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RESUMO

O 4cido 3 - indolacético (AIA) ¢ um importante fitormonio natural encontrado em
plantas em baixas concentracoes. O AIA estd envolvido na regulacdo dos processos de
crescimento e desenvolvimento de plantas. Neste estudo foi desenvolvido e validado o
método analitico para a determinacdo e quantificacdo do acido 3 — indolacético em amostras
de agua. A cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos foi
empregada como técnica analitica para a determinacdo do acido 3 — indolacético. Os
pardmetros selecionados para a validagdo do método foram: limite de deteccdo e
quantificacdo, linearidade, curva analitica, precisdo, sensibilidade e ensaios de recuperacao. A
curva analitica foi construida com cinco pontos, empregando-se solu¢do padrao. O método
apresentou limite de detec¢do e de quantificagio respectivamente 0,05 ¢ 0,5 mg L',
linearidade no intervalo de 0,5 a 10 mg L, o coeficiente de correlagdo foi superior a 0,99.
Com base nesses resultados, conclui-se que o método ¢ eficiente e pode ser empregado em
analise para o monitoramento do acido 3 - indolacético presente em aguas naturais.

Palavras-chave: agua; validagdo; acido 3 - indolacético.

Validation of the method for determining the 3 — indolacetic acid in
water from rivers by high performance liquid chromatography

ABSTRACT

The 3 — indolyacetic acid is an important natural phytohormone in plants in low
concentrations. The 3 — indolyacetic acid is involved in the regulation of many processes of
growth and plants development. This study developed and validated an analytical method to
quantify 3- indolyacetic acid using the Hight-Performance Liquid Chromatography with DAD
detector. The following parameters were chosen: detection and quantification limits, linearity,
calibration curve, precision, sensibility and assays of recovery. The calibration curve was
obtained with five points based on standard solution. The method presented detection and
quantification limits of 0.05 and 0.5 mg L™, respectively. It showed linearity in the interval of
0.5 to 10 pg L' and correlation coefficients higher than 0.99. These results allow the
conclusion that the method can be considered efficient and that it could be used to monitor 3 —
indolyacetic acid in natural water.

Keywords: water; validation; 3 - indolyacetic acid.
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1. INTRODUCAO

Os vegetais, assim como os animais, t€m grande parte de seu metabolismo controlado
por hormonios. O desenvolvimento e crescimento das plantas sdo afetados pela luz,
gravidade, temperatura, fotoperiodo, por meio da influéncia dos hormonios vegetais
(Rolcik et al., 2005). Os fitormdnios correspondem a uma série de compostos que agem em
muitos fendmenos vegetais tais como, crescimento, floracao, divisao celular, amadurecimento
de frutos, dorméncia de gemas. Os principais fitormdnios sdo: auxinas, giberelinas, acido
abscisico e etileno (Rolcik et al., 2005). Desses, os mais importantes sao as auxinas € neste
caso o acido 3 — indolacético (AIA).

O AIA ¢ uma substancia de crescimento pertencente ao grupo das auxinas. Ele ¢
encontrado em plantas e microrganismos em baixas concentracdes, e foi a primeira auxina
isolada responsavel por numerosos processos biologicos em vegetais. E responsavel pela
regulagdo de processos de crescimento e desenvolvimento de plantas como, dominancia
apical, crescimento de brotos, divisdo e elongagao celular (Wurst et al., 1984).

Existem varias rotas para a biossintese do AIA, sendo o aminodacido triptofano o seu
provavel precursor. Suspeita-se da existéncia de uma outra via independente do triptofano
para a biossintese desse hormoénio vegetal (Arteca, 1995). Apesar de ambas as vias
coexistirem nas plantas, a importancia relativa de cada uma para o conteudo de AIA nos
tecidos vegetais, ainda ndo foi esclarecida. Esse hormonio € sintetizado principalmente no
meristema apical em folhas jovens e ¢ transportado em sentido polarizado (do &pice para a
base), a partir do meristema apical até as extremidades das raizes (Arteca, 1995; Wachowicz e
Carvalho, 2002).

As auxinas podem ser encontradas naturalmente nos vegetais sob a forma livre ou
conjugada. O AIA, na forma livre, ¢ a forma biologicamente ativa do hormonio, mas a grande
maioria ¢ encontrada na forma conjugada. As plantas regulam o nivel de AIA livre através de
uma complexa rede de vias que além da sintese incluem o transporte, a degradacdo, a
conjugacdo com aminodcidos, as proteinas, a glicose e o inositol e a hidrolise destes
conjugados. A conjugacdo do AIA é um processo que ocorre em praticamente todos os
vegetais superiores e os conjugados de AIA formam-se rapidamente quando a homeostase do
hormonio ¢ perturbada como, por exemplo, na aplicacdo externa de AIA no tecido vegetal
(Artega, 1995). Quando conjugado com glicosideos, o AIA serve basicamente como reserva e
quando a conjuga¢do ocorre com aminoacidos ou proteinas ¢ utilizado para desintoxicacao
(Wachowicz e Carvalho, 2002).

