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APRESENTAÇÃO 

o despnt íl r do século XX I acena C0111 profundas l1l odific(l~' (íes tecnol<'>g ic(ls. cujos primeiros 
ind íc ios têm se reve lado pelos (I v(lnços nas técnicas científicas. p(l ra o País torna -se cad a ve? l1l ais 
estratégico di spor de metodologiils que permi ta m o acesso à pesquisil alwlítica c ao conhec imcnto 
científi co. 

Com () li vro M(>fo(\os mmlíticos e Iflhoratoriais cm fisiologia vcgetal. o Centro Nélc ionél l de 
Pesq uisél de (Jél <!O ele Le ite (Embrapil/CNPGL) procura contr ibuir pil ra a dissc tl1in ílç~o dilS técnicas 
empregad as nos es tudos de f isiolog ia vege tal. Embora adotadas no laboratór io ele f- isin log ia de 
Plantas Porrage iras do CN PGL. elas podem ser úte is a outros Iilhoratórios e sobretudo ao ensino da 
fi siolog ia vege tal, tanto em níve l de g rad ua~' fí() quanto de p6s-graduélçeio. 

o atlt or é engenheiro-agrônomo fo rm ado pela u.r.v. elll 1975. Tem M.Sc. em f ito tecnia . 
t(lll1 bé lll pela UFV. em 1978. Cursou O doutorado em f isiolog ia vegetal na Uni versity of I\r i70na. 
obtendo o título ele Ph. D. el11 19R9. É Pós-Doc tor em Biolog ia Molcculm pela mesma Uni vers idade. 
em 1993. 

Este documento vem preencher uma l acuna import ante nos estudos de forrage iras no I1 r(lsi I. 
Será de ut i I idílde íl pesqu isadores. professores. est udantes c profiss ionais a f ins. 

Airdem (;onçalves de Assis 
Chefe Geral 
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1. INTRODUÇÃO 

Na pesquisa biológica, a realidade mostra que, com raras exceções, a verdadeira iniciação 
em métodos laboratoriais só acontece após a graduação. com o envolvimento em projetos de tese ou 
programas de aperfeiçoamento. Da mesma forma. é grande a dificuldade de profissionais de áreas 
apl icadas em interagir com ações de pesquisa básica, mesmo quando atuam em campos de grande 
interface. Nesses casos, há uma tendência de se gastar parte substancial do tempo no aprendizado por 
tentativa e erro. 

Poucas são as publicações, na área de fisiologia vegetal, que tratam da descrição conjunta de 
métodos analíticos e laboratoriais. Além disso, uma parte significativa se restringe a roteiros de aulas 
práticas, nos quais as técnicas são enfocadas de forma resumida e, não raro. dependem de 
explanações complementares do instrutor para execução. Apesar da importância desses documentos, 
os avanços brasileiros na pesquisa agropecuária. acoplados ao progresso nos campos da eletrônica e 
informática. têm gerado novas demandas científicas, onde o enfoque básico se destaca. Isso tem se 
refletido na procura por fontes descritivas de métodos, os quais por serem Illuito especializadas e. 
predominantemente. redigidas em inglês. dificultam o acesso do iniciante ao uso eficaz da tecnologia 
de seu interesse. 

O presente trabalho tem como objetivo apresentar descrições. passo a passo. de técn icas 
propostas para o estudo de forrageiras no laboratório de fisiologia vegetal da Embrapa/CNPGL. 
visando facilitar a iniciação de profissionais nessa área do conhecimento. Para simplificar o texto. 
noções básicas. de amplo domínio. não foram abordadas, ficando a critério do leitor eventuais 
verificações na literatural

. 

Como rotina. o iniciante deve sempre lembrar que todo método científico possui fontes de 
erro, necessitando do máximo critério para execução. Em decorrência. o registro detalhado de 
procedimentos é fundamental, ass im como a escolha adequada das unidades para ex pressar os 
resultados. Embora os métodos e aparelhos descritos neste trabalho utilizem sistemas de unic"'des 
variados, o SI (.s:)'sicllle lllfe/'llafiolla!e), dada sua adoção pela maioria dos periódicos científicos. 
deve ser empregado na apresentação final dos dados (Sal isbury. 1991). Visando faci I itar seu liSO , 

uma tabela de fatores para conversão de unidades é apresentada no Apêndice A. 
Deve-se ter em mente que este trabalho é uma abordagem prática e não representa uma 

revisão exaustiva ele métodos. Nos capítulos iniciais. por exemplo, são apresentadas descrições 
condensadas de técnicas rot ineiras, fundamentais para estudos fisiológicos, que se encontram 
descritas com maior detalhamento em outras obras. Vale lembrar, também. que as propostas 
apresentadas em cada tema de estudo selecionado são passíveis de alteração ou substi tu ição pelo 
usuário. conforme as particularidades de seu trabalho. N a eventualidade do texto 0111 it ir técn icas ou 
informações que o leitor considere necessárias. fontes especializadas deverão ser consultadas. 
Tratados abrangentes sobre assuntos essenciais estão disponíveis na literatura, tais C0l110 métodos 
fitoquím icos (Harborne. 1973) e teoria e funcionamento ele instrumentação para anál ise (Marshall & 
Woodwarel 1985, Skoog 1985. Pearcey et aI. 1989 e Shoeff & Williams 1993). As técnicas para 
estudos anatôm icos e citoquím icos - não abordadas neste traba lho - estão descritas em tratados sobre 
microtécnicas (Berlyn & Miksche, 1976), microscopia (Lacey, 1989). microscopia eletrônica 
(Bozzola &.. RlIssell, 1992) e processamento digital de imagens (Shotton. J 993). Da mesma forma. 
métodos utilizando radioisótopos foram ev itados. devendo o leitor se referir a Chase & Rabinowitz 
(1970) ou Slater (1990) . Para aux iliar o leitor na verificação de outros temas. uma listagem de fontes 
de consulta para tópicos metodológicos complementares é apresentada no Apêndice 13. 

INOTA: De U1l1 modo geral, a menção de marcas. modelos e rorncccdores de equipamenlos. reagcnles e 
surrimenlos roi cvilada. devendo o inleressado procurú-Ios nas fonles ciladas, ou junlo às finnas 
comerciais do ramo. Algumas marcas regislradas são mc11t·ionadas. dev ido ao seu uso consagrado 
na lileratura. Todavia. isso não imrlil'a em endosso. eml'olllparaç;\() a oulrns produlos similares. 
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Por último. pesquisadores não devem se e1eixar inibir por limitações materiais. Muitas vezes. 
é possível adaptar determinado método de análise à infra-estrutura disponível. Nesse particular, o 
trabalho em equipe de,ntro de um laboratório e a interação entre laboratórios dentro ele uma 
instituição desempenham papel primordial. 

1.1. Rcfcrêndrls Bihliográficas 

BERLYN, G.P.; MIKSCHE, lP. Botanical mi{Totcchniquc muI cytochcmistry. Ames: The lowa 
State University Press, 1976. 326 p. 

BOZZOLA . .1.J.; RUSSELL, L.D. Elcctronic mkroscopy: principIes mui tcdmiqlles for 
hiologists. Boston: Jones anel Bartlett, 1992. 542 p. 

CHASE. G.D. : RA BINOWITZ. J.L. PrincipIes ofrmlioisotope mcthodology. Minneapolis: 
Burgess Publishing Company. 1970. 3.eel. 633 p. 

HAR130RNE . .l.n . Phytochcmical mcthods. Lonclon: Chapman anel Hall. 1973. 278 p. 

LACEY, AJ. Light microscopy in hiology: a practical approach. Oxforel: Oxforcl University 
Press. 1989. 329 p. 

MARSHALL. R.; WOODWARD. F.1. InstJ"llmentation for cnvironll1ental physiology. 
Cambritlge: Cambriclge University Press, 1985. 241 p. 

PEARCEY. R.W.; EHLERINGER . .I.R.; MOONEY, H.A. Plant physiological ccology: lield 
ml'thods anel instrumentation. Lonclon: Chapman & !-lal!. 1989. 457 p. 

SALISf3lJRY, F.n. Systeme rnternationale: The use ofSr units in plant physiology. Joumalof 
Plant I'hysiology, Stuttgart. v.139, p.I-7, 1991. 

SCIIOEFr. L.E.; WILLlAMS. R.H. Principies oflahoratory instrumcnts. SI. Louis: Mosby 
Year-Book Inc .. 1993. 473 p. 

SI10rrON. D. Eledronic light microscopy: techniques in ll10dem hiomcdicalmicroscopy. 
Nc'" York: Wiley-Liss, 1993. 355 p. 

SKOOG.D.A. Pl'indplcs ofinstrumcntal analysis. 3.ecl. Philaclelphia: Saunders College 
Publishing. 1985. 879 p. 

SLATER. R..J. Radioisotopes in hiology: a pnldkal approHch. Oxforcl: IRL Press, 1990.307 p. 



2. NORMAS GERAIS PARA O LABORATÓRIO 

2.1. I ntrodllçfto 

2.2. Normas de Segurança 

2.2.1 . Regras Gerais 

Normas de segurança e de gerenciamento devem ser afixadas 
próximo à entrada elo laboratório. Elas têm de ser elo domínio elo 
grupo ele trabalho e são o primeiro ensinamento a ser ministrado 
aos novatos. A segurança inelividual e coletiva vai além da mera 
prevenção ele acidentes - substâncias tóxicas, de efeito cumulativo. 
estarão senelo manuseadas com certa freqüência , requerendo a 
deviela precaução. A observância das normas é crucial para a 
organização e eficiente condução dos trabalhos. 

Caela laboratório possui particularidades que geram diferentes 
demandas normativas. As presentes r<:'gras, propostas para o 
laboratório de fisiologia vegetal da Embrapa/CNPGL. talvez se 
apl iquem à maioria dos casos. Evidentemente, estudos envolvendo 
radioisótopos e organismos patogênicos Oll transgênicos requerem 
normas adicionais, de contenção e biosseguranc,~a. 

A. Habitue-se com a localização dos extintores de incêndio. 
mangueiras ele água. alarmes. chuveiros ele segurança, lavatórios 
para olhos, estojo de primeiros socorros, listagem dos números 
telefônicos para emergência e saídas do prédio mais próx imas. 

B. Evite obstruir os corredores entre bancadas com utensílios, tais 
como cadeiras ou caixas. Esses locais são áreas de circulação de 
pessoal e devem ficar desimpedidos. 

C. Não coloque alimentos nos refrigeradores ou nas estufas do 
laboratório. 

D. Não prepare alimentos no forno de microondas do laboratório. 
E. Não fume, não beba e não faça refeições dentro do laboratório. 
F. Abra a autoclave devagar. posicionando-se lateralmente com 

relac,'ão à porta. para evitar queimaeluras pelo vapor residual. 
Lembre-se de usar luvas apropriadas para remover seu material. 

G. Evite entornar substâncias que deixem o piso escorregadio (ex. 
cera ou parafina derretida). Ao trabalhar COI11 esse tipo ele 
material, forre o piso em sua área ele ação. 

l-I. Arranje seu ensaio de forma prática. para que possa alcançar 
torneiras, tomadas e interruptores pelo lado ele fora de sua 
montagem experimental. 

r. Evite molhar o piso. Caso isso ocorra, coloque um aviso de 
alerta, de fácil visualização. até que o problema seja sanado . 

.T. Tenha muito cuidado ao man ipular substânc ias inflamáveis. 
Caso suas roupas peguem fogo, IMEDIATAMENTE deite-se e 
role no chão, para abafar as chamas. Se perceber que as roupas 
ele um colega estão em chamas. jogue o colega no chão e role-o. 
para abafá-las. Muito freqüentemente. a pessoa tende a entrar 
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2.2.2. Manipulação de 
Rt'agentes 

2.2.3. Derramlllllentos e 
Vazmnentos 

2.2.4. Vidraria 

--------------------------

em palllco, nessas situa~'ões, e correr. resultando elll 
que imaduras dolorosas e. às vezt's, graves. 

K. Manipule o nitrogênio líquido em garrafa apropriada. uSi1nc1o 
luvas adequadas. 

L. Use luvas ao fazer reparos com a cola de silicone. Ela é 1II11a 
neurotoxina de penetração cutânea e somente poderá ser tocada 
COI11 mãos livres, após a polimeriza<;ào. 

M. Tome os seguintes cuidados, quando for o último a deixar o 
laboratório: verifique se os registros de gases estão fechi1dos. 
desligue aparelhos que não estejam em uso, tranque janelas e 
portas e apague as luzes. 

N. Consulte a literatura especializllda (Furr, 1989 e Luxon. 1992). 
em caso de dúvidas mais específicas sobre seguran~·a. 

1\.. Mantenha reagentes incompatíveis nas respectivas áreas. para 
prevenir situações de risco. 

B. Segure o frasco pelo lado onde está localizado o rótulo. 
C. Não pipete com a boca. Use acessório apropriado. 
D. Faça a diluição de ácidos tendo a precaução de derramar o ácido 

na água e não vice-versa. 
E. Não aqueça líquidos inflamáveis em chapa elétrica; use manta 

de aquecimento ou banho de vapor. 
r. Manipule substâncias voláteis SOMENTE na capela para 

exaustão de gases, para prevenir a inalação de tox inas. 
G. Use luvas e óculos de segurança para Illan ipular substâncias 

tóxicas. Use máscara -respiratória para voláteis. mesmo 
operando na capela. 

fi. Não coloque o ácido perclórico ou seus gases em contato com 
madeira ou outros materiais orgânicos. 

1. Consulte a literatura especializada (Lide. 199:'), em caso de 
dúvidas mais específicas. 

A. Tome as seguintes providências , quando houver derramamentos 
ou vazamentos de substâncias inflamáveis. tóxicas ou 
cOITosivas: 
a) Desligue o fornecimento de energia elétrica à área ou ao 

equipamento, para eliminar riscos de ignição. 
b) Aumente a ventilação, abrindo portas e janelas. 
c) Chame o pessoal de segllrança e manutenção. 

A . Lubrifique frascos ou · tubulações com glicerol ou água, quando 
for vedá-los com rolhas de vidro ou de borracha. 

B. Use somente ferramentas apropriadas para cortar tubulação ele 
vidro. Lembre-se de colocar luvas e proteção facial. 

C. Monte sistemas de vácuo somente com frascos de parede 
espessa. Passe fita adesiva na superfície do frasco, em cruzeta, 
para prevenir projeção de fragmentos, em caso de implosão. 

D. Colete vidros quebrados com vassoura e pá. Recolha pequenos 
fragmentos com algodão molhado. usando uma pin<;a. 



2.2.5. Manejo cio Lixo 

2.3. Normas de 
(;ercndmnento 

2.3. I. AtribuiçCíes 
Individuais 

LU. Livro de Anotações 

N O RMAS G ERAIS PARA O LAB O RA T6 RIO 

A. Acondicione o lixo químico em recipiente próprio. devidamente 
identificado. Lembre-se que v~ rias substâncias não podem ser 
despejadas nas pias. tais como fenol -c1orofórmio. tris-borato e 
metanol-ác ido acét jco. 

13. Acondicione dejetos sólidos (poliacrilélmida e pl~sticos 

contaminados com fenol -clorofórmio) no recipiente especíFico. 
C. Descarte fragmentos de vidro no rec ipiente específico. 
D. Deposite agulhas e lâminas usadas na célixa específica. 

localizada em uma das bancadas. NUNCA as descarte nas 
cestas de lixo. 

A . Limpe sua bancada individual de trabalho ao final do 
expediente. devolvendo os materiais utili7..ados aos locais 
apropriados. 

B. Limpe as áreas de trabalho coletivo que tiver utili7.ado (hancada 
de eletroforese. câmaras de crescimento. sala de moagem. 
cape las. autoclave. centrífugas. espectro fotômetros. etc.). 

C. Recolha seu lixo. descartando-o nos recipientes adequados. 
D. Não armazene materiais dentro das capelas de fluxo laminar. 

porque elas têm de estar livres para o trabalho. 

5 

E. Procure familiarizar-se com o procedimento. antes de cOllllu7.ir 
uma análise. Sempre que necessário. consulte um dicionário de 
térmos técnicos (Morris. 1992). 

F. Planeje seu experimento com antecedência. verificando a 
disponibilidade de equipamentos. reagentes. suprimentos e 
vidraria com o líder do laboratório. 

G. Faça os acertos com a devida antecedência. junto ao líder do 
laboratório. caso necessite de pessoal de apoio (Iilboratorista ou 
estagiários). 

H. Tente trabalhar com calma. pois evitará acidentes e erros 
experimentais. 

r. Não hesite em passar algumas horas calibrando instrumentos 
(psicrômetros, porômetro. etc .). em caso de incerteza . Você 
gastará muito menos tempo do que se tiver que repetir o ensaio 
todo. 

A. Use um caderno de capa dura e p~ginas numeradas como seu 
Livro de Anotações pessoais. 

13. Identifique o livro com seu nome. o laboratório onde você 
trabalha. data e nl1mero do volume. 

C. Faça as anotações a lápis. Use o lado direito da página para 
anotações formais e o esquerdo para rascunho e cálculos. 

D. Use as três primeiras folhas como SUIll~rio. 
E. Registre todas as suas atividades. detalhe os procedimentos 

(inclusive, a idade e o estado geral dos espécimens) e inclua hora 
e data. Assim. o método poderá ser reproduzido 110 futuro. 
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F. Identifique e cole prontamente, no Livro (Ie Anot<l~'ões. 

quaisquer folh<ls avulsas que sejmn importantes, 
G, Habitue-se a escrever com cl<lreza. seqüência e boa caligrafia, 

para que não existam dúvid<ls. quando o texto for lido no futuro, 
A estrutura do relato científico se inicia nas primeiras notas 
tomadas no laboratório (vide Ebel et aI.. 1987). 

H. Mantenha seu Livro ele Anota~'ões a uma distância segura de 
suas análises. Não permita que derramamentos acidentais 
apaguem informações preciosas. Se você usa computador, 
armazene seus dados e informações estratégicos em disquete. 

2.3.3. Preparo de Reagentes A. Tome a seguinte precaução, ao preparar um reagente: rotule o 

2.3.4. Equipamentos 

frasco IMEDIATAMENTE, colocando o nome do reagente, a 
concentração, a data, as iniciais de seu nome e a identificação do 
laboratório. Em alguns casos (ex. manipulações envolvendo 
material. genômico), é necessário anotar também a origem, grau 
de pureza e PM elos compostos utilizados, 

13, Mantenha os estoques de reagentes em estado virgem , na medida 
do possível. Exceto quando o reagente for muito caro, evite 
inserir colheres, medidas, espátulas, bastões ou pipetas 
diretamente nos estoques, Habitue-se a colocar uma quantidade 
suficiente do reagente em um recipiente adequado. para então 
fazer as manipulações. 

C. Não confie em uma solução que você mesmo não tenha 
preparado. exceto aquelas de uso comunitário. Nunca teste Ulll 

reagente pelo odor ou sabor. Praticamente, todos os compostos 
quím icos, em ma ior ou menor grau, são venenosos. 

D. Não confie em vidrar.ia que você mesmo não tenha lavado. 
E. Limpe pequenos derramamentos imediatamente, desde que não 

haja riscos à sua integridade física. 
F. Prepare novo estoque, ao veri ricar que um reagente ele uso 

comunitário está acabando. Caso sinta que esteja preparando 
reagentes comunitários mais do que deveria, fale COI11 o líder do 
laboratório, 

G. Enfatize, no respectivo rótulo. a vida Mil de reagentes instáveis, 
de curta vaI idade. 

I-I, Verifique se o reagente requer condições especiais de estocagem 
(ex, vidro âmbar, baixa temperatura, dessecador. etc.), antes ele 
fazer a preparação. 

I. Identifique adequadamente os reagentes contendo substâncias 
prejudiciais ou perigosas (ex. veneno, inflamável, neurotoxina. 
etc. ) . 

.I. Acondicione reagentes somente em recipientes com vedação. 
K. Devolva sempre o estoque do reagente ao seu local de origem. 

A. Reserve com antecedência (no mínimo, de uma semana) a 
utilização de aparelhos de uso freqüente (autoclave, banho
maria, capela de fluxo laminar, centríruga, computador e 
Iiofilizador). Cada um. deles possui uma cartela mensal , para o 



2.3 . .') . Comput ador 

2 .. ~.(í. Centrífugas 

2.3 .7. rvlateriilis ele Outros 
l .ahoralÓl"ios 

NO RA·IAS G ERAIS PARA O LAB O RATÓ RIO 

usuário espec ificar os períodos em que irá utili zá- lo. 
13. Le ia o manual ou cartela plélstificilela ele instruções élntes ele 

operar um aparelho e verifique a vo ltagem antes de conec tar a 
tom ada. 

C. Comunique ao líder do labora tório. IMEDIATAMENTE, 
qualquer defeito em aparelhagem. 

D. Não opere aparelhos equipados COI11 microprocessaelor (isso 
inclui o computador) em dias de chuvas fortes ou tempestades. 

E Calibre o med ielor ele pll. sempre que for o primeiro usuário elo 
eI ia . 

r. Mantenha o eletrodo do medidor de pH imerso na so lução de 
KCI saturado. 

G . Verifique se há carga suficiente na bateria dos élparelhos 
portáteis (medidor de área foliar, porômetro. etc ). antes de 

operá-los. 
lI. Não deixe faltar água nas bandejas délS câ maras de crescimento. 

para não comprometer a LI.R. ele se ll ensa io . 

A. Use somente programas licenciados. Caso precise lI sar 
s!'(frCII·(fre. certifique-se ele Cllle ele es tá livre de vírus. 

n. ra le antes com o líder do laborat ório, CélSO necess ite alterélr a 
conf iguração do sistema. 

C. N<'ío armazene seus arquivos no disco rígido. O espa\'o li vre é 
r{"servado paril uso exc lusivo do laboratório . 

D. raça h(fck llfl.l' de seus ilrCluivos. 

A . Opere umil centrífuga somente ilpÓS hilver sielo treinéldo pelo 

líder elo labora tório ou pessoa designilelil. 
R. Milntenha um reg istro eleta lhaelo do uso ele ce ntrírugas de alta 

velocidack e de seus rolores. 
C . ./AMAIS exceda a ve loc idade máx ima (rpm) recomendada para 

um rotor. 
D . Inspecione el etalhaclamente o estado físico el os tubos ele 

centrifuga,'ão émtes ele conduz.ir urna ultraccntrirugação. 
E. Pilre a centrífuga IM EDIATAM ENTE, em caso ele ruído ou 

vibração anormal. 
r. Mantenha a tampa fechada durante tocla a operação. 
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G . Tome as segu intes precau,'ões com os tubos ele n itrocelulose 
(não autoclaváveis): conserve-os a 4"C, n<'ío os use se es ti verem 
nexíve is ou perdendo coloração e use-os somente em rotores 
tipo .I'1l·inging !J/lck('(. 

li. raç a o balanceamento indiv icltléll de pares opostos de tubos. por 
pesagem. a mais prec isa possível. 

A. SEMPI~E peça permissão ao líder de outro laboratório antes de 
usar as elependências ou retirar qualquer material. Sempre 
devolva limpos e cm conclh;ôes norm ais el e uso os materiais que 

tomar emprestado. 
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2.:1.8. CurV(l Paclr~o 

2.4. J{prcrpndns 
Bihliogríllkas 

1\ . Não use a mesma curva padrão dia após dia - é 1I1l1a rOllte dI:' 
erro. 

R. Pipete com a maior prec isão possívl:' l. no preparo ele so llH;üe-s 
para a curva padrão. Uma única gota já f rontc de consideráve l 
erro. 

C. Ohtenha a regressão el11 calcll ladora. em vez. de desl:' nhar a 
curva padrão. quando est iver llsfl ll elO a pOI\,éio linea r para obter 
est imati vas . O CITO Illecilnic'n que se cOlllete ao (kSfnhar o 
gráfico será ev it ado. 

r:rmL, TI .F. : RLlEFERT. c.: RUSSEY. W.E. The at'l or 
st'ipntifk wriling. New York: Ver! Pu!Jli s!lNS. 1987. /1·!),3 p. 

FURR,I\.K. CRC handhoo){ o/'lal)oralo ry sal'\'ly. Hoca Ra tOIl : 
CRC Press. 1989. 704 p. 

LIDE. D.lt nasir lahora(ory ~lIld industrial chclllirnls: H CHC 
quirk relcrencc Imndhook. Roca Raton: CRC Pres5. 1 99 .~ . 
. ~70 p. 

I.UXON, S.G. IIm:ards in lhe chelllil'allahoralory. :'i.cel . 
LOlldoll : Royal Soc iety OrChCll1istry. I<)!n 700 p. 

MOR RIS . C. Acad(,ll1k Pn'ss dklionary ofscit'IH.'l' and 
t(~c1l1lo'ogy. San D iego: Acmlem ir Press. 1992 . 2.432 p. 



J. SOLlJÇÜES E CONCENTI{;\\~ÜES 

CUIDADOS 

.. Efetue pesagens e pipetagens com a maior precisão possível. 

• Lembre-se ele que. ao pipet<1r líquidos incolores. o volume correto corresponde ao ponto em 
qU{' o menisco. situado no topo do líquido pipetado. coincide com a l11<1rC<I na graduação do 
volume desejado. P<1ra líquidos coloridos. onde o fundo do menisco não é visível, as bordas 
do l11enisco devel11 coinc id ir com a gr<lduaçâo desejada. 

• Lembre-se de que. no preparo de solll~'ões, a concentração desejada é obtida com o soluto já 
fazendo p<lrte do volume fin<ll (ou seja. é errado <lelicionar <I quantielaele de so luto <lO 
solvente com este tíltimo já no volume fitwl desejado para a solução). 

.• TOl11e o cuidado de transformar os resultados para <I unidade <ldequ<lda. nos cálculos ele 
dilui~'ã(). 

• Use a forl11a decim<llnos cálculos envolvendo percent<lgem. 
• Tome cuicl<ldo COI11 <I diluição ! Ex. diluir ul11a solução ele RNA qU<ltro vezes significa que 

três volumes elo solvente utilizado serâo adicion<ldos a um vo lul11e da soluçilo original. 

---- ------- ---------- - - ----------

3.1. Introcluçno 

Muitos métodos analíticos envolvem re<l(;ões que ocorrem em solw;ões <lquosas. Por isso. é 
conveniente rev isar <lS maneir<1S ele se expressar e interconverter concentrações de sollH;ões, conforme 
descrito por Segel (1976). Alguns exercícios são também apresentados. enfocando situações 
rot ineiras em laboratório. 

3.2. Concentrrlções com n~,s(' no Volume 

[ L _____ l\-_1_<_)I_aridade (M) = nlllllero de moles do soluto por litro de solução 

Para se ca lcular M. é preciso conhecer o peso elo soluto dissolvido e seu peso llloleculé1r 
(PM. normalmente disponíve l no rótulo ela embalagem ou no catálogo do fornecedor). 

II/(l/es = ()('so (g)//'!H 

E lemhre-se que: 

I mM = 10.
1 M = I 1l1l11ole.L'1 = I pmole.Il1L·1 

I pM = 1O.r. M = I )l11101e .L-1 = I n111ok.mL-1 

InM = 10 " M = I nlllole.L' I = I pmo1e.mL-1 

Uma solu~'ão I M contél11 Inúmero ele Avogaclro de l11ol €culas.L-1. 

Nlímrro de ;\ \'(lg(/r/ /'o =- IIIÍ/ll ero dr mofr!C llf(/s I'0/' g -I/Iofr 

= IIlí/l/{' /,O rir ríl()/lIOS f)()/, g -rílo/l/O 
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(PE) . 
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= lllÍmern de íOll.l' 1)0" g-íOIl 

= (Í .023 . I (}'.1 

[}io~taJid~dc (Nl.::= llú~llero de eq~livalentes-grml1a d~ soluto por litro de solução 

Pilra se ralculilr N , é preciso conhecer o peso do soluto dissolvido e seu peso equivalente 

('(/ II;\'(/ !cIl(C.I' = l Je.w (g );1''-:; 

Um equ ivalente de um ác ido ou bilse é o peso que contém I g-Momo ( I mole) de hidrogênio 
suhstituívelou I g-íon (I mole) ele hidroxila substituível. Em geral. ilceita-se que: 

1'/~' = I'M /11 

elll que " n" é o l1Iílllero de li · ali OI r suhstituíveis por Illoléculil (respectivamente. de UI11 ácido ou ele 
li 111 a hilse). Temos também que: 

N = 11M 

Por exemplo. uma so IlI~'ão H.,SO.I OJl I IVl é tam bém 0.02 N. 
Olltras expressões incluem: 

• (Y, . p/v (percent;lgem peso/volume) = peso (g) de U1l1 soluto por 100 mL de sohl~'ào 

• ?r Illg (percentil ge lll llliligran1il) = peso (g) ele UI11 soluto por 100 mL de so lução 

• OSll1olaridilcle = molarid;lcle de pilrtículas em solução 

• Ul11 a solu~' ào I M de UI11 soluto não d issoc iável é tambél11 I OSl11o lar (contém 6,023 x I O~·1 
part ÍC'ul as por litro). 

• Uma solu<;ào I M de UI11 sa l dissociável é n OSl1lola r (n = nlll11ero ele íons por molécu la), ou seja. 
ul11a so hl~'ào KCI 0.03 M é 0.06 Osmol ilr. 

1\ osmolilriclade é relevante paril estudos fisio lógicos nos quais cé lul ilS ou tecidos têm ele ser 
hilllhados em solu~'ií() equivalente em osmolilr ielade ao citop lasma. para que não haja perda ou 
absor~'ão de áglla pela célula 011 tecido. Nesse caso, a soltl~'iío uSilda é dita ;.I'o((j ll;ca com re l a~'ão às 
cé lulas ou tecido. 

3 . .1. Concentrações com Bnsl' llO Pl'SO 

[ % p/p (percentagem peso/peso) = pl'SO (g) de UlIl soluto por IOf) g de solução 

1\ concentrilçào de vários ácidos comerciais é expressa el11 p/ p. Para se calcular o volume de 
solução-es toque necessfir ia para uma dada prepilração. é necessfir io saber a densidade Oll grav idade 
específica. COIl ronnt>: 

/1 = dellsic1ilde = pt>so por unic1adt> ck VO!t11l1t' 

GE = gravidade específica ~ c1ensidilde ('0111 relação à água. 
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.lá C]lle a densidade da água é I g.mt: l . a em é numericamente igual a lI . 

- -----_._-- - - - ---------- -------

(1lml (partes por milhão): indica uma razão de concentra<;i1o em solll<;àes . E similar à 
1~('I"ce ntage fll. porque é tal1lhém uma fração. Todavia, o denominador é sempre I milhão. 
E usada parél ex pressa r pefjuenas quantidades cle soluto. O termo Ilorles pode se referir a 
fjuíllquer unidade. mas g é a mais utilizada. 

[" J\·~~!li<.lm1e (111) = nÚmcro de molcs do solllto por I.oon g <.Ie solycnti] 

1\ molalidade é utili7.ada em cálculos físico-químicos (ex. ponlo de cbuli~'âo) . Para soluções 
aC]uosas dilutas. 111 e M se rão muito próximas. Para a interconversão c1e l1l e M. é necessário saber a 
o/r (p/p). 

3.4. COllccnln,<.:ões COlll Base no Gnllllk Snltll'H\'flo 

Protf'Ínas são frefj iientemente puririnldas por precipitação diferencial com sa is neutros (ex. 
sulfato de amônia ou clorf'to clt:' sódio) . Normalmente, a concenlra\'ão dos sais utili7.ados é expressa 
em !lpu:elllog('11I rlp .\'(flllmç((o. 

COIlCl'lltrnçflo do sal em solllçflo C0l110 pen:t'lItngcm da 
. cOlH.'entnl~'fio m{lximH possív~,~ a uma dada temperatura 

Para ca lcular-se as Illll(lan~'as de volume causadas pela adi\'ão de grandes quantidades de sal 

em solução aquosa, é necessário saber o \'Ohlll/e eSJlec(fico (v) do sal, ou seja: 

v = volume ocupado por I g cio sa l (mL.g,l) = inverso da densidade 

3..5. Exercícios 

A. (a) Quantos gramas de NaOIJ sólido são necessários para preparar 600 IllL ele uma solução 0,05 
M? Ex presse a concentração tillllbém em: (\1) N, (c) g.L,I, (c1) qt,., p/v e (e) osmolariclacle. 

a) lilros x M = mímero ele Illoles ele NaOll necessários 

0,6 x 0,05 = 0,03 1110le de NaOFl 

n(lmero ele moles = Peso~ I PM = 0,03 = Pesog 140 = 1,2 g 
Pese 12 g, dissolva em um pouco de água e complete para 600 mL. 
A !ternat ivamente. fa\'a os cálculos ulil izanelo a regra ele Irês: 

tlO(PM) -,) IM 

x ,4 O.OS M x = 0,05 x 40í I = 2 g em I L , ou 1,2 g em 0,6 L. 

b) 1\11 = N, nesse caso. A solução é 0,05 N. 
c) A s01ução conlém 1.2 g/600 mL, ou 2,0 g.L' l. 
<I) (Ir' (p/v') = g por 100 1llL. ou seja. 2,0 g.L" = 0,2 g. IOO mL" = 0,2(k (p/v). 

e) NaOl1 I ibera <luas parI ículélS (N él' e OI r). 
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OS111o laridilde = 2 x fVI = 0.10 OSl1loléll' 

n. Qualltos 111 1, de 1I .,SO I 4 M são necessMios parél se preparar 1.500 mL de uma SOhl\'ão " .,SO, 
0.003 M '? 

V'. I'v1' (sol ll<;iín diluída) = V.M (SOlll\'iío concentrélcla) 

1,5 x o.nOJ = V x ti- .... V = 1.5 x 0.003/4 = 0,00 I I L. ou I. I ml . 

Disso lvél 1.1 I11L ela so lLH;ão concentl'élela em ~gU él e complete o volllnH:' para 1.5 I ,. 

