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RESUMO

O relatério apresenta a comparagfo entre duas metodologias de extragdo e determinago de aminoécidos
livres em amostras foliares: NaCL 0,1IM + TCA 5% e MCW (metanol, cloroférmio ¢ 4gua).

O resultado indica que as duas metodologias sdo equivalentes.
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1. Introdugao

Aminoacidos e outros compostos nitrogenados soliveis exercem papéis essenciais no metabolismo
da planta: sdo os principais produtos de assimilagdo do nitrogénio e sdo precursores de proteinas e
acidos nucleicos.

Numerosos estudos indicam que plantas sujeitas a estresse ambiental apresentam acimulo de
aminodcidos livres. Esse acumulo foi observado em diferentes tipos de estresse: hidrico, osmético,
por temperatura, por acidez intracelular, patoldgico, por injegdo exégena de aménia, por deficiéncia
mineral e por poluentes atmosféricos (DOHMEN, 1990; MIFLIN, 1980; RABE, 1990; VINCENT,
1990).

Para diagnosticar a contaminag¢do de algumas espécies da Mata Atlantica da regido de Cubatdo-SP
dentro do projeto “Avaliagio de Efeitos de Poluentes Atmosféricos sobre a Vegetagio em Areas
Criticas do Estado e Sdo Paulo” alguns pardmetros foram analisados tais como analises quimicas
(teor foliar de macronutrientes e fluoretos), estudos de trocas gasosas (fotossintese, respiragdo e
condutincia estomatica), aspectos anatdmico-foliares, bem como estudos bioquimicos (4cido
ascorbico, taninos e aminoacidos livres).

A avaliagdo dos resultados do estudo de aminoacidos livres em plantas tolerantes a poluigio
atmosférica de Cubatdo (DINIZ et al , 1994) indica que as plantas tolerantes tém se mostrado
“estressadas. As plantas sob estresse diminuem seus processos anabdlicos mas continuam absorvendo
nitrogénio (RABE, 1990). Este nitrogénio é reduzido a amdnia que é toxica para a planta. Para
evitar os danos causados pela amdnia, o vegetal captura esta amOnia num esqueleto cabdnico,
sintetizando aminoédcido. Desta forma, essas plantas conseguem sobreviver em areas poluidas,
embora sob estresse. O estudo de aminoacidos livres em plantas sensiveis aos poluentes atmosféricos
de Cubatdo (DINIZ et al, 1997) indicam que essas espécies sensiveis parecem ndo ser dotadas deste
mesmo mecanismo metabodlico, tendo seu metabolismo deprimido em presenga de amonia, ndo
conseguindo destoxifica-la na forma de aminoacidos livres.

A avaliagdo da concentragdo de aminoacidos livres em vegetais tem se mostrado um bom pardmetro
de analise de estresse por poluentes atmosféricos da regido de Cubatio-SP.

~ Os aminoacidos n3o sdo uma série homoéloga mas uma variedade heterogénea de compostos
alifaticos e ciclicos com grupos funcionais diversos. As particularidades fisicas e quimicas de cada
aminodcido podem propiciar diferengas nos resultados analiticos obtidos, dependendo do método de
analise utilizado. Por esse motivo achou-se conveniente comparar os resultados obtidos com o
método (NaCl 0,1M e TCA 5%) ja utilizado para determina¢do de aminoécidos livres das plantas da
Mata Atlantica dentro deste projeto com um outro método de analise também consagrado (MCW-
metanol, cloroférmio e dgua).
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2. Objetivo SBLIOTECA

O objetivo deste trabalho é comparar duas metodologias de extragéo e determinagfo de aminoacidos
livres a fim de avaliar se apresentam diferengas nos resultados de analises de amostras foliares. As
metodologias comparadas sdo a de extragdo com NaCl 0,1M contendo TCA (4cido tricloracético)
5% e a de extragdo com MCW (metanol, cloroférmio e 4gua), método descrito por Bielesky & Turner
(1966).




3. Materiais e Métodos

Para este trabalho foi selecionada a espécie Miconia cabucu por meio de uma planta adulta, do Vale
dos PilGes em Cubatdo-SP.

Foram coletadas amostras foliares de posigdo padrio (de 3* a 5* inser¢des do peciolo), congeladas
em campo com gelo seco, liofilizadas, moidas em moinho de facas de laboratorio (Janke & Kunkel) e
passadas em tamis de 0,250mm de abertura.

3.1 Extracio com NaCl 0,1M Contendo TCA 5%

Foi pesado aproximadamente 0,3g da amostra e adicionados 5mL de NaCl 0,IM e ImL de TCA
(4cido tricloracético 30% w/w) deixados em agitagdo durante 3 horas em cimara fria. A mistura foi
centrifugada a 10.000 rpm por 30 minutos. Recolheu-se o sobrenadante e adicionou-se 2 mL de agua
ao precipitado. Centrifugou-se novamente a 10.000 rpm por 30 minutos. Juntou-se o sobrenadante
da segunda centrifugagdo com o da primeira. Ajustou-se o pH em 2,2 com NaOH e completou-se o
volume com 4gua a 10 mL em baldo volumétrico. Filtrou-se com papel de filtro. Separou-se uma
aliquota de 1mL em um Ependorf. Adicionou-se 0,5mL de tampdo Na-S e filtrou-se em papel de
filtro de 0,22 pm.

3.2 Extragio com MCW

Foi pesado 0,1g da amostra, juntou-se 10mL de MCW (metanol, cloroformio e agua 12:5:3 v/v/v)
em recipiente fechado e deixado em refrigerador por 3 dias. Apés centrifugagdo a 1200 rprm por 5
minutos o sobrenadante foi coletado e o residuo extraido com mais 6 mL de MCW. Apos outra
centrifugaco os sobrenadantes foram combinados (16mL) e agitados com cloroférmio (4mL)
seguido de agua (6mL). A fase aquosa foi seca com nitrogénio. Este material foi ressuspendido em
agua e usado para determinagéo do total de aminoacidos.

4. Resultados

Avaliando-se os perfis de aminoacidos obtidos pelos dois métodos (Fig.1 e 2), pode-se observar
semelhangas entre eles indicando que os resultados das analises sdo equivalentes.

5. Conclusdes

O resultado obtido d4 maior credibilidade ao método de analise de aminoacidos que ja vem sendo

utilizado neste projeto (NaCl + TCA), definindo-o como metodologia a ser adotada em futuras
analises de aminoacidos que venham a ser necessarias.
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FIGURA 1: Aminograma 1
Miconia cabucu Vale dos Piloes (Planta 3)
Extragao com MCW (metanol, cloroformio e agua)
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Miconia cabucu Vale dos Piloes (Planta 3) =~ Iy
Extragao com NaCl + TCA (acido tricloracetico) ‘
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