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Resumo

Diversos estudos tém mostrado os beneficios da aplicacdo de extratos de diferentes
espécies de macroalgas marinhas para fins agricolas, devido a presenca de compostos
bioestimulantes de crescimento, denominados de fito-hormonios. A utilizacdo destes
compostos com potencial agricola, promove beneficios ambientais e financeiros para a
agricultura. Neste sentido, o desenvolvimento de uma metodologia capaz de identificar
e quantificar estes compostos em algas, é essencial para a selecdo dos microrganismos
mais promissores. Desta forma, a utilizacdo de tecnologias analiticas avancadas, como
a espectrometria de massas (MS) acoplada a cromatografia liquida (LC), tem sido
amplamente utilizada na identificacdo destes microrganismos. O objetivo deste trabalho
foi desenvolver um protocolo de andlise utilizando a cromatografia liquida de ultra
alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas tandem (UHPLC-MS/MS) para a
separagdo simultanea de dez principais padroes de fito-hormonios descritos na literatura
(acido jasmonico, acido indole-3-acético, acido indole-3-propionico, acido indole-3-
-butirico, acido giberélico, acido absicico, acido salicilico, trans-zeatina, trans-zeatina
ribosideo e giberelina A4). O método analitico desenvolvido e otimizado apresentou
boa separacdo cromatografica e foi capaz de quantificar, de forma rdpida, sensivel e
seletiva os padrdes de fito-hormoénios em estudo, os quais apresentaram coeficiente de
correlacdo acima de 0,99. Os valores de LOD (limite de detec¢do) variaram de 0,001 a
0,05 pg/mL e os valores de LOQ (limite de quantificagdo) variaram de 0,05 a 0,1 pg/mL.
Estes resultados poderdo ser aplicados na andlise dos fito-hormonios presentes em
amostras de macro, microalgas e cianobactérias.
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Introducao

A crescente demanda para exploracdao do potencial fisiolégico das plantas, através
do aumento da producdo de biomassa, sem a utilizacdo de agrotdxicos prejudiciais a
saude tem impulsionado os estudos em direcdo a buscar fontes alternativas na natureza.
O uso de substancias bioestimuladoras do crescimento de plantas tem se mostrado
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promissor em relacdo a melhoria da germinacao de sementes, estabelecimentos de
plantas, desenvolvimento, resisténcia a pragas e doencgas, e produtividade.

Estas substancias bioestimuladoras sdo denominadas de fito-hormonios,
(hormonios) que fazem parte das redes de sinalizagdes dos processos metabdlicos
qgue regulam as respostas fisiolégicas das plantas, causando inibicdo ou modificacao,
direta ou indiretamente, de processos de desenvolvimento ou adaptacao frente algum
estimulo externo (Simura et al., 2018). Por isso, sdo classificados como substancias
biorreguladoras de crescimento. Seu potencial no desenvolvimento de plantas tem
sido amplamente explorado e cerca de 40 ingredientes ativos de fito-hormonios ja sao
comercializados (Rademacher, 2015) com destaque para aqueles originados de algas
marinhas (Thuy; Chowanska; Chojnacka, 2013).

Devido ao seu rapido crescimento e adaptabilidade, as algas (macro ou micro,
bem como as cianobactérias), podem ser uma boa fonte natural de fito-hormonios
(Wang et al., 2014). A identificacdo e quantificacdo dos compostos fito-hormonios em
amostras de algas é uma etapa crucial para auxiliar na selecdao dos microrganismos mais
promissores. Um dos desafios para a realizagdo desta etapa é a escolha de metodologias
e equipamentos especificos capazes de analisar simultaneamente compostos de
diferentes classes quimicas, amostras complexas com compostos fito-hormonios em
baixa concentracao e variabilidade bioldgica, com diferentes substratos ou meios de
cultura.

Neste contexto, a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (LC
-MS) tem sido amplamente utilizada na analise de compostos fito-hormonios por ser
uma técnica versatil e capaz de analisar uma grande variedade de compostos com
diferentes classes quimicas (Mori et al., 2017). Além disso, a cromatografia liquida de
ultra alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (do inglés Ultra high liquid
chromatography - mass spectrometry — UHPLC-MS) permite andlises eficientes de
alto rendimento, reduzindo o uso de solventes, melhorando a resolugdo do pico e
consequentemente, a separa¢ao dos compostos.

