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Introducgéo

Acido ferulico e alguns outros acidos fendlicos tem sido encontrado como componentes de
parede celular de varias monocotiledéneas (Harris e Hartley, 1976; Shibuya, 1984) e também
de algumas dicotiledoneas (Fry, 1976). Acido ferulico é esterificado a polissacarideos da
parede celular de gramineas, onde sofre reacdo de ligacdo catalisada pela peroxidase e produz
acido diferulico (Figura 1), o qual entrelaca as cadeias polissacarideas (Fry, 1979). Esta
reacdo tem sido sugerida como responsavel pelo decréscimo na extensibilidade da parede
celular. De fato, um aumento no contetdo de &cidos difertlicos em parede celular de
coledptilo de aveia (Kamisaka et al., 1990) e de arroz (Tan et al., 1991) correlacionou com o
decréscimo na extensibilidade da parede celular. Numerosos exemplos de acidos fenélicos
tem sido relatados como fungistaticos, fitoalexinicos, fitohormonais, bacteriostaticos e como
agentes aleleopaticos (Brown, 1981). Devido a importancia de se determinar o contetdo de
acidos fendlicos em milho, um processo de extracdo destes &cidos foi ajustado, possibilitando
a preparacdo de maior nimero de amostras e permitindo prover melhores quantidades. Para
isto, as metodologias descritas por Tan et al. (1991), por Ishii e Nishijima (1995), por
Ikegawa et al. (1996) e por Warldron et al (1996) foram ajustadas e serviram como
referéncia.

Material e Métodos

Utilizaram-se tecido foliar de milho nos estadios de plantula e de folha adulta para a o ajuste
das metodologias de extracdo de parede celular e liberacdo dos acidos ferulico e diferdlico.
As metodologias descritas, nas referéncias mencionadas acima, foram ajustadas para que 0s
procedimentos pudessem ser realizados empregando-se tubinhos de capacidade de 2 mL.
Desta forma, permitindo o preparo de um maior nimero de amostras em nivel laboratorial.
Resultados e Discussdo

Foram ajustadas as metodologias de extracdo de parede celular e liberacdo de acidos
fenolicos éster ligados a esta parede, para posterior quantificacdo dos mesmos através de
cromatografia liquida de alta resolu¢do (HPLC -"High Performance Liquid
Chromatography"). Estas metodologias foram testadas e otimizadas utilizando-se tecido
foliar de planta jovem e adulta de milho. Para facilitar a extracéo de grande nimero de
amostras em laboratério, ajustou-se o procedimento para tubinhos de capacidade de 2 ml.



Foram gerados os seguintes protocolos:

1 - Extracao de Parede Celular de Folha de milho

E imprescindivel a utilizagdo de capela no desenvolvimento destes protocolos, uma vez que

envolve a manipulacdo de acetona, cloroférmio e metanol.

Pesar 300 mg de folha, peso fresco, de cada amostra

1) Macerar as amostras de plantas em N2 liquido até a obtencéo de um p6 fino.

2) Colocar este macerado em tubinho transparente, capacidade de 2 ml.

3) Adicionar 1,0 ml de tampéo fosfato 50 mM, pH 7,0

4) Homogeneizar utilizando-se o vortex

5) Centrifugar por 5 min a 14.000 rpm

6) Remover e descartar o sobrenadante. Nesta etapa deve-se tomar o cuidado de néo estar
descartando precipitado junto com sobrenadante

7) Extrair novamente o precipitado com o mesmo tampdo fosfato, para isto, repita as
etapas de numero 3 a 6, por 4 vezes

8) Lavar o precipitado com acetona 99%, utilize quantidade suficiente para preencher o
volume do tubinho de 2 ml

9) Homogeneizar utilizando-se o Vortex

10) Centrifugar por 5 min a 14.000 rpm

11)Remover e descartar 0 sobrenadante. Nesta etapa deve-se tomar o cuidado de néo estar
descartando precipitado junto com o sobrenadante. Repetir as etapas de nimero 8 a 11,
por aproximadamente 9 vezes. O que indica o final desta etapa € a obtencdo de um
precipitado de coloracéo clara e um sobrenadante (acetona) claro

12) Adicionar ao precipitado uma mistura de cloroférmio e metanol (2:1). Utilizar volume
desta solucdo, suficiente para preencher a capacidade de 2 ml do tubinho.

13) Homogeneizar utilizando-se o vortex

14) Centrifugar por 5 min a 14.000 rpm

15) Repetir as etapas de namero 12 a 14 por duas vezes

16) Adicionar acetona ao precipitado. Utilizar volume de acetona, suficiente para preencher
a capacidade de 2 ml do tubinho.

