisados para verificar se esta técnica espectroscopica
conseguiria determinar quantas estirpes diferentes detetava e comparar com o0s

resultados dos perfis interdelta realizados previamente (Figura 3.29).

S22

Figura 3.29 — Perfis interdelta realizados obtidos das estirpes S01, S02, S13, S22 e
S24.

Uma microplaca com meio YPD agarizado, inoculada com os 5 isolados foi
utilizada, cada uma tendo 8 réplicas, conforme esquematizado na Figura 3.30. Das 8
réplicas de cada estirpe, foram obtidos espectros das 4 que tiveram um melhor

crescimento.

60



RESULTADOS

S01 S02 S13 S22 S24 YPD

Figura 3.30 — Representacdo esquematica de uma microplaca. A cada estirpe
inoculada corresponde uma cor, com a excecado da coluna 6 que contém apenas meio YPD
agarizado (azul). Cada estirpe foi inoculada em 8 pocgos. As estirpes utilizadas séo: SO01
(amarelo), S02 (roxo), S13 (laranja), S22 (rosa) e S24 (castanho).

Os espectros destes isolados foram adquiridos (Figura 3.31), sendo os
espectros obtidos muito semelhantes entre eles. Foi necessario recorrer a analise por
RPCA utilizando duas componentes que totalizavam 97,68% da variancia (PC1 com
96,60% e PC2 com 1,08%). Segundo o grafico obtido da RPCA (Figura 3.32), os
isolados S02 e S22 parecem representar a mesma estirpe e os restantes isolados
representariam, cada um, uma estirpe diferente. Quando se compara estes resultados
com os dos perfis interdelta, verifica-se que ndo séo coincidentes. Nos perfis interdelta
(Figura 3.29), os isolados S01, S13, S22 e S24 possuem o mesmo perfil e o isolado
S02 possui um perfil diferente, ou seja, o isolado S02 serd uma estirpe e 0s restantes

isolados serdo uma estirpe diferente.
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Figura 3.31 — Espectros UV-Vis-SWNIR dos isolados S01 (amarelo), S02 (roxo), S13
(laranja), S22 (rosa) e S24 (castanho), inoculadas numa microplaca com YPD, tendo cada
estirpe 4 réplicas.
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Figura 3.32 — Analise de componentes principais dos espectros dos isolados S01
(amarelo), S02 (roxo), S13 (laranja), S22 (rosa) e S24 (castanho).

Com base nos resultados da analise espectral e dos perfis interdelta verifica-se

entdo que esta técnica, na situacdo atual, ndo podera ser utilizada para distinguir

estirpes cuja identidade seja desconhecida.
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4. DISCUSSAO E CONCLUSOES GERAIS

O obijetivo deste estudo foi realizar um ensaio espectrométrico miniaturizado e
de alto rendimento para a analise de estirpes de S. cerevisiae inoculadas em
microplaca de 96 pocos. Varios conjuntos de estirpes foram analisados: estirpes de
origens de isolamento e localizacdo geogréafica diferentes; isolados isogénicos da
estirpe comercial Zymaflore VL1; estirpes com dele¢cdes em genes que codificam
proteinas membranares; e estirpes desconhecidas.