O presente trabalho consiste no desenvolvimento e otimizacdo de um método para
a identificacdo e quantificacao simultanea de dez principais compostos fito-hormonios
descritos na literatura (dcido jasmoénico, acido indole-3-acético, acido indole-3-
-propionico, acido indole-3-butirico, acido giberélico, acido absicico, acido salicilico,
trans-zeatina, trans-zeatina ribosideo e giberelina A4) utilizando UHPLC — MS/MS. Os
parametros de espectrometria de massas foram determinados individualmente para
0s compostos em estudo e o método cromatografico em modo gradiente utilizou uma
coluna do tipo BEH C18. Além disso, parametros analiticos como limite de detecc¢do e
quantificacdo, foram determinados para o preparo da curva de calibragao.

Material e Métodos

Parametros MS/MS

O espectrometro de massas (MS) utilizado possui fonte de ionizagdo electrospray (ESI)
e analisador tipo triplo quadrupolo (QgQ) (TQD, Waters). O MS foi operado em modo de
ionizacdo negativa (ESI-(-)-MS/MS) e positiva (ESI-(+)-MS/MS) usando monitoramento de
reacdes multiplas (MRM). Os parametros instrumentais utilizados foram: tensdo capilar
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3500V, temperatura de desolvatacao: 350 °C, temperatura da fonte: 150 °C, fluxo de gas
do cone: 20 L/h e fluxo de desolvatacdo: 700 L/h. As analises foram realizadas variando-
-se alguns parametros analiticos para garantir a maxima ionizacdo dos compostos e
melhor fragmentacao, como voltagem do cone e do capilar, temperaturas e energia de
colisdo. Estes dados foram posteriormente utilizados para o desenvolvimento de um
método mais seletivo por MRM.

UHPLC

A separacdo dos compostos foi realizada utilizando cromatografia de ultra alta
eficiéncia (UHPLC) (Acquity, Waters), utilizando metodologia adaptada de (Delatorre et
al., 2017), a coluna cromatografica utilizada foi do tipo BEH C18 (2,1 x 50 mm, 1,7 um)
(Waters), com temperatura do forno de coluna a 40 °C. A Fase movel (A: H,0 + 0,1%
acido férmico + 10 mM de Formiato de aménio e B:MeOH + 0,1% acido férmico +
10 mM de Formiato de amonio) foi utilizada em modo gradiente (Tabela 1).

Tabela 1. Gradiente cromatografico usado na separagdao dos padrdes de fito-hormonios, fase movel A:
H,O +0,1% &cido férmico + 10 mM de formiato de aménio e B: MeOH + 0,1% acido formico + 10 mM de

formiato de amonio, a 40°C.

Tempo Fluxo Eluente A Eluente B
(min) (mL/min) (VI )] (vol. %)
7,0 0,450 50 50
9,0 0,450 0 100
11,0 0,450 0 100
12,0 0,450 90 10
14,0 0,450 90 10

Quantificacao dos padroes de fito-hormonios

Solugdes padrdes individuais (SI) dos compostos em estudo foram preparados a
uma concentragdo de 1 mg/mL. Em seguida, foram utilizadas diluicGes das Sl para o
preparo de solugdes intermedidrias dos 10 padrdes de fito-hormdnios em estudo (acido
jasmonico, acido indole-3-acético, acido indole-3-propionico, acido indole-3-butirico,
acido giberélico, acido absicico, acido salicilico, trans-zeatina, trans-zeatina ribosideo e
giberelina A4) a concentragdo de 100 ug/mL. A curva analitica definitiva foi preparada
a partir das solugbes estoque e das solugdes intermedidrias contendo a mistura dos
10 padrdes de fito-hormonios nas concentrag¢des 5,0; 2,0; 1,0; 0,5; 0,1; 0,05; 0,02 e
0,005 pg/mL. Os valores reais de concentragdo foram obtidos plotando-se a area do
pico versus a concentragao tedrica de cada padrao, a curva analitica foi ajustada com o
modelo de regressao polinomial de segunda ordem.
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Resultados e Discussao

UHPLC-MS/MS

O método analitico baseado em UHPLC-MS/MS foi desenvolvido e otimizado para
a andlise de fito-hormonios presentes em amostras de algas. A espectrometria de
massas de infusdo direta (DIMS) foi utilizada para otimizar a fonte de ionizacdo e as
tensdes das células de colisdo para cada fito-hormonio. Os fito-hormonios em estudo
foram detectados com melhor sensibilidade usando ESI(-)-MS e ESI(+)-MS. Os valores
da energia do capilar e da energia de colisdo foram otimizados para cada padrdao. No
entanto, a energia do capilar foi a mesma para todos os compostos (3500 V). Os ions
fragmento mais alto e/ou seletivo foram selecionados para analises por MRM (Tabela 2).

Tabela 2. Pardmetros do espectrometro de massas: voltagem do cone (V), valores de m/z Q1 e Q3 e

energia de colisdo (eV), otimizados para cada composto para a realiza¢do dos experimentos de MRM.