17) Homogeneizar utilizando-se o vortex

18) Centrifugar por 5 min a 14.000 rpm

19) Retirar e descartar o sobrenadante, entretanto, ndo retirar em excesso para ndo haver
perda de precipitado.

20) Dispor os tubinhos (contendo os precipitados) abertos em suporte e envolva este
conjunto, folgadamente em papel aluminio, deixando a lateral semi-aberta. Desta forma
0s precipitados secardo ao ar e na auséncia de luz. Tempo suficiente para secagem
completa do precipitado é de aproximadamente 1 dia.

21) Os tubinhos contendo a parede celular devem estar protegidos da luz para evitar

degradacdo de componentes fotosensiveis.

2 - Liberac&o dos Acidos Ferulico e Difertlico da Parede Celular para posterior

guantificagdo em HPLC

1) Pesar 15 mg de parede celular. Colocar esses 15 mg de parede celular em um novo
tubinho de 2 ml

2) Adicionar 1,5 ml de NaOH 0,1M (para cada 1 mg de parede celular usar 0,1ml de
NaOH) as amostras e deixar por 24 horas protegidas da luz.

3) Ajustar o pH destas amostras para 3, empregando-se HCI 5,3 N. Normalmente, para este
protocolo, sdo necessarios 29 uL de HCI 5,3N (considerando-se 1,5 ml de NaOH na
amostra). Neste caso, tanto para folhas jovens quanto adultas, 29 uL de HCI 5,3N



foram suficientes para ajustar o pH para 3.

4) Homogeneizar utilizando-se o Vortex

5) Centrifugar por 5 min a 14.000 rpm.

6) Retirar e reservar o sobrenadante, pois nesta etapa os acidos fendlicos liberados estdo na
fracdo NaOH.

7) Pegar um volume fixo de 500 ul deste sobrenadante e coloca-lo em tubinho, capacidade
de 2 mL, e tratd-lo com 1,5 ml de acetato de etila (a quantidade de acetato de etila deve

ser 3 x 0 volume utilizado da fracdo de NaOH)

8) Passar no vortex por 2 vezes.

9) Retirar 1 mL da fracdo acetato de etila, fase superior, e coloca-1a4 em tubinho, capacidade
de 2 mL.

Cuidado nesta etapa, pois ap0s a adi¢do do acetato de etila a fracdo de NaOH, tem-se a
separacdo em duas fases, sendo a superior a do acetato de etila, aonde agora estdo 0s
acidos de interesse.

10) Dispor os tubinhos (contendo a fracdo acetato de etila) abertos em suporte e envolva este
conjunto, folgadamente em papel aluminio, deixando sempre a lateral semi-aberta. Desta
forma, o acetato de etila volatilizarg, restando nos tubinhos os &cidos liberados da
parede celular. Para este volume de acetato de etila, 1 ml, o tempo para volatilizagdo
completa é de aproximadamente 2 dias, entretanto, depende das condi¢des de
temperatura e umidade local.

11) Os tubinhos contendo os &cidos liberados da parede celular, devem ser fechados e
protegidos da luz para evitar fotodegradacdo de compostos fenolicos. Observacéao
importante; como a metodologia foi otimizada e ajustada para ser realizada utilizando-se

tubinhos de capacidade de 2 ml, e uma amostra inicial de tecido foliar, somente de 300
mg, dificilmente sera visivel nos tubinhos os residuos dos &cidos, por isto, ndo inverta os
tubinhos para evitar perda de amostra.

12) Nesta etapa as amostras podem ser armazenadas a temperatura ambiente, desde que
protegidas da luz.

13) Quando da analise em HPLC, as amostras devem ser resuspendidas em 300 ul de
metanol 50% (MeOH:H20).

Os écidos ferdlico e diferulico, extraidos de tecido foliar de milho, empregando-se estes
protocolos ajustados e descritos acima, foram posteriormente quantificados por meio de
analise em HPLC (Figura 2).
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Figura 1. Acido ferdlico ligado & matriz polissacaridea, sendo oxidado em reagéo catalisada
pela peroxidase, formando o acido diferdlico.
Fonte: Ikegawa et al., 1996
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Figura 2. Cromatograma de HPLC mostrando os picos apresentados pelos padrées (em
rosa) dos acidos ferulico e 5-5 difertlico e os respectivos picos (em preto) apresentados por
uma das amostras.
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