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Desenvolvimento de métodos baseados
nas técnicas HILIC-UHPLC-MS para analise
metabolémica de apoplasto de cana-de-acucar

José Antonio de Aquino Ribeiro’
Patricia Pinto Kalil Gongalves Costa?
Patricia Verardi Abdelnur®

Resumo — O objetivo deste estudo foi desenvolver métodos baseados nas
técnicas HILIC-UHPLC-MS para avaliagdo do perfil metabolémico de apo-
plasto de cana-de-agucar. O espaco apoplastico € comumente colonizado
por bactérias diazotroficas, e sua composicao desenvolve papel fundamental
na atividade metabolica e expressao génica dessas bactérias. O liquido apo-
plastico € composto por substancias hidrofilicas altamente polares, que nao
apresentam retencado adequada utilizando técnicas tradicionais de separagao
por cromatografia liquida em fase reversa. Foram desenvolvidos dois méto-
dos de separacao utilizando colunas cromatograficas com fase estaciona-
ria de silica funcionalizada com substituintes que conferem o mecanismo de
Interacao Hidrofilica. Os parametros que apresentaram maior influéncia na
separagao dos compostos polares foram: propor¢ao inicial de agua na fase
movel, inclinagao da curva de composicao da fase mével no gradiente de elui-
¢ao, temperatura da coluna e pH da fase moével. Os métodos HILIC-UHPLC
desenvolvidos, acoplados a um Espectrometro de Massa de Alta Resolugao,
foram utilizados para avaliar o perfil metabdlico de amostra de liquido apo-
plastico, permitindo detectar mais de 50 compostos.

Termos para indexagdo: cana-de-agucar, apoplasto, metabolémica, croma-
tografia liquida, HILIC, espectrometria de massa.

' Farmacéutico, mestre em Ciéncias Farmacéuticas, analista da Embrapa Agroenergia, Brasilia, DF.
2 Quimica, mestre em Quimica Organica, analista da Embrapa Agroenergia, Brasilia, DF.

3 Quimica, doutora em Quimica Organica, pesquisadora da Embrapa Agroenergia, Brasilia, DF.



Development of methods based on HILIC-
-UHPLC-MS techniques for evaluation of the
metabolomic profiling of sugarcane apoplast

Abstract — The objective of this study was to develop analytical methods
based on HILIC-UHPLC-MS techniques to evaluate the metabolomic profil-
ing of sugarcane apoplast. The apoplastic space is commonly colonized by
diazotrophic bacteria, and its composition seems to play a fundamental role in
the metabolic activity and gene expression of these bacteria. The apoplast is
composed of highly polar hydrophilic substances that do not exhibit adequate
retention using traditional techniques of reverse phase liquid chromatography
separation. Two separation methods were developed using Chromatographic
Columns of Hydrophilic Interaction. The parameters that showed the greatest
influence on the separation of the polar compounds were the initial proportion
of water in the mobile phase, slope of the elution gradient, column tempera-
ture and mobile phase pH. The developed HILIC-UHPLC methods, coupled
to a High Resolution Mass Spectrometer, were used to evaluate the metabolic
profile of apoplastic fluid sample, allowing to detect more than 50 compounds.

Index terms: sugarcane, apoplast, metabolomics, liquid chromatography,
HILIC, mass spectrometry.
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Introducao

A cana-de-agucar € uma planta pertencente ao género Saccharum, que
se caracteriza pela elevada producéo de sacarose, um dissacarideo nao re-
dutor composto por glicose e frutose interligadas por meio de seus carbonos
anomeéricos. A sacarose é produzida pelo processo fotossintético das folhas,
acumulando-se posteriormente no simplasto (liquido intracelular) e no espa-
¢o apoplastico do caule da planta (Velazquez et al., 2008).

O apoplasto € um espaco liquido intercelular das plantas. Suas princi-
pais funcdes fisioldgicas incluem regulagdo do crescimento, transporte de
substancias, manutencdo da homeostase, adesao célula a célula, protegao
contra dessecacéao, patégenos e fatores ambientais, entre outras (Sakurai,
1998). O liquido apoplastico da cana-de-agucar é primariamente composto
por agucares, tanto mondémeros livres, como glicose e frutose, quanto o di-
mero sacarose, sendo este em concentragdes bem maiores que os demais
(Wang et al., 2013). No entanto, outros compostos estdo presentes em me-
nores concentragcdes, como acidos organicos de cadeia curta, compostos
nitrogenados (nitrito, nitrato e amdnio) e aminoacidos (Asis Junior et al.,
2003; Tejera et al., 2006).