C. Descrevél a preparação de 2 litros ele llel 0.4 M a pilrtir de solução Ilel 2W?(' (p/p). 
densidade= 1.15. 

a) V x M = lllímCl'O d~ moif's 
2 x ClA = 0.8 mole ele TleI é necessário. 

b) reso~ = número de l110les x rM = 0.8 x 36,5 = 29.2 g IICI puro são necessários. 

c) Mas. a solur,}ío·esloque é IlCl 28 7r-. (p/p) 
QUélnt idélde necessiíria = 29.2/0.28 = 104,3 g da solução-estoCjue. 

d) Em vez ele pesar 104,3 g da solu\'ão-estoque, pmk-se ('aklllar o "Oltlll1t' necessário. conforme 
abaixo: 

V"" = resog / r j1.!1111 = 104,3/ 1.15 =90.71111.., 

Meça 90.7 rnL da solução-estoque e faça a diluição para 2 L com água. 

c) c e d podem ser COl11l,)inéldos ern uma tinira equélção, a saber: 

Peso~ = V",I. x r ",,,,1. x fl" (na forl11a deciméll). de onele: 

V"'\, = Peso!! /p x C/r = 29,2/ 1, 15 x 0.28 = 90.7 111 L 

D. O \' do sulfélto ele amônio (S/\) sólido é 0.565 mg.g·I (Segel. 1976). I\. solubilidade do SA a O" C é 
706 gll.OOO g ele águél (NO.,,;\: este valor var ia. ele acordo COI11 a fonle e com a temperatura - o 
ca tMogo SIClM/\ 1995, pm exemplo. rila a solubilidade do S/\ corno I M ern água. él 20"('. o q\le 
corresponde a 132.1 g/ I.OOn g de água). Ca lcule a concentrélção de SA em solução saturada a 
O"C. 

I\. O "c, são 706 g cle sulfato de arnônio em 1.000 g de água. e o volurne oCllpacl~ é: 
1.000 lllL + (706)(0,565) rnL = 1.399 rnL 

I\. concentraçi'ío de SI\. será = 706/1.399 = 0.505 g.mL·' ,." 505 g.L" 

o PM do SI\. é 132. 1 e (I rnolaridade ela solução é = 505/ 132. 1 = 3.82 M. 

E. Descreva o preparo de uma solução aquosa ele el(ln'ol nas seg \lintes concent rações: (a) 130/" (p/p). 
(I) 13q (p/v) e (c) I :v;'r (v/v). 
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él) I.~ g dE' E' lil1101 -I- 87 gele flgUél desliléldél . 

h) P = [\·1/\1: 0_79 = I.~/\I: V = 1~/0_79 = IÔ,5 Il1L 

Porléll110, I .' g de elé1l101 e(jui vél lem a 16,5 111 L. 
1 no - 1 6.S = 83_5 III L de {jgua. I ,ogo: 
13 g ettll10l -I- 87 IllL ngua c1estililela. 

C) 13 1111 , E'télnol -1- 87 III L {jgUél el est i lada . 

r. CO Ill O você preparariil essa sohl~'ão sem IIt il iZilr 11 111 a ba léln(;a? 

/\ resposta é ohtida COI11 o Illesmo raciocínio uSildo no itel11 (h) do problelllil anterior: se 13 g ele 
etal10l eq lli vél lem él 16.5 mJ ., se riéll11 I ô,5 mL ele elélllOl + R3.'i InL de nglla deslilac1a. 

G. CO IllO prrpilrilr 1 litro de r lé1l101 LV/r (vlv) él partir de etano I 9'i (;1, (v/v)? 

c x V = C' x V ' . em que C = concenlrtlc,'ão e V = volume 

9'i . x = LI . I .oon x = 23 .000/95 = 242, I m L 
Adiciol1e 2/12. 1 mL de etilnol 95 0/" a 757,9 mL de águél destiléldél. 

Oulrél 1l1éll1cira ele resolver a (juestão é utilizal1do-se a regrél de três. sahendo que elélnol 2J (fr-. 
representa no mL ele etélnol puro em 1.0no 111 L de SO hlC,·âo. portanto: 

1.000 mL -4 950 mL 
x --) 230 ll1 L x = DO. I .000/9'i0 = 242. 1 mL 

li . CO IllO t'x pressél r llll1" solll<,:iio Nél:SOI 50 ppl11 el11 terl110s ele (a) ';;,. (p/v) e (11) IllM '! 

(él) 50 ppl11 = 'i0 g! 1.0(lo.ono g de água. Visto (jue 1.000 g = I I . de águél. 
= 50 g/ l .OOO L 
= 5<J,-· (p/v) 

(h) O Pf\·1 do N".,So., é 142. Temos.'iO g dissolvidos em I L 

I M -~ 142 

x ·- ,'in x = 50/ 142 = 0.~52 M = 352 mM 

I. C0l110 preparar 30n 1111, de uma solução NaCI 0,3 M? 

M = n" de moles. L-I PM NaCl == 58 

0,3 M = !;.NélCI x I mole NélCl /O,3 L x 58g NaCI = gNaC11I. 7.4 
~NélCl = 17,11. x 0,3 = 5,22 g ele NaCI disso lvidos em 300 ml. de águél cleslilélcla . 

.I. Como preparar 300 111 L ele NaCI 0.6 M a partir de ul11a solução-estoque NaCI 0.7 M? 
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c.v = C. V' 
O,7.V = 0.G.300 v = 257. 1 
Complete 2':17. 1 mL de so lução NaCI 0.7 M comlígua até os 300 mL. 

L. Prepare as segllintes soluções. para extração de DN/\ genôllliC'o: (a) ~OO mL de IIC1 0,25 M, a 
partir ele cstoque IICI 5 N. (h) 500 111 L ele NaOll 0.5 M. NaU 1,5 M. a partir elos estoques NaOll 
10 N e NaCI 5 M, e (r) 1.000 IllL ele NII10Ac I 1\1. NaOll 20 mM. a partir elos estoqlles 
NH n/\c 5 M e NaO" 10 N. (NOTA: lembre-se ele sempre converter toelos os casos para a 
mrsma un idaele). 

,,) O es toqlle é ) N ~ -" M 

5 M . -) I (lO 111 L 

0.2.'1 IVI -- ~ x x = C1.25. 100/5 = 5 111 L cio es toque p"r" preparar 100 mL el" solllção. 
5 x ~ = 15 111 L do estoCjue. completando com água até ~oo 1llL. 

b) NaOll : o estoqlle é la N = 10 M 
1 o I'v1 .-) I no 1111 . 

0,.'1 1"1 - ~ x x = 0.5. 100/ 10 = 5 111 L cio es toqlle para preparar 100 111 L da soILH;ào. 
5 x 5 = 25 I11L elo estoC]lIc para preparar 500 111 L ela solllc;ão. 

NaCI: o estoque é 5 M. 
5 M -~ 100 

I .S (\.'1 --t x x = 1..5. 10015 = ~O 111 L elo estoqlle para preparar I ao III L da s()llI~·ão . 
.i0 x 5 = 150 mL do estoC[ue p;11'i1 prep<11'ill' soa mL ela solllção. 
/\dicione 25 IllL elc NaOl1 10M a 150 111 L de NaCl 5M e complete o volume para 50n 
1111 " 

c) NII (Me: o es toCjue é.') M . 
.5 I\.1 -~ 1.000 

I M .. _~ x x = 1 .nOO/5 ~ 200 111 L 

NaOrl: o estoq ue é 10 N = 10 M = 10.000 111M 
10. 000 fII M ~ I. 000 
20 m M - ~ x x = 20.1.000/ I 0.000 = 2 m L 
/\dicione 2 I11L ele NaOll la N a 200 111 L ele NTI.JÜ/\c 5 M e complete COII1 lígua até 1.000 
ml _ . 

.1,(j, Refrrênda BihliogrMka 

SEGEL, I.II. Biochrll1kal ralculatiolls, 2.eel. New York: Wiley. 1976. 441 p. 



4. CENTHlFUGAÇÃO 

------------------------------------------------------------------------------, 
CUIDADOS 

.. Não instale n centrífuga {'m área sujeita à incidência de raios sobres. 

• Cert ififjlle-se. pnra as centrífugas ele mesa. ele que a base ele suporte é res istente e está 
niv{' ladn. 

• Não inicie a ce ntrifuga~'ão sem antes colocar n tampn no rotor e travá-Ia 
conven ifntemente. 

• raça o balancenme:'nto ele pares opostos el(' tubos. individua lmente - sempre pelo peso, 
nunca pelo vo lume. Se o rotor conti ver massas c1esigunis em com partimentos opostos. 
excedendo a margem espec ificada pelo fabricante. o eixo se rá danificado. Tubos contendo 
água poc! {'m ser utilizados para balancear o rot or. 

.. Reinici{' o ciclo , em caso de falta de energ ia elétrica durante uma corrida. 
• Consu lt e:' os manunis cio fahricante. para n t'scolha adequadn cio tipo de rotor. 
• Verifique. no 111anl1é11 elo fabricnnte. os cuidados nec('ssários na manipulação cios rotores. 

como e onde guard á-los e as infor111nçàes sobre a vicia útil deles. 
-------------------------------------------- -------------------------' 

4.1. lntro!lmJío 

;\ f O f'(; a ct'ntrífuga é U111 recurso básico na pesquisa e111 fisiologia vegetn1. pnra se parnr 
c011111onent('s ele elensielneles vn riadas. !\ centrífuga separa precipitados quíl11icos ele soluçôcs e 
resídllos ce:' llIlnres de ex tratos. N{'ste Cil pítulo é apresentacln U111a descrição gernl cio uso de ul11a 
ccn trífuga re:'frigeradn progra111 áve l. Out'rils infonna<;ões poderão se r obtidns. consultnndo-se 
R ick \\'tlod ( 1 9<) 2) e R ic k \\'ood e:' t n I. ( 1 9(4). 

4.2. I'IIIHlllllWllto 

!\ forçn centrífuga exercic1 n em U111a pmlÍ('ulil é daela pela re l a~'ão: 

r = nl.a = nI.8·'.r ~ w/g. m·'. r 

F I1l C]lIe: 
F = fOI\,a exercida sobre a pilrtícula. e111 dinas 
111 = nlilssa dil partícula. em granlas 
f.j = ve locidade angulClr de rotil\';10, e111 réIClianO.\' .s-' 
r ~ dist;ll1ciCl raeliClI dCl partícula ilO eixo el e. rotação. ou rClio do rolOl' , em cm 
\\' = peso ela ]lClrtícula 
g = constal1te grCl v itClciol1al (C) RO CI11.5-: ) 

rarCl efe itos ele c0I11pClrCl~'ão e reprocluçélo cle cOl1di\'ões experimcntClis. o termo j(1/'Ç'(f 

U ' II{I'í/ilg n I' r> /fI{il'{/ (RCF) é ulili7.ildo. representClndo a for\'a que Clge sobre uma dada partícula em 
Ulll C;llllpn ce lltrífugo. em termos de nllilliplos do peso dCl partícula (g) no campo gravitacionClI 
terres tre. rorlallto: 



16 AttlOOOS ANi\LlIICOS E LABORATORIAIS E/I·/ FlSIOL OG ! .. ~ IIEGEl t1L 

rara converter m em rnta \'ões por segundo, temos: 

l'1 = rplll x 2rr/60. el11 que: rr = 3. 14 16 e rp111 = ro tações por 111 inlll o. 

V isto q\1(' : g = 9RO cn1.S· ~ . temos: 

RCr: = (rpm .2rr/CíO)2 . r/9RO 
RCT = ( 2 n: / 6() ~ . 1/980 . r. rpn1", ou sej <l: 

[nCF = J.IIR.r.rpllll.~ 

Outras relaç<les. para uso do raio do rotor ex presso fora do sistema métrico , pode m ser 

u ti li 7.acla s. ta is como: 

2 2 
4.(3~l416) . J'. ti 

RCF = ~2,2 . g 

em que r = raio do rotor, em pés. e n = rota~'ões por segundo = rpm/60: e: 

RCF = 28,38 . r. ( n ) 
1.000 ' 

2 

em que r = raio do rot or, em polegadas, e n = rota~'i'íes por minuto. 

4 . .1. Nofas sohn' li Ddiniçfío c.k Pad\JI1(' h 'os 

A . Selecione a tempera tura desejada na câma ra do rotor. Em muitos casos. o sistema de refri gf' ra <;ào, 
dmante a pausa para ("s friamento, se lec iona autolllClticament(" o c ic lo cle tare fa adequado para 
manuten<,'i'ío da lempera t\ll'a escolhida . Por isso. a durilçi'í o da corrid a n;1O prec isa cstar 
s(" !t'ciollilda. Monitore o ind icildor da temp(" ratura do ar <!t'ntro ti a cà l1lara do 1'0101'. () indicador de 
r(" fr igera\';1() perm anecerá ace so, enquanto o compressor es tiver atllando. 

n. Srkcione a ve locidil<\(" (a ngulilr) desejacla no rolor . lJs(" uma das erjllilc;ões do ilcm tl. 2.. para o[)ler 
il força cent r ífll ga desejada, ex pressa em x g. rrocme fazer uma lahelil, conlendo as rela(;i'5es cnlre 
rpm (" x g . pilra o raio (k cadil rotor disponíve l. Em al guns nH)(k lns I'(:' c(' nt es, isto n;'io é neccssnrio 

- a cenl rífuga pOS'iU i mecanismo de ident i fi cil\'ào do rotor que ('s t á acop lado, perm it indo ao 
ollerador digitar a R('r: desf'j acla diretillll f' nte no painel. 

C. S("lec ione il dura<,';'io da cOlTidil . ~m alguns nlodelos. esta pode ser il ltc rada com a 111 áquina em 
funcionilll1enlo. OIJilndo o mcídulo de Opna(;;10 contínua é se lecionado. a cf' ntri fuga(; ;\o ocorrerá 
inclefinitlillll cnte. ilté sn 11ilrillisada pelo ( ;lf'l'ildo l'. 

n. Ahra a centrífugil somente C]uilndo o inclic(lr!or de frenagem esti ver ativado. CnlifiC]lle-sc de C]ue ;j 
ve lnc idilde do rolor f's fá aha ixo de I no rplll . Eln il lgllllS Illodelos. a talllpil é allfn lll al icall1r nlr 
cks lril vada. após il fre n a~(' I11. Vár ias ce ntrífllgils pOSSUC' lll J1 lfídlllo para prog r,llllilç;\O do lelllpo ele 
frellilge lll. (l qllal vil ri " cO l1fOl'lne o rotOl' llli li7ado. 
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4.4. Encaixe do Rotor 

A. Verifique o tipo de encaixe do rotor. Existem rotores que são presos por um único parafuso, com 
rosca para a esquerda, ao cone com rosca sem fim do rotor. Outros são presos por dois parafusos 
com rosca para a esquerda (trava dupla) situados na tampa do rotor. O parafuso com rosca maior 
prende a tampa ao rotor e o menor prende ° rotor ao cone com rosca sem fim. Aperte caela 
parafuso separadamente - primeiro o maior e depois o menor. 

B. Antes de encaixar o rotor no cone com rosca sem fim do eixo do rotor, certifique-se de que a rosca 
e o orifício central do rotor estão limpos e livres de arranhões ou entalhes. Passe papel absorvente 
nas superfícies. cada vez que for fazer um encaixe, para minimizar a ocorrência de arranhões, 
aderência ou corrosão do rotor. Encaixe o rotor 110 cone com rosca sem fim. 

e. Se a temperatura da câmara da centrífuga est iver abaixo da temperatura ambiente e o rotor não 
tiver sido pré-esfriado, espere até que a temperatura do rotor se equilibre com a temperatura mais 
baixa da câmara, antes de fazer o encaixe final do rotor. Este cu idado minimizará as chances do 
rotor ficar agarrado ao cone com rosca sem fim. 

4.5. Operação Típka em Módulo Normal 

A. Antes de ligar a centríf1lga, faça o balanceamento dos tubos com amostras e encaixe-os nos 
orifícios do rotor. 

B. Com o eixo parado, instale o rotor, sempre seguindo as inst ruções do fabricante. 
e. Feche a tampa da câmara e ajuste a temperatura, conforme desejado. 
D. Coloque o controlador da duração da corrida em posição de espera. ou no tempo desejado. 
E. Se lecione a ve locidade (angular) desejada. Se lecione a fre nagem, caso necessário, ao final da 

corr ida. 
F. Aperte a tecla de início. A centrífuga irá acelerar até a velocidade selecionada, correr durante o 

intervalo de tempo se lec ionado e automaticamente desacelerar ou frear até a parada completa. Nos 
modelos com memória, as condições da corrida podem ser armazenadas e automaticamente 
reproduzidas para outros conjuntos de amostras . 

4.6. Em Caso de Alarme de Escovas Gastas 

• Se o alarme de escovas gastas se at ivar durante uma centrifugação, não é necessário interromper 
a corrida . Quando e la term inar, um sistema de travamento geral imped irá novas corridas, até que 
o problema seja sanado. 

4.7. Referências Bihliogrúticas 

RICKWOOD, D.: FORD. T.e.: STEENSGAARD, J. Centrifl.lgation. Essential data series. New 
York: John Wi ley & Sons, 1994. 128 p. 

RICKWOOD, D. Preparative centrifi.lgation: a practical approach. Oxford: IRL Press, 1992. 
400 p. 





5. ESPECTHOFOTOI\1ETHlA 

4 f\'~o tOlltl f (l suprrfície de leitur(l d<l cubetél . (~aso isso OCOIT(1. lilnpc (l IllCSlll Cl 

IrvIEDI!\T!\ivIENTE, com p(1 11(' I t0(1 1ha, 

8 rVlal1l1se ie " cllhet" com cllid "do, p" r(1 ev it " r derramamentos da amostra no il pil relilo, 
PRINCIP/\LMFNTr. se esli ver 1I1ili7,ilndo ilnt ronil , 

5.1. 1111 rodllç(ío 

/\ e::; j1('c lrofnlnmelriil f f llnd" menl il l !l (1 ra (1 pesqui sa h ioq uím ic(1 , desl<l(,<l ndo-sc as seguinl cs 
Silu ilç(1es: (il ) se o índice ele il l1sorhânc ia <I um cOlllprimenlo ele ond (1 específico fo r conhec ido, il 
CO I/U ' I/(U/Ç'I/O dI' //1/1 ('O I/I/ lnS(o pock' srr rs lilll (1 c! a por Illeio da delerminac;ào de SU <l cl ensidildc ól ic" 
nilquele cOl1lpr imcnlo ti{> onc!il, (h) med indo-se il lax(1 de fOrlll il(;ão ou cJ eg r<ld,lCifio de 11m composto 
iJllC ilhsorVil r ildi (1(;,ln, () (' ///'.1'0 rI(' //11/ (/ /' ('(fç'r/o e(}(I(' SI'/" (/(' ((, /'/I/;I/ (/ rfo , e (r) COI/I/ '(lS (OS /,orlm l .\"('/' 

;rI(, ll( ifimrfo,l" il l r(1vés d(1 de terminil(;ão de se us espec lros ele ilh sor~' ;'\o nilS reg iôes visíve l c 1I1trilv io lc la 
do rspec lro de f' l1ergiil mdi ,lIl le, 

5.2. FlIIld:IIlH'1I10 

/\ espec lro folo lllelria se \)ilse ia elll duas le is bás icilS: a dc L ilmherl e a de neer. A primeira 
cl1lll1cia: "A radiarjfo a"sorvida é direta1llcI1te pT'Oporcilllw/ à e,I'I,cs,wrn da ,w/ff {'no a"alisada", 
l'orl il l1 10, te lll os a eqll <l(; ;)o: 

ro 
;\ :-o IOI!IO - --= n J, ,. . I "5' 

(' 111 que: I" = inte nsidade da rad ia<;ão ind dent e 
1 = inlel1 sid"cJe ela r" c1i ilçào tr<lnsm i t ida 
a, = í l1dice de absorbânc ia cil rac lerístico pilra a solução 
h = comprimento do meio 

1\ "" "bsorbâ l1cia 

1\ segunda enul1c ia: "A rndiaçjfo abson'ida é diretame1lte I,,'nl'nrci(//w/ ir COIlcc1Itrnçiio rio IIO/uto 
/l fl so/uçr7o", Portanto, temos a eqlw)'iío: 

elll que: I" ' 1 , a, e 1\ sfio como na equa~'ão anterior t' c = conce l1l ril~'ão do soltlt o na so lu~',10 
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Comhinando-se as duas leis. obtém -se a expressão: /\ = a,b.c. () índice de absorb~ n c i a pode 
ser eleterminado a pnrtir t\{'sf(l equaçfío. fnzenclo o seguinte rt'nrranjo. no Cjunl o valor tk h pock sn 
l11antido COl1stante atravfs do uso de cuhetas padronizadas: 

~~ = -8]\ . rh 

5.-'. LiJl1illl~'iÍ('s ela Lei ck LflJl1herl-Beer 

• Tonl<1da isoladamente. a relação direta entre ahsorbilncia e concentraçào possui pouras excec,;ties. 
Todavia. a adic.;ão do componente b (espess1ll'a ela SOhl~'ão) el11 valor constnnte (uso de cuIJetas 
padronizadas) gera desvios químicos e interrerência na aparelhagt'm. 

• Essa lei é v~l ida SOl11entt' para soluções dilllídas. Em altas conct'nfra~'ôt's (> 10 mrvl). cada uma 
das partÍC'ulils areta a disfrihuiçilo ele carga de suas vizinhas. Isso pode altnar as características 
ela SOhH.;ào e111 ahsorver um compri111t'nto de onda específico. 

• A presença de ektrólitos na solução lllodil'ica o potencial de ahsorção molar do compolH'nte 
absorvedor de radiação. Esse ereito. contudo. pode ser reduzido por diluições adicionais. 

• Desvios desta lei st'rão ohst'rvaclos quando a subst1\ncin analisada se dissocinr. associilr ou reagir 
com () solvente, gerando um produto com t'spect ro ele absorção dircrente da sui)stilnci a original. 
Ex. indicadores ~cido- ha se. 

• Essa lei é observada somente COI11 raelia(;fío 1ll0nonol1liítira. Quando lllili s ele Ulll COll1prilllento ele 
onclil é utilizado, a rela~'ào entre absorbilncia e concentrilçi\o deixa de se r linear. 

5.4. Esp('ctrolhlôJl1ctro 

Unlé1 variednde ele eSI'ec trorotôl11etros est~ elisponível comercinlll1ente para Illedic;àes ele 
absorbilncia nilS regiões ultravioleta. visível e inrraverlllelha do espectro. Duas vari~veis lla 
conce p~' ào destes aparelhos s~o fllndi.lnH'ntais, a sahe r: 

:'i .lI.I. A1TillljO dns Cubetas (' 0 111 Rela<;;io ao Seletor de Comprimen to de Onda 

As dUilS cul'etas (hrilnco e amostra) podem estar ti.lnto entre il fonte de Ill 7. e o se letor de 
comprimento de onda quanto entre o sektor e o eletector. Caela alternativa apresenta desvantagens e 
vantngens. Na primeira. Cjllalqller rluorescência na amostril produ7. ir~ interrerência nas medi<; ões. Fm 
compensilc,·<1o. a clispersiio ela radiação causada por componentes da amostra. terá pouca importância. 
porque será. posteriorlllt'nte. rejeitada pelo seletor . .lá na segunda alt(,1'I1ativa. o inverso é observado: 
a fluorescência ou a rotodecomposição ser~ minimi7.acla. porque os comprimentos de onda curtos 
serão removidos ilntes Cjue possam atingir a amostra. Porém. h~ a possihilidade de erros por 
dispersiio. 

Na amplitude que IlOS interessa mais (UV e VIS). a rlllorescência e a rotossensihilidade são 
prohlemas milis sérios do que a dispersão. predom inando a conc('p<,';10 em que as cubetas ricalll entre 
o sck tor e o d('tector. 

5.4.2. Sillcrollismo das Medições ele lo e I e da Corrente no Escuro 

Essa célracterística determina se o ilparelho será ele feixe t'lnico ou duplo. Em reixe (mico 
(ri gura 1-/\). três passos s~o necess~rios: (a) zerar o instrllmento C0111 () disparador em pOSi\·;lO. 
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(h) medir o !.lrnnco (1 (\) e (c) l11edir a amoslra (I) . V isto que a confinhi liclade elos dndos v<1i depend(' r 
ela constftncia dm; características ele oper<1ção. as medi~'ões têm de ser r~pidas . 

Nos instrumentos ele feixe duplo. um feixe paSS<1 atraVf>s do branco e o outro através da 
anl0st r{\. silllul t<1 ne<1 lllente. Esses <1parelhos são ele elois tipos. <1 salle r: 

• O f('i xe duplo (figura l -R) é fOl"ll1<1do pela bifuIT<1<;ão de UI11 (mico frixe el11 ('spe lho (, Ill fornl<1 clt> 
V. Ness(' caso. <1 l11 ediç~o ocorre em dois passos: (a) zerar o apare lho com o c1ispilrador CIll 

posição (' (11) medir <1 <1mostra (e o Im1l1co). A confiahilid<lde dos c1ildos depende c1<1 constânciil dil 
corrente no escuro (quando a r<1d iação não es tá passa ndo). durante os dois pa ssos. 

• () aparc lho nào possui d ispar<1dor (figura l -C). Em vez disso . UI11 espe lho giratório. COI11 
movimento ele 1/4 de círculo. elireciona a radia~'ão do se letor para o branco e pilra a amostra. cm 
alternância. Assim. o feixe duplo na verdaele ocorre no tel11po e não no espaço. Os dois pul sos de 
radia<;i'io são r('comhinac1os por UIl1 espe lho ele graele. o qual transmite UI11 c refkle o olltro para o 
detector. O espelho de setor f> composto por segmentos arredondados. se l1< lo metade ahertos. para 
passagem li vre de rad i<1<;ão. Os componentes espe lI1<lelos possllcm mold lira met~ I ica. que 
periodicamente inlerrompe o fei xe direcion<1t!o para o detector. Nesse ponto. o Illicroproccssildor 
do detec lor faz <1jllsles na corrente no escuro. Por esse processo. o feixe que passa pelo \)riln("o é 
atenu ildo mec<1l1icamcnle. <ltf que sua intensidade sejil igu<ll ~ elo feixe que est~ passando pela 
alllos tr<1. QlJ(1ndo os l11icroprocess<1dores são capnes de efe tu<1r retroaliment<lçào. o <1juste é 
eletrônico. 1\ med ição da allloslra. nesse caso, é direta. sem necess id<1de de passos adicionais. 
Outra v<lnt<lgelll desse modelo é a medi~'fio contínua. meSlllO Cill<1nelo sr muda o comprimento de 
ond <1. 

5.5. Openll;fío Típica ('JlI F(~i:w Úniro 

1\. Ligue o ilparelho. Embora o apare lho possa ser usado imeeliatamente. 111 <:' lhor desempenho é 
obt ido após uma esperil p<lra <1quec imé'nto. Fquipatllentos mais recentes executam a ut oc<1 li bra~·;10. 

informando (j11<l nclo estã0 pronlos para uso. 
11. Sr!ecione o comprimento de onela desejado. Nos modelos UV. a amplitude é geralmcnte de 20(1 a 

I .noo nnl. I\juste <1 posi~'ão do espe lho para a lâmpada requerida par<1 o comprilll (' nto de onda em 
liSO. Tipicamente. ex iste ullla <1lava nca par<1 sele<;ão de lâmpada ele deutério (UV) oU tUllgstfnio 
(V IS). Essa Wmpmla rcquer aquecimcnto ele! no mínimo. lO min. 

e. Verifique. no se letor ele comprimento ele onela. a indicação para uso de lâmpada de tun gstênio ou 
deutério. Norlll<1hnente existe uma faixa exclus iv<1 para a VIS, outra para <l UV e uma 
in(enllediiíriil. IHI quat se escolhe a lâmpada que propicia maior T . qualldo Il !lO há amostra 
coloc<1r.!<1 no comj1<lrt imento. 

D. Use cubetas ela espessura certa . de acorelo com o procedimento que estiver conduzindo. Use 
cubetas idênticas em espessuríl p<1ra ílS <1mostr<1S. brancos e padrões. 

E. Coloque o br<lnco em uma cuheta e a insira no comp<1rtimenln ele ílmostra. 1\ soluçiío deve estar 
(,Ill <lltura su ficienle p<lra cohrir o feixe de luz que passa <ltravc:> s do compartimento. I\lgumas 
cube tas possuem uma marca horizontal p<1ra indicar o nível adequado de enchimento. I\s cuhet<1s 
possuem Ulllíl marca vertical, que serve de referência para o alinhamento desta com a marca 
verlicalno comp<1 rtilll cnto (Ir amostra. 

F. Feche a t<1mpa do cOlllp<lrtill1ento de amostra e se lecione o modo de opera~';1o: transmit ância. 
ahsorhilncia ou concentra<.;ão. Remova o branco e faça as lcitur<1S nas amostras ou pildrões. 

G. Ohserve os segu intes procedimentos: 
a) I\bsorbância ou Translllit ft nciíl: 

fi Insir<1 cada amostra ou paelrão no compartimento de <1mostras. fazelldo a leitura. 
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• f'ilÇil il CIJI'Vil j1ild r;10 , Oll a re:-g re:- ssfío, colocando il ilbsorbânciil ou trilllS1l1itânciil COlll0 
f lln\';10 (ordcnadil) dilS concentra\'õe:-s das solLH;ões conte:- Ildo os padrões (absc i. sal, 

• Determine il concell tril\';'ío de cildil al1l ostrn, eXilmin ilnclo na curva pildrfío qllal villnr de 
cOllcentril(;;'ío (él hsr. isSil) correspollde à ilbsorhâllc ia Oll trallslllitâllcia obticl Cl (ordcmlcl il ), 
('aso necfss{]rio, fClÇél cOlwçe)e:-s contrCl in te:- r re rênciCls, 

ni~TI::lr:H10l' 
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111' (hHla 

Rnmco Folf"letedol' 
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1 
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~I '<O ~ Duplicadol' 
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* )1 
SpletOl' de 

Complimenf'o 

rle Onrla 

Espelho de 
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J\-fotOli1.:ado 

Fotorlfltedor 

I 

f'lnlJR/\ I, r:sqU(,lllilS c!f oper<1(;;ln de fotômelros e cspcclrorolômelms: (A) reixe único, (B) (<1nél l 
dup lo com f(' ixe:-s simulIâne:-os, e:- (C) reixe:- duplo, com <1llernânc iil enlre clo is canil is 
('l<.I<1j1ladn de S koog , IlJ85) . 
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b) Concentração: 
• Este módulo somente pode ser usado para relações lineares. Coloque o p<ldrão no 

compmtilllento d<ls mllostras e digite ou faça o ajuste do valor da concentração. Repita este 
p<lSSO com outros p<ldrões. para ver i fic<lção . 

• lllsir<l <lS amostras no cOlllp<lrtilllell to de amostras e leia os resultados diretmnente em 
llnidi1des de concentrilção. 

5Jí. I{cferênein BihliogrMka 

SKOOG. D.i\. Principies ofillstrUll1cll(al mmlysis. 3.ecl. Philadelphia: Sounclers Co llcge 
Publishing. 1985. 879 p. 





6. SI~PARA(;ÜES CROI\1ATOGRÁFICAS 

6.1. I ntror!lIçi'\o 

Em muitos proced imentos é necessano purificar a suhstânci<l em estudo, removendo os 
possíveis interferentes. Geralmente, essa remo~'ão é conseguida CltrClvés de técnicas ele frac ionamento, 
das qU<lis a cromatografia é uma das mCl is utili zCl das. 

O termo cl'O//la{ogr((/I(f engloba um grupo diversiricado de métodos de sepClração, isolamento 
e identirica\'ào de compostos correlCltos em mistur<ls complex <ls . Todos eles cOlllpart ilh<l m o uso de 
duCls fases: UIllCl es{(/cionário e CI outra. //lâ\'eI. Os cOlllponentes ela mistura são carregéldos ou 
corridos at rCl vés da fase estClcionária. pelo nuxo ela f<lse móvel. As sep<lra<;àes se base i<lm nCls 
diferençéls das taxas de migmção entre os diferentes componentes da mistura. 

In(lIllerCls vari<l~'ões d<ls técnic<ls cl'Omatográficas estão c1escritCls na literatura. envolvendo 
<lparatos com v<lriados graus de complex idade. Neste capítulo. são <lpresentCldCls descriç<les gerai s de 
<llguns métodos. relev<lntes pma a fi siologia vegetal. As vari <lçõcs mais complexas não são 
abordad<ls, devendo o leitor consultar relatos mClis élbrangentes. tais como Stock & Rice ( 1974). 
Skoog ( 1985) ou Fallon et <lI. ( 1987) . 

6.2. 1"l odHlid~HIl's 

Os métodos cromatográ ficos podem ser c lass i fi cados de c1uCls maneiras. A prime ira diz 
re speito <lO nleio fí sico pelo qual as fases móve l e es tacionária são colocadas em contato, CI saber: 

• Cr0111a{ogU(!I(/ ('//1 Col//I/o: a fase estacionária é confinada em 11111 tubo. Cltravés do qllal ocorre a 
passa gem fon;<lda da fase móvel. por pressão 0 11 gravidade. 

• Cro///{/{ngrr(!la PIaI/a : a fCl se estacionária se apóia em uma placa plana 011 nos interstíc ios de 
uma folhCl de pélpel. A fase móve l se des locCl nCl fase est<lc ionáriil por c<lpilaridmle ou gravidilcle. 

Vilk sil lientar <llle os equilíbrios nos qUilis as dU ilS modil lidildes se bilse iill11 são idênticos e 
que <I teoria aplic<lda CI um<l é prontilmente adilptável à outra. 

A segllndCl millleira ele se classificar os métodos base ia -se nos tipos de fases móve l e 
estélcionária e nos tipos de equilíbrio envo lvidos na trallsferênci<l ele solutos entre as duas fases. Nesse 
caso. as ca tegorias predominantes são a CI'OI11{/{ogrr({ia Uq//id{/ e Cl (;asosa, célda uma po~suindo 
métodos especíricos. No caso de coll/I/a, esses métodos são apresentados na tabela I. 

6.3. Crollla(ogntfia em COh'lHl 

A fase estClcionária só lida (amido, talco. etc.) é comprimida em uma coluna de vidro (figura 
2). en<luilnto o líquido (onele estão as substâncias que se quer sepélrar) flui gradualmente, através dCl 
co lunil. As suhstâncias possuindo mClior afinic1Clde pelCl filse só lidCl movem-se mél is devagar do que 
aq llelas com maior arin idade pela fil se líquiclCl. as quais <lparecem nCl S primeiras frCl \.·õcs coletadCls no 
vaso rece ptor. 

