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Resumo

A complexa interagao dos microrganismos entre si e com o ambiente é mediada por diversos
metabdlitos, que tém muitas aplicacdes industriais. Nesse contexto, a imagem quimica por
espectrometria de massas pode auxiliar estudos de prospeccdo de novos compostos por permitir
informagdes complementares através da determinagao espacial dos metabdlitos. Dentre as técnicas
utilizadas, tem-se a MALDI-IMS (Matrix-assisted Laser Desorption/lonization — Imaging Mass
Spectrometry), que exige desenvolvimento de métodos adequados para o preparo e andlise da
amostra. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi desenvolver um protocolo para MALDI-IMS
de metabdlitos em microrganismos. Foram testadas formas de inoculagdo (contato e suspensdo),
cultivo do microrganismo (direto na lamina para MALDI-IMS e por transferéncia), tipo de matriz (DHB
e HCCA) e forma de aplicacdo da matriz escolhida (por sublimacao, seguida ou ndo de recristalizacao
com &cido acético 5%, e por micropipeta). A bactéria CNPAE 99 (579) da colegdo “Microrganismos e
Microalgas Aplicados a Agroenergia e Biorrefinarias” (CMMAABIo) foi cultivada em placas de Petri
por 24 h a 28 °C. Em seguida, o material foi desidratado por 2 h, submetido a aplicacdo de matriz
e analisado por MALDI-IMS. Percebeu-se que a inoculagdo realizada por suspensdao permitiu um
crescimento mais uniforme e reprodutivel da col6nia se comparado com o contato direto. A forma de
cultivo diretamente na lamina para MALDI-IMS foi mais eficaz do que a transferéncia da colonia para
esta, devido a facilidade do manuseio do material biolégico. Ao comparar as matrizes, observou-se
que o DHB aplicado por sublimagdao permitiu uma rapida (5 min) e uniforme deposi¢cdo da matriz.
Porém, nenhuma imagem quimica de metabdlitos foi obtida nessa condicdo. Ja a utilizacdo de
HCCA acarretou em uma lenta (20 min) e uniforme deposicdo de matriz sobre as amostras. Neste
caso, seis ions (m/z 520,1; 524,4; 563,4; 568,6; 591,9 e 625,5) tiveram sua localizacdo quimica
determinada. Destes, o ion m/z 568,6 refere-se a matriz HCCA e os demais ions serdo investigados
por UHPLC-MS/MS. A matriz HCCA apresentou melhores resultados e por isso foi testada quanto
a forma de aplicacdo, avaliando a distribuicdo espacial do ion m/z 568,6 em cada método. Dentre
os métodos avaliados, a aplicacdo do HCCA por sublimacdo apresentou uma distribuicdo uniforme
em toda amostra, enquanto os demais métodos apresentaram localizacdo pontual. Uma otimizacdo
de parametros instrumentais se faz necessaria para esse protocolo, porém o MALDI-IMS se mostra
promissor para fins de prospeccdao de novos metabdlitos de microrganismos.
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