Uma analise espectroscipica exploratoria utilizando analise por RPCA foi
realizada nas diferentes experiéncias. Nas analises realizadas em cada microplaca
individualmente, as estirpes de origens de isolamento e localizagdo geogréfica
diferentes e os isolados da estirpe Zymaflore VL1 (Tabela 2.1) apresentaram uma boa
reprodutibilidade das réplicas e estavam, na sua maioria, bem distintas no gréafico da
analise por RPCA (Figura 3.13 e Figura 3.22). Contudo, em ambas as experiéncias,
numa andlise comparativa entre 4 microplacas com o0 mesmo conjunto de estirpes
verificou-se que as diferencas espectrais representadas no grafico da analise por
RPCA entre cada microplaca eram diferentes (Figura 3.17 e Figura 3.22), ndo havendo
reprodutibilidade dos resultados de microplaca para microplaca analisada. Além disso,
quando se juntavam as 4 microplacas analisadas num Unico grafico de analise por
RPCA, as estirpes iguais presentes nas diferentes microplacas ndo se agrupavam, na
sua maioria (Figura 3.16 e Figura 3.21). Quando se comparou a semelhanca espectral
das estirpes diferentes com a sua origem de isolamento e localizagdo geografica era
esperado observar-se semelhancas espectrais entre estirpes com maior proximidade
geografica e/ou provenientes de origens de isolamentos semelhantes, pois poderiam
ter uma composicao bioquimica intracelular e membranar mais semelhantes. Contudo,
ndo foram observadas relacdes entre a semelhanca espectral e a proximidade
geografica ou a origem de isolamento. Na andlise aos isolados da estirpe Zymaflore
VL1, apesar da semelhanca genética entre eles, a estirpe S288c incluida nesta analise
ndo era espectralmente mais diferente em relagcdo aos isolados, encontrando-se
proximo de determinados isolados (Figura 3.22). Estes resultados sugerem a presenca
de fatores que estejam a interferir com a aquisicdo espectral das estirpes. A diferenca
na composicao entre microplacas foi tida em conta na altura da realizagéo dos ensaios
preliminares, tendo-se verificado que microplacas de dois diferentes lotes
apresentavam diferencas espectrais (Figura 3.7-A). A composicdo do meio YPD
utilizado também foi analisada previamente, tendo-se verificado que meios preparados
em alturas diferentes apresentam espectros distintos (Figura 3.7-B), possivelmente
devido aos limites do equipamento utilizado durante a preparacdo dos meios. A

quantidade de meio presente em cada po¢o também poderd interferir com a leitura
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espectroscopica da estirpe. Este facto ja tinha sido observado num trabalho realizado
com a espectroscopia UV-Vis-SWNIR para distingdo de estirpes [37], em que a
espessura do meio presente na placa interferia com as leituras espectroscopicas por
causar um efeito de disperséo da luz. A espessura da cultura também foi tida em conta
neste trabalho [37] como uma medida para melhorar a qualidade do sinal, pois uma
cultura mais espessa impede que uma maior quantidade de feixe de luz penetre no
meio 0 que vai aumentar a qualidade do espectro da estirpe diminuindo a interferéncia
do meio. Este fator ndo foi analisado durante a realizacdo das experiéncias, tendo-se
s6 verificado se a cultura preenchia completamente o po¢o da microplaca. A diferenca
temporal ocorrida entre as leituras das diferentes microplacas foi considerada também
como uma possivel causa para a falta de reprodutibilidade entre as microplacas, mas
uma analise realizada com a estirpe S288c ao longo de 76 h mostrou que nao
ocorriam diferencas espectrais significativas entre as 42 h e 76 h de crescimento
(Figura 3.25), tendo este fator sido descartado.

Na analise das estirpes com delecbes em genes que codificam proteinas da
membrana celular, obteve-se uma boa distingdo entre as diferentes estirpes mutantes
e a estirpe selvagem (Figura 3.28). Mas este resultado pode ndo ser reprodutivel se se
repetir a experiéncia, tendo em conta os resultados das analises as estirpes diferentes
e aos isolados da estirpe Zymaflore VL1.

Na andlise de validacdo deste método espectroscépico, 0 nimero de estirpes
determinado por andlise espectroscOpica ndo correspondeu ao determinado pela
analise dos perfis interdelta (Figura 3.29 e Figura 3.32). Através da analise por RPCA
dos espectros, poder-se-ia dizer que dos 5 isolados analisados havia 4 estirpes
diferentes, considerando-se dois dos isolados a mesma estirpe. Contudo os perfis
interdelta indicam que s6 existiam 2 estirpes, sendo 4 dos isolados a mesma estirpe.
Estes resultados indicam que esta técnica espectroscipica ndo pode, no estado atual,
ser utilizada para determinar o nimero de estirpes diferentes presente em diferentes
isolados, mesmo que analisados na mesma microplaca.