N<I r r011/0{ogn(!i'r1 dr !Jor{iç(/o ('111 ('O II/1/(/,\' , o enchimento (leito) ela coluna recebe um líquido 
que Cltua C0l110 fase líquida estacionári a. Ele deve se r insolúve l nCl fClse líquida móvel. para que as 
suhstâncias sej Cl I11 se p<lraelils em função elas suas solubilielilcles relati vas nos dois líquidos. 

O termo adso/'çr/o pressupõe que uma cl ils fil ses é uma superfície competindo pelo solut·o em 
terl110s cle élclsol\ilo e a outril é Ulll líquido. O termo !)(/I '{i çr/o pres~upüe quc ambas as rClses são 
líquidas ou que UI11Cl clelas é gClsosa e a out ra líquida. 
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TA T3 ELA I. Métodos de separações cl"Olllatográficas elll colunas (adaptaclo ele Skoog, 1985) . 

---.SJassifka~ 
Cl"Omatogra fia 
Líquidn 

Crolllalograria 
nilSosa 

Método Especifico fase Estacionária Tipo ele Equilíbrio 

Líquido-líquido Líquido adsorvielo em um Partição entre líqu idos 
sólielo i 111 iscí ve i s 

LíCJII ido-sólido Sólido Adson;ão 
rnse lí(jlJida reI ida Espéc ies orgânÍC'as relidas ParI içào-ndsorçào 

em ullla superfície sólida 
Resina ele Iroca iônica Troca iônica 

Troca iôn ÍC'a Líquido nos interslícios de Part içi'io-pene iralllento 
Impregnação de gel um sól ido pai illléri co 
Gás-líquido Líquido adsorvido em um Partiçào entre gás e 

sólido líquido 
Gás-s61 ido Sólido Adsorçào 
rase gasosa relida Espéc ies orgânÍC'as retidas Part içào-ac1sorção 

em superfície sólida 

~ 11, '\ l +- Adaptador para pressão 

{- Fase móvel líquida 

~- AJgodão de vilJro 

. : I ' . - ' 

' .' :. ~ . ~ Fase estacionáIia sólida 

. ~: ; . , 

,.,.~)~;o;o~,... +- Algodã.o IJ~ virlm 

1 =W=·· =+-==P=é=l'=Ol=a=S=d=e=. vidl'O 

1'1 

de Tp.flon __ ~_J -ll Tubo Capilar ~ r6l nJ] 

FlUçDe, -> ,I ~ U U UJ
J 

FIGURA 2. Diilgrilllla da crolllatografia em coluna . 
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0.3.1. Crolllatogr<lfi<l de Elui)'ào 

Nesta vari<l<;ào. <l amostr<l é eluída gradualmente, através de adições sucessivas de solvente. 
Após ilplicada, a m110str<l migra até uma certa extensão, ficml(lo seus componentes fracionados em 
pilrte da coluna. Novas <lplic<lções de solvente forç(ll11 novos aV<lnços da FCI/te , causando novo 
fr<lciolJillnento, dest<l ve7. na pon,,'ão ainela virgem d<l fase est<lcionária. Ao mesmo tempo, ocorre um 
fracionamento <ldicional. no ponto onde <l <llllostra foi <lplicacla. 

Adições continu(ld<ls do solvente empurrmll as Illolécul<ls do soluto em uma série contínua ele 
transferências entre as fases móvel e est<lcionária. Visto Cjue a 11l0vil1lenta(;i'ío do soluto só pode 
ocorrer na fase móveL n tmm na <]Iml o soluto mignl depende do intervnlo de tcmpo que ele 
permmwce Ilrl Ihse m6vel. Esse interva lo é curto, par<l solutos COI11 alta afinicl<lele pela fase 
estacionária . e longo, para solutos com <llta reten~'ào na fase móve l. Nos casos idea is. as direren~'as 
nas til xas de 111 igração força m os componentes ele uma 111 istura a se separar em ba nd as. d istri buídas 
ao longo d<l coluna . O isoléllllento das b<lndas separadas é conseguido <ltravés d<l passagem do 
solvente, em qU<lnlidacle suficiente para forçar c<lda banda para fora da colun<l, onde as fr<lções serilo 
coletadas em recipiente mleCJuado. 

Nos <lp<lrelhos comercializados. um detector de concentr<lçào é colocado no final d<l coluna e 
seu sinal é l<ln<;ado elll grá fico. COI110 Fun<;ão elo tempo necessário p<lra <l migra~·ão. Obtém-se então 
lIllla figura com vários picos de tell1po, estratific<ldos de acordo COI11 <l dist~ncia percorrida ao longo 
da co lllna. A posiçí1o dos picos. tendo o I CI/l/IO de mig/'{/ç'r7o na abcissa. pode servir para identificar 
os componentes da <llllostra. As áre<lS abaixo cios picos, tendo a rfisl{il/óa /I c/'co /'/'irf(/ na ahcissa, 
fornecem III11a medida quantit<ltiv<l de caela componente. 

6.3.2. Crom<llografia de Afinicl<lde 

Os procedimentos par<l purifica)'ão de proteínas p<lssaram a ter m<lior rendimento com o I.ISO 

da crolll<ltografia de afinidade (Cuatrecasas & Christian, 1971). que explora <l habilidade desses 
compostos em se associar de Illaneira específica, porém revcrsível. com subst~ncias ligmnes. 
T3asicamente, a collll1a é preparada através da indução ele ligação covalente entre sua matriz (ou !Pito) 
e um I igante, especí fico p<lra a subst1\nc i<l a ser separada. Após apl ic<ld<l a mnostra, a substânc ia de 
interesse fic<lr{1 retida ao ligmlte. enCjuanto os demais componentes irão passar normalmente através 
da colun<l . /I. reten~'ão ocolTe em proporção à afinidade existente entre o ligmlte e a sllbst~ncia que 
está sendo separada. 

A substância aclsorvida será depois eluída, ao se alterar o solvente IIsado. para provocar 
cI issoc ia~·ào . 1\ técn ica pode ser IIsada. com esco lha cios adsorventes adequados, para puri ficar 
enzimas. anticorpos. ácidos nucléicos, proteínas de Iiga<;ão de vitaminas. estruturas receptoras ele 
hormônios e pcptídeos de síntese orgânica. Os seguintes pontos podem ser cnfatizados no processo: 

• O gel acopl<ldo deve ser lavado (ex. solução aquosa de climetil fonnamida SWlr v/v) 
exaustivamente. r)(lra remoção do material sem ligação covalente. 

• É necessário um método para detennin<lr <l Cjllantid<lcte de material preso ao suporte sólido. Ex .: 
<Ieterm in<lção do I igmlte I iberaclo (ahsorb~nc ia, marcadores rad ioat ivos, anál ise ele am inoácidos, 
etc.) em seqüência a uma hidrólise ácida 011 alcalina. 

• As concliç()es de elui~'ão oheclecem às propriedades d<l proteína a ser isolada. Sem alterações. a 
proteína adsorvida é obtida em concentrações dilllídas. Na maioria dos casos, é necessMio 
alter<lr-se o pll. a fOI\'<l iônica 011 a temper<ltura cio tampão. 
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rilra () suporte da ril se es tílc ionáriil s6 l idíl. emhora os tkrivildos de ce lulose possílm ~er 

vílntajosos em íllguns CilSOS (ex . nllcleotídeos) . se u cílráter fibroso e desunirnl'lne impede il pcnetríl(;,10 

ilclequilda de trloléculilS protéicilS maiores. Polímeros illtill11ente hidrorób icos. C0l110 o pnliestireno. 

ilprC' se ntillll p~ss ill1a cOll1unicil(Jin entre as ril ses sólida e aquosa. Por isso. predoll1ina o uso ele 
polí ll1eros de po!issilcil rídeos hidrorílicos. til is C0ll10 o S('(J/lflr/('.\', qlle ílprcsentall1 as segllÍntes 
vílnta gens: (a) interél çilo fraca COIll il S pro teínas em gerill. Illinimizél ndo íl ildson;ão não especíricíl : (b) 
bo"s propriedíldes ele flllxo. que silo retidas ilpás a IigilÇtlO e (c) grllpos qllímicos que podem ~e r 
ativados ou modiri cil(los, sob condi\'ões que nno ilretal11 ilméltri7. de separil ,·ão. Atuéllmentc . cl eri vilelos 
pC'ro li7.éldos · ele ilgilrose têll1 ~iclo intensamente usados. por sa ti srél7.erem, praticamellte. toclilS ilS 
proprieelildes de um ildsorvente ideal. 

6.3.3. Croméltogrilria el e TroCil lônicil 

Essa moda li tlilele apresenta a!til resolll \·ão. sendo útil 110 frilcionillllento de CO ll1po~tos 

biológicos similares a pmtir ele direrençils néls cilrgils elos so lutos. Para isso. silo empregilelos 
pcrll1utadores iônicos, tilis como o eM, DE!\R, SP e QAE. os quais são insolúveis. Ao ildicionilr a 
ill1l0stril em uma colu na Cilt il'in icil, os d I ions ricarilo reI idos. enquílnto élS subst fl nc iils com C'ilrgilS 
lle)!ilt ivil ou neut ras irfío pil ssm li vremente. RI11 segu ida. esles cntions silo removidos. pelil adição ele 
UIl1 eluenle com nlél ior força iônicil 011 diferente pl-! . Trocildores COIl1 cil1)?-a positiva recehell1 ânions e 
são Chill11é1dos de trocadores an il'inicos. Aqueles com cilrga Ilegél tivil recehem cftt ions e silo Chall1ilelos 

ele trocaclores ca tiÔnicos. 
O frilc ionilnH'nto por troca an iônica é obt ido por aclsorção reversa. gera Imente em dois 

estád ios principélis. O primeiro consisle na aplicação e adsor\'50 clil amostra, em CJuC' substânc iilS não 
ligael ils pockm se r forc;adils paril fora da colllna pela injC'ção do tampiío inicial. em vo lumc idêntico ao 
da coluna. O segundo envolve il eluiçiio ele suhslânc iils fl'i1cionadas com basc nas difcren çil~ de 
afinidade qlle elas apresentam pelo trocador ilniônico empregmlo. Essa afinidade (ou se.iil . var ia(;ào 
nil cilrga negiltiva). pode ser controli1da. vari ilndo -se o pll e a for~'a iônica do elucnte. V isto que os 
compostos bioltlg.icos apresentam grilllC1es c1iFerençils em suas propriedades de cil rga e o métoelo tem 
alta sensihil icl il(\e. alé mesmo duas proteínils diferindo apenils por um l'mico am ino{lc ido podem ser 
scparildas. 

Ó.:\.tI. Cromillogrilfia ele !\dsorçiío em Leito Expilndido 

Uma solução promissora para os problemas de se aplicar amostras contendo partíc ulas em 
11111 leito comprimido ~ o uso cle leitos expandidos. ou f1uidisaelos (figuril :\) . conrorme proposto por 
Chase (t994). Qlli1ndo 11111 líquido é bomheado, de baixo para cima. alravés ele um leilo ele pérolas 
adsorvenles que niío sofre restri\'i'\o de adaptadores de fluxo apicili s, esse leito pode se ex pandir. 
abr indo espil\'oS entre as prrolas. 

Visto que as propriedacks físicas do leito e das part ícu las presC'ntes na soI1l(:50-esloq ue 
contendo il amostra diferem signi ficat ivamente, essas pa rt ícu las podem então passar li vremente. 
atravrs dos espa\'os criados. sem serem c(lpturadils. Ull1il velocidade mínima cio líquiclo é necessária. 
antes que o leito comece (I se expandir. Todavia, os espilços ent re as pérolas aumentam . 
posteriormente. à medida CJlle a ve loc idade de passagelll do líquido aUlllenta. QUilndo o leito estiver 
COIll o dobro da alturil originill, as partículas passarão. enquanto o ilClsorventc será retido. A 
ve locidade ele passagem possui lllll máxill1o, para que o IíCJu iclo nâo ca rreglle as pérolils tillllhém. 
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f'IGUR/\ 3. Compara<;?ío entre UI11 leito comprimido (I\) e um expandido (8). estável. Os cliâmetros 

elas pérolas adsorventes e sua distribuição estão fora ele proporç~o, para clareza 
(adaptado de Chase. 1994). 

Como alternativa. o fluxo ele injeção do tampão e ela amostra podem ser controlados 
individualmente, por meio de bombas separadas (Hansson et aI., 1(94). Nesse caso. eles poderão ser 
aplicados em mistura. 011 em separado, a um fluxo constante. /I. compressão do adaptador superior 
fon:a a e lu ição. 

(l.4. Cromatogralia em Papel 

Neste método. lima t ira de pape 1-fi ltro substilll i a coluna com a fase sól ida COtn pri m ida. Um 
solvente orgânico parcialmente miscível com a água (ex . n-butélnol) corre na fase sólida. de cima 
para baixo ou de baixo para cima. por capilaridade. No processo. ele carrega consigo a classe de 
compostos da amostra, separando os componentes de acordo com sua solubilidade no solvente. 
Quando a frente do solvente se aprox ima do final do pape I, ela é removida e o papel colocado para 
secar. Na revelação. os componentes individuais são identificados, através da comparação COtn 

padrões submetidos a condições de corrida idênticas. 
Na cromatografia descendente em papel (Chase & Rabinowitz. 1970), faz-se uma pequena 

lllélrCa a lápis (til/lia de lorgada) na ponta de umél tira de pélpel-filtro. Uma pequena alíquota da 
solução contendo os compostos a serem separados é aplicada nessa marca e deixada evaporar (figul'él 
4). /\ tira de papel é então pendurada dentro de um tanque de cromatografia, ficando apoiada. na 
extremidade superior, por uma calha contendo solvente. Utn bastão de vidro é usado como 
contrapeso, pélra impedir que o pélpel escorregue d~ céllha. O solvente é derréllnado nél calha e umél 
peqllenél quantidade no tanque . O tanque é selado para prevenir evaporação elo solvente. A {i"el/fe rio 
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soh'('I/(e é (lCOlllpélllh(ldn. iI m('didn que desce pela tir(l de p(lpel, e o processo é interrompido (lntes 
Cjlle (I F el/Ir> (lt in.ia a extremidade inferior da tira . A tirn é então removida e a posi ~'ão da ./i"el/lr' cio 
so lvente é il11ed i<lt<lmente marcnda. <lntes que eV(lpore. A tira é. él seguir. pencluraclél pnra secar. 

Se él escolha de solventes e o método ele colorélção forem ac!eCjlHlclos, os compostos ficarão 
visíveis. ('111 posiçc')es diferentes no longo d<l tira de p<lpel. C<lSO os pontos sejnl1l incolores. s\\as 
posições poclel"ilo. grréllmente. ser cletenllinacl<ls por eXéll lle sob UV. 

O véllor ele RI' pode (llIxiliar 11(1 identific<l~'ào cio composto. Em crolnatografiél . ele é definido 
como a rél7.ão entre (I dist~ncia cI, . . percorricla pelo composto. e a distância cI , . percorrida pela frente 
do solvrnl('. 011 sejn: 

[---'--J dr. 
R -f - d

s 
--- -----

N<l crol1l<llogr<lria ascendente em 11(111('1. o solv('nte é colocado no fundo cio tanClue e a lira de 
pnpcl é élpoi<lda de lal fonlln. que Sllél ponln inferior fi(]lIe mergulhada no so lvcnte. A lil/fla de 
lal"g(/do é m(lrcmln na h(lse déllir(l (vide ('xemplo 110 cnpítll lo 11. ilem 11.5.). 

Bana tIe ,~idl'o 

~~--

l f- Tanque de viflro 
./ p;tra cl'omatogr;tfia 

Calha do 
~olvente 

: ~ . -,..... .-.... " 

~- Vista lateral do 

papel de fIltro 

~--- --------- - ---+ 

~( ---:~--:- Linha de 

'I T largada 
dc d 
J, s 

o (-t-----j- Composto A 

o f-t----t- Composto B 

~ ,,(---- Frente do 
solvenf:e 

FIGURA 4. Dingrallla da cromalogrélfin descendenle em pnpe1. el11 qlle: ele = distância percorrida pelo 
composlo e ds = dislância percorrida pela frente do so lvenle (ad(lptado de Chase & 
Rabinowil7., I CJ70). 

6.5. CromatogrHlia de Camada Fina (TLC) 

Nesln lécnicél. (I crom(llogrnfia é conduzida em c(lm(lcléls ahertas de maleriélis aclsorvenles. 
(lpoi(ldos sohre placas de vidro (vide Touchslonc, 1992). O mélodo possui diversns vnntngens sobre a 
cl"Omnlografia em papel. a s(lher: 

• Separa)'ão r~pida : ml\nchas COI11 boa resoluçfio são obtidas ('ntre 5 e 60 minlllos ele corriela, 
depcndcndo elo grau de complex idnde cio composto a ser sepnr<lclo. A maior velocidade. em 
cOl11pnr(l\'ào com a cromalografia em papel. se deve à maior compacidélde d<l fase sólida. 

• Mnior resoILH;i'io. podendo-se s('pnrnr um I11nior nllmero de COl11poSlos. 
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• Milinr capilcic!ade: ill110stras contendo até 100 mg da slIbstfln('iil clt' interesse podel1l Sf'r st' pmadils. 
tOrJ1ilndo o lllét0do apropriado para fracionamentos. 

• I\ltil sellsibilielildt': compostos presentes na mnplitllele ele nanografl1ilS podem ser separados. 
I\s Cil l11ilc!as adsnrvt'lltE's são obtielas C0111 o prepilro ele uma pasta fluida e subse(]licnte 

aplicac;ão dil Illesmil. el11 Cill11aelils de espt'ssura uniforme. sohre as placas ele vidro. O so lvenle mili s 
('011111111 é a <Í~lIa destilada. NorllHlll11ente. vMiilS placas são prepilraelas dt' uma VE'7. . sobre lima 

handeja ra Sil . A apl icil~'ão ela past il nu idil é fe ita com espilllladorrs. espec ialmente projetildos p(l ril 
control(lr il espessllril. 011 COI11 horrifa(,·ões. O liSO clt' (Ir comprimido. l11inlltos após a apli('a~'ào da 
pil sta f1l1idil. permit e' qlle as cilmilc!as finas se assentem. (lntes (]ue il S placas possam se r manll SE' il(\<lS. 
SlIport es p<lril <lnnil7E'Il<lgem ele v<'irias plac<ls podem se r usados pilra proteger as pla(,<l s. mrsmo 
durilnte <I COlldllçàn c\il CTOI11 ilt o!:! rtl fia. NestE' método. il sepanl~' àn também se b<lsei<l Ila parti ~';lo 

líqllido líqllido cios compostos. 

(, \1I\ SE. n.D.: RMHNOWIT1" .I. L. I'l'inriples orrmlioisotoJ)(' l1H'thodology . . \.ccl. IVlilllle<l polis: 
lSurgC'ss Pllhlishillg Cn l11]1ilny. 1 97(). 0~J p. 

(' ''I\SE. 11.1\. Puriri (, iltioll ofprnteins by ildsnrptioll cllromatngrtlphy in ex ptlndec! heds. Tremls in 
Biotechl1ology. Camhridge. \/ . 12. p. 29ó-298 . 1994. 
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Met hods in en l,i JlloJogy . " .22. Ellzyn1l' pllrilkftt ion ~llId relatcd (cchlliqlles. New Y ork: 
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7. ELETROFORESE nE PROTEÍNAS EM (;I<:L DE POUACRlLAI\1IJ)A 
----------------_. 

ÇUIUADOS 

A acril<llllid<l e <I bis<lCTil<lmida são toxin<ls de penctrélçi'ío cut~ne<l . Use luvéls. 

!\rnl<17elle <I so lu(;i'ío de 5DS em vielro âl11h<lr. a (te. 
O prepélro elélS al110stras é importante par<l se obter sepa raçiio precisa C0111 base no PM . O 
trata111ento a ser ap licado na al110stra tel11 ele destruir es trutllr<lS protéicas secu ndMias 011 

t:'rciárias. p<lra que elas niio <llterem a migraçi'ío das protcín<ls 11 <1 acrila111ida. 
Fo CTuci<ll ql\e o prep<lro das <lnlostras sol ubilize e dcsn<lture <lS proteín<ls. eli ssoc ie os 
polipeptídeos e reduza as ligações bissulríelicas. Fossas 111('t;lS si'ío alu\I1çéldas por l11eio d<l 
cOl11bina(;iio do uso de SDS, um <lgente reelu tor e cél lor. 

--_._-------

7.l.lntrod\l\·ão 

!\ eletroforese bélseia-se na mi~.rél ~·ào de moléculas em resposta ~ aplica~'ão de 11111 CélllllH) 
elétrico, produzindo hanel<ls separaelas por PI\II. c1ensidack ou c<l rga elft rica. !\ revel<lçi'ío das hancl<ls é 
feita COI11 cor<lntes. mostrando téllllanhQ. intensidade da cor e di st~ ncia do ponto de aplic<l~·ão. os 
quais são usados para cOl11parar as amostr<1s. Esse princípio ve l11 sendo a111plamente utili7.ado p<1ra o 
estlltlo ele proteínas nativ<1s e desnatllr<1d<1s (Weber &. Osborn. 1975). 

Existem vári<1s técn icas de elctroforese p<1r<1 a c<1r<1cteriza~';l() de proteínas (ex. II<1mcs & 
Rick\Vood 1990. !\Ifenas ef aI. 1991 e Patel 1994). Todavia. o fracion<1l11ento de prntcín<1s 
dcsnaturildas em gfis verticais ele SDS-P!\GE é a técnica preferí ve l. dad<1 <1 rilpickz. <1lt<1 reso hH:iin f' 

f<1cilidade de uso. Neste capítulo. é descrita um<1 adaptação do método de Lacl11\l1li ( 1970). 

7.2. Fundamento 

o objeti vo do 111étodo é a separ<1(;i'ío ele proteínas prescntes em 111i st llras complexas. 
Jnici<1lmente. <1 a1110stra é desnaturada por <1quecimento. na presen<:a de SDS c UI11 <1gente redutor. O 
SDS é usado para envolver <1S \l1oléculi1s protéi cas. enriquecendo-as COI11 cilrgas nC'ga ti vils. cm 
proporçi'ío <10 cO l11primento da l11olécula. Visto que a C<l rga nE'ga ti vél indu7. ida pelo SDS é de grande 
mélgllitllcle. él sepélrél~'lio l'ril11~ria ocorre e0111 hase no PI\II. !\ E'levild<1 reso hl~' ;10 das bandas reveladas 
é obtida pclo liSO de I\m sistel11a descontínuo de gé is. o qual pnssui ul11a call1ada de gc l de 
conccntra(;i'ío e Olltra jJélra él se pélra~'ão d<1s héllHlas (gel de corrida) . Esses dois géis podel11 diferir na 
concentra~'iio de sa is. no pl1. na concentra<;ão ele acrilill11id<1. ou na comhil1a,c'ío desses fatores. 

J)ur<1nte él corrida . as proteínas são sepa radéls pela carga clét ricél e pela SUél reten,ão nos 
poros do gel. Isso perl11ite o uso de géis e111 gradientc ele concentrél(;c'ío de acrilamiela. em que ul11a 
<1l1lplitude lI1aior ele PMs pode ser separada. !\ estimativa do PM é conseguiela pelo uso. cm c<1da ge l. 
de 111<11Tatlores de peso molecular, disponíve is comercialmcnte. 

!\léll1 ela se para<;ão ele componentes protéicos pelo t<1111<111110. <1 SDS-P!\GE é IItili7.<1c!<1 par<1 <1 
esti lllélti va elo grau de pureza de um<1 proteína em uma so !tH;iio, para a purific<1çiio de espéc ies 
protéicas por outros processos e parél o fracionamento ele misturéls ele proteínas (ex. transferência 
p<1ra outr<1 matriz). antes ele se iniciar UI11 \V('sl('U/ "'oI. Em geral. os mftodos não <1pr<:'sentélm grande 
varia~'ão entre ap I icaçcJes e qua Iquer dos cI ifcrentcs re latos disponíveis na I i tnilt m<1 i ri, propic i<1 r 
resu lt<1dos aceit~vr.is. 
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7 . .1. ExtrH\'íío e Prepnro das Amostrns 

A. Triture I g de segmentos basais foliares em gral de porcelana a 4
n
C contendo 5 1111. ele tampilo 

PET3 20 111M pll 3.0. 
J3. Separe o ex trato proté ico (fi Itração ou centrifugação a 5.000 x g, por 10- 15 m in. a 4" C). 
C. Determine o teor de proteína de cada amostra pelo métoelo de Lowry (vide capítulo 8). 
D. Adicione dois volumes de tampão da amostra (item 7.8.) e incube a mistura em banho-maria 

(tcmperatura> 95"C) por 2-5 mino Agite a amostra em I'orlcx antes. durante e após o tratamento 

de calor. 

7.4. Procedimento Típico 

A. Prepare as solll~'ões -estoque ck poliilcrilamida e tampão ele corriela (itens 7.7.1 . e 7.7.2.). 
13. Lave as placas de vidro para montagem elo ge l com sabão neutro. Enxágüe exaustivamente com 

água destilacli!. De ixe-as secar i\ temperatura ambiente. Níío toq\le na superfíde das placas de 
vidro: procure nmnuseft-las pelas hordas. Caso necessário. use éter Slllrürico e etanol. 

C. Monte o molde do ge l (em gera I. I G cm x 16 cm), ut il izando os espaçadores e prendedores, sobre 
superfície planil . Pos icione o molde sobre o suporte. prendendo-o com os pinos. 

D. Aplique. opc ionalmente. um ge l de veda\'ão (item 7.9.) até i\ altura de. aprox imadamente, I cm, e 
espere o mesmo polimerizar (cerca de 30 min). verificando se está ocorrendo vaza mento na ba se . 
Caso afirmativo. o molde tem de ser montado outra vez. 

E. Coloque o ge l de corrida (item 7.9 .. ). imedi,ltamente após o prr paro. até uma altura previamente 
definida (geralmente. I cm ahaixo da altura anele estarão os fundos cios pOços para. amostra). 

F Coloque água ou n-butanol sobre o gel de corrida, para promover (I polimcri zaçiío. 
G. Ret ire a {\g ua . após ccrca de 45 111 in. Aplique o gel de concentração (item 7.9.) e encaixe o pente . 

Níío deixe f(mllar hollms. Remova o pente, (lpÓS cerca ele 20 min. 
lI. Enca ixe o adilptaclor de horracllCl sobre as duas pl(lcas e, em seguida, o rec ipiente do tampão 

superior. fi xil ndo-o finnenH'nte com os pinos later(li s. 
I. ('olOcl'le o t(lmpão de corrida (item 7.7.2.) no recipiente superior e. em seguiel(l , no inferior e 

transfira as placas para (I posição definiti va. Incline o recipiente. para ev itar a formação ele bolhas 
sob os dois gé is . 

.J. Padron ize o teor proté ico das (llíquotas elas amostras em 20 pg. Caso (llguma amostra esteja 
diluída. concentre o nível protéico por precipit(lção em TCA e subseqiiente ressuspensiío no 
tampão da amostra. Para isso. adicione TCA até a concentraçiío de 107r· (p/ v). mantenha a 4"C 
por 5 mino centrifugue e lave o sedimento protéico com acetona a 4"C. 

K. Aplique as amostras com micropipeta. da esquerda para direita. Use o primeiro poço para 
apli c(l~'iío elos m(lrcaelores ele PM (item 7.11 .). Tente ser rápido e, ao mesmo tempo. prec iso. para 
minimizilr difusão dilS (lmostras. 

L. Conecte os pólos positivo (+; vrrml'lho) e neg(ltivo (-; preto) ela font e de energ ia nas posições 
correspondentes no topo do suporte dos gé is. Ligue a fonte ele energ iil e conduza a e1etroForese. 
observ(llldo os detalhes cio item 7.7. 

M. Desligue a fonte ele energia . remOVil o suporte contendo os gé is e tr(l nsfira os mesmos para o 
rC'cipiellte de (;olor(lção (item 7.10.). 

7.5. liso de Cin:t1lm;ãol'ara Controle de Temperatura ou plI 

• Normalnwllt e. a corrida é fe ila em temper(l tllra ambiente. Algun s sistemas podem ser conect(ldos 
a UIll hanho-lllarii1 com circul(lçiío ele ág llil . para Jllill1l1ten<;iío da temperatura. 1sso é importante. 
porqu e il res istência dos poros do gel i\ p(lssage m dos Fragmentos ele proteína gera calor. O 
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í1qlH."c ill1enlo í1l1menlí1 diretí1mente com í1 concentrí1c;?io dí1 polií1crilalllidí1. podendo Cí1USí1r perdí1 
de rf'soltlçiío, 1'01' isso. elll í1lguns métodos. a corrida ocorre í1baixo ela temperí1 tur<l í1lllbiente, 
Toclí1vi<l. tf' mperalurí1s < I ()"(' inibem a ll10bilidmle dí1s proleÍn<lS. estendendo a dllrac;iío da 
corrida. e tf' ndem a precipit;lr o SDS, 

• rí1ra corrielí1s longas ou necessiel<lde crÍticí1 de controle do pll. se r~ necess~ ri o circul;u <l so luç;lo
tí1ll1piío dos eletrodos. iltravçs do uso de bomha pe ri st~ltica , 

• A esco lha do modo ele operí1çiío depende se o sistemí1 ele tí1ll1piío é contínuo ou descontínuo, No 
contínuo. í1S 1l111dí1nç<ls ní1 res istêncií1 do ge l são pequen<ls f' o modo de opcr<l ~'ão não é crítico, No 
descontínuo. tndavií1. ocorrem aumentos na res i s t ~ ncia . recomendí1ndo-se o uso de ('(//"/"('1/((' 

('o l/SI(/I/I(' . que prnnit c quedí1 conslí1nle de vo llí1gf'1ll no gf' 1. independenle c1í1s Illllc!<ln<;as na 
soltlC;iio-Ií1ll1piio uSí1 dí1 pí1ril os elelroelos, F.m ger<l l. os Illodos de ope ra ~·ão. ell1 telllperCl lllrí1 
í1Il1bicnte. lendem í1 í1presentar í1S seguintes carí1clerÍslicí1s: 

Vollilgem ('onslilnle (Illais 1IIili7.~da) DlIra~'ão aproxil11<lelil dc 4 h. í1plicando 75 V. í1lé qllc o 
corí1nt e ind ic"clor (nul cle bromofenol) ill inja o ge l de 
corrida e 150 V a part ir desse ponto. 

Corrcnle C'onst"nte Durí1c;iio "proxill1ada ele 8 h. <lplicando 40 mA (para dois 
gé is) ou 20 mA (pí1ra um ge l) . alé que a frente atinja o 

1-----' 
._gel de corrida c 80 ou 40 mA a part ir desse ponto, 

Ajllslcs n<l Ponte de Fncrgia • [\,1í1rCJu e o lell1po para í1 corrida, 

• F.scolhn (l nll1plitude de corrente clcsejmla, 

• Selecione a corrente dcsejnda e o lilllite ele vollagelll, 
L-. 

_. . ~ --

7.7. Soluções-Estoqlll' 

7,7, I , roliilcrilamiela 

SO lll~'iio A: !\cri 1;1111 ida 29.2 g 
N.N·- mel ileno-b isacrilam iela 0.8 g 
Água Destiladaq.s.'p 100 lllL 

SoI 1l ~' ;10 13: Tris 18. 15 g 
1,Iel I N í1té obtenc;ão de p11 8.8 
A~a Destilada q,s.~. 100 IllL 

So lllC;iio C: Tris 6.0 g 
TICI I N "té obtençiio de pH 6,8 

. Água Destilada q~_. _ ____ IOOIllL 

. SolL!çào D_ SDS 10';1, (p/v) --
~~àoE'" _, PSA j O'le (pív) 

"l'repí1rada illlediillí1l11enle illlles cio li SO, 
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7.7.2. T,lIllpi10 ele Corridil 

d na, pll8,3: T ris ---
4,;; g 

Glic illa 2 1,6 g 
--'---' --

SOS _lL&_~_ 
Agua Dcs.tJ!ad '!..9.:~ ____ . J..2..!:-__ 

• Armazene () tampão a 4"C. P"ra us ~ .. lo. dilua 200 111 L em ROO Ill L ele ~g ll a destil " da. 

7.8. Tampilo da Amostnl 

. Ta1l1~o Tris-lJCJ 0 ,5 M, pU = 6,8 1,0 111 L 
Glicerol 0,8 mL 
SDS a 10'7i (p/ v) 1,6 111 L -
BME 0,4 111 L 

~_ão ele Azul de Broll1ofenol 0,27" (I2!v) 0,2 mL 

7.9. Prcpnro rios Géis 

--
llJJ~o ele Gel . Sol~õc~ _ _ r-yoll"~~_ 
C() llcelltra~'ão Soluçiio 1\ .~. 22 Il1 L 

Solução C 5.00 111 L 
~o lução D 200 pL 
I\gua I 1.60 111 L 
I)l'sHcrc por 15111in 
Solu<;fío E' 100 flL 
TEME\)* 20JlL 

('orr iel" Solução 1\ 8.00 111 L 
Solu ~' fí o B 6,00 111 L 
~olução O 240/IL 
I\gua 9,62 111 L 
I)(,SflCl'(' por 15min 
Solução E' 100 p L 
T EMEO' 10 pL 

Vedaçi10 Solução 1\ 3.00 111 L 
Soluçiio B I,SO mL 
~olução D 60ll L 
I\gua 1.40 111 L 
Solução E* 25 p L 
TEMEDo 2,5 ~IL 

• . . 
I\dlCIOIl"clos COI11 leve ag it,,~· ào. 



• 
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7.1 0. 1. ('o lor<lç;lo pc:- Io Azu l de Cooll1il sie (We\)er & Osborll . 197.'í ) 

A 7. 111 de Coolll ,l sic:' 
Ac iclo Acé lico 
Met<l nol 

So lll<;no ')escorantc: 
Ao ua Destil acla 
Etanol 

1.25 g 
45 111 L 
225 111 L 
225 111 L 

45 111 L 
90 111 L 
50 III L 

M ido Acético 
Metil to d(' Etil é1 

M('rglllhe os ?r is né1 so hl ~'no corante por cerca c1e 2 h e <k pnis n<l so lu ~';lo clcscor;lllt c, ,l tr <l 
ob t e ll ~' (10 da intensidade d('sejmlé1. 

