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A demanda por fontes sustentdveis e renovaveis de energia, bem como a substituicdo de combustiveis
fosseis tém estimulado diversos estudos para a producgdo de biocombustiveis a partir de biomassa
lignocelulésica, como o etanol de segunda geragao (2G). No entanto, um dos desafios na produgao deste
biocombustivel consiste no desenvolvimento de tecnologias eficientes para converter xilose em etanol no
processo de fermentacao de agticares. Uma das alternativas promissoras é a utilizagao da metabolomica
para identificar alvos moleculares, os quais podem ser utilizados no melhoramento de microrganismos
utilizados no processo fermentativo. Vérios estudos utilizam o LC-MS (cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas) como uma ferramenta de trabalho ideal em metabolomica, para identificagao
e quantificagdo de metabolitos presentes em um sistema, por ser de facil utilizagdo, sensivel, robusta
tanto para a matriz, como na operagao de rotina. Este trabalho objetiva desenvolver um método analitico
baseado em cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas tandem
(UPLC-MS/MS) para quantificar, de forma otimizada, robusta, rapida, seletiva e sensivel, os metabdlitos
presentes na via metabdlica de leveduras para a conversao de xilose a etanol. Inicialmente, a andlise
direta por espectrometria de massas (DIMS) foi utilizada para identificar os padrdes de metabolitos
presentes na via, utilizando um espectrometro de massas com fonte de ionizagao electrospray (ESI)
e analisador tipo triplo quadrupolo (QqQ) (TQD, Waters). As andlises foram realizadas em modo
negativo (ESI-(-)-MS/MS) e em modo positivo (ESI-(+)-MS/MS), variando-se alguns parametros
analiticos para garantir a maxima ionizagao da amostra e melhor fragmentagdo, como voltagem do
cone e do capilar, temperaturas e energia de colisdo. Estes dados foram posteriormente utilizados para o
desenvolvimento de um método mais sensivel por MRM (Multiple Reaction Monitoring). A separacao
dos metabdlitos foi realizada utilizando cromatografia de ultra alta eficiéncia (UPLC) (Acquity, Waters),
testando-se diferentes colunas e fases moveis. Devido a natureza quimica dos compostos presentes na
via metabdlica de interesse, foi necessario o desenvolvimento de dois métodos de separagdo: um método
de cromatografia por pareamento idnico em fase reversa, utilizando uma coluna do tipo HSS-T3; e outro
método de cromatografia de interagao hidrofilica (HILIC), utilizando uma coluna do tipo amida. Com
base nos resultados obtidos, 17 metabdlitos presentes na via metabdlica de interesse foram identificados
e podem ser quantificados a partir dos dois métodos desenvolvidos por UPLC-MS/MS. A préxima etapa
do trabalho consiste na otimizagdo do preparo de amostra e na analise dos metabolitos presentes em
leveduras. Estes resultados poderao ser utilizados futuramente no melhoramente genético de leveduras
fermentadoras de xilose.
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