O espaco apoplastico da cana-de-aglcar € comumente colonizado por
bactérias diazotroficas endofiticas, que se desenvolvem sem causar danos
aos seus hospedeiros. As bactérias diazotréficas sdo capazes de converter
0 gas nitrogénio (N) do ar em amdnio, constituindo uma importante fonte de
entrada de N nas plantagdes (Carvalho et al., 2014). O uso de inoculantes a
base de bactérias fixadoras de nitrogénio no cultivo de cana-de-agucar tem
se apresentado como interessante alternativa aos fertilizantes inorganicos
nitrogenados, permitindo promover o crescimento das plantas com significa-
tiva redugéo nos custos e no impacto ambiental da cultura (Reis et al., 2009).

Os inoculantes utilizados no plantio da cana-de-aglUcar geralmente
constituem-se de uma mistura de estirpes de espécies de bactérias isoladas
da prépria cultura. As bactérias séo cultivadas de forma individualizada, mis-
turadas em turfa estéril e distribuidas no solo por ocasido do plantio (Reis et
al., 2009). Observa-se, no entanto, que nem todas as variedades de cana-de-
-acucar respondem de forma similar ao uso de inoculantes, sugerindo uma
forte interagcdo gendtipo x solo x ambiente (Schultz et al., 2015). Nesse con-
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texto, o liquido apoplastico parece desenvolver papel fundamental na ativi-
dade metabdlica e expressao génica das estirpes de bactérias presentes no
inoculante utilizado.

A analise do metaboloma refere-se a determinagéo do conjunto de todas
as moléculas quimicas produzidas por um organismo, que correspondem aos
produtos finais do metabolismo celular. Os metabdlitos desempenham papel
fundamental na regulacao das diferentes vias bioquimicas que operam den-
tro das células, e a determinagao do seu nivel representa uma informacgao in-
tegrativa da fungao celular em resposta a alteragdes ambientais ou genéticas
(Villas-Bbas; Gombert, 2006).

O metaboloma é composto por grande variedade de moléculas com pro-
priedades quimicas diversas, compreendendo carboidratos, acidos organi-
cos, aminoacidos, alcoois, cetonas, lipideos e outras classes de compostos.
A complexidade quimica, associada a enorme variagdo de concentragoes,
torna praticamente impossivel a analise simultanea de todo o metaboloma de
um organismo (Abdelnur et al., 2014; Villas-Béas; Gombert, 2006).

Do ponto de vista analitico, duas abordagens principais podem ser uti-
lizadas para analise do metaboloma: (1) anadlise direcionada (targeted) e
(2) analise nado direcionada (untargeted). Enquanto na primeira abordagem
procura-se determinar um grupo de metabdlitos predefinidos, geralmente en-
volvidos em uma via metabdlica de interesse, na analise ndo direcionada
procura-se determinar todo o conjunto de metabdlitos detectados em uma
amostra, usando uma técnica analitica particular, associada a uma avaliagao
quantitativa (absoluta ou relativa) (Abdelnur et al., 2014; Campos et al., 2017;
Vargas et al., 2016; Villas-Béas; Gombert, 2006).

Para caracterizar e quantificar um conjunto tdo complexo de analitos, é
necessario utilizar técnicas analiticas e equipamentos especificos, confor-
me as caracteristicas das classes de compostos que se deseja analisar.
A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de
Massas (LC-MS - do inglés Liquid Chromatography Mass Spectrometry)
vem sendo considerada componente fundamental na analise do me-
taboloma, sendo a técnica mais comumente utilizada (Abdelnur, 2011;
Abdelnur et al., 2014).
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Em estudos prévios conduzidos no Laboratério de Quimica de Biomassa
e Biocombustiveis da Embrapa Agroenergia, a analise do perfil metabé-
lico de apoplasto de cana-de-agucar foi realizada utilizando Cromatografia
Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (GC-MS — do inglés Gas
Chromatography Mass Spectrometry) e Infusédo Direta em Espectrometro de
Massas (DIMS — do inglés Direct Infusion Mass Spectrometry). No entanto,
ambas as técnicas se mostraram inadequadas as caracteristicas da amostra,
resultando na detecgdo de um numero limitado de compostos e na contami-
nacgao dos equipamentos utilizados em fungéo da elevada concentragéo de
sacarose presente no liquido apoplastico (Araujo, 2015).