7. I 0. 2. Cn l o r<l ~'iío pel<l Pr<lt<l (é1d<l pt é1 do de 1'llll0n 8< .1oh<l nsson, 1 9R/~) 

- --------------r---------
SolllÇ;iO Corant e: Solllç?ío NII nll 14,W;'; , (v/ v) 

So luç<1o de Né10ll 0,3(),;' (p/v) 
Sohl~'n() c1e AgNO, 20 -;1, .. gota é1 go té1 <l té 

_.6g.ua Jestila~~'!..:I2_· _______ _ 
So lll ~'no de Rev(' l<lçào: Ac ido Cítrico I (;.~ (p/v) 

rorlll <l ldeído 

f----.-.. ------ ~gua I_)e_s_t_i 1_é1(_la--'q_._s-"·I~)· _ ___ . __ _ 
SOIIlÇ;lO rixildo\"é1: rVklé1llO l 

Ácido Acét ico 
~gua Desti lal!a q.s.~ ______ _ 

LR 111 L 
42 III L 
fi cilr op;J l("sc("nte 
200 111 L 

1, 12 111L 

100 pL 
200 Ill L 
C)O 111 L 

20 111 L 
200 mL 

Mergulhe os g€ is né1 so l ll<;?ío coril nte por I .') min e depois na soluçào ele rc:-vela\'ào, até ohtc:- r a 
co loré1ç?ío desejada. Interrompa a reve lil,'i\o pela ;J d i~' iío dil sohlç<1o fi xadora. 

7.11. liso do Formmlol' de Crmlientes 

.. VMiilS abnrel ilge lls basc:- iilm -se em géis c1e gracl iente, geril llllelite 7- 15 rir . Eles produzem il lta 
reso lução de sublln idé1des pro téicilS em uma grilnde amplituele ele PM , com sem:ível redu,'ào na 
d ifusào e 110 il lilrgilmen to ele band<ls. 

.. O formildor ele gr<lelicnle é composto por elo is cilindros idênticos ele ilcrí li co, com pareele espessa, 
prrsos a UI11 su port e e interconec tael os na base por tubulação de I( (lon, no meio da <lual se si tu a 
Ulll <l to rneir<l, que fi c<l fechad<l c1ur<lnle o enchimento el os cilinelros e a\)('I"t a durante <l fO l"ll1 aç?ío 
do gradiente. 

.. Um cilindro alua COlll0 resermlnrio, recebendo a poli<lc ril <lmid<l ele menor concentração. 

.. O out ro fllnc ion<l COlll0 lIIislw{/r!or, recebendo a sol u ~';lo ele pol i<lcri Iam ida de l1l il ior 
cOllcentra,'<1o. O Illisl\ll"<ldor posslli uma Sil íd<l ex tel"ll <l na bilse, fil ml)é ll1 cont ro laelil por Ulll il 
lornci ril, il qUil l é conec tada, por tubo ele 1r./7o /l , a Ulll il homhil perisliílti c<l e daí até o topo d<l 
Illon tilgelll elo geL onde o grac1 ientr é apl icmlo. 

• O nlisturilc!or recebe IIlllil hil lT<l ele ilgité1ção ll1 ilgnétic<l , pequen<l o sll ric ienfe pé1ra gir<l r se lll tncíl r 
nilS pil redcs do cilindro. 
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• O aparato deve ser colocado sobre um agitador magnético. Coloque as duas solu\'ões e, 
rilpidament e, ligue o agilélclor magnético. abra a torneira interna, em seguida a externa e ligue a 

bomha per istcíltica. Controle o fluxo através ela velocidade do élgitaelor magnético. 

7. J 2. l\'InreH(lort's de P('so Molecular 

• Os seguintes marcadores (disponíveis comercialmente) são adequados para os proced imentos de 
Laemlllli ( 1970) e de Weber &. Osborn (1975): 

Proteína Origem PM Observação 
I\nidrase Carbônica Eritrócitos Bovinos 29.000 -

I\lbulllilla, (Ovoalbull1ina) Ovos 45.000 -
J\lbull1 ina Plasma Bov ino 66.000 -

Fosforilase B Músculo de Coelhos 97.400 S ubun idacle ,--- - --
U?-Galactosidase LI'cliericliio coli 116.000 S uuun idade 

IVlios ina Músculo de Coe lhos 205.000 Suuunidade 

IVlig~r~3,0 mg) Todas as 6 proteínas - -
- ---

7.13. Anrllise dos Hesultados 

7. 1 ~.I. Secagem de néis 

• 1\ secélgelll pode ser feita por Illétodos à "rl<.'II0, que proporcionam rélpidez. TodilVia, o ge l poderá 
se partir. CélSO a se lagem seja quebrada prematurélll1ente. Gera lmente, os gé is são 1110ntados sobre 
fundo hranco opaco e não podem ser usados em retroprojetor. 

7.1 :\.2. Fotografia 

1\. Coloque o gel sobre UIll transilull1inador e posicione uma régua el e precisão no laelo esquerdo , paril 
('"leu)"r disfi1ll('i"s de ll1igr,,~'ào a partir da fotografi<l. 

B. Fotografe o ge1. usando filme 0\1 revelação el11 preto e branco (melhor contrélste CJue a cores). 
C. Use fl s ~2 e expos ição ele 1/30s ou I s, para câmera de revelél<;ão instantânea. 
D . Use lentes 50 111m, filme I\S/\/ISO 100 e expos ição de 1/60, parél câ mera 35 ml11. Reelu7.a o f /s em 

três posil,'ões (ou seja, aumente a abertura em três posi\'ões). A clesvilntélgem, com relação ao 
[JélSSO élnterior, é o tempo demandado pélra a revela\';\o elo filme. 

E. Use filtro amarelo ou lélriloja e ilul11inil\'âo indireta em géis corilClos pelo Azul ele Coolllélsie, para 
melhorar o contraste. Naqueles corados pela prata, não há necessidilde ele artifícios . 

7.1 ~.3. Ccí1culo cio RI e Peso Moleculilr das l3ilnelilS 

1\. Determine él mobilidade relativa (R f) ele urna proteína no ge1. dividindo sua distância ele Illigr<lção, 
a partir do topo do ge l ilté o centro da banda destil proteína, pela distância de l1ligrélç'ão da frente 
ele aZlll ele brolllofenol él pélrtir do topo do ge 1. 

n. Fal,'a lima CurVél de cillibra<;ão, il pilrtir dos marcadores de PM, colocando o 10gilrit l110 cio PM 
como funç'i'ío dil Rr. Visto que é lima reta, use a regressão na cél1culadora. 

C. Estime () f'M de cada banda obtida, usando o valor da respt'ctiva RI na regressão ou curva de 
calibl'élçào. 
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7.13 .1\ . Auto-radiografia 

• Em am ostras marcadas com radioisó topos. as bandas pod/:' riío se r capturé1 das em filme de raio-X. 
após sC:'cagem. Gerahn /:' nte. reve lac;ões aceitáve is s6 serão obtidas após 6- 15 h de ex posição. 

• Utili 7.ando 1.1c. "fI ou :>,'S. o sinal poderá se r ampliado por fluomgré1fia (in fusão de 'c intil é1 nte 
org~ nico no gel. antes da secagem, para convert er a energia /:' mitida pelo radio isótopo para o 
c,unpo visíve l cio espec tro , al11pliando o sinal). Nesse caso. o tempo dI:' ex posi\'ão (a 70"C) é 
rl:' clU 7.icln para < 6 h. 

7.' 4. Guia Para a S()llI ~'fío (IP Prohlemas Freqiientcs 

,.--'---

ProblellJa Causa Provávcl SoJu~ 
A. Vna m/:' nto na íl pli cé1çào Vl:'da\'ão mal fcit a - Lubri Fique os espac;a clores CO Ill 

el a poliacr ilamid é1 no graxa ele silicone ou água. 
__ s~QQ!ts cio ge I -
n. Po liml:' ri 7.a<;ào incomple ta Reagentes ve lhos ou de - A (lcr ilall1id a/bisacril amid a 

da pol iacrilamiel a Ix lÍ xa qualidade deve ser usaela até I.1l11 a 
srmana ap6s preparo. 

- Use soltH;ào de PSA rccé l11 -
pre parad a. 

r r/:'pal'él\'ão inadequada da - rvl isture o TEMED c o PSA 
soluc.; ão ele polié1cr ilamicla un i formcmente. 
Desacrac;ão mal feita - Desaere as so lu\'ões até que 

não haja lll <1 is fOrln a\'ã'o (I/:' 
bolhas. -

C. r rcntc dI:' corri<l <1 el11 Supni1'(p 11:'c i men to - Esfrie o tampiío pa ra lO- 1ST. 
cm \' a antcs ele iniciar a corr ida. 

- Usc circula\'fío de água (II:' nt ro 
do aparato ele 1ll0nté1gc m ti o 
gc l. 

- Reduza a corrente Oll a 

--_ ._-- . ~<?lt~~1~ ___ . ______ 
D. Bíl lldílS en(' urvadas Conclut ~ n c i a des igual - Idl:'m ao itcm 11. 

Corri da Illllil o Ic n la - ÂlI lll c nlc i1 ('OITcnlc 0 11 

vo ltagcm. 
E. Band as difusas Di fusào ant C:'s da corrida - Aplique as amostras mais 

rfl pido e inicie logo a corrid íl . 
Pnlim C:' I'Í7.açiío in('ompk ta - Idem ílO item n. 
A reso lução do método, - Duplique a conccntração ele 
para o tipo de proteín a em sa is nos gé is el(> concentrac;ào e 
estudo. estfl baixa de corrida . Todav ié1. conduza a 

--- -_. conida e!~l voltagcns mcnores. 
r . Após a c() l oraç~(). a frent e Componenles el a ilmostra - COl1ce nt raç~o de é1cr il íl lllicla 

ele corrid a aparC'c/:' COl11 0 llligr<lril l1l junto CO I1l a está baixa e deve se r 
uma banda escura [rcnle aumentada. 

-~--_ .. ---- - -
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R. PIHHldNAS - ANÁLISE QlIANTITATIVA 

• O reagente de Folin é mais ericaz em pH 10- 12. 

• ra ra prevenir a desnaluraçi'io da proleína. faça as ag itaçcies gríldualmenlc. ev il(lndo 
fort1wçào de espum a no padrão ou na am ostra. 

• A lgum(ls prnleín (ls silo solúve is em (lcclona. Port íl nt o. lIlantenha a (lcetona ge lada (de 
preferência a -5"C) e ev ite. tanlo 'lllanto possíve l. as líl v;Jgens na filtr;J(;ão. 

• () uso ele t;J mpões para a extração ;Jcarrc ta a 'l llantiricíl(;ão íl penas das pro teínas 'lue 
sfio snh'lve is nos lilmpões utili zados. 

• () br;Jnco contém todos os compostos 'lll ímicos da análise . exce lo a amost ril. 
• Nils ex tr(l)'ões a qucnte, use b;Jnho-lllilri;J ou placa de a'l IH:'c imento: nllnca a chama 

d iretil. 

R.l. I nf.roc!U\'HO 

A detenninac;fi.o do níve l de proteín as é uma d;JS ;J lláli ses m;J is cOllluns em fisiolog ia 
vege tal. F. la é us'H.l a. rotineiramente. sempre que enSíl ios de ati vidade C:' nzimft tica são fe itos e a 
expressão dos dados COI11 base em unidmles de pro teín;J é fr<''l iientcmente ;J mclhor n1(tneira ele 
se apresentm os resllltados. 

F.x istcm viÍ ri ils tfcnicas para se determin ar o níve l clr proteínas em pl ;Jnt as. Ullla das 
mais Iracl ic ionais é o mélodo K jellldal. Nesse procedimenlO. as amoslr(ls são digerid as r 
(l na I isad(ls para (l lllôn ia-n il rogên io. Pélra o cá !cu lo cio teor prolr ico. iI~S llmc-sr que. 
ilprox in1(tdillllente, I Ó rir, da proteín il total corresponde a nit rogênio. Emboril não empreguemos 
esse mélodo (re'luer eflllipilmento próprio c consomC' lempo). elr é o preferíve l. em muitas 
s itll i1~· (ies. Deve·se trr ell1 cont a, todav ia. 'l lle ele pode prodll zir result ados eng;1I10sos. visto 'lue 
ni tr;J los silo parciil lll1ente convertidos em all1ônia. 

l ima diversid ilde de técnicil.'; co l or i m~ tric il s paril ,1Ilálise de pro leín i1s es tá tél mhéll1 
di ~pO llí V(:' 1 na literil tura. De um 1I10do ge r;J 1. vá ri os desses procedimentos s,lO ll1 il is rápidos e 
prec isos elo 'l1H' o K jehldal. embora lamhém nào estejam li vres de fontes de erro. Neste Cil pítul o. 
são il presC' nt (l tl os os II1r todos ele Lowry. J1 iureto e I3 r(ld ford. os 'l uais s<1o . t(l lvel. os mais 
(l mpl il lllente em liSO na atll(lliclade. Esses métodos assumem qlW a perce nt élge m de ;J minoác idos 
aromáticos prese ntes nas proteínéls f praticillnente const;J nte. Este fa to, el11 si. é lima fonle de 
erro. Deve-se til mbéll1 lembr;Jr 'luc os métod os co lnrimétr icos em ger;J1 s~o sensívc is a íons. 
t;J mpües e ll1u(\ ;J n<;ils no pilou na temperaturél. r or lí\ti1l10. a clorofila e Ollt roS pi i2 lllcntns 
podr m il fetar os v;J lores de ahsorhânci;J. Apesil r dessas limit ;Jçõcs. vil le sa lient ar qlle esses 
mNodos S<10 efeti vos e .iustific;J 1ll seu uso. 

R.2. Extnl\':io a part ir de Mllt(' rilllllespigllll'ntmlo 

R.2. 1. Método c!;J Ace tona 

A. Milcere I g de tcc ido em gral ele porcc l;J nil com :'i0 mL ele il cetona il 4"C. 
n. fo ilt rc em funil de !?II("/II/I' " com suc\'ào e lélve com ilcctona ;J 4'·C. caso necessúrio. 
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C. Deixe o filtrado seCélr em temperatura ambiente. Após remoção do papel-filtro. félça a 
pesagem do resíduo. 

D. Trélnsfira o resíduo para tubos ele centrifugação ele polipropileno ele 50 mL e adicione 10 I11 L 
ele NélOH 0.1 N e mistl1l'e hem. por 1:1 min. dissolvendo élS proteínas. 

F. Centrifugue o extrato (1.000 x g em temperéltura élmbiente. por 10 mill) e transfira o 
sobn.'néldante pélra um cilinelro gralhwdo de J 00 mL (filtre o ex trato se o sedi mento niio 
est iver s6Iiclo). 

r. Trilte o resíduo duas vezes mais com NaOH O, I N . centrifugue ou filtre o extrato e colete o 
sohrenadilnte a caela vez. em cilindro graduado. O volume final deve ser de 30 mL. Caso 
necessário. complete o volume com NaOH I N. Combine este sobrenadante com aquele do 
passo F. 

G. Use 1,0 111 1... ou outra alíquota apropriada (v iele élS se\'ões ele prepélro para a análise) para 
conduzir o Ill~toclo ele determ inação escolhido. Se for usar o método de I3radford. élS 
élmostrélS. 'lue estão básicas devido ao NélOIl, têm ele ser neutralizadas com HC!. élntes ela 
anfllise. para não interferir com o reagente. 

8.2.2. 1\1étodo do Álcool a Qllf'nte 

A. Corte. aproximadéllllente, I gele élll10stra fresca (anote o peso) cm pequenospeelaços. 
13 . Submeta o material à extra)'ão em 10-20 mL de etanol 800!-- (v/v) fervente. por 10 min . 
e. Deixe esfriar e descélrte o fllcool. 
D. Macere o material com 20 mL de etanol 800/" (v/v). em gral ele porcelana . Remova o etanol 

por centrifllgaçiio (.'100 x g em temperatura ambiente, por :1 min) e extraia o resíeluo com 
20 mL dc clorofÓl'Illio-metélllOl 2: I (v/v) três vezes, em banho-maria a :1()"e, cluré1l1te UIll 

período mflx imo de 3() m i 11. para remover os I i píd ios. 
F Retire él sohl)'ão clorofÓl'Illio-metal101 por centrifugação (1.000 x g em temperatura 

amhiente. por 5 min). ilpás cada exti'ação. 
r. Solubilize as proteíllélS com 5 mL de NélOH 0.1 Nem temperéltura ambiente. durante 5 min, 

por c1UélS vezes. FIll cada uma clelas. centrifugue a amostra (:100 x g em temperatura 
élmhicllte. por 5 min) e recolha o sobrenadé1l1te. 

G. Anole o vQl ume tios sohrenacla nles cOll1birwclos c inicie a tlcl('nl1ina~'i'ío cio 1('01' proléico. 

X.3. Extr<lçi'ío scm Jntcrfhf>nda da Clorofila 

• Este procedimento é uma éldaptação elo métoelo proposto por Eze & Dllmbroff ( 19R2): 

A. Adicione 10 mL ele NaOll O, I M a 50 mg de tecido desidratado e moído. Deixe ex trair por 
12 h. Lave. opcionalmente, a amostra com acetona 80'i?' (v/v), para remover os pigmentos, 
antes de iniciar a extra(;ão (para aumentar o rendimento). 

13. Centrifuglle o material (2.000 x g em temperatura amhiente. por 20 min) e colete o 
sobrenéldante. 

C. Adicione 10 mL elc NélO" 0. 1 M ao sed imento e deixe ex trair por ~ h. Centrifllglle a 
amostra como no item éll1terior e colete o sobrenadante. 

D. Combine os sobrenadalltes das extrCl)'ões de 12 c :3 h e misture COI11 20 mL de TC" IO lj~ , 

(v/v) a 2"C. 
E. Deixe' a mistma repollsar por 12 h. Centrifugllc o material (1.000 x g em tcmperiltura 

ClmbÍ('llte. por 15 min). para sedimen tar as proteínas precip itélclas pc to TeA. 
r. Disso lva o extrato em NaO" 0.1 M e faça él elcterminél~'ão pelo Inétodo de I..owry (700 nm) 

011 I3radford (595 11m). rrcpan.' a curva padrão com I3SA ou 11(;0. 



PR OTEINAS - II N), U SE QUANIIT/\lIl1A t\3 . ______________ . ______ _ _ 0. _ 

R.4. Extnl\'flo Para t\nfIJise Direta 

A. l\'I <Ice 1'<.' C(' )"('<I de I g de tec ido fresco a 4"C (ou sej a, em b<lnho de ge lo) em gr<l l de porc<:' lan<l 
cont <:, ))(lo 10 ml . de t a mp~() fos f<l to Oll T ri s 0 ,1 N (pH 6.R). 

R. C<:' nlri fuglle o ex tr<l to ( I .noo x g em temp<:'rélt ura <lmbicnte, por 10 min) e co lel<:' o 
snbrell'ld'l llte. 

C. T r<lt<:' o sedimellto uma vez mais com tél1nJl~o e c<:'nlrifugue, colc l(l ndo o sobrenadante. 
n. Combine os so[)renadanles, (lnote o volume fin él l e inic ie a determinélção. 

onSERV t\\.~ÃO 

.. Quando se él nali sa um'l soluc;ão protéica pela prinH' irél vez, nem scmpre se consegue 
atingir (\ él mpli tude él dequélda p<l ra o método colori métr ico. Uma s<l ída é uSélr três 
conc<:'ntrações dife rentes da solução protéicél. Como exe mplo. pode-se II S;1I': o cx tr<l to 
scm diluic;;10, uma amostra e1 iluícl <l quatro v<:'zes e outra e1 ez v<:'zes. 

• Com ('ss<:' artifício, é nlíli s prov~ve l que se <ltinja <I amplitude de ahsorbilnciél cio método 
colorimétrico cio qlle a util ização de três ou m<l is repetições el a mesma concentração. 
Ll'lllhrr-se d(' q\le a clilllil;flo é Ii.' ita com NaO 11 0,1 N. 

R5. J)('t('rlllin:H;flo pdo MNodo dt' I,owry 

.. Essa técnica r uma moel irica<;ão de Pe tersoll ( 1979) p<l rél o método c1e Lowry et aI. ( 195 1). 

RS I . Procedimento 

A . Prepél re cinco tubos C0 l11 as proporções cio pélclr~o de proteína (n SA, a 0 ,5 Illg.mL' \ NaOH 
I N), mostrados n'l tabe la 2, e f<l ça a leitura no espec trorotômetro (1750 nm . começ(lndo pelo 
padrão c1e menor concentrél~'ão . 

• O padrão sugerido p(l ra o método ele Lowry é na rea licbde soro humano, cli lu ído de 100 
a 1.000 v<:'zes. A lguns têm relatado o fa to de que solu<;t'íes c1 iluídéls ele BSt\. tenckm a 
so rrer desnatural,'ão ele su perfície. s<:' llclo port él nto, p(ldràes pobres. Ap<:'sa r disso, a nSA 
é o padrão mais utiliz(ldo . 

.. No método cle Lowry, (l S leituras são feitas a 750 nm para baixas cOllce ntra~'ões de 
proleínas na amostra. Para so ltH;ões mais conce nt radas. as le ituras podem se r feit as em 
out ros comprimentos de ond (l , tais como 660 ou 500 nl11 . 

13. Coloq ue cada Ulll dos p(l(lrões ele prot<:'ína e o \)r(l I1 CO em tubos ele <:' l1sa io ele 10 111 \.., pil ra 
obter (lS lI1istur(ls do P(lSSO <I nterior. Alinhe os tubos ell1 UIII suporte, ele lI1 aneira que os 
rCilgentes possa m ser adic ionados em seq iiência. Ag it e' o tu bo (l pÓS c(ldil ildiC;ão . 



-

T!\T~FLA 2. Volumes de pil<lrão (0.5 I11g de I3SA.mL·' NaO" IN), rc spcc li vas qUilnlida(\es ele 
proleínil e exemplos de Ieiluril dil D.O .. paril () mélndo ele Lowr)'. 

Tubo N° Volume de Pildrâo 
-------_. rroleína (~la.lllL- ') D.O,' a 75011111 ---_._---_./;'._--_._------------NaOH 0,1 N 

I,OmL 0,0 50 0,99 
2 O,R mL O,2mL 40 0,86 
::I 0,5 I11L 0.5 m L 25 O,(iO 
/1 (),.~ 111 L 0,7 111 L 15 0.111 
5 O, l mL 0,9 mL 5 0,J8 --------------

I3ranco l,O Il1L ----~,-ºº---"Exemplos de D.O. o[)lidils em lil[)oratÓrio. 

C. Adicione (i I11L de tarlilrilto n''1Jricn alcalino. Mexil e agilc imeelii1lamenle. ril~'a a se l'le 
complr.la ele luhos em ordem e em ráp ida sucessão. Após félZer a úllima adi\'ão, espere por 
10 min. Atue ('(Im nlpide7.. pois o reagente s6 é efetivo por UIll curlo período de tempo. 

D. Adiciolle O,(i mL do reagenle ele rolill e mislure. Ten le ser o mais COllslilllle possível nesse 
proC'cdimenlo. llm misturador \'or{('.I' poderá ser ulilizado. Deixe em repouso por 30 mill. 

E. Determine a ilbsorbância a 750 nm, conlra o brilnco conlenelo todos os reagcnlcs utili7.ilelos, 
menos a proteína. Lemhre-sc <.Ie que fi ('olornçflo c1esnparc('c após 1 h. 

r. ril<,'a a curva padrão, tendo as leilul'íls da D .O. COlll0 flll1\'à'O da concenlração de proleínas no 
padrão. Normalmente, il curva paelrà'o é C'ol11posla de c1uils porçe)es lineares. Provavelmenle, 

uma curva será observada entre 120 e 200 pg de proleína. Uma regressiio poderá se r reita, 
desde que il élInplitude esteja el11 uma elas porções lineares. 

G. ril<,'a, a seguir. as deterl11ina~'õcs, utilizilndo suas ilmoslras no lugilr do padrà'o de I3SA. ra~'a 
a leitura a 750 nnl e ohtenhil, a pilrlir ela D.n. ele C'ilc!il amnslril. o rcspeclivo valor de 

concenlril~'à'n de prolcínas 11il curva padrão 011 na eqlla\'!io clt' regrrssão ela calcllladora. 

R.S.2. Rrilgenles 

A. (';lrbll l1<lIO de s<idill 2(fr ' (p/v,! em NaOH (l,1 N Adiciolle 2() I11g de Nal~O, c 4 Jl1g de NaOll 
para «llla lilrn de sn!tuJIO. Mnlllellha a 
soluçfJo bem fechada em ,Qnrrnrn 1~lpnda com 
mlha de L~lllTaclJa (I1ÜO use la!:l]pa de vidro). 

B. Soluçüo de larlaralo de sódio e jJlllússio 2(,k: (p/v) Prepare se l11al1allllel1lC c manlcnha a 4"C. 
C. CuSO~.5IhO a 1 (k (p/ v) 
D. Reagcnlc rolin -Ciocalleu I N ESle rC<Jllcnl c (disponí\'cl cOlllcrciallllcnlc) é 

uma miSlunl de úcidn rosl'olullgsl0nicn com 
I'mJnmol íhdicn. Caso ncccssúrio, n rcngcnlc 
plllle scr di Ii lÍdo para I N rOUl"O <lnlcs dc ser 
ulili7.ndo. A l10nnillidadc da soluç ,'i< l-esloque 
pnde ser delerminnda pela I ilulnçüo de 

r ' - J'cllolrtnleílla c(~adrüo de NaOI!. 
E. Tarl,mll() cüprico ail',llil1o Essn mi SllI 1',1 deve ser pl'ep,lr,llla pouco <1.11 1 cs 

de ser III il i'.'l<la, ,llravés da mi slur,l dos 
rengcnlcs /\, 13 e C, na ordClll, c nas seguil1les 
prnl10rçfies 
n) ()(lm l . de /\.; 
h) (l.!) mL dc B.: e 
c) 0,6 mL de C. 

-
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R.C. . DeIPnnillfl<;fio pelo Me'todo do Hillrp!o 

• Este mf toclo roi proposto por Gorl1(lIl ct aI. ( I C) /I<)). 

A. I'r(' pare lima curva padrilo 0 11 eqll a~'é'io ele regressé'io na calculadora, utili l.anclo (l r('agente de 
n ill reto. O estoque do padrcio deve ser de 5 mg nSÂ.ml : ' NaOH I N. 

11. Prepare se is tubos com as concentrações de I3SA apresent adas na ta be la .\. 

TAI1ELA .\. Volumes cle padrcio (0,5 mg de nSA.mL: ' NaOIl I N), respect ivas quantidades de 
proteína e exemplos ele le itura da 0.0 .. para o método do Giureto. 

Tubo 

I 
2 

Volume de Pad rão NaOH 0, I N 
-----~--

I.OmL O,nmL 
0,75 mL CU5 Ill L 

J 0,50 ml . 0.50 ll1 L 
4 0.45 m L 0.55 III L 
5 0.25 mL 0,75 111 L 

Protcína (}-.t.g.mL·1) 
:'i() 
37.5 
25 
22.5 
12.5 

]).0. ' a 555 nl11 

0,52 
0 . .107 
0.2.'1 
0.22 
0. 11 

6 0,1 111 L 0,9 m=L __ . _ ___ ~. 0,03. __ _ 
n ranco 0,0 111 L 1,0 mL 0,0 0,00 

I E;~ mpl () de resultados ohtidos em laboratório. .. .. -------------. 

C. Adicione 1,5 mL elo reag('nte Riureto a 1.0 m L de all10stra ele proteína. 
D. M isture e deixe repousar por 30 min em tel11peratlJJ'a amhiente. Faça entào a le itllra da D.O. 

a 5.')5 11m . 
E. f'a)'a o gráfi co de le ituras de 0.0. x conccJltraçào de pro teín a. O branco é composto ele 

reagente de Bimeto e NaOIl 0.1 N. 
F. Para a leitllra das amostras. use alíqllota ele 1.0 mL. ra~'a a le itu ra e obtenha o va lor a par tir 

el a curva pael rilo 0 11 regresscio na ca lculadora. 
G. Prepare o reagente de l3 illreto el a seguinte Form a: 

a) D issolva 9 I11 g ele ta rt arato de sóelio e potássio em <100 ml . dc NaOl 1 0.2 N. 
b) Adic ione. cm seguida. ::I mg de CUSo.l 511 .,0 em pô bem fino e deixe dissolvcr. 
c) Por ÍJ1Iim o. adic ione 5.n mg de indeto de potássio (l<I) e tra ga o volume para I L. com 

NaOH 0,2 N livre de CO." 

R.7. Dctermiml\'iío pelo Método de Brmlford (1976) 

8.7. 1. Preparo do Reagente 

A. D ilua uma pmte do corante (aZll I de Coolllask) concentrado em quatro part cs ele água. 
n. Fi lt re ell1 papel tipo Whatman N° I e arm a7.ene em temperatura amhiente. 
C. Descarte a so luçcio após duas semanas. 

CUIDADOS 

• O cora nte concentrado contém ác ido fos fórico e metallol. clevenclo se r lllalll.lSe;)(\o 
com cu idado. 
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8.7.2. Preparo da Curva Padrão 

A. Prepare paelrões ele proteína, variando de 0,2 a 1,0 mg de BSA.111 L-I ele ~gua dest i lada. 
B. Transfira 0, I 111 L de cada uma das concentrações do padrão para diferentes tubos de ensaio. 
C. Dispense 5.0 IllL da solução diluída de aZllI de Coomasie em cada tubo. 
O. Agite ou aplique I'Orte.\', evitando forll1a~'ão excessiva de espuma. 
E. Espere de 5 a 60 m in e faça a leitura dos padrões. contra o branco apropriado, a 595 nm. 

F. raça o gráfico (ou regressão na calculadora) da 0.0. em fun~'ão de ~lg de proteínas. 

R.R. J)rterminnção Pelo Método de Braofonl Modificaoo 

• Apesar de sua rapidez e simplicidade, o método de BraMord tem sido criticado pela sua 
depenclência. etn termos de sensitividade. à natureza da proteína usada como padrão (Van 
Wilgenhurg et aI., 1981). Visando resolver esse prohlema, Appenroth & Augsten (1987) 
apresentaram esta Illodi fical,'ão. 

A. Oissolva 60 Illg ele corante !\cirl ntlle (disponível comercialmente; corresponde a 100 mg de 
azul de Cool1lasie) em 50 mL de etanol absoluto, com agitação por v~rias horas. A agitação 
deve ser vigorosa, porém sem formação de espuma. 

B. riltre a solução, com exatan)('nh~ 100 mL de H1PO,- 8S CfI(' (p/p). Adicione I L de água. 
C. Oeixe repousar até o elia seguinte. Então. ajuste a concentra)'ão elo corante para uma 

absorbância de 0,30 a 550 nm (eixo ótico 0.5 cm : concentraç.ão final = 0.005 °k ). 
O. Adicione I mL ele sollli;ão de SOS 3.0030/" (p/v) a 1.000 mL da solução do corante 

(concentração final do SDS = 0,003 (Y,' . p/v) . 
E. Misture I Ill L ele solução de proteína COI11 2 mL desse reagente (passo O.). 
r. ra~'a a leitura (595 nm) 'em cllbeta de vidro. contra um branco contendo água, após 10-60 

milL Cada amostra deve ter. pelo menos, três repeti~'ões . 

G. Faça a cu rva paelrão. ou eqlta~'ão ele regressão na calculadora, com a absorbáncia 
(conjugação do corante) em função de concentrações conhecidas ele BSA. 

OBSERVAÇÃO 

• Por não depender da natureza da proteína padrão, este método permite que se faça a 
hidrólise das proteínas com Hei 6 M e análise quantitativa de aniinoácidos, pela soma 
da quantidade total de resíduos de aminoácidos. 

R.9. Estudos dt' Interferrnda 

• Os métodos de Lowry. Biureto e Bradford estão sujeitos à interferência por lima variedade 
de reagentes cOll1uns (v ide exemplos na tabela 4). A correção é nonnalmente feita usando 
brancos apropriados. 

• Para estudar o problema, fa~'a o seguinte ensaio: reaja I mL de tal11pão T ris O, I N pH 6,8 
com os reagentes usados no método de Lowry e compare com um branco ele NaOH O, IN. 
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R.IO. Considerações Sohre os Métodos de Determinnçflo 

• O B iureto é cerca de I (Xl vezes menos sensível do que o Lowry. 
• O Lowry é mais dependente no tipo ele proteína u1ilizada no padrão. 
• Amhos os métodos estão sujeitos à intelferência por diversas substâncias. causando va ria~'ão 

entre cleterm in(1çõcs. 

• Íons amoniaca is causam interferência 11(1 reação do Biureto e o NaOll pode não neutralizar 
toei o o sul fato de amôn io. 

• A reação do cobre alcalino e a reação de Biureto não são estritamente proporcionais. 
Também. para diferentes proteínas. a intensidade de cor do Biureto não é diretamente 
proporcional ao incremento de coloração causado pelo cobre na reação com o reagente de 
rotin. Com o Folin. um(l quantidade muito pequena de cobre é suf iciente para proporcion(lr 
quase que a coloração final. enquanto. no l3iureto. as constantes de dissociação da rea~'ão 

cobre + proteína ~ cobre - proteína são. em gera 1. dez vezes maiores do que na reação elo 
rolin . 

• Eze & J)umbrofT ( 1982) compararam os métoclos de Bradford e Lowry. Ver i ficaram que a 
(ldi~'ào de clorofila aos padr(Jes proté icos comprometeu a precisão de ambas as téc l1icélS. 
célusando aumentos de 20 r.~ . (Braelford) e de 400 (i!,. (Lowry) . /\ prec ipi ta~'ão ele proteíllas 
com TC/\ elim illou a interferência ela clorofila. Melhor resultado foi obtido tratando o tec ido 
com élcetona. an tes ela extrélç;10 C( )Jll o TCA. 

• Uma vez removida a interferfnc ia . (lmhos os métodos são con fiáveis. O J3radforc1 é méli s 
rápido. simples e sensíve l. mas o Lowry prop icia maior lineélridadc sob altas concentraçües 
ele proteína e m(lior eSlabilidade da colornç;10 desenvolvida. 

TABELA 4. Substâncias que inlcr fe-remnos métodos de Lowry e de J3 rmlforcl. 