O suporte utilizado é ideal a realizacdo das leituras espectroscépicas em
microplaca, pois permite realizar leituras num ambiente isolado da luz exterior e a
sonda fica verticalmente bem colocada, evitando mudancas de angulo da posicdo da
sonda na altura da leitura minimizando os efeitos de dispersdo. As microplacas que
foram utilizadas neste trabalho sdo feitas de poliestireno que absorve a luz UV
impedindo que se utilize esta zona espectral na andlise, apesar de ser uma importante
zona discriminatoria. Uma maneira de atenuar os efeitos provocados pela microplaca
na regido do UV sera utilizar microplacas transparentes ao UV. Com este tipo de
microplacas, diminui-se a interferéncia que ocorre nesta regido do espectro com

microplacas “comuns”, sendo que esta regido espectral poderia ser incluida na
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analise, o que possivelmente melhorava a distingdo entre estirpes diferentes e/ou
agrupava melhor as réplicas das diferentes estirpes.

No estado atual da espectroscopia, as técnicas espectroscopicas FTIR e
Raman tém sido as preferidas na identificacdo de microrganismos, devido as
atualizagbes tecnoldgicas que tém ocorrido nas Ultimas décadas e ao crescimento da
base de dados espectrais de microrganismos. Contudo, a maioria das analises sédo
realizadas recorrendo a destruicdo parcial ou mesmo total da amostra a analisar, pois
necessitam que esta passe por um processo de preparacao para poder ser analisada.

Atualmente, as técnicas existentes para distincao e identificacdo de estirpes de
microrganismos estédo dependentes de reagentes (PCR) e equipamentos caros ou sdo
metodologias demoradas (andlise bioguimica).

A técnica espectroscépica desenvolvida neste trabalho como método para
aquisicdo e analise de espectros de estirpes de S. cerevisiae, é muito facil de utilizar,
pouco dispendiosa, rdpida na obtencdo de resultados e ndo necessita que as
amostras sejam destruidas. SO necessita de reagentes para a preparagdo do meio e
0S consumiveis necessarios para a analise sao bastante econémicos e fazem parte do
gue € habitual encontrar num laboratério de microbiologia. A utilizacdo de microplacas
para a aquisicdo de espectros permite uma analise a um grande numero de estirpes
na mesma experiéncia, sendo necessario 4 réplicas por estirpe para uma analise mais
viavel. Assim, esta € uma técnica onde o valor gasto por amostra € muito baixo,
principalmente quando comparado com o0s consumiveis e reagentes utilizados nos
métodos de andlise genética. Para uma melhor aquisicdo do espectro da amostra, é
necessario que a cultura esteja bem desenvolvida e o poco bem preenchido, sendo
este passo 0 mais demorado nesta metodologia.

Sendo uma técnica nho inicio do seu desenvolvimento, verificou-se a ocorréncia
de varios problemas sistematicos nas experiéncias realizadas. Estes eram inerentes
ao material utilizado, variacdo na composi¢cao das microplacas e do meio. Algumas
soluc@es ja foram apresentadas para tentar minimizar essas influéncias, no sentido de
se conseguir obter resultados mais fiaveis e reprodutiveis. Um ensaio adicional que se
poderia fazer seria obter espectros de estirpes através da colocacdo de uma por¢ao
de cultura diretamente numa superficie espelhada, diminuindo assim qualquer fator
externo relacionado com o meio ou a microplaca. Os espectros obtidos serviriam de
comparagado para as experiéncias seguintes realizadas com estirpes em microplaca
com meio ja com algumas das solug@es indicadas aqui colocadas em prética.

Através desta técnica, foi, portanto, possivel distinguir estirpes de diferentes
origens de isolamento e localizagbes geogréficas, isolados geneticamente muito

semelhantes e estirpes com delecdes em genes que codificam proteinas da
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membrana celular, desde que a experiéncia fosse realizada na mesma microplaca
preenchida com meio feito no mesmo dia. Mesmo sendo possivel esta distingao, as
semelhancas espectrais ndo se relacionaram com as semelhancas genéticas das

estirpes.
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