Grande parte dos métodos de LC-MS disponiveis para analise do me-
taboloma baseia-se em separagdes cromatograficas de fase reversa (RP
— do inglés Reversed Phase), que cobrem uma ampla faixa de estruturas
moleculares bioldgicas. No entanto, métodos RPLC n&o séo indicados para
separacgao de biomoléculas altamente polares, visto que tais moléculas nao
sdo adequadamente retidas nesse tipo de fase estacionaria. Uma alternativa
seria a utilizagao de aditivos como agentes de pareamento idnico, porém, es-
ses sdo preteridos quando se usa detecgcdo MS, em fungédo da contaminagao
do espectrémetro e interferéncia com a detecgdo provocada pelos referidos
agentes (Spagou et al., 2010).

Para a analise de biomoléculas polares, a Cromatografia Liquida de
Interacdo Hidrofilica (HILIC — do inglés Hydrophilic-Interaction Liquid
Chromatography) tem sido utilizada como técnica analitica de separagéo
complementar. De fato, o numero de publicagdes de estudos de metabol6-
mica baseadas em HILIC-UHPLC-MS tem crescido significativamente nos
ultimos anos, demonstrando o potencial de aplicagdo dessa técnica para a
separagao de analitos altamente polares que ndo podem ser separados em
colunas de fase reversa (Cubbon et al., 2010).

O objetivo deste estudo foi desenvolver métodos baseados em
HILIC-UHPLC-MS para analise do metaboloma de liquido apoplastico de
cana-de-agucar utilizando colunas com diferentes mecanismos de interagcao
hidrofilica. Idealmente, os métodos devem permitir a detecgdo do maior nu-
mero possivel de compostos polares presentes na amostra, sem que seja
necessario tratamento prévio para remoc¢do do composto majoritario, a
sacarose.
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Material e Métodos

Reagentes

Agua ultrapura utilizada foi obtida de um sistema Milli-Q Direct 16 (Merck
Millipore). Acetonitrila, acido formico, hidroxido de aménio e acetato de améo-
nio utilizados foram grau LC-MS (Merck Millipore). Os padrdes glicose, fru-
tose, sacarose, xilitol, acido malico e acido succinico utilizados foram grau
analitico (Sigma-Aldrich). Os padrbes foram dissolvidos em agua ultrapura
para o preparo das Solugbes Estoque (SE) a 5 mg/mL. Uma mistura padrao
contendo 10 pg/mL de cada composto foi preparada a partir das SE utilizando
acetonitrila 80% como diluente.

Instrumentacgao

Todos os experimentos foram realizados utilizando um Cromatdgrafo a
Liquido de Ultra Eficiéncia (UHPLC) modelo Nexera XR (Shimadzu) equi-
pado com bomba quaternaria, autoamostrador e forno de colunas, e um
Espectrometro de Massas modelo maXis 4G (Bruker Daltonics). O espectro-
metro de massas foi operado nos modos de ionizagéo electrospray positivo
[ESI(+)-MS], e negativo, [ESI(-)-MS]. Os espectros de massas foram adqui-
ridos na faixa de 70 — 1000 m/z, com taxa de aquisicao de 2 Hz, energia de
capilar de 4000 V, temperatura de dessolvatacao de 200 °C, pressao do gas
de nebulizagao de 4 bar, fluxo do gas de dessolvatagdo de 9 L/min. Para
desenvolvimento dos métodos HILIC-UHPLC-MS, foram utilizadas duas co-
lunas cromatograficas analiticas:

1) SeQuant ZIC-HILIC (100 x 2,1 mm, 3,5 pym) com pré-coluna
SeQuant ZIC-HILIC (20 x 2,1 mm) (Merck Millipore);

2) Acquity Glycan BEH Amide (50 x 2,1 mm, 1,7 ym) com pré-coluna
VanGuard Glycan BEH Amide (5 x 2,1 mm) (Waters).