Voltagem Energia de
. n s .~ Q1 Q3 e
Fito-hormonios lonizagao do cone colisao
vl (m/2) (m/2) i
Acido Jasménico ESI(+) 20 211 133 15
Acido indole-3-acético ESI(+) 25 176 130 15
Acido indole-3- ESI(+) 25 190.2 130 15
-propidnico
Acido indole-3-butirico ESI(+) 25 204 186 20
Acido giberélico ESI(-) 30 345 239 20
Acido abscisico ESI(-) 25 263 153 15
Acido salicilico ESI(-) 30 137 93 25
trans-zeatina ESI(+) 35 220.2 136 25
trans-zeatina ribosideo ESI(+) 35 352.3 220.2 25
Giberelina A4 ESI(-) 30 331.1 257 20

A Figura 1 apresenta os cromatogramas obtidos na analise da mistura dos dez padroes
de fito-horménios com concentracdo de 1,0 pg/mL, utilizados para o desenvolvimento
do método analitico por UHPLC-MS/MS. Este método permitiu a separac¢do rapida,
sensivel e seletiva dos compostos fito-hormoénios em estudo. Desta forma podera ser
aplicado em analise de amostras de algas.
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Figura 1. (A) Cromatograma de 6 canais de MRM (trans-zeatina, trans-zeatina ribosideo, acido indol-3-acético, acido
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indol-3-propiodnico, acido indol-3-butirico e acido jasménico) obtidos na analise da mistura contendo 10 padrdes
de fito-horménios por UHPLC-ESI(+)-MS); (B) Cromatograma de 4 canais de MRM (4cido acetil salicilico, acido
giberélico, acido abscisico e giberelina A4) obtidos na analise da mistura contendo 10 padr&es de fito-hormonios por
UHPLC-ESI(-)-MS.

Quantificacao dos padroes de fito-hormonios

Os limites de deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ), o tempo de retencdo e os
coeficientes de regressdo (R?) para cada composto foram estabelecidos a fim de serem
utilizados na andlise quantitativa de fito-horménios em amostras de algas (Tabela 3).
As curvas de calibragdo variaram de 0,02 a 5,0 pg/mL. O limite de detecc¢do (LOD) e
o limite de quantificagdo (LOQ) foram definidos por meio da analise de solugbes de
concentracdes conhecidas e decrescentes do analito, até o menor nivel detectavel
(estabelecido pelo cédlculo de trés vezes a estimativa do desvio padrdo das medidas
do sinal do branco) e quantificavel, respectivamente. Os valores dos coeficientes de
regressao obtidos ficaram acima de 0,99 para todos os padrdes analisados. Inicialmente,
as curvas foram processadas utilizando o modelo linear, no entanto, observou-se que a
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maior parte dos compostos em estudo apresentaram uma tendéncia quadratica, sendo
este o modelo matematico escolhido para o cdlculo das concentragdes.

Tabela 3. Coeficientes de regressdo (R?), limites de detec¢do (LOD), limites de quantificagdo (LOQ) e

tempo de retengdo (RT) determinados para os padroes de fito-hormonios em estudo.

Fito-hormonios Ltob toq UET D
(ng/mL) (ng/mL) retengao (min)

Acido Jasménico 0,005 0,02 0,99961 6,31
Acido indole-3- 0,001 0,005 0,99996 3,56
-acetico
Acido indole-3- 0,001 0,005 0,99826 4,79
-propidnico
Acido indole-3- 0,001 0,005 0,99794 5,92
-butirico
Acido giberélico 0,005 0,10 0,99148 3,36
Acido abscisico 0,001 0,05 0,99673 5,46
Acido salicilico 0,05 0,10 0,99652 2,98
trans-zeatina 0,001 0,005 0,99543 1,32
trans-zeatina 0,001 0,005 0,99569 2,39
ribosideo
Giberelina A4 0,05 0,10 0,99241 7,92
Conclusoes

Embora a andlise de fito-hormoénios em algas seja um processo desafiador seu
emprego em estudos com macro e microalgas pode contribuir grandemente para a
selecdo de espécies promissoras produtoras de fito-hormonios de interesse. O método
analitico desenvolvido e otimizado por UHPLC-MS/MS foi capaz de identificar e
quantificar, de formardpida, sensivel e seletiva dezcompostos padrdes de fito-hormonios.
Este método sera aplicado na quantificagdo de compostos fito-hormbnios em amostras
com matrizes complexas. A utilizacdo deste protocolo de andlise em amostra de algas
serd uma ferramenta auxiliar poderosa no desenvolvimento de processos de produgao
destes compostos por via biotecnoldgica.
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