O AIA pode ser degradado na planta por meio da foto-oxidacdo e pela oxidagao
enzimatica realizada pelo sistema AIA-oxidase (Alvarenga e Carvalho, 1983) pois a ruptura
da molécula do AIA garante o seu nivel, portanto a nova sintese depende desse processo para
regular a taxa hormonal na planta. Inicialmente, o AIA era utilizado somente para o
enraizamento de plantas, posteriormente, para promover a floragdo em amendoim, evitar a
abscisdo e promover a partenocarpia de frutos como, macga, abdbora e berinjela (Castro et al.,
1993).

O principal objetivo deste estudo foi o desenvolvimento e validagdo do método analitico
para a determinag¢do do acido 3 - indolacético em amostras de agua. Nao existe legislagao
(Brasil, 2004) que mencione o AIA como sendo uma substiancia que deve ter seu limite
maximo na agua.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Preparo da solucéo padréo do &cido 3- indolacético
Preparou-se uma solucao padrao do acido 3 — indolacético de concentragdao de 100 mg L
! em metanol.

2.2. Selecdo do comprimento de onda utilizado em HPLC - UV

Foi obtido um espectro de absor¢do do padrao acido 3 - indolacético que compreendeu
uma varredura de 200 a 800 nm. Utilizou-se um Espectrofotometro de UV/Visivel da marca
Hitachi, modelo U3501.

2.3. Condigdes cromatograficas ideais para a determinacdo do &cido 3 - indolacético em
agua de rios

As determinacdes analiticas do acido 3 - indolacético foram feitas na Central de Analises
Quimicas do Instituto de Quimica de Sao Carlos-USP empregando um cromatografo com
detector de arranjo de diodos, da marca SHIMADZU CBM-10A. Foi utilizada uma coluna de
fase reversa (C;s), da marca Zorbax ODS, de 15 cm de comprimento, didmetro interno de 4,6
mm e o tamanho de particula de 5 pm. As condigdes cromatograficas para a analise do AIA
foram: detector de arranjo de diodos; fluxo de 1,0 mL min™' ; volume injetado de 20,0 pL;
comprimento de onda a 280 nm; temperatura ambiente, fase mével metanol/TFA 0,05%
(40:60 v/v), método isocratico.

2.4. Preparo da curva analitica e linearidade

Ap6s determinar as condigdes cromatograficas ideais para a analise do AIA, construiu-se
a curva analitica. Esta foi preparada a partir de um padrao da marca Supelco na concentragdao
de 100 mg L' com cinco pontos, em que cada ponto foi feito em triplicada, com as
respectivas concentragdes 0,5; 1,0; 2,5; 5,0 e 10 mg L. Todos os pontos da curva analitica
foram preparados utilizando-se o solvente metanol. Essas solu¢des foram analisadas em
ordem crescente de concentragao.

2.5. Limite de deteccdo
Para a determinagdo do limite de detecgdo do método foram preparadas solugdes de ATA
nas seguintes concentragodes: 0,05; 0,1; 0,25 mg L' em metanol.

2.6. Ensaio de precisao

Para a determinagdo da precisdo, cada ponto foi feito em quintuplicata em trés niveis de
concentracdo: 0,75; 2,0 e 8 mg L. Essas concentragdes foram empregadas por estarem na
faixa linear utilizada, porém as concentragdes foram diferentes das utilizadas na curva
analitica Todas as solugdes foram analisadas por HPLC nas condi¢des descritas no item
condic¢des cromatograficas para a determinagdo do AIA em agua.

2.7. Ensaio de recuperacao

Uma amostra de agua natural, coletada na nascente do rio Santa Maria do Leme, no
municipio de Sao Carlos — SP, foi fortificada com a solugdo padrao do AIA para preparar
duas solugdes de concentragdes 1,0 e 100 pg L e, as solucdes foram acidificadas com 2% de
acido formico (v/v). Foram feitas cinco repeticdes para cada concentragao, e também se fez
um branco. As amostras foram entdo pré-concentradas, utilizando-se o método de extracdo em
fase solida (SPE). Os cartuchos utilizados foram do tipo ODS-C18, os quais foram ativados
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com 10 mL de metanol acidificado com 1% de acido formico (v/v), seguido de 10 mL de dgua
livre de organicos. Transferiram-se as amostras para os cartuchos a uma vazdo de
aproximadamente 1 mL/min”. Secou-se o adsorvente contendo o analito no vacuo por duas
horas e eluiu-se com 10 mL de metanol. As amostras foram secas em corrente de nitrogénio e
retomadas com 1 mL de metanol. Os extratos resultantes foram entdo analisados em HPLC,
empregando-se as mesmas condi¢des descritas no item condigdes cromatograficas para a
determinagdo do AIA em agua. A amostra de concentragdo de 1,0 pg L™ foi pré-concentrada
250 vezes e a de concentragdo 100 pg L foi pré-concentrada 25 vezes.( estou em duvida
quanto a este simbolo de medida, ndo sei a que elemento ele se refere, € litro?).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Espectro de UV e cromatograma do padréo do acido 3- indolacético