Experimentos

Para a coluna SeQuant ZIC-HILIC, foram preparadas duas fases mo-
veis: (A) acetonitrila/agua (90/10, v/v) + acetato de amdnio 10 mM; e
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(B) acetonitrila/agua (40/60, v/v) + acetato de aménio 10 mM. Os tes-
tes de separagcao da mistura padrao foram realizados em modo de elui-
¢ao gradiente, utilizando misturas de diferentes proporcdes de (A) e (B).
Os principais parametros testados para o desenvolvimento do método
HILIC-UHPLC-MS SeQuant foram: vazdo da fase movel, propor¢céo de
agua no inicio da curva de eluigdo gradiente, inclinagdo da curva do gra-
diente (variagao da proporcao de agua em fungéo do tempo) e temperatura
da coluna, conforme sumarizado na Tabela 1. Para cada condigao analiti-
ca avaliada, foram realizadas injecbes em triplicata da mistura padréao, de
modo a garantir a repetibilidade das condigbes cromatograficas testadas.

Tabela 1. Parametros cromatograficos testados para desenvolvimento do método
HILIC-UHPLC-MS com a coluna SeQuant ZIC-HILIC.

Vazao da Fase Proporgao Inclinagao do Temperatura

1EA0 Movel inicial de agua  gradiente da coluna
SeQuant T1 0,20 mL/min 10% 5,0%/min 35°C
SeQuant T2 0,20 mL/min 25% 3,5%/min 35°C
SeQuant T3 0,15 mL/min 20% 4,0%/min 60 °C
SeQuant T4 0,50 mL/min 10% 3,3%/min 40 °C
SeQuant TS 0,30 mL/min 20% 3,3%/min 35°C

Para a coluna Glycan BEH Amide, foram preparadas duas fases
moveis: (A) acetonitrila/agua/hidroxido de aménio (90/10/0,1; v/v); e
(B) acetonitrila/agua/hidroxido de aménio (40/60/0,1; v/v). Os testes de
separacao cromatografica da mistura padrao foram realizados em modo
de eluicao em gradiente, utilizando misturas de diferentes proporgdes de
(A) e (B). Os parédmetros testados para o desenvolvimento do método
HILIC-UHPLC-MS Glycan foram similares aos utilizados no desenvolvi-
mento do método SeQuant, conforme sumarizado na Tabela 2. Para cada
condicao analitica avaliada, foram realizadas inje¢cdes em ftriplicata da
mistura padrao.
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Tabela 2. Parametros cromatograficos testados para desenvolvimento do método
HILIC-UHPLC-MS com a coluna Glycan BEH Amide.

Vazao da Fase Proporgao Inclinagdao do Temperatura

Movel inicial de agua gradiente da coluna
Glycan T1 0,17 mL/min 20% 6,0%/min 35°C
Glycan T2 0,15 mL/min 20% 6,0%/min 45 °C
Glycan T3 0,15 mL/min 10% 5,7%/min 50 °C
Glycan T4 0,15 mL/min 20% 4,0%/min 50 °C
Glycan T5* 0,15 mL/min 20% 4,0%/min 50 °C

*Condigdes idénticas ao Glycan T4, exceto que o Hidroxido de Amonio da fase mével foi substituido por
Acido Férmico na mesma proporgdo (0,1%, V/V).

Apos o estabelecimento das condi¢bes 6timas de analise utilizando cada
coluna, foram realizadas injegbes de amostra de apoplasto em dois niveis de
diluicdo, 1:500 e 1:50, utilizando Acetonitrila 80% como diluente. Para pre-
venir a contaminagdo do espectrdmetro de massa com sacarose, CoOmpos-
to majoritario presente no liquido apoplastico, durante a inje¢do da amostra
concentrada (1:50), utilizou-se um sistema de valvula (divert valve) para dire-
cionar o fluxo de fase movel para o descarte no periodo correspondente ao
tempo de retencéo da sacarose. Desse modo, durante a injegdo das amos-
tras concentradas, o pico da sacarose foi descartado.

Todos os dados foram processados utilizando o software DataAnalysis 4.2
(Bruker Daltonics). A ferramenta Dissect do software foi utilizada para iden-
tificagcdo de picos cromatograficos e extragcdo dos respectivos espectros nas
amostras de liquido apoplastico injetadas.

