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Introducgéo

A quantificagdo dos &cidos ferdlico e di-ferulico esté associada & compreensao de diversos
mecanismos em plantas. Acido fertlico se liga a parede celular de gramineas através de
reacdo de acoplamento catalisada pela peroxidase produzindo &cido difertlico (Markwalder e
Neukom, 1976). Esteres diferulatos reforcam e entrelacam a parede celular primaria e ajudam
as plantas a se defenderem de patdgenos invasores (Bartolome et al., 1997, Bervingson et al.,
1997). Acidos fendlicos, em particular acido diferGlico, tem aumentado em milho em ciclos
de selecdo para resisténcia a insetos herbivoros, resultando em uma parede celular mais
rigida, especialmente nas folhas (Bergvinson et al., 1997). Devido a importancia destes
acidos em plantas, este trabalho tem como objetivo proceder ajustes metodologicos
necessarios para analise qualitativa e quantitativa desses acidos utilizando a técnica HPLC
(High Performance Liquid Chromatography) ou CLAE (Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia). As metodologias descritas por Shibuya (1984) e Kamisaka et al. (1991) serviram
como referéncias.

Material e Métodos
Equipamento: cromatdgrafo liquido de alta resolu¢do (HPLC), marca Shimadzu,
modelo LC-10A, equipado com duas bombas reguladoras de fluxo (LC-10AD), um
desgaseificador (DGU-4A), um detetor ultravioleta (SPD-10A), um forno para a
coluna (CTO-10A) e um dosador automatico (SIL-10A) foram usados para as analises

Materiais: o padrdo analitico de &cido ferulico foi adquirido da Sigma/Aldrich,
enquanto que o padrdo de acido 5-5' di-ferulico foi sintetizado e fornecido pelo
pesquisador Dr. John Ralph da "US Dairy Forage Research Center, Madison —
Wisconsin, USA".

Utilizou-se coluna tipo fase reversa (C18), Hewlett Packard, com 4,6 mm x 250 mm,
5 um de didmetro de poro, fluxo de 1,0 mL min-1, volume injetado da amostra de 50 p

L, comprimento de onda (7L) igual a 300 nm. Nessas condicdes foi estabelecido o



cromatograma dos &cidos ferulico e di-ferdlicos (5,5) com os tempos de retencéo (tr)
de: 17,1 e 18,8 min, respectivamente.

As amostras foram ressuspensas em 300uL de MeOH 50% (MeOH:H20), colocadas
em ultrassom por 5 min e filtradas utilizando-se seringa descartavel de 5 mL, acoplada
na sua extremidade com filtro Millipore de 13mm de didmetro, com poro de
membrana de 0,45 pum e injetadas no HPLC através do amostrador automatico.

Resultados e Discussdo
As condicdes analiticas empregadas para analise por HPLC dos padrdes dos acidos
ferdlico e 5-5'-di-ferdlico e das amostras de folhas de milho foram: fase mével em
gradiente (Tabela 1) linear de metanol (0-100%) em tampéo acetato de sodio 0,05 M,
pH 4,0 (ajustado com acido acético).

Tabela 1. Gradiente utilizado na bomba B

Tempo Metanol
(min) (%o)
0,01 0
15,00 &0
40,00 80
60,00 100
70,00 100
71,00 0
71,01 Stop

Os écidos foram identificados por comparacdo do tempo de retencdo dos acidos em
solucdo padrdo com o tempo de retencdo dos acidos nas amostras.
A Figura 1 corresponde a confirmacdo da deteccdo dos acidos padrdes ferulico e 5,5'-
difertlico com os respectivos tempos de retencdo. A Figura 2 mostra a confirmacédo
da deteccdo dos acidos padrdes ferdlico e 5,5'- diferalico e de ambos em uma das
amostra analisadas.
As Figuras 3 e 4 evidenciam a complexidade do cromatograma da amostra. Na Figura 3,
atenuacdo 8, menos sensivel, aparece apenas o acido ferulico. Por outro lado, na Figura 4
com atenuacdo 2, mais sensivel, ja se evidencia o acido 5,5'- di-ferulico.
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Figura 1. Cromatograma de HPLC mostrando os picos apresentados pelos padrdes de
acido ferulico e 5-5 diferulico liberados da coluna com o tempo de retengédo de
aproximadamente 17 e 19 minutos, respectivamente.
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Figura 2. Cromatograma de HPLC mostrando os picos apresentados pelos
padrdes (em rosa) dos &cidos ferulico e 5-5° - di-ferlico e os respectivos picos
(em preto) apresentados por uma das amostras.
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Figura 3. Cromatograma de amostra em atenuacdo 8 ,menos sensivel, evidenciando
apenas o ferulico.
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Firgura 4. Cromatograma de amostra em atenuagdo 2, mais sensivel, evidenciando a
presenca do &cido 5,5'- di-ferdlico.
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