EDTt\ 
Glicerol 
K+ 

BME 
M H g 
NilOl1 0. 1 N 

Sacarose 
Tampão HEPES 
Ta mpão Tri s 
Tr iton X· IOO 

R.II. Referências Bihliogrúfkas 

sim 
sim 
sim 
sim 
sim 
ni'\o 

sim 
sim 
sim 
não 

Bradford 

não 
não 
não 
não 
não 
sim 

não 
não 
não 
sim 

/\PPENROTII. K.J.; /\UGSTEN. li. An improvement of the protein delenninalion in planl 
tissues wilh lhe c1 ye-binding methoc1 according to 13raclforc1 . BiocheJllic Physiologic 
Pllall'l.en, Jcna. v. 182. p.85-89, 1987. 

BR/\DPORD. MM. A rélpid anel sensi li ve ll1ethod for lhe quantilalioll of l11icrogram qualllities 
of proteillutili zing the principIe of prolein-c1ye bincling. Analytical Biochemislry, San 
D iego. V.n. p.248-254. 197(,. 
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9. AMINOÁCIDOS - ANÁLISE QUANTIT ATIVA E QUALITATIVA 

CUIDADOS 

• Conforme a espécie em estudo. pode ser que o extrato de aminoácidos tenha de ser diluído. 

9.1. Introdução 

A separação e est imativa do teor de aminoácidos. a partir de extratos diretos ou de 
hidrolisados de proteínas. são muito utilizadas na pesquisa fisiológica. Por exemplo. a reação de 
órgãos da planta ao ferimento ou estresse provoca a síntese de proteínas. podendo então ser 
caracterizada pela composição dos aminoácidos produzidos. 

Existe uma grande diversidade de métodos na literatura para a determinação de aminoácidos. 
com variados graus de especificidade. e o leitor deve consultar artigos especiali zados. caso necessite 
conduzir estudos minuciosos. Todavia. os fundamentos da maioria das abordagens ainda são os 
mesmos utilizados originalmente. no final da década de 40. 

No presente capítulo, a análise quantitativa e qualitativa de aminoácidos é apresentada. com 
base nas abordagens mais simples encontradas em diversos relatos. Apesar de alguns autores 
escolherem a modificação proposta por Rosen (1957). o método quantitativo de Moore & Stein 
(1948) é descrito, dada sua grande utilização. As análises qualitativas são, geralmente, conduzidas 
por meio de separações cromatográficas bidimensionais, tanto em papel quanto em camada fina 
(celulose, sílica gel G ou misturas de ambas). A cromatografia de papel é mais conveniente. pela 
maior facilidade de preparo. possibilidade de aplicação direta dos extratos alcoólicos vegetais no 
papel e insensibilidade aos sais e açúcares presentes no extrato, sendo. portanto. o métoelo aqui 
descrito. 

9.2. Extração de Aminoácidos 

9.2.1. Etanol 800/(' (v/v) 

A. Triture 2 g MV em gral de porcelana, na presença de etano I 80 % (v/v) a 4"C e 0.5 g ele areia 
quartzosa, durante cerca de 5 mino 

B. Faça duas extrações do homogeneizado com etanol 80% (v/v) a 80ne. Espere a suspensão esfriar. 
e. Adicione I volume de clorofórmio e 0.5 volume de água destilada. para remoção dos pigmentos. 
D. Centrifugue a mistura 1.000 x g em temperatura ambiente. por 15 mino A camada de clorofórmio. 

com os pigmentos. estará no fundo do tubo; a fração ele etanol com os aminoácidos estará no topo. 
Conserve a camada de aminoácidos e descarte a de clorofórmio. 

E. Complete o volume da camada de aminoácidos para um valor conhecido. Tome uma alíquota de I 
mL para conduzir as análises. 

9.2.2. Metanol-Clorofónnio-Água (MCA) 

• Vários autores inferem que a extração com solução MCA (12 x metano\, 5 x clorofórmio e 3 x 
água destilada) é mais eficiente do que o etano!. apesar ele ser mais trabalhosa. 
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A. Triture 2 g ele MY em gral ele porcelana, na presença ele 20 mL de MCA a 4nC e 0,5 g de areia 
quartzosa, durante cerca de 5 mino 

B. Centrifugue o homogeneizado (l.000 x g em temperatura ambiente, por 15 min) e colete o 
sobrenadante. Conserve o sedimento. 

C. Faça a extração do sedimento com MCA, repetindo o passo A. Homogeneize o material com o 
pilão de porcelana, a medida que fizer a extração. 

D. Centrifugue o homogeneizado, repetindo o passo B. Combine o sobrenadante obtido com aquele 
obtido no passo B. Descarte o sedimento. 

E. Ad icione I volume de clorofórmio ao extrato, misture-o, e então adicione 1 volume de água. A 
mistura resultante será bifásica . 

F. Centrifugue a mistura a 1.000 x g em temperatura ambiente, por 5 min (opcionalmente, use funil 
de separação). 

G. Descarte a camada do fundo (clorofórmio) e conserve a camada aquosa. 
H. Reduza o volume do extrato, utilizando vácuo a 35"C. Anote o volume final (aproximadamente, 

10 mL). 
I. Tome uma alíquota de I mL para as análises. 

9.2.3. Água 

• Recentemente, De Jong & Wolswinkei (1995) testaram a seguinte extração com água (epidenne 
de sementes de PislIl/l sali l'lIl/l L.) e obtiveram resultados similares ao uso de etanol 80% (v/v) a 
80ne. em três períodos consecutivos de I h: 

A. Coloque uma epiderme de semente de ervilha em I mL de água destilada e agite em banho-maria 
com mov imento vaivém, a IOOne, por 20 mino Faça três extrações consecutivas. 

B. Colete o extrato e adicione nova quantidade de água. 
C. Combine os três extratos, anote o volume e armazene a -20°e, até a análise . 

9.3. Determinação Quantitativa 

9.3. 1. Procedimento 

A. Misture a alíquota de I mL da amostra a 2 mL do reagente de ninidrina. 
B. Tape os tubos e agite, manualmente, até obter a mistura. 
C. Aqueça os tubos de ensaio em banho-maria fervente, durante 15 mino 
D. Adicione 6 mL de solução etanol 50% (v/v) a cada tubo de ensa io. Misture e de ixe esfriar. 
E. Agite os tubos outra vez, para oxidar a hidrindantina residual. Faça a leitura a 570 nm. 
F. Prepare o gráfico (ou regressão), tendo a absorbância a 570 nm como função da concentração de 

am inoácidos. 
G. Use a 1euc ina (PM = 131) como padrão, a partir de solução-estoque 200 ~lg . mL·I . Faça as 

diluições, obtendo uma série de concentrações (ex. 140, 100,80,60,40,20 e 10 ~lg.mL·\ 
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9.3.2. Reagentes 

A. Hidrindantina Dissolva 8 g de ninidrina em 200 mL de água a 90°C. Ato contínuo, 
dissolva 8 g de ác ido ascórbico em 40 mL de água, a 4O"C. Coloque a 
solução de ninidrina sob agitaç.ão magnética e adicione a solução de 
ácido ascórbico. A cristal ização da hidrindantina se 

... 
tnlCla 

imediatamente. Sem mais aquecimento, deixe o processo ocorrer por 
30 mino Deixe a solução esfriar. Filtre a hidrindantina e seque-a. 

B. Tampão Acetato Adicione 544 g de NaOAc.3H20 ou 320 g de NaOAc anidro a 400 
mL de H20 . Após dissolução, adicione 100 mL de ácido acético 
glacial. Ajuste o pH e complete o volume, com água, para 1.000 mL. 

C. Reagente de Ninidrina Adicione 125 mL de tampão acetato 4 N pH 5,5 a 375 mL de éter 
monometílico de etilenoglicol, contendo 1 g de ninidrina e 150 mg de 
hidrindantina. 

9.4. Dctcrminação Qualitativa 

• Preferencialmente, conduza cromatografia em papel, aplicando 1 mL como ponto de largada. 
Determine a duração da corrida, que é muito variável, de caso para caso. 

• A solução de ninidrina O, I 0/(' (p/v) em acetona (preparada para uso imediato) é o reagente padrão 
a ser bOlTifado em papel ou placa de cromatografia, para revelação de aminoácidos. 

A. Prepare a solução de ninidrina contendo acetato de cádmio, para evitar o aquecimento do papel. 
Para isso, dissolva J g de ninidrina em mistura composta por 112 mL de acetato de cádmio 
aquoso (1 g de acetato de cádmio em 100 mL de água), 20 mL de ácido acético e 1.000 mL de 
acetona. O papel será mergulhado na solução, em vez de se usar borrifação. 

B. Faça a borrifação da solução de ninidrina no papel e aqueça-o a 105°C, por 10 min o A maioria dos 
aminoácidos se revelará em coloração roxa ou verde-azulada. A prolina e a hidroxiprolina serão 
reveladas por tons de amarelo. 

C. Coloque, opcionalmente, o papel em frasco fechado contendo H2S04 e mantenha-o no escuro até o 
dia seguinte. Os aminoácidos serão revelados como manchas vermelhas em fundo branco. 

D. Aplique uma alíquota de 300 ~lL da amostra em papel-filtro tipo Whatman Nº 1 ou 3, de 30 x 40 
cm, para revelar os aminoácidos remanescentes. Revele o cromatograma em duas dimensões, 
usando fenol -água (100 mg fenol/39 mL água) para a primeira direção e n-butanol -ácido acético
água (100:22:50 v/v/v) para a segunda direção. 

E. Seque o cromatograma e faça borrifação com reagente de ninidrina 0,2% (p/v) em n-butanol. 
F. Aqueça o papel em estufa a 80"C, por 10 mino 
G. Compare o cromatograma com o mapeamento padrão de Stepka (1973), para identificar os 

aminoácidos 

• A identificação de aminoácidos no cromatograma de papel pode também ser feita com o 
indicador ninidrina-nitrato cúprico (N-NC), conforme segue: 

A. Prepare as seguintes soluções: 
Solllçüo 1\: 50 mL de ninidrina 0,2% (p/v) em etanol absoluto, 10 mL de ácido acético glacial e 2 
mL de 2,4,6-colidina. 
Soluçüo TJ: solução de nitrato cúprico (triidratado) 1 % (p/v) em etano\. 

B. Combine 25 partes da solução A com 1,5 partes da solução B, imediatamente antes do uso. 
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C. Faça borrifação do indicador N-NC sobre o papel, após as amostras haverem secado. Coloque o papel 
em estufa a 105°C, por 2 mino Identifique os aminoácidos, conforme as colorações da tabela 5. 

D. Use marcadores de aminoácidos para comparar seus resultados. 

TABELA 5. Cores identificadoras de aminoácidos em cromatogramas bidimensionais em papel. 

, 
AMINOACIDO 

Ácido Aspártico 
Ácido Glutâmico 
Alanina 
Arginina 
Asparagina 
Cisteína 
Cistina 
Fenil Alanina 
Glicina 
Histidina 
Isoleucina 
Leucina 
Usina 
Metionina 
Prolina 
Serina 
Tirosina 
Treonina 
Triptofano 
Valina 

COR 

Azul Claro 
Púrpura, enfraquecendo-se na Vertical 
Púrpura Escura 
Púrpura Escura 
Dourada 
Cinza Clara 
Cinza 
Amarela Esverdeada 
Marrom Alaranjada com Anel Laranja Brilhante 
Marrom Clara + Anel Marrom Escuro Dentro de Anel Amarelo 
Azul Clara 
Púrpura Clara com Anel Amarelo 
MUlTom Avennelhada, formação de Anel Cor de Rosa na Vel1ical 
Púrpura Esverdeada com Anel Amarelo 
Verde Clara com Anel Amarelo 
Marrom Esverdeada, formação de Anel Vermelho na Vertical 
Marrom Clara 
Marrom Esverdeada, mudando para Marrom Púrpura na Vertical 
Marrom com Anel Azul Brilhante 
Púrpura 

9.5. Referências Bibliográficas 

DE lONG, A.; WOLSWINKEI, P. Differences in release of endogenous sugars anel amino acids 
from attached and detached seed coats of developing pea seeds. Physiologia Plantarum, 
Copenhagen, v.94, p.78-86, 1995. 

MOORE, S.; STEJN, W. A moelifieel Ninhydrin reagent for photometric e1etermination of amino 
acids anel related compounds. Journal ofBiological Chemistry, Bethesda, v.176, p.367-372, 
1948. 

ROSEN, H. A modified ninhydrin coJorimetric anaJysis for amino acids. Archives ofBiochemistry 
ano Biophysics, San Diego, v.67, p.1O-15, 1957. 

STEPKA W. Identification of amino acids by paper chromatography. In: COLOWICK, S.; KAPLAN, 
N. eds. Methods in enzimology. New York: Academic Press, 1973. v.3. p. 504-528. 



10. CARBOIDRATOS - ANÁLISE QUANTITATIVA 

CUIDADOS 

• Use luva., e proteção ocular ao manipular o ácido sulfúrico. 
• O ácido perclórico é explosivo. Trabalhe em capela à prova de explosão. 
• O material liofilizado contém enzimas funcionais. devendo ser mantido a -20"C e seco. 
• Antes de pesar a glicose para fazer os padrões. seque-a em estufa. de um dia para o outro. e 

deixe esfriar em dessecador. AÍ então efetue a pesagem. o mais rápido possível. sem se ater 
a zerar os últimos algarismos do peso mostrado na balança. Para esse caso. o grau de 
desidratação da glicose é mais crucial do que a pesagem da exatíssima quantidade. 
Todavia. lembre-se de que o peso obtido tem de ser anotado. Prepare cada solução
padrão imediatamente. 

• Geralmente. as leguminosas forrageiras bianuais e perenes (ex. alfafa e trevos) e as 
gramíneas tropicais e subtropicais são espécies acumuladoras de amido. As gramíneas ele 
clima temperado (ex. aveia e cevada) são acumuladoras de frutosanos. 

10.1. Introdução 

A determinação do nível de CNETs. por revelar a reserva prontamente disponível para o 
crescimento. tem aplicação em vários estudos fisiológicos. Em forrageiras. essa informação é a base 
para a avaliação do potencial de persistência. Todavia. existe uma grande variedade de carboidratos 
nas plantas e. devido a limitações pertinentes à extração e a diferenças na capacidade dos açúcares 
em reagir com os corantes util izados. todo método tende a apresentar fontes de erro. Portanto. deve
se ter critério na condução dos procedimentos. para que haja reprodutibilidade dos dados. A literatura 
sobre o assunto é farta e maiores detalhamentos sobre o metabolismo de carboidratos em plantas são 
descritos por Duffus & Duffus (1984) e Dey & Dixon (1985). 

Neste capítulo são apresentadas diferentes técnicas para três fases distintas do processo: 
secagem da amostra. extração e detetl11inação do nivel de CNETs. Qualquer combinação entre 
métodos de extração e de determinação é factível. observadas as particularidades. Esses 
procedimentos são relativamente simples e propiciam estimativas aceitáveis dos componentes 
hidrossolúveis dos carboidratos não estruturais. Em complementação. são apresentadas duas 
abordagens para maior rapidez. precisão. automação e fracionamento dos diferentes componentes dos 
carboidratos: extração e quantificação a partir de discos foliares. com leitura ele microplacas. e 
separação através de HPLC. 

10.2. Secagem e Moagem da Amostra Vegetal 

• A extração em material verde requer rapidez e baixa temperatura. para minimizar a ação de 
enzimas endógenas. Por isso. o uso de tecidos secos e moídos (maior superfície específica) é 
preferível. Geralmente. o tecido é desidratado em estufa ou liofilizado (amostras pequenas) e 
moído na fineza desejada (geralmente. peneira de I mm). 

• Mais recentemente. Marur & Sodek (1995) propuseram o uso do fomo de microondas para a 
secagem de material vegetal, visando a análises bioquímicas. 
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10.3. Procedimentos Gerais para a Extração Química de Carhoidratos Estruturais 

OBSERVAÇÃO 

• Constituintes de baixo PM, como os açúcares, podem ser removidos por extração exaustiva 
com etanol 80-900/" (v/v). Em tecidos ricos em lipídios (ex. sementes), estes devem ser 
removidos com acetona, seguida por tratamento com éter-benzeno (1:1), antes de se extrair 
os açúcares. 

• Polissacarídeos hidrossolúveis neutros. como os amidos e frutosanos, podem ser extraídos 
com NaCI J Ofi' (p/v). água fervente ou ácido perclórico a 35% (p/v). O ácido perclórico é 
mais eficiente. pela menor ocorrência de substâncias intelferentes. Esses amidos podem ser 
recuperados da soluç.ão por meio da colocação dos extratos em diversos volumes de álcool. 
onde se precipitarão. 

A. Pecfil/as 

• Podem ser obtidas do resíduo das extrações descritas na OBSERVAÇÃO acima. por extração 
com solução de oxalato de amônio-ácido oxálico 0.5% (p/v) pH 4.0 a 90°C e. a seguir. 
precipitadas por acidificação e diluição em álcool (faç.a testes preliminares para determinar a 
concentração alcoólica ideal para seu tipo de amostra). 

B. Ligl/illa 

• Pode ser removida. nesse estágio. com cloreto de sódio l o/c (p/v) a 70"C. por I h. Se os tecidos 
forem ricos em lignina. a extraç.ão deve ser repetida várias vezes. Por outro lado, a lignina pode 
ser removida com chlorallline-T e etanolamina. Esses extratos são descartados e o resíduo é 
lavado e secado. 

C. IlclI/ice/lI/oses 

• Podem ser removidas do resíduo com NaOH ou KOH 7-12% (p/v), sob fluxo de N2• à 
temperatura ambiente. por 24 h. Para que a extração seja total. o procedimento tem de ser 
repetido pelo menos duas vezes. A hemicelulose é removida pela acidificação dos extratos 
alcalinos com ácido acético e precipitação com etano\. 

D. Celulose 

• O resíduo final deve ser exaustivamente lavado e secado e constitui a fraç.ão pura de celulose. 
Pode ser extraída com H2S04 72% (p/v) a 4" C. por 24 h. ou refluxo com H2S04 80% (p/v). por 
cerca de 4 h. 

OBSERVAÇÃO 

• Em vários casos. as frações de polissacarídeos obtidas são separadas e purificadas por uma 
variedade de métodos. incluindo cromatógrafia de troca iônica. 



CARBOIDRATOS - ANALISE QUANTITATI VA 55 

lO.4. Procedimentos Gerais para a Extração Química de Carboidratos Não-Estruturais 

10.4.1. Extração de Açúcares Livres em Plantas Cultivadas no Escuro (Passos, 1989) 

A. Coloque as amostras (10 segmentos liofilizados de hipocótilo, com 5 mm de comprimento) em 
tubos de ensaio contendo 15 mL de etanol 80 % (v/v), em temperatura ambiente, por 12 h. 

B. Coloque os tubos em banho-maria fervente, forçando a evaporação do etano!. 
C. Reduza as amostras ao menor volume líquido possível e, após esfriamento, ressuspenda-as em 15 mL 

de água destilada, para as determinações. Os pesos fresco e seco das amostras têm de ser conhecidos. 

10.4.2. Extração Alcoólica de Açúcares 

A. Resfrie I g de material fresco em gelo e faça a maceração em gral de porcelana frio, contendo 20 mL de 
etanol 95% (v/v). Material seco moído pode também ser utilizado. 

B. Centrifugue o homogeneizado (centrífuga clínica, escala total, por !5 min). 
C. Submeta o sedimento à extração com !5 mL de etano! 80% (v/v) a 60°C. Aqueça o extrato em 

tubos de centrifugação, com água fervente (use a capela), até que o etanol comece a ferver. 
Centrifugue o material (centrífuga clínica, escala total, por 15 min) e retenha o sobrenadante. 

D. Combine os sobrenadantes dos passos B. e C. 
E. Purifique o extrato combinado, caso necessário, para remoção de clorofilas e lipídios. Para isso, 

adicione 1 volume de clorofónnio (15 mL), em funil de separação, e então água em volume 
apenas suficiente para obter duas camadas (20-30 mL). Faça agitação manual (gentilmente) do 
funil de separação. O clorofórmio com os pigmentos e lipídios se depositará no fundo. 

F. Registre o volume final da fase aquosa antes de estimar os açúcares. 
G. Retenha o sedimento para extrair amido, caso pertinente. 
H. Detennine os açúcares livres pelo método da antrona, do fenol-H 2S04 ou de Teles. 

10.4.3. Extração de Açúcares com Éter-Etanol 

A. Liofilize a amostra e faça a moagem (pene ira de 1 mm). 
B. Faça a extração com éter, e, em seguida, com etanol 800/(' (v/v) aquecido. Faça testes preliminares 

para determinar os níveis ideais de volumes de éter e etano\, temperatura e duraç.ão de cada 
extração. 

C. Descarte o extrato do éter e complete o volume do extrato de etano! para um valor conhecido. A 
clorofila e os lipídios terão sido removidos. 

D. Remova os lipídios, opcionalmente, com acetona e, em seguida, solução éter-clorofórmio (l: I), 
antes de extrair os carboidratos com etano!. Esse caso se aplica a amostras com alto teor de 
lipídios. Faça testes preliminares para determinar a duração ideal das extrações. 

E. Retire uma alíquota para estimar o teor de açúcares no extrato aquoso. 

10.4.4. Extração de Amido 

A. Seque o sedimento obtido na extração com etanol (item 10.4.2 ou 10.4.3.) rapidamente e faça a 
extração, por 15 min, com 10 mL de um dos seguintes solventes: (a) NaOH 0,5 N; (b) água 
fervente; (c) ácido perclórico 35% (p/v) (4,8 M) ou (d) NaCI 1% (p/v). O ácido perclórico é o 
melhor solvente de todos, mas tem de ser incluído nos padrões. 

B. Centrifugue o extrato (1.000 x g, temperatura ambiente, por 15 min) e retenha o sobrenadante. 
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C. Registre o volume e use uma alíquota para medir o teor de amido pelo método da antrona, cio 
fenol-H"S04, ou de Teles, seguindo o método da curva padrão ou equação de regressão. 

10.5. Extração Enzimática 

10.5.1. Método de Smith (1981) 

A. Transfira 200 mg de amostra para um frasco er/el1l11eyer de 125 mL. 
B. Adicione cerca de 15 mL de água destilada e aqueça em água fervente, evitando a formação de 

grumos. Faça duas amostras e um branco (contendo somente água). 
C. Deixe a solução ferver levemente, durante 1-2 min, com agitações ocasionais, para gelatinizar os 

amidos. 

OBSERVAÇÃO 

• Açúcares simples podem ser removidos do material vegetal seco com etano I 80-950/" (v/v) 
(conforme o item 10.4.2.), antes de gelatinizar os amidos. 

• A quantidade de amido e açúcares pode ser determinada pela análise de uma alíquota de 
filtrado claro com o reagente de antrona ou fenol-H"S04. O branco para o espectrofotômetro 
deve conter 1 mL de água e 5 mL do reagente de antrona, ou 0,5 mL de fenol e 2,5 mL de 
H2S04• 

D. Esfrie até a temperatura ambiente, antes de adicionar a enzima. 
E. Pipete 10 mL de tampão acetato e exatamente 10 mL da solução enzimática de a-am ilase na 

solução no erlenmeyer. A enzima amiloglicosidade também pode ser utilizada. 
F. Tape o er/el1l11eyer (com rolha de borracha) e incube a 38°C, por 24 h. 
G. Faça agitação circular ocasional do er/enllleyer, para homogeneizar a mistura, caso parte da 

amostra fique aflorando na superfície da solução. 
H. Filtre a solução em papel-filtro tipo Wl1atman Nº 1, para balão volumétrico de 250 mL. 
I. Lave o er/el1l11eyer e papel-filtro várias vezes, com cerca de 3 mL de água destilada. 
J. Adicione 2 mL de acetato de chumbo neutro 10 % (p/v). Complete o volume com água destilada e 

misture bem. 
K. Espere por 1 h, para que as proteínas se precipitem no fundo do balão volumétrico, antes de 

retirar uma alíquota para análise de poder redutor. 
L. Analise uma alíquota da solução de carboidratos filtrada, usando o reagente de antrona, de fenol

H"S04 ou de Teles. 

CUIDADOS 

• Embora a presença de chumbo não afete a titulação, ela é propensa a interferir no método 
colori métrico. 

• Use glicose como açúcar padrão. 
• As a-amilases não hidrolizam frutosanos. Se o tecido contém frutosanos, é necessário 

hidrolizá-Ios com ácido, conforme procedimento no item 10.5.2. 
• Se o tecido contém altos níveis de sacarose, hidrolize uma alíquota com ácido, para verificar 

se a enzima conseguiu convel1er toda a sacarose em monômeros. 
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10.5.2. Extração de Smith em Espécies Acumuladoras de Frutosanos 

A. Pipete uma alíquota em tubo de ensaio 25 x 200 mm. 
B. Complete para 10 mL com água destilada. 
C. Adicione 1 mL de H2S04 1 N (ou 2 mL de H2S04 0,5 N). 
D. Cubra o tubo de ensaio com tampa plástica ou de vidro e misture exaustivamente. 
E. Aqueça em banho-maria fervente, por 15 min (20 min em altitucles elevaclas) . 
F. Esfrie e neutralize com 1 mL de NaOH I N (ou 2 mL de NaOH 0,5 N). 
G. Anal ise os carboidratos, usando frutose como açúcar-padrão. 

10.5.3. Extração Enzimática de Teles (adaptada de Teles, 1977) 

A. Coloque 100 mg de amostra seca e moída (passada em peneira de 60 mesll), o padrão e o branco 
em três tubos de ensaio. 

B. Adicione 2 mL de tampão acetato 0,02 M (pH 4,9), tampe os tubos frouxamente e, 
imediatamente, autoclave por 15-20 min (115°C), ou ferva em água por I mino Este tratamento 
serve para inativar microrganismos e enzimas vegetais, assim como para facilitar futuro contato 
de enzima com o substrato. 

C. Esfrie para a temperatura ambiente por imersão em água corrente. 
D. Adicione exatamente 4 mL de solução enzimática 0,30/" (p/v) e vede os tubos. 
E. Incube em banho-maria com agitação a 38-40"C, por 20-24 h. 
F. Retire as amostras do banho-maria e adicione exatamente 4mL de água destilada. 
G. Agite o tubo imediata e vigorosamente, por 25-30 vezes, para extrair os açúcares. 
H. Centrifugue a L.OOO x g em temperatura ambiente, por 5 mino 
I. Deixe os tubos repousarem (mínimo de 5 e máximo de 60 min). O volume líquido final deve ser de 

10 mL. A colorlmetria deste método está descrita no item 10.7.3. 

10.5.4. Reagentes para as Extrações Enzimáticas 

A. Tampão Acetato 

B. Solução Enzimática 0,5 % (p/v): 

C. Acetato de Chumbo Neutro 100/(' 
(p/v) 

a) Misture dois volumes de ácido acético 0,2N com três 
volumes de acetato de sódio 0,2N. 

b) Ajuste o pH para 4,9 com NaOH ou HCI. 
c) Adicione 1-2 mL de solução de timol 10% (p/v), para 

prevenir o crescimento de microrganismos. Armazene 
em frascos escuros. 

d) Acetato de sódio 0,2N: dissolva 16,4 g de acetato de 
sódio anidro em água destilada e complete o volume 
para I L. 

e) Ácido acético 0,2N: dilua 12 mL de ácido acético glacial 
(99,5 0/(' , p/v) em água destilada e complete o volume 
para 1 L. 

a) Adicione 5 g de a-amilase a I L de água destilada 
(0,5 g.IOO mL- ' ). 

b) Adicione 1-2 mL de solução de timol 100/" (p/v). 
c) Filtre em papel-filtro tipo Whatman N° 2 e armazene em 

frasco escuro, a 4"C. Preferencialmente, prepare a 
solução no dia do uso. 

Adicione 10g de acetato de chumbo neutro (PbOAc2.3H20) 
a 100 mL de água clestilada 

--------------------------~ 



58 MtTODOS ANALfTlcOS E LABORATORIAIS EM FISIOLOGIA VEGETAL 

10.6. Extração de Carboidratos Ácido-Digeríveis em Mandioca (Teles et ai., 1979) 

A. Pese 500 mg de material seco e moído, em papel impermeável. 
B. Transfira a amostra, quantitativamente, para tubos de centrifugação de 50 mL, com tampa 

rosqueável. 
C. Extraia os carboidratos com 10 mL de etanol 50% (v/v) - volume completado com etanol - sob 

agitação mecânica, durante 60 mino 
o. Centrifugue a 5.000 x g, por 10 min, em temperatura ambiente. 
E. Transfira uma alíquota de I mL para tubo graduado de Folin-Wu de 25 mL. 
F. Adicione I mL de ácido clorídrico 0,6 N à alíquota, para digestão ácida dos dissacarídeos. 
G. Mantenha o tubo por 60 min em banho-maria a 90-1 ()()"e. 
H. Espere as amostras esfriarem e então adicione 2,5 mL do reagente de Teles (item 10.7.5.). 
I. Meça a 0.0. a 520 nm (açúcares redutores). 

10.7. Determinação do Nível de Carhoidratos Não-Estruturais Totais 

10.7.1. Reagente ele Antrona (Morris 1948 e Yemm & Willis 1954) 

10.7.1.1. Preparo do Reagente 

A. Adicione O, I g de antrona (desidratada) a 50 mL de ácido sulfúrico (adicione 45 mL do ácido 
concentrado a 5 mL de água, a seguir esfrie em gelo e misture - se o número de amostras for 
grande, adicione 450 mL de ácido a 50 mL de água). 

B. Deixe repousar por cerca de 30 min e agite, ocasionalmente, para clarificar. 
e. Prepare a antrona fresca cada dia e use-a dentro de 12 h após a preparação. 

10.7.1.2. Preparo da Curva Padrão 

A. Prepare concentrações conhecidas de glicose, por meio da diluição ela solução-estoque de glicose 
(150 ~lg.mL· I) em água, de maneira a obter padrões com O (branco), 10,20,40,60,80 e 150 Ilg 
glicose.mL·1

• Essas concentrações são sugestões, podendo ser alteradas, conforme as 
características das amostras e as particularidades do experimento. 

B. Pipete I mL de cada padrão de glicose em tubos de ensaio grandes e esfrie-os em gelo. 
e. Adicione 5 mL do reagente de antrona, misture bem e esfrie em gelo. 
o. Faça a mistura com o tubo ainda no gelo, visto que a adição de H2S04 gera calor. 
E. Tampe os tubos (tampa plástica ou de vidro) e aqueça em água fervente, por 10 mino 
F. Esfrie em gelo e então transfira para temperatura ambiente e faça leitura a 625 nm. 
G. Prepare um gráfico, tendo a concentração dos padrões de glicose na abcissa e os valores da 

densidade ótica nas ordenadas; trace a reta que melhor se adapte aos pontos e verifique, para cada 
leitura de amostra, o valor da abcissa correspondente a leitura que foi feita. Essa será a estimativa 
da concentração de carboidratos (ou do composto que estiver sendo determinado).· 

• A concentração da amostra pode ser obtida, com maior preCisa0 e rapidez, pelo seguinte 
procedimento para cálculo da equação de regressão linear em calculadora: 
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A. Entre no módulo estatístico. 
B. Digite, na opção x.)I, o dado ele concentração elo paelrão ele glicose como x e a respectiva elensidade 

ótica como v. 
e. Proceda de~sa forma com todos os dados e, após o último, peça o,. , calcule 0,.2 e verifique a sua 

significância (valores acima de 0,82, para correlação positiva, são aceitáveis). 
D. Obtenha a e !J e entre com os valores de densidade ótica como x', obtendo os valores y', os quais 

representam os dados de concentração de carboidratos (ou do composto que estiver sendo 
determinado). 

10.7.1.3 . Detenninação de Sacarose 

• Esse método pode ser usado para determinar a concentração de sacarose em uma mistura de 
carboidratos, especialmente na presença de outros açúcares. 

A. Reduza o volume de cada amostra para, aproximadamente, 0,1 mL, sem no entanto atingir 
secagem total (cerca de 20-1 00 ~lg de sacarose), utilizando banho-maria fervente. Soluções 
aquosas podem ser concentradas a 120"C e as alcoólicas a lOO"C e, em seguida, a J20°C. 

B. Adicione 0,1 mL de KOH 30% (p/v) aquoso e mantenha a 100°C, por 10 mino 
e. Espere os tubos esfriarem e adicione o reagente de antrona. Mantenha as amostras em chapa 

elétrica a 4O"C, por 10-15 m in . 
D. Meça a D.O. a 620 nm. Use padrões de sacarose e branco que contenham 0,1 mL de água, O, I mL 

ele KOH 30 % (p/v) e o reagente de antrona. 

OBSERVAÇÃO 

• A sensibilidade da antrona aos açúcares redutores é destruída por KOH quente, visto que 
ele destrói os açúcares redutores. 

• Carboidratos que contém fl1ltose produzem cor ao reagir com antrona fria. 
• A antrona fria reage com a porção-frutose da sacarose na presença de ácido sulfúrico, 

visto que o H~S04 quebra a sacarose. 

10.7.2. Reagente Fenol-H~S04 

• Este reagente tem sido usado para testar e estimar açúcares, oligossacarídeos e polissacarídeos 
(método modificado de Dubois et a!., 1956). 

A. Pipete 1 mL de solução que contenha uma concentração conhecida do açúcar (O e 100 ~lg de 
açúcar) em um tubo de ensaio. 

B. Adicione 0,5 mL de fenol 50/(' (v/v). 
e. Adicione 2,5 mL de H~S04 concentrado, rapidamente. Dirija o fluxo de ácido contra a superfície do 

líquido, em vez de contra a parede do tubo de ensaio, para obter urna boa mistura. Deixe os tubos 
em repouso, por 10 min, agite-os e coloque-os em banho-maria a 25-30°C, por 10-20 mino 

D. Efetue as leituras em temperatura ambiente. A coloração é estável por várias horas. 
E. Leia a 490 nm para hexoses e a 480 nm para pentoses. 
F. Use curva padrão, ou equação de regressão, conforme feito no item 10.7.1.2. 
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10.7.3. Reagente de Teles 

• Esse procedimento deve ser usado em seqüência à extração feita no item 10.5.3. 