Resultados e Discussao

As condigdes de analise inicialmente testadas para o desenvolvimento
dos métodos UHPLC-HILIC-MS SeQuant e Glycan foram selecionadas com
base em documentos de aplicagao publicados pelos fabricantes das colunas
(Appelblad et al., 2008; Paglia et al., 2013) e em revisées de literatura re-
lacionadas a andlise do metaboloma de compostos polares (Spagou et al.,
2010; Contrepois et al., 2015).0s componentes da mistura padréo foram se-
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lecionados com base nas classes de compostos que se espera encontrar no
liquido apoplastico (acidos organicos, compostos neutros polares, hexoses e
dissacarideos). A inclusdo de pelo menos duas hexoses (frutose e glicose) foi
importante para avaliar a capacidade dos métodos em separar isémeros. Em
todos os experimentos, o espectrometro de massas foi operado em ambas
as polaridades [ESI(+) e ESI(-)]. Os cromatogramas apresentados a seguir
correspondem aos que apresentaram melhor sensibilidade para detecg¢ao
dos compostos da mistura padrao e da amostra conforme as condicdes de
separagao empregada em cada método.

Nas Figuras 1, 2 e 3, sdo apresentados os cromatogramas dos ions extrai-
dos obtidos com a mistura padréao utilizando as condi¢des otimizadas para os
métodos UHPLC-HILIC-MS SeQuant e Glycan.

—— MS_POS_Mix_10ug-mL_T5_1-92_01_9652.d: EIC 157.0127 +All MS
—— MS_POS_Mix_10ug-mL_T5_1-92_01_9652.d: EIC 141.0224 +All MS
—— MS_POS_Mix _

Intens. |
x105 ]

7 Time [min]

_Mix_10ug-mL_T5_1-92_01_9652.d: EIC 203.0536 +All MS

—— MS_POS_Mix_10ug-mL_T5_1-92_01_9652.d: EIC 365.1173 +All MS
MS_POS_Mix_10ug-mL_T5_1-92_01_9652.d: EIC 175.0630 +All MS

Figura 1. Cromatograma de ions extraidos (EIC) obtido para a mistura padrdo com
o0 método otimizado UHPLC-HILIC-ESI(+)-MS SeQuant (T5) (laranja = xilitol; verde =
frutose e glicose; roxo = sacarose; vermelho = acido succinico; azul = acido malico).
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—— MS_NEG_Mix_Sug_Xyl_Acid_T4_1-94_01_9691.d: EIC 117.0200 -All MS

—— MS_NEG_Mix_Sug_Xyl_Acid_T4_1-94_01_9691.d: BPC 133.0100 -All MS

MS_NEG_Mix_Sug_Xyl_Acid_T4_1-94_01_9691.d: BPC 151.0600 -All MS

—— MS_NEG_Mix_Sug_Xyl_Acid_T4_1-94_01_9691.d: BPC 179.0500 -All MS

—— MS_NEG_Mix_Sug_Xyl_Acid_T4_1-94_01_9691.d: BPC 341.1100 -All MS

=

Figura 2. Cromatograma de ions extraidos (EIC) obtido para a mistura padrdo com
o0 método otimizado UHPLC-HILIC-ESI(-)-MS Glycan Alcalino (T4) (laranja = xilitol;
verde = frutose e glicose; roxo = sacarose; vermelho = acido succinico; azul = acido

malico).
Intens.
x105 1
44
3
P
14
0 T T T T T T
0 1 2 3 4 5 Time [min]
—— MS_NEG_Mix_Sug_Xyl_Acid_T5_Ful_1-94_01_9755.d: EIC 117.0200 -All MS
—— MS_NEG_Mix_Sug_Xyl_Acid_T5_Ful_1-94_01_9755.d: BPC 133.0100 -All MS
MS_NEG_Mix_Sug_Xyl Acid_T5_Ful_1-94_01_9755.d: BPC 151.0600 -All MS
—— MS_NEG_Mix_Sug_Xyl_Acid_T5_Ful_1-94_01_9755.d: BPC 179.0500 -All MS
——MS NEG Mix_Sug Xyl Acid T5 Ful 1-94 01 9755.d: BPC 341.1100 -All MS

