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RESUMO 

O relatório apresenta a comparação entre duas metodologias de extração e determinação de aminoácidos 
livres em amostras foliares: NaCL O,lM + TCA 5% e MCW (metanol, clorofórmio e água). 

O resultado indica que as duas metodologias são equivalentes. 
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1. Introdução 

Aminoácidos e outros compostos nitrogenados solúveis exercem papéis essenciais no metabolismo 
da planta: são os principais produtos de assimilação do nitrogênio e são precursores de proteínas e 
ácidos nucleicos. 

Numerosos estudos indicam que plantas sujeitas a estresse ambiental apresentam acúmulo de 
aminoácidos livres. Esse acúmulo foi observado em diferentes tipos de estresse: hídrico, osmótico, 
por temperatura, por acidez intracelular, patológico, por injeção exógena de amônia, por deficiência 
mineral e por poluentes atmosféricos (DOHMEN, 1990; MIFLIN, 1980; RABE, 1990; VINCENT, 
1990). 

Para diagnosticar a contaminação de algumas espécies da Mata Atlântica da região de Cubatão-SP 
dentro do projeto "Avaliação de Efeitos de Poluentes Atmosféricos sobre a Vegetação em Áreas 
Críticas do Estado e São Paulo" alguns parâmetros foram analisados tais como análises químicas 
(teor foliar de macro nutrientes e fluoretos), estudos de trocas gasosas (fotossíntese, respiração e 
condutância estomática), aspectos anatômico-foliares, bem como estudos bioquímicos (ácido 
ascórbico, taninos e aminoácidos livres). 

A avaliação dos resultados do estudo de aminoácidos livres em plantas tolerantes à poluição 
atmosférica de Cubatão (DINIZ et al , 1994) indica que as plantas tolerantes têm se mostrado 
estressadas. As plantas sob estresse diminuem seus processos anabólicos mas continuam absorvendo 
nitrogênio (RABE, 1990). Este nitrogênio é reduzido a amônia que é tóxica para a planta. Para 
evitar os danos causados pela amônia, o vegetal captura esta amônia num esqueleto cabônico, 
sintetizando aminoácido. Desta forma, essas plantas conseguem sobreviver em áreas poluídas, 
embora sob estresse. O estudo de aminoácidos livres em plantas sensíveis aos poluentes atmosféricos 
de Cubatão (DINIZ et al, 1997) indicam que essas espécies sensíveis parecem não ser dotadas deste 
mesmo mecanismo metabólico, tendo seu metabolismo deprimido em presença de amônia, não 
conseguindo destoxificá-la na forma de aminoácidos livres. 

A avaliação da concentração de aminoácidos livres em vegetais tem se mostrado um bom parâmetro 
de análise de estresse por poluentes atmosféricos da região de Cubatão-SP. 

Os aminoácidos não são uma série homóloga mas uma variedade heterogênea de compostos 
alifáticos e cíclicos com grupos funcionais diversos. As particularidades fisicas e químicas de cada 
aminoácido podem propiciar diferenças nos resultados analíticos obtidos, dependendo do método de 
análise utilizado. Por esse motivo achou-se conveniente comparar os resultados obtidos com o 
método (NaCI O,lM e TCA 5%) já utilizado para determinação de aminoácidos livres das plantas da 
Mata Atlântica dentro deste projeto com um outro método de análise também consagrado (MCW­
metanol, clorofórmio e água). 

2. Objetivo 
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O objetivo deste trabalho é comparar duas metodologias de extração e determinação de aminoácidos 
livres a fim de avaliar se apresentam diferenças nos resultados de análises de amostras foliares. As 
metodologias comparadas são a de extração com NaCl O,lM contendo TCA (ácido tricloracético) 
5% e a de extração com MCW (metanol, clorofórmio e água), 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 Pilões em Cubatão-SP. 

Foram coletadas amostras foliares de posição padrão (de 3ª a 5ª inserções do pecíolo), congeladas 
em campo com gelo seco, liofilizadas, moídas em moinho de facas de laboratório (Janke & Kunkel) e 
passadas em tamis de 0,250mm de abertura. 

3.1 Extração com NaCI O,lM Contendo TCA 5°/o 

Foi pesado aproximadamente 0,3g da amostra e adicionados 5mL de NaCl O, IM e lmL de TCA 
(ácido tricloracético 30% w/w) deixados em agitação durante 3 horas em câmara fria. A mistura foi 
centrifugada a 10.000 rpm por 30 minutos. Recolheu-se o sobrenadante e adicionou-se 2 mL de água 
ao precipitado. Centrifugou-se novamente a 10.000 rpm por 30 minutos. Juntou-se o sobrenadante 
da segunda centrifugação com o da primeira. Ajustou-se o pH em 2,2 com NaOH e completou-se o 
volume com água a 10 mL em balão volumétrico. Filtrou-se com papel de filtro. Separou-se uma 
alíquota de lmL em um Ependorf Adicionou-se 0,5mL de tampão Na-S e filtrou-se em papel de 
filtro de 0,22 µm. 

3.2 Extração com MCW 

Foi pesado O,lg da amostra, juntou-se lümL de MCW (metanol, clorofórmio e água 12:5:3 v/v/v) 
em recipiente fechado e deixado em refrigerador por 3 dias. Após centrifugação a 1200 rprm por 5 
minutos o sobrenadante foi coletado e o resíduo extraído com mais 6 mL de MCW. Após outra 
centrifugação os sobrenadantes foram combinados ( 16mL) e agitados com clorofórmio ( 4mL) 
seguido de água (6mL). A fase aquosa foi seca com nitrogênio. Este material foi ressuspendido em 
água e usado para determinação do total de aminoácidos. 

4. Resultados 

Avaliando-se os perfis de aminoácidos obtidos pelos dois métodos (Fig.1 e 2), pode-se observar 
semelhanças entre eles indicando que os resultados das análises são equivalentes. 

5. Conclusões 

O resultado obtido dá maior credibilidade ao método de análise de aminoácidos que já vem sendo 
utilizado neste projeto (NaCl + TCA), definindo-o como metodologia a ser adotada em futuras 
análises de aminoácidos que venham a ser necessárias. 
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