10.7.3.1. Procedimento 

A. Transfira uma alíquota do líquido sobrenadante para um tubo de ensaio. 
B. Adicione 2,5 mL do reagente de Teles e feche firme com rolha de borracha seca. 
C. Jmerse o fundo do tubo (4 a 6 cm) em banho-maria fervente por exatamente 6 mino 
D. Complete o volume até a marca de 12,5 ou 25 mL, dependendo do teor de CNETs. 
E. Leia a absorbância em espectrofotômetro a 520 nm, em cubeta de 10 mm. A cor é estável em 

temperatura ambiente por, no mínimo, 12 horas. Use a seguinte expressão: 

(absol'bância da amosÍI'a).(peso do I,adl'ão de g1icose) x 100 
0/0 CNETS = (1 b'" d d - d gIi ") (" d t) a )SOI' altCla o pa I'ao e cose. I,eso a alUOS ra 

F. Use um padrão de glicose cuja absorbância seja próxima a da amostra, ou prepare uma curva 
padrão, ou faça regressão. 

10.7.3.2. Reagentes 

A. Padrões de Glicose Prepare uma série de soluções que contenha de 26 a 60 mg de glicose (ou 
sacarose).mL I de água destilada. A inclusão da sacarose permite 
verificar a atividade da invertase. 

B. Tampão Acetato a) Solução-Estoque: Misture três volumes de acetato de sódio 0,2 M 
com dois volumes de ácido acético 0,2 M, ajuste o pH para 4,92 e 
armazene em frasco escuro, bem tampado, a 4nC. 

b) Solução de Trabalho: Adicione nove volumes de água destilada a um 
volume da solução-estoque e agite, para misturar. Esta solução (0,02 
M) deve ser preparada imediatamente antes de cada análise. 

C. Solução Enzimática Prepare uma solução enzimática 0,3% (p/v) imediatamente antes de 
utilizá-la. Mantenha esta solução em mistura constante (agitador 
magnético), até o momento em que for transferi-la para os tubos. 

D. Reagente de Teles a) Soluções-Estoque (em água): Solução A: fenol 1 % (p/v); Solução B: 
hidróxido de sódio 5% (p/v); Solução C: ácido pícrico 1 % (p/v); e 
Solução D: bissulfito de sódio 1 % (p/v) (use reagente com alto grau 
de pureza). As soluções A, B e C ficarão estáveis por, no mínimo, um 
mês e a D, por dois dias. 

b) Solução de Trabalho: Prepare a mistura, na seguinte ordem: lml 

volume de fenol (A), dois volumes de hidróxido de sódio (B), dois 
volumes de ácido pícrico (C) e um volume de bissulfito de sódio 
recém-preparado (D). Mantenha o reagente em frasco escuro, bem 
tampado. Prepare a mistura no dia em que for usá-la. 

10.8. Método de Extração c Análise de CNETs em Microplacas 

• O uso de amostras em pó fino pode apresentar problemas, caso a secagem não seja bem feita. 
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• Além disso, o processo consome muito tempo, visto que o moinho tem de ser limpo entre 
moagens. Por último, algumas abordagens de detecção são, até certo ponto, não específicas, 
deixando alguma incerteza quanto ao que está sendo medido. Por isso, Hendrix (1993) sugeriu 
esse método de determ inação rápida, que utiliza amostras frescas. 

10.8. I. Coleta das Amostras 

A. Remova seis discos com 0,42 cm 2 de limbos foliares expandidos, em padrão sistemático, próximo 
à margem e excluindo a nervura central. 

B. Transfira, rapidamente, cada amostra de seis discos para tubos de ensaio de polipropileno 13 x 
100 mm selados, com 2 mL de etanol 80% (v/v) resfriado em gelo. 

e. Transporte os tubos para o laboratório em caixa de isopor e armazene-os a -19°C até a análise. 
D. Colete plantas inteiras, para amostragem da raiz principal, e submeta-as à secagem, até obtenção 

de peso uniforme em todas as amostras. 
E. Remova pequenos pedaços das raízes principais e as seccione radialmente a intervalos de 200~l m. 

utilizando um micrótomo manual. Pese essas amostras e as analise para amido, usando o mesmo 
procedimento relativo à parte aérea. 

10.8.2. Extração 

A. Submeta os tubos com discos foliares a um banho-maria a 80nC, por 15 mino Para os tubos com 
raízes, deixe por 30 mino 

B. Decante o etanol dos tubos e coloque 2 mL ele etanol 800/(' (v/v) e faça de novo a incubação a 
80ne. Repita o procedimento por mais uma vez, ou até que toela a coloração 'verde das folhas 
tenha sido removida dos ·discos. 

e. Transfira o etanol, quantitativamente, para frascos volumétricos de 10 mL, após cada extração. 
D. Complete o volume com etanol e misture por inversão. 
E. Remova 1,5 mL de cada frasco volumétrico e separe para anál ises posteriores de glicose, frutose e 

sacarose. 
F. Misture as alíquotas com 20 mg de carvão ativado fino (partículas de 38-150 ~lm) em tubo ele 

microfiltro para centrifugação, para analisá-las quanto à hexose e à sacarose. Faça agitação manual 
(leve) dos tubos e submeta-os à centrifugação (2.200 x g em temperatma ambiente, por 15 min), para 
produzir um extrato alcoóllco transll1cido. 

OBSERVAÇÃO 

• A purificação com carvão é essencial para a remoção de substâncias solúveis em etanol e 
que interferem com a subseqüente reação colorimétrica dos extratos enzimáticos. 

G. Transfira, para analisar os açúcares, pequenas alíquotas para poços de microplacas e submeta-as 
à secagem em estufa, a 55°e. Assim, amostras diluídas podem ser rapidamente concentradas antes 
da análise, caso necessário. 

H. Aplique, em seguida à evaporação do etanol, 20 IlL de água destilada a cada poço com amostra. 
1. Prepare também séries de poços, na mesma microplaca, com 0,1 a 2,5 ~lg cada um, de glicose, 

frutose e sacarose, que serão os padrões. 
J. Use a primeira fileira da microplaca para conter água destilada em quantidade suficiente para 

zerar a leitora de microplacas a 492 nm. 
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10.8.3. Análise de Açúcares nas Microplacas 

A. Empregue, para a detecção de glicose, uma mistura (disponível comercialmente) que contenha 
glicose-6-fosfato desidrogenase, hexoquinase, metassulfato de fenazina, ATP, NADP+, violeta de 
iodonitrotetrazólio e tampão, reconstituída com água destilada, conforme as instruções do 
fornecedor. Visto que esta mistura é sensível à luminosidade, conduza todas as operações com as 
microplacas, a partir deste ponto, sob luz opaca. 

B. Adicione I 00 ~lL dessa mistura a cada poço da microplaca. Em seguida, cubra cada placa com 
lâmina de alumínio, para excluir a penetração de luz, incubando-as em estufa a 33°C, por 15 min o 

e. Determine a 0.0. de cada poço, a 492 nm, em uma leitora de microplacas. 

CUIDADOS 

• Durante a aplicação de soluções nos poços das microplacas, não aplique a última gota de 
solução da micropipeta, procedimento que é a principal causa de formação de bolhas. Os 
efeitos da falta dessa gota nos resultados finais são desprezíveis. 

• Evite agitar as microplacas agressivamente, pois também haverá formação de bolhas. 
Para misturar os conteúdos nos poços, dê apenas leves toques com a ponta do indicador 
nas laterais das microplacas. 

• A mistura usada no passo A. produz coloração somente com D-glicose-6-fosfato. 
Portanto, ela detecta somente a glicose extraída pelo etanol, nas amostras em que foi 
convertida para glicose-6-fosfato, pela hexoquinase. 

D. Faça uma curva de absorbância (ou faça regressão) a partir das leituras feitas nos poços que 
contêm os padrões. Esta será então usada para determinar os teores das amostras, confonne a 
leitura feita. Espera-se uma curva padrão altamente linear (valor de ,.2 em torno de 0,98). 

E. Determine o teor de frutose nos extratos alcoólicos, observando o seguinte procedimento: meça 
primeiro a absorbância para glicose e, após, adicione 1 ° J..lL de solução de fosfoglicose isomerase 
a cada poço. Esta converterá a frutose-6-fosfato criada pela hexoquinase em glicose-6-fosfato. 

F. Prepare a solução de fosfoglicose isomerase adicionando 1,0 mL de HEPES 0,2 M pH 7,8 a um 
frasco com 1.000 UA da enzima. 

G. Adicione a solução enzimática nos poços da microplaca. Ato contínuo, misture as soluções 
gentilmente (por batidas leves com a ponta do indicador na lateral da microplaca) e coloque-as 
sob incubação no escuro a 37"C, por 15 mino Em seguida, faça a leitura a 492 nm. Os valores de 
absorbância dessa segunda leitura serão proporcionais ao teor de hexose (ou seja, glicose + 
frutose) da amostra. A diferença entre as duas leituras será proporcional ao teor de frutose da 
amostra. 

H. Adicione 83 UA de invertase a cada poço com a solução de fosfoglicose isomerase, faça nova 
incubação (conforme o passo G.) e releia a 492 nm, para obter uma absorbância proporcional ao 
teor conjunto de sacarose e hexose em cada poço. A partir deste valor, o teor de sacarose será 
obtido por subtração. 

L Prepare a solução de invertase, adicionando 50 mg de preparado de ü1Vertase em pó (estoque com 
825 UA.mg" ) a 5 mL de tampão citrato 0,1 M pH 6,0. . 
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10.8.4. Análise de Amido 

A. Adicione I mL de KOH 1 M a cada tubo com amostras em que os açúcares solúveis em etanol 
foram removidos (item 10.8.2., passo F.) e coloque-os em banho-maria fervente, por [ h, para 
gelatinizar o amido. 

onSERVAçÃO 

• Tubos de ensaio de polipropileno são muito melhores para essa finalidade do que os de 
vidro, porque propiciam uma ebulição menos agitada. 

• Os tubos de ensaio ficarão descobertos durante o tratamento de banho-maria fervente. 
Portanto, ajuste o nível da água no banho-maria para que ela não contam ine os tubos. 

B. Retire os tubos do banho-maria e deixe-os esfriar. Neutralize a a1calinidade da amostra, com 0,2 mL de 
ácido acético 1,0 M. O pH das amostras deverá cair para 6,6-7,5. 

C. Coloque 200 pL de um preparado de cx.-amilase tolerante ao calor (proveniente de flncilll/s 
licllel/(forlllis), com 360 UA, para hidrolisar o amido das amostras. Para isso, dilua a enzima dez 
vezes com tampão Tris-acetato pH 7,2 e submeta a solução à diálise contra água, em temperatura 
ambiente, até que o preparado teste negativo contra glicose. 

D. Coloque os tubos em banho-maria a 8SnC, com agitação freqüente, por 3 min, após a adição da 
enzima. Mantenha em incubação por mais 27 min, com agitação ocasional. 

E. Retire os tubos do banho-maria, esfrie-os em temperatura ambiente e reduza o pH de cada tubo 
para 5,0, por adição de ácido acético. 

F. Adicione 1 mL de um preparado de amiloglicosidase, com 122 UA. Para isso, dilua a enzima 
cinco vezes com tampão acetato 50 mM pH 4,5 e submeta à diálise de um dia para o outro, contra 
diversas trocas do mesmo tampão, até que o preparado teste negativo contra glicose. Antes do 
uso, teste cada solução de amiloglicosidase para atividade de digestão de amido, por meio da 
determinação da quantidade de glicose que é liberada de quantidades conhecidas de amilopectina
uma digestão virtual quantitativa de amilopectina deverá ser obtida nesses testes. 

G. Complete a hidrólise do amido, colocando os tubos em banho-maria a S5"C, por 60 min o 
H. Paralise a digestão de amido, colocando os tubos em banho-maria fervente por 4min. 
1. Complete o volume líquido de cada tubo para um valor conhecido (normalmente, 6 m L), misture 

os conteúelos e transfira uma alíquota para tubos ele microcentrifugação ele 1,5 mL. 
1. Submeta os microtubos à centrifugação (3 .000 x g em temperatura ambiente, por 10 min), para 

remover partículas. 
K. Pipete alíquotas de 20 ~lL nos poços da m icroplaca de 96 poços. para anal isar a gl icose. 

] 0.9. Fracionamento por HPLC 

• Este procedimento foi descrito por Thome et aI. (1986). 

A. Prepare 300 mg de caule liofilizado e moído. 
B. Faça a extração com 50 mL de água, sob temperatura ambiente, por 1 h. Em seguida, ferva por 5 min e 

seque a amostra, utilizando vácuo. 
C. Remova os lipídios, em duas lavagens com 2 mL de clorofórmio e redissolva os CNETs em 3 mL 

de água. 
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D. Precipite os compostos nitrogenados, aplicando 800 ~lL de ácido sulfossalicílico aquoso 20/(' 
(p/v). Filtre a amostra (0,45~l). 

E. Separe os carboidratos, por pressão em resina de troca catiônica porosa ~ estável (com uma coluna 
suplementar interposta), nas seguintes condições: (a) Volume da amostra: 5 I-lL; (b) Solvente: água 
bidestilada; (c) Taxa de fluxo: 0,2 mL.min· l

; (d) Pressão interna na coluna: 0,7 MPa; e (e) 
Temperatura na coluna: 50nC 

F. Conecte um analisador automático de açúcares ao sistema (figura 5), para detecção contínua de 
carboidratos separados pela HPLC 

G. Faça a medição colori métrica dos carboidratos hidroJisados por meio da reação de açúcares 
monoméricos com o hexacianoferrato de potássio (K2Fe(CN)6] e leitura da absorbância a 425nm. 

2 

O,4MN O 12HO li 
0,025 % Fe(CN) J 

T orlas as entradas .,..../ 
com 0,6 mL 

Ar 

FTGURA 5. Esquema simplificado do fluxo da determinação automatizada de carboidratos hidrossolúveis, 
com base na HPLC em que 1 = bomba da HPLC 2 = coluna: a 50nC 3 = sistema 
peristáltico, 4 = serpentina de reação; 5 = unidade de diálise; 6 = fotômetro; e 7 = registrador. 
Adaptado de Thome et aI. (1986). 
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11.1~XTl~AÇÃO DE PIGMENTOS E ESTIMATIVA DO TEOR DE CLOROFILA 

CUIDADOS 

• Faça as extrações SEMPRE sob luz difusa (ou opaca), com as demais lâmpadas da área 
de trabalho apagadas, para min imizar alterações nos pigmentos. 

• Sempre que possível, mantenha as soluções em vidros cobertos com material opaco (ex. 
folha de alumínio). 

• Evite a inalação e o contato cutâneo com o metano!. 

11.1. Introdução 

Os tecidos verdes apresentam dois tipos de clorofila, os quais são muito similares e OCOITem 
em mistura, juntamente com outros pigmentos carotenóides: a clorofila ({ e a clorofila b. Um 
problema primário nos estudos de pigmentação é a determinação das concentrações de cada um deles. 
A literatura é vasta em métodos que abordam o assunto, em virtude da importância da clorofila para 
a FS, sua sensibilidade a vários processos metabólicos e as alterações que sofre, como parte das 
respostas da planta ao ambiente. 

Existem diversos métodos para a determinação do teor total de clorofila em amostras secadas 
em forno e moídas em pó fino. Todavia, esse tipo de extração conduz a erro, devido às rápidas 
alterações nos pigmentos durante o processo de secagem, tendo, por isso, limitada aplicação. Em 
decorrência, o uso de discos foliares recém-destacados tem predominado. Como alternativa, o teor 
total in sifll tem sido estimado por meio de medidores portáteis (disponíveis comercialmente) e 
utilizado como indicador do estado nutricional em nitrogênio (Piekielek et aI. 1992, Schepers et aI. 
1992 e Piekielek et a\. 1995). 

A grande maioria dos métodos e equações disponíveis (os quais variam, mormente, em 
função da concentração de acetona usada para a extração) derivam do método clássico para a 
estimativa das clorofilas ({ e b, desenvolvido por Amon (1949). Este método ainda é o de maior 
aceitação na atualidade (ex. Okada et aI. 1992 e Marenco & Lopes 1994). Outro tipo de extração 
baseia-se no uso de metanol (Porra et a\., 1989). 

Os procedimentos descritos neste capítulo, tendo por base o método de Arnon, visam: 
(a) extrair e separar os principais pigmentos foliares, por meio de partição de solventes e 
cromatografia de papel ascendente; (b) determinar os espectros de absorbância dos pigmentos 
foliares combinados, ou separados; (c) determinar e comparar os teores de clor a, clor b e 
clorofila total de folhas; e (d) conduzir rápida determinação do teor total de clorofila. 

11.2. Fundamento do Método de Arnon 

Utilizando-se de dados precisos, Arnon demonstrou a existência das seguintes relações: 

I. Ac .... J = 82,04 . conc. clor a + 9,27 . conc. clor b 
fI. A64~ = 16,75 . conc. clor a + 45,6 . conc. clor b 

Os números 82,04, 9,27, 16,75 e 45,6 são coeficientes específicos de absorção ótica para a 
L - I clor a e clor b, expressos em g. . 

A equação II pode ser rearrajada para o seguinte termo: 
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m. clor a = A(>4~ - 45,6 clor b/ 16,75 

Substituindo esta expressão por clor a na equação 1 e resolvendo para clor b, temos: 

IV. I clor b (g.L,I) = 0,0229 . A645 - 0,00468 . AC>6:' 

Substituindo esta expressão por clor b na equação I e resolvendo para clor a, temos: 

V. I cio!' a (g.L,I) = 0,0127 . A(>6:' - 0,00269 . AC145 I 

clor a + clor b = 0,0127 . Ac",:. - 0,00468 . A(",:. + 0,0229 . AC145 - 0,00269 . A645 

VI. clorofila total (g.L'I) = 0,0202. AM5 + 0,00802. AM :. 

clorofi la total (mg. L'I) = 20,2 . A645 + 8,02 . A (:N:' 

11.3. Preparo das Soluções-Estoque de Pigmentos 

11.3. L. Extrato em Acetona 80% (v/v) 

A. Corte a amostra em pequenos fragmentos. 
B. Pese 10 g e faça' a homogeneização em liquidificador (copo de 250 mL), por cerca de 2 min, em 

100 mL de acetona 80% (v/v) com cerca de 0,5 g de CaCO:. ou MgCO:.. 

OBSERVAÇÃO 

• Em algumas espécies, o vacúolo celular contém ácidos orgânicos que causam redução no pH 
e alterações nas clor a e b. Adiciona-se CaCO:. ou MgCO, para prevenir esse efeito. 

C. Filtre o homogeneizado imediatamente, com papel-filtro tipo Whatman N9 t, em funil de RI/chncr. 
Opcionalmente, use sistema de aspiração, fazendo a exaustão com o devido cuidado. 

D. Lave o copo do liqüidificador com adicionais 50 mL de acetona 80% (v/v) e filtre, como no item 
A. Pode ser que novo papel-filtro seja necessário, à medida que o papel for ficando saturado com 
resíduos. Portanto, filtre o homogeneizado aos poucos, substituindo o papel-filtro conforme 
necessário. 

E. Combine os filtrados, misture e complete o volume para 150 mL, com acetona 80 o/c (v/v). Se a solução 
com clorofila estiver leitosa, cubra o frasco com Porq/i111l e deixe no refrigerador por 1-2 h, antes de ler 
no espectrofotômetro. Faça três repetições. 

F. Meça a absorbância a 645, 652 e 663 nm. Calcule as concentrações de clor a e clor b, de acordo 
com as equações IV e V. Calcule o teor total de clorofila, usando a equação VI. Expresse os 
resultados em mg clorofila.g'1 MV. Calcule os valores para a relação clor alclor b. 

11.3,2. Partição de Solventes 

A. Transfira 60 mL do extrato de acetona do item 11.3.1., passo F., para um funil de separação de 
250 mL, o qual contenha 60 mL de éter de petróleo. 
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B. Adicione 70 mL de água, derramando-a vagarosamente e fazendo com que desça pela superfície 
interna do funil. 

C. Tape o funil e gire-o levemente, até que a camada superior contenha a maior pat1e da clorofila. 
D. Deixe as camadas se separarem. A fração aquosa inferior conterá a maior parte da acetona, tendo 

os pigmentos sido transferidos para a camada de éter de petróleo. Portanto, drene esta fase aquosa 
e a descarte. 

E. Lave a fração de éter de petróleo duas vezes com porções de 25 mL de água, procedendo como no 
passo B, descartando, a cada vez, a fração aquosa. 

F. Adicione 50 mL de metano] 92% (v/v) à fração de pigmentos e misture bem. 

onSERVAçÃO 

• O metanol é polar o suficiente para dissolver a clor b e as xantofilas, mas a clor a e os 
carotenóides, por serem mais hidrofóbicos, permanecem na camada superior, apoIar, de éter 
de petróleo. 

G. Colete cada uma das duas camadas em frascos diferentes. 

11.4. Determinação dos Espectros de Absorção 

013SERV AÇÃO 

• Lembre-se de que três soluções de pigmentos estão disponíveis: pigmentos totais em acetona 
80% (v/v), clor a e carotenos em éter de petróleo e clor b e xalltofilas em metanol 92% 
(v/v). Nos comprimentos de onda usados no método de Arnon (645 e 663 nm), não é raro 
obter-se leituras de absorbância muito elevadas (em torno de 0,9) com essas soluções, 
havendo necessidade de diluições. Esse procedimento, todav ia, deve ser evitado em 
determinações baseadas na fonnação de cor, como é o caso da espectrofotometria. 

A. Dilua uma pequena alíquota de cada solução com o solvente apropriado, de maneira a obter uma 
absorbância entre 0,3 e 0,4, a 660 nm. 

B. Determine o espectro de absorção de cada solução, de 400 a 700 nm, utilizando intervalos de 10 nm. 
Lell/bre-se defaz.er o branco com o so!l'ellfe apropriado para cada caso. 

C. Prepare wn gráfico para cada solução, colocando a 0.0. como função do comprimento de onda 
(nm). 

11.5. Cromatografia Ascendente em Papel 

• Serão corridas três tiras de papel, uma para cada solução-estoque de pigmentos. 

A. Adicione a solução de cromatografia (acetona-éter de petróleo 1: L) ao tubo de ensaio que será 
usado como recipiente de croll/otogrqj7a, até a altura de 1,5 cm. 

B. Tampe o tubo com rolha de borracha (finnemente) e coloque-o em um suporte, na posição 
vertical. 
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C. Corte uma tira de papel-filtro no formato mostrado na figura 6, manuseando a tira somente pelas 
bordas. 

D. Apare a extremidade de baixo da tira, de maneira que a ponta formada fique pendurada 1 cm 
acima do fundo do tubo de ensaio. 

E. Introduza um pino com alça na rolha, no qual a extremidade de cima da tira de papel será 
encaixada. 

F. Aplique 10 pL de amostra na constrição da tira de papel. Quando a mancha secar, aplique de 
novo e seque. Repita esta seqüência de 8 a 10 vezes. 

G. Insira e encaixe a tira de papel no tubo, fechando-o firmemente. 
H. Deixe a migração ocon'er, até que o solvente atinja a alça do pino. Então, remova a tira e deixe 

secar. 
J. Fotografe ou marque as posições das manchas com um lápis, visto que certo grau de 

desvanecimento poderá ocorrer, com a exposição à luz. 
J. Identifique as manchas, considerando as polaridades relativas da elor a e da elor b. 

_. Pino com alça 
I'-__ -"y-

~4-- Tira de papel de filtro 

~~_ Ponto ele aplicação da 

amostra 

~ __ Solvente 

FIGURA 6. Esquema da cromatografia ascendente em papel para a detecção de pigmentos foliares. 

1 L6. Método para Rápida Estimativa da Clorofila Total 

• Este método tem aplicação industrial e foi desenvolvido em Mal/gUera il/dica L., por Teles et aI. 
(1977). Apresenta, como vantagens, a conveniência (4 h são liberadas para outras tarefas no 
laboratório) e simplicidade. 

A. Seque as amostras a 105°C , por 3 h. Em seguida, reduza a amostra a pó fino, passando-a em 
peneira. Mantenha as amostras em dessecador de vidro âmbar, até as análises. 

B. Prepare conjuntos de 10 amostras, cada uma com 500 mg, em tubos de 60 mL com tampa. 
C. Adicione 30 mL de acetona 80% (v/v) a cada tubo. Deixe a extração ocorrer, no escuro, por 4 h. 
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D. Filtre a amostra para um balão volumétrico de 250 mL. Complete o volume com acetona. 
E. Dilua as soluções hialinas para I: 10 com acetona 80% (v/v). Coloque as amostras em cubetas de 

quatzo, quadradas, com 10 mm de caminho ótico e leia a absorbância a 642,5 e 660 nm. 
F. Calcule o teor total de clorofila pela equação: 

I Clorofila Total = (9,68 . E6(i) + 22,84 . E642.S) mg.L,l I 
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J2. REAÇÃO DE HILL EM CLOROPLASTOS ISOLADOS 

CUIDADOS 

• Em todo o processo, procure manter os cloroplastos sob temperatura próxima a O"C para 
que eles retenham sua atividade. Portanto, todos os recipientes. instrumentos e soluções 
devem estar gelados no momento de uso. 

J 2.1. Introdução 

Em 1937, HilI verificou que cloroplastos isolados em suspensão, quando expostos à luz na 
presença de receptores de elétrons, simultaneamente produzem O2 e reduzem os receptores de elétrons 
adicionados. Esse processo ficou conhecido como Reação de !li 11. Acredita-se que esta reação se 
deva ao IOfossisfell/(f 11 (PS 11), um dos sistemas fotoquímicos primár.ios da FS. Cada um dos dois 
fotossistemas possui um sistema definido para captação da luz (arranjo de moléculas de pigmentos) e 
partículas com atividade para o Iofossisfell/(f I (PS 1) podem ser separadas daquelas com atividade 
para o PS lI, por meio de centrifugação de cloroplastos fragmentados. A análise dos dois tipos de 
partículas assim separadas produz diferentes valores para a razão clorofila alclorofila b (Boardman 
& Anderson, 1964). A atividade do PS 11 pode variar entre espécies e entre indivíduos da mesma 
espécie, quando submetidos a diferentes intensidades lum inosas (B jorkman, 1968). 

Atualmente. acredita-se que receptores de elétrons têm de ser adicionados, para que ocolTa a 
reação de H i1l. porque os receptores naturais são perdidos no processo de isolamento de cloroplastos. 
Hill ( 1937) utilizou oxalato férrico e outros compostos contendo Fe+J como receptores de elétrons e 
mediu a taxa da reação por meio da produção de O2. Nesta abordagem, outro receptor, o DCPIP. 
será utilizado. A taxa de redução deste composto pode ser medida por fotometria, medindo-se a taxa 
de desaparecimento da coloração azul da forma oxidada do DCPIP, conforme o esquema: 

DCPIP", (azul) + H20 ~ DCPIP-H2 (sem cor) + 1/2 O2 (na presença de luz e clorofila) 

o método descrito para a obtenção de cloroplastos é rápido e simples. Outros métodos, mais 
sofisticados. estão disponíveis na literatura. Caso seja necessário isolar cloroplastos do mesófilo em 
larga escala, o proceclimento ele Jenkins & Russ (1984). pelo qual se utiliza gracliente de Percoll. será 
preferível. 

12.2. Procedimento 

12.2.1. Preparo das Suspensões de Cloroplastos 

A. Remova os pedolos e nervuras centrais e lave as folhas em água gelada. deixando secar sobre 
papel absorvente. 

B. Pese 8-10 g MV e corte o material em pequenos fragmentos. com cerca de 1 cm2
. A seguir. 

macere o material em gral de porcelana (a 2"C) com 20 mL de solução de sacarose 0,5 M a 2"C, 
por 4 mino Adicione mais 20 mL de sacarose 0,5 Me macere por 30 segundos. 
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C. Filtre o homogeneizado em quatro camadas de gaze. Pressione os resíduos contra a gaze. para 
aumentar o rendimento da filtração. Divida o filtrado em duas partes iguais e centrifugue-os (O°C) 
a 200 x g, por 15 mino O sedimento resultante irá conter células intactas e resíduos de parede 
celular, ficando os cloroplastos no sobrenadante. . 

D. Transfira os sobrenadantes para dois tubos gelados, tomando cuidado para não ressuspender os 
sedimentos, que não são firmes. Centrifugue os dois tubos (OnC) a 1.000 x g, por 7 mino O 
sedimento resultante irá conter os cloroplastos. 

E. Descarte os sobrenadantes e ressuspenda cada sedimento. por agitação suave com bastão de vidro, 
em 12 mL de tampão fosfato 0,1 M pH 6,5. Combine então as duas porções de suspensão de 
cloroplastos. 

12.2.2. Diluição das Suspensões de Cloroplastos 

• Para se assegurar que a reação de HiIl irá se processar em uma taxa mensurável, a quantidade de 
clorofila na mistura para a reação tem de ser ajustada a um valor conhecido. Isso também 
permite que a taxa de redução do DCPIP possa ser expressa por unidade de clorofila. 

A. Misture 1,0 mL da suspensão-estoque de cloroplastos com 20 mL de acetona 800/(' (v/v) e meça a 
absorbância a 652 nm (usando branco de acetona 80%). Multiplique a absorbância por 0,58 para 
obter a concentração de clorofila da suspenão-estoque, em mg.mL-1. 

B. Dilua 10 mL da suspensão-estoque de cloroplastos em tampão fosfato 0,1 M para obter uma 
concentração final de cloroma de 0.05 ou 0,2 mg.mL-1 (respectivamente, para amostras iniciais de 
8 ou 10 g: item 12.2.1, passo B.). 

12.2.3. Preparo das Misturas para a Reação 

• Prepare oito misturas. conforme indicado abaixo. mas não adicione os cloroplastos ainda. Use 
pequenos tubos de ensaio que possam ser encaixados no espectrofotômetro. Caso contrário, faça 
adequação do volume da amostra para a cubeta do espectrofotômetro. 

Tubo N° Tampão fosfato 0,1 M Agua DCPIP 0,2 M Suspensão de cloroplastos 
la7 1,0mL 2,OmL 1,OmL 1,OmL 
8 2,OmL 2,OmL 1,0mL O 

12.2.4. Medição da Atividade da Reação de HilI 

A. Apague as luzes do recinto e marque com fita adesiva as áreas no piso, em frente à fonte de luz, 
que estejam recebendo 40, 80, 120. 200, 400 e 800 ft-c de iluminação. Em cada um destas áreas 
coloque um béquer contendo água gelada. ;\ lu z. incidente sobre UI/l béqller 1/(70 pode ser 
obstrtlída por o/ltro béqller. 

B. Desligue a fonte de luz. adicione a suspensão de cloroplastos a cada tubo (exceto o nº- 8), vede o 
tubo com Par((/IIIII e misture, por inversão, diversas vezes. Leia a absorbância a 600 nm (use 
água como branco). 

C. Coloque os tubos de 1 a 6 nos béqueres, de maneira que o tubo 1 receba 40 ft-c. o 2 receba 80 ft-c. e 
assim por diante. Envolva o tubo 7 com lâmina de alumínio e coloque os tubos 7 e 8 na área do piso 
recebendo 800 ft-c. 

D. Ligue a fonte de luz por 5 min e. a seguir. a desligue. Leia os tubos de I a 6 (600 nl11) e retorne-os 
aos béqueres. Leia os tubos de I a 6 a intervalos de 5 min (contando somente o tempo sob 
iluminação) por 30 mino Leia os tubos 7 e 8 quando o experimento tiver terminado. 
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E. Faça um gráfico da absorbância (a 600 nm) x tempo (ou seja, somente o tempo em que a 
iluminação esteve ligada). Para os tubos de I a 7, calcule a mudança em absorbância durante os 
10 primeiros minutos de exposição à luz. Esses dados devem ser convertidos em unidades de 
~lInoles DCPIP reduzidos. mg' l clorofila. h-I. 

F. Calcule a quantidade de DCPIP reduzida em cada tubo nos primeiros 10 min de iluminação pela 
mudança na absorbância, assumindo que toda a absorbância do tubo 8 é devida à oxidação do 
DCPIP e que o DCPIP oxidado segue a lei de Beer. Por exemplo, se o tubo 8 tem uma 
absorbância de 0,7 e o tubo 6 de 0,35, após 10 min, a quantidade de DCPJP oxidado no tubo 8 e, 
antes da reação, no tubo 6, é dada por: 

(0,2 mM ).( I mL) 
= (200 M ).(0,00 I L) 
= 0,2 Ilmole 

G. Calcule a quantidade de DCPIP reduzido Ülmoles). De acordo com a lei de Beer, sabe-se que a 
concentração é proporcional à absorbância (aqui, o volume é constante e pode ser ignorado), 
portanto: 

JJ.moles DCPIP reduzido = 0,2 JJ.ln0les . 0,35 = 0,1 Jllnoles 
O~70 

H. Faça gráficos da redução de DCPIP (Ilmoles DCPIP.mg-1 clorofila.h-I) x intensidade luminosa. 
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13. ÁCIDOS NUCLÍ-:ICOS - EXTRAÇÃO E DETERMINAÇÃO 

CUIDADOS 

• Mantenha todos os materiais gelados, para evitar hidrólise dos ácidos nucléicos pelo calor. 
• A amostra pode ser tratada com etanol fervente, antes da extração .. 
• Procure obter, durante a extração, um homogeneizado de consistência cremosa, para que 

o sedimento centrifugado seja firme. 

13.1. Introdução 

Desde a década de 40 sabe-se que o DNA constitui o material genético de todos os 
organismos. A detenninação do nível de DN A proporciona uma boa estimativa do número de células 
vivas em um tecido e pode ser usada na comparação de processos de desenvolvimento, porque ele 
ocorre quase sempre em níveis constantes nas células somáticas. 

O DNA é a fonte primária de codificação das proteínas a serem produzidas durante o 
crescimento. Todavia, esse processo depende de vários tipos de RNA. Quando a taxa de crescimento 
é intensa, o teor de RNA do tecido é elevado. Portanto, o nível de RNA é um indicador do potencial 
ou da ocorrência de expansão celular. 