Figura 3. Cromatograma de ions extraidos (EIS) optido para a mistura padrdo com o
método otimizado UPLC-HILIC-ESI(-)-MS Glycan Acido (T5) (laranja = xilitol; verde =

frutos

e + glicose; roxo = sacarose; vermelho = acido succinico; azul = acido malico).
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Para a coluna SeQuant ZIC-HILIC, observou-se que os parametros mais
importantes para a otimizagcao da separacado foram a proporgao inicial de
agua na fase mével e a inclinagdo do gradiente. A fase estacionaria dessa
coluna caracteriza-se pela presencga de grupos funcionais zwitteridnicos (com
carga formal negativa e positiva) altamente hidrofilicos. De modo diverso de
outros modos de separagao cromatografica, no modo HILIC a fase movel é
parte integral da fase estacionaria. A concentracao de agua no eluente, por-
tanto, tem grande influéncia no processo de separac¢ao, que ocorre por meio
da particdo dos analitos do eluente para esse ambiente hidrofilico. Quanto
mais hidrofilico o composto, maior a sua retengao.

Com a proporcao inicial de 20% de agua, inclinagédo do gradiente em
3,3%/min, vazao de fase mével de 0,3 mL/min e temperatura do forno em
35 °C (SeQuant T5), foi possivel obter picos simétricos e com boa resolu-
¢ao para acidos organicos, xilitol e sacarose utilizando a coluna SeQuant.
Observou-se, no entanto, picos com formato e resolugdo inadequada para
frutose e glicose, provavelmente em fungédo do conhecido efeito mutarrotacio-
nal anomérico caracteristico desses compostos (Jenkins, 2015).

Em solugéo, hexoses podem alternar livremente entre suas formas a e 3,
criando um equilibrio entre os anémeros. Como resultado, € comum observar
a formagéao de multiplos picos cromatograficos, com alargamento de banda e
resolucdo inadequada. Entre as abordagens frequentemente utilizadas para
minimizar esse efeito, estdo a utilizacdo de pH alcalino e de temperaturas
elevadas, que aumentariam a velocidade da mutarrotagdo, e associadas a
uma menor vazao de fase modvel, facilitariam o colapso dos anémeros em
um Unico pico cromatografico (Jenkins, 2015). Desse modo, o experimento
SeQuant T3 foi realizado tendo-se em vista a obtengéo de picos cromatogra-
ficos adequados para frutose e glicose, utilizando-se uma menor vazao de
fase mével e uma maior temperatura no forno de colunas. Entretanto, nédo
foi observada melhoria significativa no aspecto dos picos desses analitos,
mesmo utilizando-se uma temperatura de 60 °C. A faixa de pH recomendada
para a coluna SeQuant ZIC-HILIC é de 3,0 a 8,0. Por esse motivo, nao foi
possivel realizar testes de separagdo em pH alcalino utilizando essa coluna,
sendo necessario o uso de uma coluna diferente para obter uma separacao
adequada das hexoses.
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Para a coluna Glycan BEH Amide, os parametros mais importantes para a
otimizagao da separagao foram: temperatura da coluna, propor¢ao inicial de
agua na fase movel e inclinagédo da curva do gradiente, com destaque para o
primeiro. Como uma separacgédo adequada de acido malico, acido succinico,
xilitol e sacarose ja havia sido obtida com o método SeQuant, a otimizacao do
método Glycan foi focada na melhoria dos picos cromatograficos de frutose
e glicose. A fase estacionaria da coluna Glycan BEH Amide é constituida de
uma particula de silica hibrida, com capacidade de operar na faixa de pH de
2 a 12, contendo grupos amida trifuncionalizados ligados a superficie das
particulas de silica. Ainteragdo dos analitos com a fase estacionaria se da por
meio de interagdes eletrostaticas fracas do tipo dipolo induzido e ligagdes de
hidrogénio, e a concentragcao de agua, novamente, exerce papel fundamental
na retencao dos compostos altamente hidrofilicos.

Com uma proporgéo inicial de 20% de agua, inclinagéo do gradiente em
4%/min, vazao de fase mével de 0,15 mL/min, temperatura do forno em 50 °C
e fase movel com pH alcalino (Glycan T4), foi possivel obter picos com reso-
lugéo e formato adequado para todos os compostos, exceto para o acido ma-
lico, que apresentou acentuado efeito de tailing. Adicionalmente, verificou-se
que os acidos organicos apresentaram tempo de retengdo muito pequeno,
compativel com o volume morto da coluna, o que nao é desejavel.