A Figura 1 apresenta o espectro de UV do padriao do AIA, obtido com o intuito de
verificar a regido de absor¢do da substidncia em estudo e o formato do pico. O pico com
comprimento de onda de 217 nm ¢ referente ao grupo acido carboxilico e o pico em 280 nm
refere-se ao grupo indol. O comprimento de onda correspondente a absor¢do maxima do
analito em estudo, que foi selecionado para a determinagdo analitica empregando-se um

cromatografo em fase liquida com detector de UV-Vis, foi de 280 nm.

1.0

Absorbancia (mAbs)
=
[=;]

| N

nm 200 220 240 260 280 300 320 340 360
Figura 1. Espectro de UV-Vis do padrio do acido 3- indolacético.

A Figura 2 apresenta o cromatograma do padrdo do AIA na concentragio de 100 mg L™
Utilizou-se a fase movel metanol/TFA (0,05%). (40:60 v/v).
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Figura 2. Cromatograma do padrdo do éacido 3 -
indolacético (100 mg L-1).

Verifica-se pelo cromatograma que o pico cromatografico referente ao AIA estd bem
definido. Os tempos de retengdo do solvente (metanol) e do 4cido 3 - indolacético foram,
respectivamente, de 1,713 e 6,452 min.

3.2. Linearidade da curva analitica a ser usada para a determinacdo do &cido 3 -
indolacético em agua

A curva analitica apresentada na Figura 3 foi construida com cinco pontos, em um
intervalo de concentragio de 0,5 a 10 mg L™.

A curva analitica obtida para o AIA foi linear, apresentando coeficiente de correlagao (R)
superior a 0,99. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Brasil, 2003) recomenda um
coeficiente de correlacdo igual a 0,99 e o Instituto Nacional de Metrologia, Normalizagdo e
Qualidade Industrial (Brasil ,2003) acima de 0,90. Esse coeficiente de correlagdo foi
satisfatorio, o que demonstra que a resposta do detector foi linear nos intervalos de
concentracao empregados nesse estudo (Ribani et al., 2004).
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Figura 3. Curva analitica do 4cido 3 — indolacético.

3.3. Limites de deteccéo e de quantificacéo

Nas Figuras 4 e 5, apresentam-se, respectivamente, os cromatogramas, evidenciando o
limite de detecgao do método, e também a regido do pico expandida para verificar a relagao
entre a altura do pico e a altura do ruido da linha de base.

1,0
280 nm

=
(L]

Absorbincia (mAbs)

5,218

0 5 10
Tempo de retencac {(min)
Figura 4. Cromatograma do limite de detec¢do do
método.
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Figura 5. Cromatograma do limite de detecgdo do
método, regido do pico aumentada.

O limite de detecgido do método foi de 0,05 mg L™, cuja estimativa foi feita com base na
relacdo: a altura do pico do analito deve ser em torno de 3 vezes a altura do ruido da linha de
base, na regido aproximada do tempo de retencao do AIA. Ja o limite de quantificacdo ¢ dado
pela equagdo LQ = 10 x (s/ S), em que: s = desvio-padrao da resposta e S = coeficiente
angular do grafico de calibragdo. O limite de quantificacio foi de 0,5 mg L™.

3.4. Sensibilidade da técnica analitica para a determinacéo do AIA

Da equagdo da reta pode-se estimar a sensibilidade da técnica que ¢ definida como dy/dx,
a qual foi de 31031,46517, que ¢ considerado como de sensibilidade alta
(Ribani et al., 2004).

3.5. Ensaio de preciséo

Segundo regulamentacdo da (Brasil, 2003), a precisdao pode ser calculada por meio do
coeficiente de variagao pela equagao:

cV - DP
CMD

X100
em que, DP ¢ o desvio padrao e CMD, a concentragdo média determinada.

O valor maximo aceitavel deve ser definido de acordo com a metodologia empregada,
com a concentragdo do analito na amostra, com o tipo de matriz e com a finalidade do
método, ndo se admitindo valores superiores a 5%. A estimativa do desvio padrao pode ser

calculada pela equacao:
(X, -X)’
DP =
N -1
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em que X € a concentracdo obtida por meio da andlise cromatografica, X ¢ amédiae N € o
nimero de medidas.