A determinação dos teores de DNA e RNA em tecidos é complicada por vários fatores 
inteJfere~ltes. Por isso, grande parte dos métodos disponíveis é lenta e tediosa e nem sempre propicia 
extração total dos ácidos nucléicos presentes nas amostras. As derivações ela técnica de Schmidt & 
Thannhauser (1945), com a qual o RNA é degradado por tratamento alcalino e o DNA permanece 
não hidrolisado, continuam sendo uma escolha atraente, dada sua precisão e relativa simplicidade. A 
técnica apresentada neste capítulo é uma adaptação do método preconizado por Smillie & Kortkov 
(1960), pela qual os ácidos nucléicos extraídos poderão, subseqüentemente, ser submetidos a testes 
adicionais. Um método de caracterização muito utilizado é a determinação das razões entre bases. 
por meio de cromatografia de camada fina, em placa de celulose ou em tira de papel (Starr & 
Ramberg, 1966). 

13.2. Fundamento 

Sob a ação de bases diluídas (O,l-l,O N) e baixas temperaturas, o RNA é completamente 
hidrol isado, resu !tando em uma mistura de monofosfatos de nucleosídeos 2' e 3'. A ação inicial das 
bases sobre o RNA é a conversão de ligações de diéster fosfatos em um intermediário cíclico, o qual 
é então hidrolisado na mistura de monoésteres 2'e 3'. Visto que o RNA possui um tel111inal 3'-OH, 
os álcalis removerão a ligação 5'-fosfato, liberando um nucleosídeo. Na outra extremidade da 
molécula de RNA (5' -fosfato) , a ação de álcalis resultará na formação de 2'(3'), 5'-nucleosídeo 
difosfato. Embora cada nucleotídeo liberado (ácidos adenílico, citidílico, guanílico e uriclílico) 
apresente seu próprio comprimento ele onda para absorção máxima, a combinação dos componentes 
exibe uma média de entre 258 a 260 nm . 

Apesar de se dissolver na solução alcalina, o DNA é resistente à hidrólise de bases, devido à 
ausência da 2' -hidroxila na desoxirribose. Essa diferença é utilizada no método de determinação. pelo 
qual o RNA é quebrado, permanecendo em solução, enquanto o DNA dissolvido é subseqüentemente 
precipitado, pela adição de ácidos fortes (ex. ácido perclórico). 
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13.3. Extração da Amostra 

A. Triture 2 g de tecido foliar recém-coletado em gral de porcelana a 4"C, contendo 20 mL de 
solução de ácido fórmico 50 mM em metanol absoluto e 0,5 g de areia quartzosa. Conduza as 
demais operações a 4"C, a não ser que outras especificações sejam apresentadas. 

B. Transfira o homogeneizado, quantitativamente, para tubos de centrifugação de 50 m L, usando 
5 mL adicionais da solução de ácido fórmico para lavar o homogeneizado no tubo. 

C. Centrifugue o homogeneizado a 5.000 x g, por 15 mino Descarte o sobrenadante. 
D. Extraia o sedimento no mesmo tubo de centrifugação, com 10 mL de ácido perclórico 2 N. Esse 

passo dissolve os nucleotídeos livres, para que não intelfiram nas análises. 
E. Centrifugue o extrato (5.000 x g, por 15 min), colete o sedimento e descarte o sobrenadante. 
F. Use alíquotas de 20 mL dos seguintes solventes, em seqüência, para extração adicional: 

a) etanol 950/" (v/v) a 4"e; e 
b) clorofórmio-metanol (2: 1), temperatura ambiente . 

G. Centrifugue a amostra (3 .000 x g, por 10 min), após cada extração, coletando o sedimento e 
descartando o sobrenadante. O etanol remove o ácido perclórico. A mistura clorofórmio-metanol 
remove os lipídios. 

H. Seque o último sedimento obtido em banho-maria morno. O pó resultante contém ácidos 
nucléicos, proteínas, amido e celulose. 

13.4. Extração do RNA 

A. Submeta o pó à hiclrólise em 10 mL de KOH 0,3 N a 37"C, por 12-16 h, ou de um dia para o 
outro. Diminua o tempo aumentando a temperatura e diminuindo a concentração de KOH. Tampe 
os tubos, sem vedar. Centrifugue o material a 5.000 x g, por 15 mino 

B. Conserve o sobrenaclante (o qual contém nucleotídeos de RNA, DNA e proteínas). 
C. Lave o sedimento com 2-3 mL de KOH 0,1 N e conserve o sobrenadante obtido. Esse passo 

remove os nucleotídeos e proteínas remanescentes nos resíduos. 
D. Combine os sobrenadantes dos passos C. e D. e esfrie em gelo. 
E. Faça, a seguir, as seguintes manipulações: 

a) adicione 800 pL de MgCl~. 

b) ajuste o p(-l para cerca de 2,0 (retire alíquota com bastão de vidro e verifique em papel 
indicador) com ácido perclórico 2 N (CUIDADO!). 

c) adicione 20 mL de etano195o/" (v/v). 
F. Deixe a mistura repousar sobre gelo ou no refrigerador (mínimo de 20 l11in e máximo de 12 h). 
G. Centrifugue o material a 5.000 x g a 4"C, por 15 mino O passo F. produz um precipitado (DNA e 

KCI04-proteínas). O sobrenadante contém nucleotídeos de RNA e deve ser conservado. 
H. Lave o sedimento com 1-2 mL de ácido perclórico 0,2 N, cenh'ifuglle a mistura (5.000 x g, por 10 min), 

colete o sobrenadante e combine este volume ao sobrenadante obtido no passo H. Mantenha o 
sedimento (contendo DNA) a _4°C. 

I. Ajuste o pH do sobrenadante (nucleotídeos de RNA) para 7,2 com KOH 1 N. Esfrie a amostra em 
gelo e centrifugue-a a 3.000· x g, por 5 mino Descarte o sedimento (perclorato de potássio). 

J. Passe o sobrenadante em uma coluna 0,5 x 8 cm com resina de 200 mesh, forma clorídrica 
(disponível comercialmente), para remover impurezas do RNA. Os nucleotídeos se aderem à 
resina e as impurezas são eluídas. Lave a coluna com 10 mL de água destilada. 

K. Faça a elllição do RNA com 20 mL de solução HCI-NaCl (20 mL de HCI 10 N e 5,6 g de NaCI 
em 240 mL de água). Colete os primeiros 20 mL do material elllído. Conserve essa solução para 
as análises quantitativas de RN A. Anote o volume final de cada uma das duas amostras. 
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13.5. Extração do DNA 

A. Faça a hidrólise do DNA no sedimento obtido no item 13.4., passo 1., com 5 mL de ác ido 
perclórico I N a 70°C, por 15 mino 

B. Centrifugue o hidrolisado (5.000 x g a 15"e, por ]5 min) e lave o sedimento com ácido percJórico 
0,5 N aquecido. 

C. Combine os volumes resultantes da centrifugação e lavagem, anotando o volume. 
D. Determine o teor de DNA pelo método do reagente de difenilamina ou pela absorção de UV. 

13.6. Determinação do Teor de Ácidos Nucléicos 

13.6.1. Método da Absorção Ultravioleta (Cheny, 1962) 

• O DN A e o RN A possuem padrões característicos de absorção na região tiltravioleta do espectro, 
com absorção máxima a 260 nm, mínima a 230-235 nm e razão de absorção 260/280 e 260/230 
em torno de 2,0. Portanto, verificações na amplitude 230-235 nm podem indicar o grau de pureza 
do preparado e a quantidade de ácidos nucléicos presentes. 

• Os nucleotídeos são estimados pela diferença na absorbância entre 260 e 290 nm, obtida com o 
sobrenadante hialino. A diferença entre a absorbância máxima e a mínima é multiplicada por 57, 
para se obter a quantidade de ácidos nucléicos totais, em /lg.mL· 1

. 

13.6.2. Determinação de DNA pelo Reagente de Difenilamina (Giles & Myers, 1965) 

13.6.2.1. Procedimento 

A. Misture 1 mL da amostra (DNA ou DNA-RNA) com 2 mL do reagente de difenilamina. Prepare o 
branco usando o mesmo solvente da amostra. Opcionalmente, aqueça as amostra a 100"e, por 10 min, 
e faça a leitura a 600 nm (a sensibilidade diminui!). 

B. Use períodos de aquecimento mais prolongados, temperaturas menores e adição de acetil aldeídos 
(faça testes preliminares, para determinar os níveis ideais), para melhorar a sensibilidade. Faça a 
incubação por 15-17 h, a 25-30"C e leia a 0.0. a 600 nm. 

C. Aqueça a amostra a 35"C por 5 h e leia a 600 nm, se houver limitação de tempo para conduzir a 
análise. O desenvolv imento da cor atingirá cerca de 80% do máximo possível. 

D. Use a d-2-clesoxirribose (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70,80,90 e 100 ~lg .mL, I, a partir de solução
estoque de 500 ~lg.mL,l ) como padrão. Para as determinações de RNA, use a AMP como padrão 
(5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 70, 80 e 90 /lg.mL,I, a partir de solução-estoque de 500 ~lg 
AMP.mL'I) . Faça a curva padrão ou equação de regressão. 

13.6.2.2. Reagentes 

A. Aldeído Acético Transfira I mL de aldeído acético a 4"C (hialino, não 
polimerizado) para 50 mL de água. A solução é estável por 
vários meses (frasco bem fechado, a 4"C). 

B. Reagente de Difenilamina a) Dissolva 1,5 mg de difenilam ina em 100 mL de ácido acético 
glacial contendo 1,5 mL de H2S04 concentrado. 

b) Adicione, imediatamente antes de usar, 0,1 mL de solução 
aquosa de aldeído acético 1,6% (v/v), para cada 20 mL do 
reagente. 
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OBSERVAÇÃO 

• Alguns cientistas não utilizam o ácido sulfúrico no preparo do reagente de difenilam ina, 
adicionando aldeído acético à amostra, para dim inuir a leitura do branco. Procedimento: 
adicione 2 mL de difenilamina 40/r (p/v) (dissolvida em ácido acético glacial) a 2 mL da 
solução de DNA em ácido perclórico 100/" (p/v) (ou IN), faça incubação até o dia 
seguinte, a 30"C, adicionando então O, I mL de aldeído acético (1,6 mg.mL·' de água). Leia 
a diferença em 0 .0 . a 595-700 nm contra o branco, lido a 595-700 nm. 

• Se não houver disponibilidade de aldeído acético, dissolva I g de difenilamina purificada em 
100 mL de ácido acético glacial com 2,75 mL de ácido sulfúrico concentrado. A solução 
será válida por alguns dias, desde que mantida a 4° C. 

13.6.3. Determinação de RNA pelo Reagente de Orcinol (Smillie & Krotkov, 1960) 

A. Dissolva. imediatamente antes do uso, Ig de orcinol em 100 mL de HCI concentrado, com 0,5 mL ele 
solução de FeCI:. 10% (p/v). Este reagente é usado tanto para DNA quanto para RNA. 

B. Aqueça I I11L elo hielrolisado ele RNA (obtido no item 13.4.) com 2 mL do reagente de orcinol em 
tubo ele ensaio fechaelo. durante 20 min, em água fervente. 

C. Faça a leitura a 660 nm (para a intensidade da cor verde obtida). 
D . Prepare a curva padrão, tendo a absorbância como função de microgramas.ele ácielo adenílico, a 

partir de solução-estoque 0,5 mg.m L". O RN A de levedura pode também ser usaelo como padrão. 
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CUIDADOS 

• Use luvas e óculos ao manipular o fenol - além de tóxico, ele causa queimaduras graves. 
• Redest ile o fenol somente na capela para exaustão de gases. 
• Lembre-se de usar pontas de pipeta longas para aplicar as amostras nos gé is de PAGE. 

14.1. Inh'odução 

Algumas vezes, além elo teor ele RN A, há interesse em conhecer sua composição. Para esses 
casos, proceelimentos específicos elevem ser utilizados, como o fracionamento de RNA em gé is 
diluídos de poliacrilamida (Loen ing & lng1e, 1967). As moléculas de RNA e DNA migram no gel em 
re lação inversa ao logaritmo do PM. Géis de poliacrilamida compostos permitem separar as duas 
subunidades de maior PM dos ribossomos citoplasmáticos (25S, de PM= 1,3 x 10(0" e 18S, de PM=0.7 
x 10(,) entre si e também com re lação às duas subunidades ele maior PM elos ribossomos elos 
cloroplastos (23S, de PM= I, I x 10(0" e 16S, de PM=0,56 x 10\ 

Em outras situações, há necessidade de purificação do mRNA, para uso na tradução in "itro. 
Nesse caso, o perfil eletroforético de RNA é útil para se associar determinada(s) proteína(s) a 
um dado caráter (ex. Kazuoka & Oeela, 1992). As abordagens descritas visam atender a essas 
situações. 

14.2. Extração de RN A 

14.2.1. Método de Bourque (1973) 

A. Prepare o seguinte tampão de extração: SDS 10/(' (p/v), KCI 25 mM, Tris-HCI 25mM, 
MgCl.'.6H.'O 25 mM; pH 7,8. 

B. Congele 5 mg de tecido vegetal recém-coletado em N.' líquido. Em seguida, triture o tecido em gral 
de porcelana a 4"C, com o auxílio de uma pequena quantidade de NJ líquido. Mantenha o pó 
obtido a - 80nC, até ser processado. Use alíquotas de 5 g. 

C, Misture a alíquota com 50 mL de tampão de ex tração e 50 mL de fenol 900/(' (v/v) redestilaelo. 
com o auxílio de bastão de vidro. Cert ifique-se de que o tecido está imerso no fluido. 

D. Transfira o homogeneizado para um tubo de centrifugação de plástico e tampe-o firmemente . 
Agite-o vigorosamente, a intervalos, durante 30 min (temperatura ambiente). 

E. Centrifugue a amostra (6.000 x g a 4"C, por 5 min). 
F. Remova o fenol (camada inferior), deixando o material vegetal e a camada aquosa superior. 
G. Faça nova extração da camada aquosa e material vegetal, com metade do volume ele fenol. 

durante 15 m in. Em seguida. centri fugue a amostra (500 x g a 4"C, por 10 min). 
H. Colete a camada aquosa superior e adic ione NaCI, até obter a concentração de 2 M. 
r. Adic ione dois volumes de etanol 95 0/r (v/v) a 4n C e deixe os ác ielos nucléicos se precipitarem até o 

dia seguinte, a -20"C (alguns utilizam apenas 2-3 11). 
J. Colete o prec ipitado (RNA) por centrifugação (500 x g a 4"C, por 10 min) e lave-o, 

sucessivamente. com etano I 950/(' (v/v) e duas mudanças de etano I 100% (v/v), para eliminar o 
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fenol e o SDS. Após cada lavagem, centrifugue oRNA (500 x g a 4°C, por 10 min) e colete o 
sedimento. Mantenha os tubos de centrifugação a 4°C. 

K. Ressuspenda o sedimento em um volume mínimo de tampão apropriado (geralmente, 0,5 mL de 
tampão fosfato 70 mM pH 7,0.g'l MV) e determine a concentração de RNA. Após estimativa da 
concentração, o RNA poderá ser usado em fracionamentos em gel de poliacdlamida. 

14.2.2. Método do Tiocianato de Guanidina (Chomczynski & Sacchi, 1987) 

A. Prepare a solução elesnaturante, com a seguinte composição: tiocianato ele guan ielina 4M, citrato 
ele sódio 2,5 mM pH 7,0, sarcosil 0,50/" (p/v) e BME 0.1 M. 

B. Homogeneize I g MV em 10 mL da solução desnaturante (tubo de centrifugação ele 50 mL). 
C. Adicione 1,5 mL de NaOAc 2 M pH 4,0, 1,5 mL de fenol e 3,0 mL de clorofórmio- álcool isoamil 

49: I . Agite vigorosamente por 30 segundos e eleixe esfriar em gelo, por 15m in. 
D. Centrifugue a 9.000 x g (4"C), por 10 min, para separar a fase aquosa. 
E. Aelicione 1 volume ele isopropanol à fase aquosa e deixe o RNA se precipitar, a -. 20"C, por I h. 
F. Colete o precipitado por centrifugação (500 x' g a 4°C, por \O min) e o dissolva em 3 mL da 

solução elesnaturante. 
G. Precipite ele novo o RNA, pela adição de 3 mL de isopropanol e centrifugue a amostra (500 x g a 

4"C. por 10 min). 
H. Seque o sedimento de RNA, sob aplicação de vácuo, e o dissolva em 1 mL de água destilada. 
I. Determine o teor de RNA da amostra. Em seguida, o RNA deverá ser purificado, por 

cromatografia em coluna (oligo-(dT)-celulose), e poderá ser usado como mRNA na tradução il/ 
I ' if/'o (siga as instruções do fornecedor do extrato para a tradução). 

14.3. Determinação da Concentração de RNA 

A. Di lua, como primeira tentativa, uma alíquota da solução de RN A em cerca ele 20 X, com tampão 
fosfato 70 mM pH 7,0. Determine a absorbância a 260 nm e calcule a concentração ela amostra, 
assumindo que I mg RNA.mL'1 apresenta 0.0. = 25 , a 260 nm, em um feixe ele luz de 10 mm. 
Tente obter amostras com 2 mg RNA.mL· I

. 

B. Determine o espectro de absorção das amostras de RNA, na amplitude de 220-320 nm. Uma 
amostra de RNA adequada apresentará uma razão 260/230 de, aproximadamente, 2,5 e razão 
260/280 ele , aprox imadamente. 2,1. 

C. Compare os teores de RNA nos tecidos estudados, usando os valores de concentração e também 
os volumes obtidos. Conserve as soluções de RNA a -20"C. 

14.4. Fracionamento em PAGE 

• A maioria elos fracionamentos de RNA por SDS-PAGE é adaptada do métoelo de Bourque & 
Naylor (1971). Nesta aborelagem, é comum as subunidades dos cloroplastos se degradarem 
rapielamente, causando a aparição de mais de quatro picos de RNA na região de PM superior. 
Todav ia, quanelo cuidadosamente executado, o método apresenta as seguintes relações: 

.. ?'~ .. A.c.I:!I.~.11!.iq<:t . ~.g .q~.I ....... . Y~~9 .. ~.gl~.c:~J.(lI~.,Ç.P..t\ll) ..... . 
3-5 > 100.000 
5-12 20.000-150.000 
10-15 10.000-80.000 
> 15 < 15.000 
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• O fundamento e as recomendações feitas no capítulo 7 são também aplicáveis à SDS-PAGE de 
RNA. Contudo, ex iste uma série de distinções que devem ser observadas, conforme abaixo: 

O gel de disco é preferível, porque a acrilamida diluída tende a se aderir à placa de vidro. Esse 
problema não ocorre em tubos tipo Plexiglas. 
Os géis para a eletroforese de RNA apresentam concentração de acrilamida bem inferior (2,4-
3,00/(', p/v) àquelas utilizadas para proteínas. Esses géis são, portanto, mais fluidos, macios, 
frágeis e de difícil manuseio. Todav ia, a concentração baixa é essencial, porque a subunidade 
25S ficará excluída, em concentrações maiores que 30/r. 
A adição de SDS 20/r (p/v) ao tampão reduz a ação de nucleases, pennitindo a cOl'rida em 
temperatura ambiente. 
O azul de tolueno, o azul de metileno e outros corantes básicos, formam complexos fortes com o 
RNA (carregado negativamente) no gel. Esses corantes não poderão ser usados, caso o SDS 
seja adicionado ao tampão, pois não haverá descoloração efetiva do gel. 
A relação de bisacrilamida para acrilamida é 1:20, embora outras também sejam usadas. 
A sacarose torna a densidade da amostra maior que a do tampão, permitindo que o RNA se 
deposite, facilmente, em camadas na parte superior do gel, sem haver difusão. 
As amostras de RN A devem ser aplicadas em volume pequeno (no máximo 50 ~lL) , para que as 
bandas fiquem estreitas e a resolução em nível desejado. 
O RNA tem de estar livre de proteínas, para não se agregar à superfície do gel. 
Geralmente, aplica-se 10 V.cm·' (a 5 mA) por gel. A corrida é feita em corrente constante. 
Separações são obtidas dentro de 3 h, dependendo do comprimento do gel, resolução desejada e 
corrente e voltagem usadas. 
A intensidade de coloração da banda é um indicador do teor de RN A, mas não é uma medida 
precisa. 

14.4. \. Eletroforese em Gel de Disco 

14.4.1.1. Procedimento 

A. Prepare os tubos de suporte da seguinte maneira: 
a) Encaixe os pinos de borracha para vedação sobre a respectiva placa de suporte. 
b) Encaixe as bases dos tubos tipo Plexig las sobre os pinos de borracha. 

B. Adicione 6,25 mL de tampão de corrida e 19,75 mL de água destilada a 5 mL de solução de 
poliacrilamida 15% (p/v), em um frasco kifazzafo. Agite, com desaearação, por 30 segundos. A 
concentração de poliacrilamida do gel será de 2,4% (p/v). 

C. Adicione, em seqüência, \00 /lL de TEMED e 0,25 mL de PSA 10% (p/v), com agitação. 
D. Transfira volumes idênticos da solução para os tubos tipo Plexiglas (até 1 em abaixo do topo). 
E. Coloque 100 /lL de n-butanol (ou água destilada) no topo cada tubo. 
F. Espere a poliacrilamida polimerizar, em temperatura ambiente (aproximadamente, 40 min). 
G. Remova o n-butanol (ou água destilada) e os pinos de borracha. Cuidado para não succionar o 

gel para fhra do tuho, ao remover o pino de borracha. Coloque uma tela de náilon, presa por 
tira de borracha, na base de cada tubo. 

H. Coloque os tubos nos receptáculos de borracha localizados no reservatório superior do suporte. 
I. Coloque o tampão de corrida no reservatório inferior, certifique-se de que o anodo está conectado 

e insira as bases dos tubos contendo os géis no tampão, posicionando o reservatório superior 
sobre o inferior. Remova eventuais bolhas de ar. 
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1. Coloque o tampão de corrida no reservatório superior, certificando-se de que o catodo está 
conectado. Remova eventuais bolhas de ar. 

K. Conecte os eletrodos e aplique 5 mA por gel, durante uma pré-coll'ida de I h, a 4°C. 
L. Dissolva sacarose nas amostras (durante a pré-conida). até obter a concentração de 100/" (p/v). 

Tente obter amostras com I 00-150 ~lg RN A para 50 ~lL de volume. 
M. Desligue a fonte de energia e aplique as amostras no topo de cada gel. Atue com rapidez, para 

prevenir a difusão das bandas. 
N. Coloque 10~L de solução sacarose-azul de bromofenol no topo de um gel sem amostra, para atuar 

como indicador da corrida. 
O. Coloque uma solução contendo um padrão de RNA (100 ~g . mL·I) em um dos tubos. 
P. Ligue a fonte de energia e ajuste a corrente para 5 mA.ger l

, a 4°C. Espere até que o indicador da 
corrida percorra 3/4 do gel (2-3 h), para desligar a fonte de energia. 

Q. Descarte o tampão dos dois reservatórios, remova os tubos dp suporte e retire os géis dos tubos. 
R. Transfira os géis para béqueres com solução de azul de metileno 0,02% (p/v) ou azul de toluidina 

0,020/c (p/v) em tampão acetato, até que as bandas de RNA se revelem. 
S. Faça a descoloração descartando a solução corante e adicionando água ao béquer. Faça várias 

trocas da água, ao longo de várias horas. 

14.4.1.2. Reagentes 

A. Tampão de Corrida a) Solução-Estoque (5 X): NaH2P04 0,15 M, 
Na2EDTA 0,005 M, Tris-HCI 0,18 M; pH 7,8. 

b) Solução de Trabalho: Uma parte do estoque para 
quatro partes de água destilada. Adicione SDS até a 
cone. de 0,2% (p/v), a não ser que os géis venham a 
ser corados com azul de toluidina. 

B. Solução-Estoque de Poliacrilamida Acrilamida ISo/c (p/v), bisacrilamida 0,75% (p/v), em 
água. 

C. TEMED 
D. PSA 10% (p/v) Preparado imediatamente antes do uso. 
E Sacarose 10% (p/v) Na solução contendo a amostra. 
F. Azul de metileno 0,02% (p/v) Em tampão acetato 0,2 N pH 4,7. 
G. Azul de toluidina 0,02% (p/v) Em água 

14.4.2. Eletroforese em Placa de Gel de Poliacrilamida Composto 

14.4.2.1. Procedimento 

A. Aplique a solução do gel composto poliacrilamida-agarose no sistema de montagem, coloque o 
pente e deixe polimerizar (40 min) em temperatura ambiente. Evite a formação de bolhas. 

B. Posicione o sup0l1e contendo a placa de gel no aparato de eletroforese. 
C. Coloque o tampão, diluído dez vezes, nos reservatórios superior (catodo) e inferior (anoelo). 

Remova o pente. 
D. Faça uma pré-colTida a 200 V, por 45 min, para remover o excesso de PSA. 
E. Misture cada amostra de RNA com sacarose sólida, de maneira a obter uma solução de sacarose 

10% (p/v) (mantenha a concentração de RNA abaixo de 200 ~g.mL-I). 
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F. Aplique 50-1 00 ~lL da amostra ele RN A a caela poço, agindo rápido. Reserve um poço para 
aplicar 50 pL de azul ele bromofenol em solução ele sacarose 10% (p/v), como ind icaelor da 
conida. 

G. Conduza a eletroforese a 100 V, por 2 h, a 4"C. 
H. Desligue a fonte de energia, retire o aparato de suporte e transfira o gel para um recipiente com o 

corante. Remova o corante. após I 11, conforme o item 14.4.1.1. 
I. Use padrões, caso haja interesse em est imar o PM da amostra de RN A. Util izanelo os valores ele 

RI', calcule o PM a partir da expressão: log M = m.Rr , em que: 
M=PM 
m = ângulo da reta de regressão 
RI' = mobilidade re lativa (cm 2

. V -I.S·
I 

) 

14.4.2.2. Reagentes 

A. Estoque de Poliacrilam ida 200/r (p/v) 19 g de acrilamida e 19 de bisacrilamida em 
80 mL de água 

B. PSA 0,8%-· (p/v) Preparado imediatamente antes do uso 
C. TEMED 3,20/(' (v/v) PrepéU'ado imediatamente antes do uso 
D. Tampão (10 X) EDTA 0,01 M ,NaH2P04 0,3 M, Tris 0,36 M 

pH 7,8 
B. Gel Composto Polacrilamida-Agarose a) Dissolva 0,32 g de agarose em 43,6 mL de 

água destilada, em forno de microondas, 
completando o volume para 50 mL, após a 
dissolução. Opcionalmente, faça refluxo, 
por 15 mino A solução pode ficar 
armazenada a 45"C. 

b) Misture 8 mL de poliacrilamida 200/(' (p/v), 
4 mL de TEMED 3,20/r (v/v) e 6,14 mL do 
tampão 10 X e submeta a 111 ist ura à 
incubação a 40"C. 

c) Esfrie a solução de agarose para 40"C e 
adicione 2 mL de PSA 0,8% (p/v). 

d) Misture esta solução com a de poliacrila-
mida, obtendo, portanto, um gel composto 
de poliacrilamida 2,5% (p/v) e agarose 
0,50/(1 (p/v). 
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J5. DNA GENÔMICO - EXTRAÇÃO PELO TAMPÃO CTAB 

CUIDADOS 

• Limite cada extração a seis tubos, porque o RNA também é precipitado e sua quantidade 
aumentará, à medida que as amostras ficarem mais tempo esperando processamento. 

• Use cronômetro com alarme em todas as operações. 
• Faça pelo menos seis ganchos de vidro em ângulo um pouco superior a 90°, colocando 

pontas de pipetas Pasfeur em chama de bico de gás. Assim que a ponta da pipeta começar 
a dobrar, retire-a da chama, para obter o ângulo desejado. 

• Nunca submeta o DNA genômico ao agitador "orfex. 

• Descarte os tubos de polipropileno que receberem clorofónnio, pois estarão deformados. 
• Os ganchos e tubos de vidro têm de ser descartados, pois estarão contaminados. 
• Certifique-se de que o NaCI é mesmo 5 M. Concentrações menores causarão precipitação 

do DNA ainda no passo inicial de extração. 

J 5.1. Introuução 

Este método é empregado, com sucesso, na extração de DNA genômico de folhas de milho, 
mas é aplicável a numerosas espécies cultivadas. Visto que o DNA é extraído intacto, o extrato pode 
então ser utilizado em análises de restrição. Todavia, alguns cuidados iniciais são importantes. A 
qualidade do material vegetal e o modo de colheita são cruciais para se obter DNA com integridade 
para uso. Se o material estiver estressado, o DNA extraído poderá estar degradado. Plantas 
cultivadas em casa de vegetação são preferíveis àquelas provenientes do campo, por não sofrerem (a 
não ser em casos raros) intelferências de DNA proveniente de contaminações viróticas ou 
bacterianas. 

15.2. Coleta ua Amostra 

A. Selecione a parte mais jovem da planta, evitando caules e talos. Não colete tecidos foliares com 
sintomas de doenças, ataques de pragas ou deficiências nutricionais. 

B. Corte o material com tesoura, limpando as lâminas com toalha de papel entre cortes. Usando 
luvas, enrole as lâminas foliares (em torno de 30 g) dentro de tubos de centrifugação de 
polipropileno de 50 mL. Coloque o material no gelo, imediatamente. 

e. Liofilize assim que possível. Lembre-se de fazer· alguns furos na tampa de cada tubo, para 
perm itir a saída de água durante a liofilização . Após três dias de liofilização, armazene as 
amostras a -80ne. Acondicione conjuntos de tubos em sacos plásticos, para evitar a umidade da 
condensação da água quando o material for manipulado fora do congelador. 

D. Mantenha em cultivo as plantas que serviram de fonte para as amostras, até que a análise de DNA 
esteja completa. Pode haver necessidade de repetição. 

15.3. Moagem 

A. Procure obter um pó da amostra o mais fino possível. 
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B. Limpe o moinho entre cada moagem, para reduzir contaminações. Para isso, remova a tampa e 
passe escova apropriada nos componentes, completando o serviço com ar compril1l ido. O 
processo de limpeza é lento e tedioso. 

e. Use, opcionalmente. um minimoedor elétrico de café, agitando o aparelho durante a moagem. para 
desobstruir as lâminas. Após 10-15 s de moagem, adapte um espaçador na tam pa. para reduzir o 
espaço de movimentação do material. O espaçador pode ser feito com isopor, moldado no formato 
da tampa e espesso o suficiente para deixar apenas a parte de aço inoxidável da câmara de 
moagem livre para movimentação. Envolva o isopor com Porqli/m. para facilitar posterior 
limpeza. Após colocar o espaçador. moa por mais 30 s. 

D. Triture, opcionalmente. a amostra em gral de porcelana seco a -2"C, para maior controle de 
contaminação. Use 0.5 g de areia quartzosa e N2 líquido no procedimento. Procure ganhar tempo, 
processando quatro amostras de cada vez. 

E. Transfira cada amostra para tubo de centrifugação de polipropileno de 16 mL, feche bem a tampa 
e annazene a -80"e. 

15.4. Procedimento 

• Este método é uma adaptação da técnica recomendada por Hoisington et aI. (1988). 

A. Coloque 300-500 mg de amostra em tubos de polipropileno graduados de 16 m L. 
B. Adicione 9 mL do tampão de extração CTAB, misturando o conteúdo por repetidas inversões (um 

tubo de cada vez). Caso haja formação de grumos, use um bastão de plástico para agi I izar o 
umedecimento do pó. Faça, no máximo, seis tubos de cada vez. 

e. Coloque, imediatamente, os seis tubos em banho-maria a 60"C, durante 45 min, COI11 inversão 
ocasional. Deixe repousar, em temperatura ambiente, por 10 mino 

D. Adicione 4.5 mL ele solução clorofórmio-octanol 24: I a cada tubo, misturando o conteúdo por 
inversão, durante 5 mino 

E. Centrifugue os tubos a 900 x g em temperatura ambiente. por 10 mino Certifique-se de que cada 
tubo exibe a formação de uma ro/ho (ou /i/lIg) central, formada pelo material vegetal, a qual 
separa a fração aquosa (situada no topo) e a dos pigmentos (situada no fundo). Poclerá haver 
clepósito de are ia quartzosa no fundo cio tubo. 

F. Separe, durante a centrifugação, novos tubos de polipropileno graduados ele 16 mL e coloque, em 
cada um deles. 6 mL de isopropanol. 

G. Transfira, após a centrifugação, a fração aquosa para os tubos com isopropanol. Descarte os 
tubos centrifugados com os resíduos. 

H. Misture os conteúdos de cada tubo, fazendo inversão lenta manual de cada um deles. até o DNA 
se precipitar, na forma de algodão. 

I. Retire, IMEDIATAMENTE, o DNA do tubo, utilizando um gancho de vidro para cada amostra. 
Transfira o DNA coletado para tubos de vidro descartáveis de 5 mL com solução de NaOAc 0,2 M em 
etanol 76% (v/v). Deixe repousar por LO-20 mino 

J. Mergulhe o DNA, durante 5 segundos, em tubo micro./ilge (1,5 mL) com I mL de solução de 
acetato de amônia 10 mM em etanol76o/c (v/v) . Ao retirar o DNA, pressione-o levemente contra a 
parede do tu bo, usando o gancho de vidro, para retirada do excesso de solução (procure secor o 
DNA o máximo possível). Descarte os tubos de vidro usados no passo r. 

K. Transfira o DN A para tubo lI1icr(~/ilge contendo 400 ~lL de tampão TE. 
L. Deixe os tubos em agitador lento tipo gangorra, a 4nC, até o dia seguinte. para completar a 

dissolução do DNA no tampão TE. 
M. Centrifugue os tubos a 4ne, por 10 mino utilizando a escala máxima da microcentrífuga. 
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N. Transfira o sobrenadante para outro tubo mic/'o.filge e armazene a 4°C, até à determ inação. 
O. Determ ine o teor de DNA em espectrofotômetro e ajuste a concentração de todas as amostras para 

2,5 f.lg.~lL'1 (ou para a menor concentração ex istente no conjunto de amostras). 
P. Armazene as amostras a 4°C. O DNA genômico permanece viável por seis meses. 
Q. Dilua cada amostra (1: 100) em tampão TE (ou seja, I O ~lL da amostra de DNA + 990 ~lL TE) e 

meça a absorbância em espectl'Ofotômetro a 260 nm. Para calcular o teor ele DNA ela amostra. use 
a equação: 

J.lg DNA.mI} = D.O'260 .50. fatol' de diluição 
5 

R. Use fator ele eI i1u ição = 100. A divisão por 5 da expressão ac ima corrige contra a presença ele 
RNA, sendo válida para várias espécies de plantas. 