Esse comportamento dos acidos organicos em separagdes com a coluna
BEH Amide em pH alcalino ja havia sido observado em estudos anteriores
realizados no laboratério (Campos et al., 2017). Desse modo, para avaliar o
efeito do pH sobre a retengédo dos acidos organicos na coluna BEH Amide,
um novo experimento foi realizado utilizando as mesmas condi¢des otimiza-
das em Glycan T4, mas utilizando-se acido férmico no lugar do hidréxido de
amoénio. Em pH acido, observou-se uma melhora no tempo de retengéo do
acido succinico, que apresentou bom formato de pico e se deslocou do volu-
me morto, mas o pico do acido malico néo foi detectado, um comportamento
inesperado tendo-se em vista a melhora nos parametros cromatograficos ob-
servados para o acido succinico. Entre as possiveis causas para esse efeito,
destaca-se o fato de que, no pH da fase movel (em torno de 2,8), o acido
malico (pK1 = 3,55) esta parcialmente ionizado, o que tende a gerar duplica-
¢ao ou alargamento do pico cromatografico. Soma-se a isso o fato de que,
nessas condi¢des (pH acido), a ionizagdo desses compostos é desfavoreci-
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da, prejudicando sua deteccéo no espectrdbmetro de massa, particularmente
no modo negativo.

Em pH acido observou-se, ainda, uma piora nos picos relativos a frutose
e glicose, o que refor¢a a importancia do pH alcalino na minimizac¢édo do ja
mencionado efeito mutarrotacional anomérico. Os demais compostos, xilitol e
sacarose, se comportaram de forma similar em ambas as faixas de pH, o que
era esperado, tendo-se em vista que sdo compostos neutros.

Nas Figuras 4 e 5, sdo apresentados os cromatogramas obtidos com
amostra de liquido apoplastico diluido 50x injetado nas condicdes otimizadas
para os métodos UHPLC-HILIC-MS SeQuant e Glycan.

Jtens.
106

7 7

EUN 8
3 4345 w
al | 33 9 46 52
4 4 53 54
HAN . | n
: ;
5

3 4 [ 7 Time i)

0.5

1
1
8 215 18
Ai 48 mifa 23
0.0 b
T T
1 2

Figura 4. Cromatograma dissect obtido para o liquido apoplastico diluido 50x injetado
nas condigdes do método otimizado UHPLC-HILIC-ESI(+)-MS SeQuant (T5). De
4,1 min a 4,5 min, o eluente é direcionado para o descarte para evitar contaminagao
do espectrOmetro de massas com sacarose.
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Figura 5. Cromatograma dissect obtido para o liquido apoplastico diluido 50x injetado
nas condigbes do método otimizado UHPLC-HILIC-ESI(-)-MS Glycan pH alcalino (T4).
De 4,7 min a 5,2 min, o eluente é direcionado para o descarte para evitar contamina-
¢ao do espectrémetro de massas com sacarose.

Foram detectados no liquido apoplastico 54 compostos utilizando o mé-
todo UHPLC-HILIC-ESI(+)-MS SeQuant e 60 compostos utilizando o método
UHPLC-HILIC-ESI(-)-MS Glycan, demonstrando a capacidade dos métodos
desenvolvidos em separar e detectar compostos polares altamente hidrofili-
cos. A titulo de comparagéo, nos experimentos anteriormente realizados no
Laboratério de Quimica de Biomassa e Biocombustiveis, haviam sido de-
tectados apenas 5 compostos utilizando a técnica GC-MS e 6 compostos
utilizando a técnica DIMS.
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Conclusoes

Os métodos UHPLC-HILIC-MS desenvolvidos demonstraram grande
potencial para aplicagdo na analise do metaboloma de amostras contendo
compostos polares altamente hidrofilicos. Os métodos permitem a analise
de grande numero de amostras, em fungdo dos tempos de analises relati-
vamente curtos, e ainda permitem a deteccdo de compostos majoritarios e
minoritarios, por meio da inje¢édo de diferentes diluicdes da amostra e do uso
da divert valve. A técnica HILIC é uma importante ferramenta complementar
aos métodos RPLC tradicionais, e seu uso deve ser avaliado conforme as
caracteristicas quimicas dos compostos presentes na amostra de interesse.
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