Neste estudo, a precisdo do método foi avaliada referente ao nivel de repetibilidade. A
repetibilidade apresenta a concordancia entre os resultados de medidas sucessivas de um
mesmo método, efetuadas sob as mesmas condigdes que sdao chamadas condi¢des de
repetibilidade: mesmo procedimento; mesmo analista; mesmo instrumento usado sob as
mesmas condi¢des; mesmo local; repeticdes em curto intervalo de tempo (Ribani et al., 2004).
A precisdao foi avaliada por meio do coeficiente de variacdo (CV) dos resultados obtidos
(n=5), ao nivel de repetibilidade, sendo portanto feita em um curto intervalo de tempo. Na
Tabela 1, encontram-se os resultados da precisdo do método usado neste estudo.

Tabela 1. Dados obtidos para o ensaio de precisao.

Concentracéo Concentracéo obtida
(mg L) (mg L)

0,7532
0,7683
0,75 0,7706 0,7699 0,01 1,3
0,7741
0,7835
2,1403
2,1307
2,0 2,0598 2,1102 0,03 1,5
2,1253
2,0951
8,1521
8,2932
8,0 8,1147 8,1863 0,07 0,9
8,1345
8,2369

Média Desvio padréao CV (%)

Como pode ser observado na Tabela 1, os coeficientes de variacao variaram de 0,9 a 1,5
% , sendo esses valores menores do que os estipulados pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria que ¢ de 5 %, sendo portanto, o método considerado preciso e dentro da faixa
aceitavel para a validagdo de métodos analiticos (Ribani et al., 2004).

3.6. Ensaios de recuperacéo

Optou-se por acidificar a amostra com 2% de acido formico, podendo-se obter uma
melhor recuperacao do analito estudado. A Tabela 2 apresenta a porcentagem de recuperacao
do AIA em 4gua para os dois niveis de fortificagdo estudados 0,1 e
0,001 mg L. Os ensaios de recuperagio foram feitos em quintuplicata.

Tabela 2. Porcentagens de recuperacdo do acido 3-indolacético em agua.

Nivel de fortificagdo (mg L™) Recuperacéo (%) CV (%)
0,1 120 (113 -127) 49
0,001 80 (74 — 82) 4.8
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Analisando-se os dados contidos na Tabela 2, observa-se que houve uma boa
recuperacao, o que indica que o método empregado ¢ apropriado para a analise de AIA em
agua, pois o valor esta dentro dos limites aceitaveis de recuperagcdo que ¢ de 70 a 120%
(ICH, 1995).

As porcentagens de recuperacdo obtidas deixam evidente que o método pode ser
considerado preciso. A precisdo foi avaliada por meio do coeficiente de variacdo (CV) dos
resultados obtidos (N=5), cujos valores sdo inferiores a 5% para este método.

Nas Figuras 5 e 6 encontram-se apresentados os cromatogramas obtidos para o ensaio de
recuperagdo do AIA em agua, nos niveis de fortificagao estudados, 0,1 e 1,0 mg L

1.0/ 280nm

=
[y}

...............................................

5,019

Absorbancia (mAbs)

0 § 10
Tempo de retencao (min)

Figura 5. Cromatograma obtido para o ensaio de
recuperacdo do AIA em agua no nivel de fortificagdo
0,1 mgL™"

As amostras fortificadas com AIA foram pré-concentradas 2,5 vezes e as areas dos picos
obtidos foram de 10781 para 0,1 mg L' e de 73415 para 1,0 mg L. Na Figura 7, esta
apresentado o cromatograma obtido para o branco. Como pode ser observado, o pico referente
ao AIA (tempo de retencdo de aproximadamente 6 min) ndo estd presente, indicando a
auséncia desse fitormonio na agua coletada na nascente do rio Santa Maria do Leme. A
amostra de agua foi pré-concentrada 250 vezes, para se garantir que o acido 3 — indolacético
nao estaria presente.
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Figura 6. Cromatograma obtido para o ensaio de

recuperacdo do AIA em 4gua no nivel de
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4. CONCLUSAO

Atualmente vem crescendo a preocupacao com respeito a poluicao, sobretudo a da agua.
Como as praticas agricolas contribuem para a poluicdo da agua €, portanto, necessario o
desenvolvimento e validacdo de métodos para a determinacdo do acido 3 - indolacético, o
qual ¢ um fitormdénio amplamente utilizado na agricultura. O método desenvolvido mostrou-
se eficiente para tal determinacdo, estando de acordo com as normas estabelecidas pelos
orgios fiscalizadores, ANVISA, INMETRO e ICH. Vale ressaltar que durante o
desenvolvimento e validagdo de um método, os procedimentos analiticos devem ser
submetidos a validagdo estatistica, com o objetivo de conhecer suas limitacdes e
confiabilidade dos resultados obtidos, para a aplicacdo do método para amostras que se deseja
analisar.
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