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Desenvolvimento de protocolo analitico para
raizes de dendé utilizando UPLC-ESI-Q-TOF-MS

Introducao

O dendezeiro (Elaeis guineensis) possui uma alta producdo de éleo, sendo, portanto,
uma matéria-prima promissora para a producdo do biodiesel (EDEM et. al., 2002). No
entanto, esta cultura é afetada pelo “amarelecimento fatal (AF)”, uma doenga que resulta
na morte das plantas (BERGMAN et. al., 2013). A analise dos compostos quimicos presentes
no dendé pode auxiliar na descoberta da causa do AF.

Este trabalho tem como objetivo descrever o desenvolvimento de protocolo analitico
na extragdao de metabdlitos secundarios presentes na raiz de dendé, assim como a analise
preliminar das fragGes polar e apolar do extrato, feita por cromatografia liquida acoplada
a espectrometria de massas com o intuito de, futuramente, analisar folhnas com e sem
sintomas de AF identificando as diferencas quimicas decorrentes da doenca.

Diversos trabalhos mostram resultados da identificacdo de metabdlitos em frutos (TEH
etal., 2013) e folhas (HASHIM et al., 2013), assim como proteinas em raiz (AL-OBAIDI, 2014),
mas ndo sdo mostrados resultados de metabdlitos em raiz, o que torna o presente trabalho
inovador em seu objetivo, ja que os metabdlitos encontrados na raiz provavelmente serdo
diferentes dos encontrados em outras partes da planta.

Métodos

A raiz foi coletada na Embrapa Agroenergia, armazenada a -802C e seus metabdlitos
foram extraidos com metanol (LISEC et. al., 2006). Foram pesados 100 mg de raiz em tubos
eppendorff, sendo feitas 3 réplicas bioldgicas. As raizes foram trituradas em moinho de
bolas utilizando 2 esferas de metal de 3 mm usando nitrogénio liquido. Foram adicionados
1,4 mL de metanol 100% e 20 ul de ampicilina (2.5 mg/ml), sendo vortexados. A seguir,
os tubos foram agitados em bloco thermomixer a 70°C durante 10 minutos a 600 rpm. Os
tubos foram centrifugados a 11.000G por 10 minutos e os sobrenadantes foram transferidos
para um tubo maior, onde foram adicionados 750 pl de cloroférmio e 1400 pl de agua
milli-Q, posteriormente vortexados. Foi feita a centrifugacdo a 3.000G durante 15 minutos
e 150 pl do sobrenadante e 150 pl da fase inferior (apolar) foram transferidos para um tubo
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eppendorff e solubilizada em isopropanol:acetonitrila (3:7). A parte superior foi solubilizada
em agua. Para as andlises por cromatografia liquida, foi utilizado o sistema Nexera X2
(Shimadzu). A coluna utilizada foi a Acquity UPLC BEH C8 (1.7 um 2.1x150 mm) (marca
Waters), mantida a 45°C. A fase mével foi composta por solugdo A (100% agua milli-Q),
solucdo B (100% acetonitrila), solugdo C (5% acido férmico) e solugdo D (100% isopropanol),
com fluxo de 0.4 mL/min e programa de gradiente. A analise no espectrémetro de massas
MaXis 4G (Bruker Daltonics) foi realizado no modo positivo, voltagem do capilar +4000V,
fonte a 2002C, sob fluxo de nitrogénio de 9 L/min e 4 bar, end plate offset 500V, range de
massas m/z de 90 a 1200, tune funnel 1RF 200 Vpp, energia de colisdo 8 eV, transfer time
100 us, colisdo RF 800 Vpp, pré-pulse storage 10 us, range de spectra 2 Hz. Os dados foram
adquiridos através do software otof control versdao 3.4 (Bruker Daltonics) e Hystar versao
3.2 (Bruker Daltonics). Posteriormente, os dados cromatograficos e espectros obtidos foram
analisados com auxilio do software DataAnalysis versdo 4.2 (Bruker Daltonics).

Resultados e Conclusoes

Foram detectados 106 compostos na fracdo polar do extrato da raiz de dendé utilizando
UHPLC-MS. Alguns picos co-eluiram, nos tempos de 5 a 12 min e 15 a 18 min. Nas préximas
etapas, serdo realizadas altera¢des no gradiente do solvente a fim de obter maior resolugdo
na separacdo dos compostos. A fragdo apolar ainda ndo foi avaliada e faz parte dos préximos
passos do projeto, assim como a otimizagdo do método para andlise de MS/MS para
identificacdo dos compostos detectados. Assim que o protocolo estiver desenvolvido, ele
sera utilizado para a comparagdo metabdlitca de raizes de dendé com e sem sintomas de AF.
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