15.5. Reagentes 

15.5 .1. Tampão de Extração CTAB 

Estoque Volume (mL) Concentr~ão 

H20 146 219 292 365 730 -

Tris 1 M pH 7,5 20 30 40 50 100 100mM 
NaCI5 M 28 42 56 70 140 700mM 
EDTA 0,5 M pH 8,0 4 6 8 10 20 lOmM 
Total 200 300 400 500 1.000 -

CTAB (g) 2 3 4 5 10 -

BME (g) 2 3 4 5 10 -

• O CT AB e o BME devem ser adicionados somente pouco antes do uso. A solução pronta tem de 
ser utilizada no mesmo dia. 

• A solução-estoque sem CTAB e sem BME pode ser feita em maior escala e armazenaela em 
temperatura am biente. 

15 .5.2. Clorofórmio-Oc tanol 24: I 

Estoque Volume (mL) 
Clorofórmio 240 
Octanol 10 
Total 250 

• O clorofórmio é sensível à luz - armazene a solução em vidro âmbar, ou use folha de alumínio. 

15.5.3. NaOAc 0,2 M em Etanol 76% (v/v) 

Estoque Volume (mL) Concentr~ão 

Etanol 95% (v/v) 160,00 76% (v/v) 
NaOAc 3 M 13,33 0,2M 
H20 26,67 -
Total 200,00 -
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15.5.4. NH40Ac 10 mM 

Estoque Volume (mL) Concentração 
Etanol 95% (v/v) 80,0 76% (v/v) 
NH 40Ac 5 M 0,2 O,2M 
H20 19,8 -
Total 100,0 -

15.5 .5. Tampão TE 

Estoque Volume (mL) Concentração 
Tris 1 M pH 8,0 0,5 1,0 5 lOmM 
EDTA 0,5 M pH 8,0 0,1 0,2 1 lmM 
H20 49,4 98,8 494 -

Total 50 100 500 -

15.6. Referência Bihliogrúfica 

HOJSJNGTON, D.; GARDINER, 1.; GROGAN, R. RFLP procedures. Colul1lbia: University of 
M issouri, 1988. 29p. 



16. POLIRRInOSSOMOS - ANÁLISE QUANTITATIVA 

16.1. Introdução 

o crescimento requer a síntese de novas proteínas e existe ampla evidência de que esse 
processo, medido pela agregação de ribossomos em polirribossomos, é rap idamente reduzido em 
condições de estresse. Da mesma forma, o teor de polirribossomos está diretamente correlacionado à 
intensidade de crescimento. 

As folhas das plantas superiores possuem duas classes de ribossomos, caracterizadas pelos 
coeficientes de sedimentação de 70S e 80S. Por exemplo, cloroplastos isolados possuem o tipo 70S. 
os quais se assemelham aos ribossomos de bactérias. Visto que as proteínas para síntese de parede 
celular e membrana citoplasmática devem ser sintetizadas em polirribossomos ligados ao retÍCulo 
endoplasmático, ribossomos livres e ribossomos ligados a membranas devem ser separados. para se 
comparar sua sensibilidade ao estresse. Neste capítulo, descrevemos o método de Larkins & Davies 
(1975), modificado por Mason & Matsuda (1985), para a avaliação dos efeitos do choque osmótico. 
Mais recentemente, o método tem sido utilizado também para o estudo do estresse térmico (PeITas & 
Sarhan, 1990). 

16.2. Extração 

A. Congele as amostras em N2 líquido, imediatamente após a coleta. 
B. Triture o material a um pó fino, em gral de porcelana, usando N2 líquido. Conduza as operações 

subseqüentes a O-4°C. 
C. Homogeneize o pó obtido (0.2-0,6 g MV) em 10 mL do tampão NR 1 e filtre-o em duas camadas 

de gaze. 
D. Centrifugue o filtrado a 1.000 x g, por 5 min, para sedimentar os núcleos e resíduos celulares. 
E. Centrifugue o sobrenadante a 30.000 x g, por 20 min, para separar os ribossomos livres (RL) e 

aqueles ligados a membranas (RLM). 
F. Colete o sedimento, adicione um volume adequado do tampão N°I, contendo Triton X-tOO l o/c (v/v) 

(faça testes preliminares para determinar os níveis ideais) e centrifugue a 30.000 x g, por 20 mino 
G. Adicione Triton X-IOO ao sobrenadante do passo E., até obter uma concentração de 10/(' (v/v) 

desse detergente, visando isolar os ribossomos totais (RL + RLM). Centrifugue a 30.000 x g, por 
20 mino 

H. Fracione o sobrenadante obtido com 3 mL de sacarose 1.5 M com tampão NQ 2 (faça testes 
preliminares para determinar os níveis ideais), e centrifugue a 200.000 x g, por 4 h. 

1. Ressuspenda o sedimento com ribossomos em tampão Nº 2 e remova substâncias insolúveis por 
centrifugação a 2.000 x g, por 5 mino 

J . Armazene o material na forma de gotas congeladas em N2, para fracionamentos posteriores. 
K. Estime o teor de RNA no preparado, submetendo uma alíquota, dissolvida em SDS 0,5% (p/v) 

aquecido, à absorbância de 260 nm (assume-se que t mg.mL 1 de RNA apresenta D.O. de 25). 

16.3. Tampões 

iA. Tampão N° I 

~. Tampão N"2 

Sacarose (livre de RNase) 250 mM, Tris HCI 200 mM pH 8,5, KCI60 mM, 
MgCI2 30 mM, DTI 2,5 mM 
Tris HCI 40 111M pH 8,5, KCl 20 mM, MgCh 10 111M, DTI 2,5 111M 
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16.4. Fracionamento e Análise de Classes de Tamanhos 

• Existem várias abordagens para se conduzir o fracionamento . A seguir, são apresentadas duas 
alternativas muito utilizadas. 

16.4.1 . Sedimentação em Gradiente Linear de Sacarose 

A. Coloque 0,5 mL da mistura com ribossomos no topo do gradiente preparado (item 16.7.). 
B. Transfira os tubos para um rotor pré-congelado (_4°C) e faça a centrifugação de sedimentação a 

38.000 x g, por 2 h. Remova os tubos e faça a montagem para a coleta de gotas. 
C. Lave o fundo do tubo para remoção de graxa (use detergente e etanol) e faça a secagem. 
O. Faça um furo no fundo do tubo com uma agulha fina. 
E. Comece coletando duas ou três frações de gotas. Serão necessários 20-30 tubos numerados. 
F. Adicione 1-3 mL de tampão (volume variável, de acordo com o tamanho da cubeta) de 

ressuspensão (item 16.7., passo O.) a cada tubo e faça a leitura da 0.0. a 260 nm. 

16.4.2. Eletroforese em Agarose-Acrilamida 

A. Fracione ribossomos peletizados e ressuspendidos, por meio de eletroforese em gel composto de 
agarose 0,4% (p/v)-acrilamida 2,0% (p/v), de acordo com Oahlberg et aI. (1969), e com razão 
acrilamida-bisacrilamida de 24: 1. 

B. Prepare géis cilíndricos de 0,6 x 6,5 cm e mantenha-os, até o dia seguinte, imersos em tampão de 
eletroforese (Tris-HCl 25 mM, pH = 8,5; KCl50 mM e MgCl1 4 mM) a 4°C. 

C. Lave os géis em tampão fresco, coloque-os em tubos e faça uma pré-conida por 1 h (30 V, 
5mA.ger l

), descartando o tampão. 
O. Esfrie os polissomos em gelo e os misture com tampão de eletroforese, contendo solução de 

sacarose 5% (p/v)-azul de bromofenol 0,1 % (p/v) em quantidade suficiente para proporcionar 20 
unidades de 0 .0. por mL, a 260 nm. 

E. Aplique uma alíquota de 20 ~lL (0,4 unidades de 0.0., a 260 nm) em cada geI. 
F. Co na os géis a 5 mA.ger l por 4 h a 4°C, substituindo o tampão de corrida a cada hora. 
G. Faya as determinayões em espectrofotõmetro (valTedura de cada gel) a 260 nm . 

16.5. Análise dos Perfis 

A. Identifique as frações, obtidas no gradiente de sacarose ou no fracionamento de géis, como M 
(mononibossomos + subunidades), S (dímeros, trímeros e tetrâmeros) ou LP (pentâmeros e 
maiores). 

B. C011e cópias dos perfis e as pese para determinar as relações pe11inentes. 
C. Calcule a fração de ribossomos em agregrados polinibossomais (P/T) como (SP + LP)/(M + SP 

+ LP). 
O. Calcule a fração de polinibossomos presentes na forma de LP (LP/P) como LP/(SP + LP). 

16.6. Estimativa do Rendimento de Ribossomos 

A. Extraia RL e RLM por centrifugação em sacarose 1,5 M a 200.000 x g, por 4 h. 
B. Ressuspenda os sedimentos em KOH 0,3 Me hidrolize a 33°C, por 12 h. 
C. Neutralize os hidrolisados com ácido perclórico, antes de purificar os nucleotídeos por 

cromatografia de troca iônica. 
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D. Determine o nível de ribose no extrato pela reação do orcinol (Smillie & Krotkov, 1960), usando 
adenosina como padrão. 

16.7. Preparo do Gradiente de Sacarose 

A. Selecione, por peso (diferença máxima de 10 mg), tubos de plástico de 5 mL. Escove os tubos, por 
dentro e por fora, com solução detergente neutra, enxágüe e faça a secagem. 

B. Coloque os tubos nos grampos dos suportes e adicione 0,5 mL de cada camada de sacarose, na 
seguinte ordem: 25,0; 22,5; 20,0; 17,5 ; 15,0; 12,5; 10,0; 7,5 e 5,0% (p/v). 

C. Verifique se os pesos dos tubos estão balanceados. Para isso, posicione cada tubo em um béquer 
pequeno e faça os ajustes com remoção da solução de sacarose 5% (p/v) com pipeta Pastel/r. 
Faça com que a diferença em peso seja inferior a 5 mg. 

D. Mantenha os tubos (nos béqueres) em refrigerador, de um dia para o outro, para permitir a 
difusão das camadas. Lembre-se de que as soluções são compostas por sacarose (5 a 25% p/v) e 
tampão (5 111M Tris, 7 mM acetato de magnésio e 5 mM BME). 
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17. LIPÍDIOS - EXTRAÇÃO E DETECÇÃO 

17.1. Introdução 

Numerosos estudos têm evidenciado a importância da compartimentalização como 
mecanismo regulador do metabolismo vegetal. Nas ,células, essa característica é possível com o 
controle da permeabilidade das membranas, em que o perfil de lipídios é um dos fatores 
determ inantes. 

As membranas vegetais contêm quatro lipídios anfifílicos principais: monogalactosil-diacil
glicerol (MGDG) e digalactosil-diacil-glicerol (DGDG), que são galactolipídios predominantes nas 
membranas dos cloroplastos; e fosfatidil-colina (PC) e fosfatidil-etanolamina (PE), que são 
fosfolipídios predominantes na membrana celular. Todas as membranas possuem misturas de lipídios 
polares, havendo aqueles capazes de espontaneamente se arranjar em camadas duplas (ex. PC e 
DGDG) e outros, capazes de assumir fase hexagonal (ex. PE e MGDG). Os lipídios possuem PM 
relativamente elevado e chegam a representar 7% da MS. Portanto, a síntese de lipídios e sua 
sincronia com o surgimento de mecanismos metabólicos específicos é de interesse considerável. 

O objetivo deste capítulo é apresentar algumas técnicas para a extração e purificação de 
lipídios, com base em diversos relatos (ex. Fishwick & Wright 1967, Rouser et aI. 1976, Russel & 
Harwood 1979 e Nishihara et aI. 1980). Adicionalmente, são descritos os métodos para condução de 
cromatografia de camada fina para a análise quantitativa em tubérculos de batata (essencialmente, o 
método preconizado por Pelick, 1967) e extração e purificação a partir do isolamento de membranas 
tilaquóides de espinafre (Sprague & Staehelin, 1983). 

17.2. Estudo de Lipídios em Membranas Tilaqu6ides 

L 7.2. L. Isolamento de Membranas Tilaquóides 

A. Homogeneize pecíolos foliares em liqüidificador (copo de 250 mL) com tampão de extração 
(NaH1P04 0,05M, KCI 0,1 M , sacarose 0,3M. pH 7,0) a 4°C. Conduza as operações 
subseqüentes também a 4°C. 

B. Filtre o homogeneizado em gaze e centrifugue-o a 300 x g, por 2 min, para remoção de células 
intactas e resíduos maiores. 

C. Centrifugue o sobrenadante a 1.000 x g . por 10 mino Conserve o sobrenadante no qual estão as 
membranas tilaquóides. 

D. Ressuspenda o sedimento, na proporção de 30 mL de tampão para 300 g MV da amostra, para 
facilitar a extração de lipídios. 

17.2.2. Extração de Lipíd ios 

A. Transfira a suspensão (item 17.2.\., passo D.) para 10 volumes de clorofórmio-metanol (1:2) e 
filtre a mistura em quatro camadas de gaze. 

B. Lave o resíduo com 3,3 volumes de clorofónnio. 
C. Combine as frações e adicione cinco volumes de água destilada, de maneira a obter uma 

proporção clorofórmio-metanol-água de I: 1 :0,9. 
D. Colete a fração orgânica e lave a fração aquosa duas vezes com um volume de clorofórmio. 
E. Comb ine as frações orgânicas e concentre a mistura em evaporador giratório . 
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17.2.3. Purificação e Análise Qualitativa das Classes de Lipídios 

A. Faça a separação do extrato concentrado de membranas tilaquóides (40-60 mg.mL· 1
) em coluna 

cromatográfica de 5,5 cm (d.i.) x 6-8 cm (comp.), com 60-70 g de ácido silícico (Rouser et aI., 
1976) em solução etérea. A coluna poderá receber 0,8-0,9 g do extrato. 

B. Lave a coluna, após carregamento, com dez volumes de c1orofónnio, para remover a maior parte 
dos pigmentos. 

e. Faça as eluições conforme segue: 
a) de MGDG: com cinco volumes de clorofórmio-acetona (I: I). 
b) de DGDG: com 40 volumes de acetona, nas frações iniciais, e 
c) de fosfolipídios: com dez volumes de metanol. 

D. Conduza a identificação dos lipídios por TLC em sílica gel G, usando clorofónnio-metanol-água 
(65:25:4) e/ou clorofórmio-metanol-hidróxido de amônio concentrado (65:35:5). 

E. Use vapor de iodo ou borrifação com solução de iodo a J 0/" (p/v) em metanol para localizar 
lipídios não associados a pigmentos. Esses lipídios, insaturados, aparecerão como manchas 
mall'ons em fundo amarelo. 

17.3. Estudo de Lipídios em Extratos Vegetais 

17.3. 1. Extração Direta 

A. Colete cerca de I g de lâmina foliar, esfrie abaixo de 10"C, corte em pedaços e homogeneize em 
gral de porcelana contendo 10-15 mL de isopropanol (para desativar enzimas hidrolíticas) . 

B. Adicione um volume de cJorofónnio-metanol (I :2). 
e. Centrifugue (1.000 x g, por 10 min) ou filtre (gaze) o homogeneizado. Conserve o sobrenadante 

(ou filtrado) e faça nova extração no resíduo mais três vezes, sempre conservando o sobrenadante. 
D. Combine os extratos e transfira a mistura para um funil de separação. Lave a mistura com 1,5 

volume de NaCl 0,90/(' (p/v) (obtendo uma proporção NaCI-solução de lipídios 1 :5). 
E. Agite levemente a mistura e deixe-a em repouso até que as camadas se formem. 
F. Centrifugue a mistura a 1.500 x g, por 10 min, se não houver formação de camadas. 
G . Colete a camada inferior (clorofónnio) e repita o passo D. 
H. Reduza o volume da camada de lipídios com N2 ou vácuo, até a obtenção de consistência oleosa. 

e examine uma alíquota da amostra obtida, em placa de TLe. 

17.3.2. Separação de Acidos Graxos e Lipídios Não Saponificados 

A. Extraia uma alíquota de I g com 25-50 mL de solução de KOH 10 0/(' (p/v) em etanol 90 % (v/v). 
em banho de vapor (refluxo), por 60 mino Parte dos lipídios será saponificada. 

B. Remova o resíduo por centrifugação a 1.500 x g, por 15 mino 
e. Adicione dois volumes de água destilada ao preparado saponificado. 
D. Extraia a fração de esteróis não-saponificáveis com éter de petróleo, em funil de separação (faça 

testes prelim inares para determ inar os níveis ideais). 
E. Acidifique a solução (que está alcalina) com H2S04 0,5 N, até atingir um pH em torno de 5. 
F. Extraia os ácidos graxos com éter ou clorofórmio (faça testes preliminares para determinar os 

níveis ideais). Seque o extrato com Na2S04 anidro. 
G. Reduza o volume da solução com N2 ou vácuo. Examine uma alíquota em placa de TLe. 



l!P(OIOS - EXTRAÇÃO E DETEC Ç Ã O 97 

17.4. TLC 

17.4.1. Preparo das Placas 

• Caso não haja placas prontas, estas poderão ser preparadas, de acordo com a seguinte técnica: 

A. Misture 5 g de sílica gel G, 5 mL de água destilada e 5 mL de etanol, com agitação manual 
vigorosa. Sem perdas, a mistura é suficiente para quatro placas de 10 x 15 cm 2

• 

B. Cubra quatro placas de vidro, com a solução, usando um espalhador adequado para distribuir a 
sílica, em sentido perpendicular à maior dimensão da placa. 

C. Deixe as placas secarem em temperatura ambiente. Seque as placas em estufa a IOO"C, por 1 O mino 
Mantenha as placas em dessecador até o uso. 

D. Submeta, imediatamente antes do uso, as placas a 100°C, por 10 min, para ativação. 
E. Evite curvaturas na frente de corrida, fazendo linhas vert icais (com uma espátula), antes de 

revelar a placa. 

17.4.2. Fracionamento em Placa Cromatográfica 

A. Aplique amostra de lipídios 2-3 cm acima da base da placa. 
B. Aplique, para separação unidirecional de lipídios neutros, os seguintes solventes, em seqüência: 

éter isopropílico-ácido acético (24: 1) e petróleo-éter sulfúrico-ácido acético (90: 10: 1). A seguinte 
separação deverá ser obtida: 
a) Fosfolipídios permanecendo na origem, 
b) Monoglicerídios em Rr próximo a 15 , 
c) Digllcerídios em RI' próximo a 50, 
d) Triglicerídios em Rf próximo a 70, e 
e) Carboidratos acompanhando o indicador da corrida. 

C. Separe os triglicerídios de acordo com seu grau de insaturação. Para isso, faça impregnação da 
placa com solução de AgNO~ 5% (p/v) e faça a revelação com isopropanol-clorofórmio (3: 197). 
Nas várias frações obtidas, o aumento do número de ligações duplas (de 1 para 6) acompanhará 
decréscimos no Rf . 

D. Separe os fosfolipídios util izando clorofórmio-metanol-ácido acético-água (170:30:20:7) ou 
acetona-benzeno-água (91 :30:8) como solventes. 

E. Use os seguintes solventes para separar a maioria dos lipídios, em cromatografia bidimensional: 
a) Na primeira direção: clorofórmio-metanol-ác ido acético-água (170:25:25:4), e 
b) clorofórmio-metanol- NH40H 7 M (65:30:4) . 

OBSERVAÇÃO 

• Muitos pesquisadores preferem separar as classes de lipídios por meio de cromatografia em 
coluna (item 17.2.3, passos A., B. e c.) e então analisar cada classe ind ividualmente, em 
TLC. Os lipídios neutros serão eluídos e os galactol ipídios e fosfolipídios absorvidos. Após, 
faz-se a eluição destes últimos. 
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17.4.3. Notas sobre a Detecção 

• Os lipídios podem ser detectados, pela borrifação das placas de cromatografia, com as seguintes 
classes de corantes: 

Quemiluminescentes, sob irradiação UV: Rl/Odall/il/e B a 0,50/" (p/v), produzem manchas 
amarelas ou verdes em fundo cor-de-rosa; e 2' ,7' -diclorofluorescina a 0,2% (p/v) em etanol 
proporciona manchas verdes fluorescentes, em fundo violeta. Os lipídios não soft·em 
alterações significativas. 
Ácido Sulfúrico 25% (p/v), seguido de aquecimento a 230°C: ester6is são revelados em 
púrpura-vermelho, glicolipídios em marrom-vermelho, sulfolipídios em vermelho e lipídios 
restantes em pardo. O método não possui especificidade e destrói as amostras. 
Ninidrina: detecta fosfolipídios que contenham etanolamina e serina. 
Antrona 0,20/" (p/v) em H2S04 concentrado, com aquecimento a 70nC, por 20 min: detecta 
sulfolipídios, em coloração violeta, e galactolipídios, em coloração verde. 
Azul de Bromotimol: os lipídios são revelados em manchas ocres, em fundo azul, o qual 
muda rapidamente para o amarelo . As manchas continuam visíveis e sua cor pode ser 
intensificada, em tom azul, com aplicação de vapor de amônia. Todavia, a intensidade de 
coloração das manchas não tem valor quantitativo. Preparo do Azul de Bromotimol: 50 mg 
de azul de bromotimol, 1,25 g de ácido bórico, 8 mL de NaOH I N e 112 mL de H20. 

A. Seque as placas e faça borrifação com solução ácido sulfúrico 50% (v/v) em elicromato de 
potássio 10/" (p/v). Trabalhe na capela para exaustão ele gases. 

B. Aqueça as placas em estufa a I 00-120"e, por 25-50 min (ou até à visualização das manchas). 
C. Faça borrifação com vapor de iodo, solução de iodo 1 % (p/v) em metanol ou permanganato de 

potássio I % (p/v), para separar os lipídios insaturados. 
D. Faça borrifação com a mistura acetato de chumbo (20/" , p/v)-sulfeto de amônio (2%, p/v) I: I, 

para separar os ácidos graxos. 
E. Use solução ele ninidrina 0,3% (p/v) em acetona, para separar os aminolipídios. 
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18. SOLUÇÃO NUTRITIVA DE HOAGLAND 

CUIDADOS 

• As soluções-estoque E, F, G e H somente serão preparadas para estudos de deficiência. 
• Ao adicionar cada alíquota de soll1ç.ão-estoql1e ao volume final, agite com bastão. 
• Não pipete diretamente da solução-estoque, para não contaminá-la com íons que possam 

estar na pipeta. Em vez disso, coloque um pouco da solução-estoque em um pequeno béquer 
e proceda então com a pipetagem. 

18.1. Introdução 

o cuWvo de plantas superiores em meio líquido tem permitido grandes progressos no 
conhecimento da nutrição de plantas e, mais recentemente, das reações imediatas ao choque 
osmótico. Embora meios líquidos de cultivo estejam em uso desde o século XVII, a formulação de 
Hoagland e colaboradores, baseada nas proporções de nutrientes presentes nQS extratos aquosos de 
solos férteis da Califórnia e modificada para suprir as necessidades do tomateiro (Lycope/'sicolI 
esculel11/111l Mill.), tornou-se a de uso mais consagrado. Variações dessa técnica incluem a 
hidroponia, na qual as raízes ficam submersas em solução nutritiva recirculante, e o cultivo em meio 
sólido agregado (por exemplo, areia, cascalho ou vermiculita), o qual é irrigado com a solução. Neste 
capítulo são apresentadas técnicas para o preparo da solução nutritiva de Hoagland. 

18.2. Preparo das Soluções-Estoque 

TABELA 6. Soluções-estoque para preparo da solução nutritiva de Hoagland (adaptado de Hoagland 
& Amon, 1938)*. 

Solução-estoque Composto 

A Ca(NO~h4H20 

B KNO~ 
C MgS04.7H2O 

D KH2P04 
E (pl deficiências) Ca(H2P04hH2O 
F (pl deficiências) K2S04 
G (pl deficiências) CaS04.2H20 
H (pl deficiências) Mg(NO~h6H20 

I Microelementos 

Concentração 

1,0 M 
1,0 M 
I,OM 

1,0 M 
0,01 M 
0,5M 

0,01 M 
I,OM 

CuS04.5H20 
H~BO~ 

H2Mo04.H2O 
MnCh4H2O 
ZnS04.7H20 

Quantidade 
(g,Cl) 

236,1 
101,1 
246,4 
136,1 
2,52 
87,2 
1,72 

256,4 

0,08 
2,86 
0,09 
1,81 
0,22 

Volume necessário 
para 20 litros (mL) 

100 
100 
40 
20 

20 

J FeEDT A Vide instruções abaixo 20 
* A recomendação original inclui a adição de tartarato de fen'o (0,5%, p/v) a 1 mL.C I

, a cada duas 
semanas. Todavia, desde a década de 50, o uso de quelatos, como o FeEDT A, tem prevalecido. 
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18.3. Preparo do Quclato de Ferro 

• Os cátions de Fe são relativamente insolúveis em soluções nutritivas, quando fornecidos como 
sais inorgânicos (especialmente em pH próximo a 5). Eles reagem com a hidroxila e se 
precipitam em óxidos insolúveis. Por isso, principalmente cereais e gramas não conseguem 
absorver Fe em quantidade suficiente. 

• Uma alternativa é o uso de que latos. Todavia, formulações como a de Jacobson (1951) (Fe
EDTA) causam queda no pH e nem todo o Fe necessário é quelatinizado (a correção do pH não é 
rápida o suficiente para prevenir perdas). Além disso, o FeEDTA adiciona S e K, 
comprometendo estudos de deficiência mineral. Por isso, o método de Steiner & Van Winden 
(1970) tem se consagrado para o preparo do FeEDTA. 

A. Dissolva 26,2 g de EDT A em 500 mL de água a 70°C com: 
279,8 mL de KOH 1 N opção 1 
283,6 mL de KOH I N opção 2 

B. Dissolva, em 300 mL de água a 70oe: 
24,9 g de FeS04.7H20 opção 1 
17,8 g de FeCI2.4H20 opção 2 

C. Misture A. e B., adicione água até 950 mL (a 50°C) e submeta à aeração vigorosa, por cerca ele 
12 h. Complete o volume para 1.000 mL, com água. O pH deverá estar em torno de 5,5 e a 
concentração será de 5.000 mg de FeL1 (ou 286,6 meq Fe+J

, ou 89,5 moles de Fe). 

CUIDADOS 

• Na prática, uma dificuldade é conseguir que o sulfato fe'Toso se dissolva, visto que ele 
produz um precipitado de Fe(OHh Para solucionar o problema, o sulfato ferroso deve ser 
dissolvido em água com 4 mL de H2S04 1 N, antes de ser adicionado à solução com EDTA e 
KOH. 

• Um bom indicativo de que todo o Fe foi quelatinizado é a coloração da solução, a qual deve 
ser marrom-amarelada (ou avermelhada) escura. 

18.4. Preparo de Na2FeEDT A 

• Alguns pesquisadores preferem o sal dissódico de EDTA. Essa opção somente é válida para 
estudos em que a ausência de Na+ não seja necessária. 

A. Dissolva 33,3 g de Na1EDTA em 500 mL de água a 30°C com: 
100,4 mL de NaOH IN opção 1 
103,0 mL de NaOH I N opção 2 

B. Adicione água até 950 mL (a 50°C), submetendo-a à aeração vigorosa por cerca de 12 horas. 
Complete o volume para 1.000 mL. com água. O pH deverá estar em torno de 5,5 e a 
concentração de Fe similar à do item 18.3. 
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OBSERVAÇÃO 

• O pH dos 20 L da solução deve estar entre 5,0 e 6,0. 
• Ajuste o pH, conforme necessário, com HCI 0,1 N ou KOH 0,1 N. Use NaOH. 0,1 N para a 

solução com deficiência de K. 
• Alguns autores preparam quelatos de NH/ (vide Steiner & Van Winden, 1970). 

18.5. Estudos de Deficiência 

• Os volumes de cada solução-estoque a serem adicionados para a condução de estudos de 
deficiência mineral (Ross, 1974) são apresentados na tabela 7. As deficiências de elementos não
listados podem ser obtidas pela supressão de cada um deles no preparo da solução. 

TABELA 7. Volume de cada solução-estoque (mL) a ser usado para o preparo de 4 L de solução 
nutritiva completa ou com deficiência de elementos"'. 

Solu~ão A B C D E F G H I J 
Completa 20 20 8 4 O O O O 4 4 

-K 30 O 8 O 200 O O O 4 4 
- P 30 O 8 O O 80 O O 4 4 

- Ca O 60 8 4 O O O O 4 4 
-N O O 2 O 200 80 800 O 4 4 

- Mg 20 20 O 4 O 40 O O 4 4 
- S 20 20 O 4 O O O 2 4 4 

- Fe 20 20 8 4 O O O O 4 O 
'" Para a deficiência de S, a solução-estoque J deve ser preparada pela opção 2 

(02) (item 18.4. , passo A.). 

18.6. Alterações no pH 

• Um problema da solução nutritiva é a tendência de mudança do pH, à medida que as plantas 
crescem (Fritz, 1983). O pH inicial se alcaliniza, porque as plântulas, em crescimento intenso, 
absorvem ânions (nitrato, fosfato e sulfato) em intensidade maior do que os cátions (potássio, 
cálcio e magnésio). Visto que os ânions absorvidos são substituídos por íons hidroxila da planta 
(ou bicarbonato, produzido pela respiração), o pH sobe. Como o cultivo ótimo para a maioria 
das espécies ocorre em pH de 5 a 7, este deve ser corrigido. As seguintes estratégias podem ser 
empregadas: 

A. Adicione ácido ou base fOlie, conforme necessário. 
B. Substitua a solução em uso por uma nova, diariamente ou semanalmente (para trabalhos de 

pequeno porte, em laboratório). 
C. Formule a solução com suprimento de nitrogênio em duas formas inorgânicas: NH/ e NO,-. A 

amônia, ao ser removida pela planta, será substituída por H+ e o nitrato, por OH-, desacelerando 
as mudanças no pH. Ocorrerá também a formação de hidróxido de amônia, que agirá como 
tampão, por ser fracamente ionizado. 
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OBSERVAÇÃO 

• Em estudos para a avaliação de crescimento de plântulas em laboratório, a solução é 
colocada em recipientes de 1-2 L, com aeração proporcionada por compressor de aquário. 
O nível da solução no recipiente é marcado com tinta permanente e diariamente completado 
com água destilada. 

18.7. Hoagland Modificada 

• São comuns alterações no método de Hoagland. Por exemplo. em estudos de choque osmótico em 
ClIclIrbi!a pepo L., Vigl1a 1II1gllicII!a!a (L.) Walp ., Vigl/a 1I1111/g0 L., Pl!aseo!lIs \'II!garis L. e 
PiSlIl1l sa!i\'ll1/1 L. (Passos, 1989), foi usada a adaptação apresentada na tabela 8. 

TABELA 8. Solução de Hoagland Meia-Força Modificada. 

So lução-estoq ue Composto Concentração Quantidade Volume necessário 
(g.L"') Qara 20 litros (mL) 

A Ca(NOJh4H2O 1.5 M 354,15 20 
B KNOJ 1,0M 101,10 20 
C MgS04.7H2O I ,OM 246,40 20 
O KH 2P04 I,OM 136,10 20 
E K 2HP04 I,OM 228,20 20 

Micramix'J'M Microelementos Composto 20 
CuCI2.2H2O 0,075 

HJB03 3,750 
MoO,1 0,075 

MnCl 2.4H 2O 2,250 

ZnS04.7H20 0,330 
J Chel 138 Geigy'J'M Quelato de Fe 0,015 0,30 g adicionados 

ao volume final 
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19. XILEMA - ANÁLISE DA EXSUDAÇÃO 

CUIDADOS 

• As lâminas de vidro elevem estar absolutamente limpas. 
• Cuielado para não contaminar os reagentes uns com os outros. 
• Procure colocar as cinco gotas sempre na mesma orelem e em posições similares entre placas. 

para facilitar as comparações entre fotos. 

19.1. Introdução 

É possível que cultivares ele uma mesma espécie. ou tratamentos distintos de um 
experimento. elifiram no teor iônico da seiva no xilema. como elecorrência ele diferenças no potencial 
de absorção iônica. Neste capítulo. é elescrita uma técnica (adaptada de Ross. 1974) para a análise da 
composição iônica da exsudação do xilema. A partir da compara~'ãó com o controle. notas poderão 
ser dadas a cada cultivar ou tratamento. 

19.2. Procedimento 

A. Coloque o vaso com a planta a ser analisada sobre uma bandeja de plástico com água. O solo 
deve ser mantido (1Inielo até que a exsudação tenha sido coletada. 

B. Corte o caule da planta herbácea a ser estudada (recentemente adubada) cerca de 20 cm acima do 
nível do solo. 

C. Conecte um tubo flexível de látex (de cerca de 7 cm de comprimento) à ponta do caule e amarre-o 
firmemente. 

D. Introduza Ulll tubo capilar de vieira. parede grossa (de cerca de 25 cm de comprimento. dobrado 
em forma de U - 7 + 10 + 8 cm). na extremidade elo tubo ele látex. de maneira a obter uma 
conexão hermética (amarre com arame. caso necessário - vide figura 7). 

E. Introduza a outra extremidade do tubo capilar em um cilindro graduado de LO mL e feche. 
hermeticamente. a boca do conjunto cilindro-capilaridade de vidro com fJ((l'qfl/lIl ou filme 
plástico. Dessa forma. a exsuelação do xilema será coletada no cilindro graduado sem que haja 
evaporação suficiente para causar mudanças substancia is em sua concentração. 

F. Registre o vol ume da exsudação coletada no cilindro. após 48 h. 
G. Coloque em uma lâm ina de vidro para microscópio, separadamente. uma gota de caela uma das 

seguintes solu~'ões aquosas: 
a) MgCb 0.2 M 
b) K2S04 0.2 M 
c) Na2HP0 4 0.2 M 
d) CaCl2 0.2 M 
e) Ca (NO~)2 0.2 M 

H. Coloque 400 pL do reagente de magnésio em (a). Um precipitado de NH 4MgP04.6H20 se 
formará. indicando resultado positivo para íons de magnésio. 

I. Coloque 400 ~lL ela solução BaCI2 0.2 M em (b). Um precipitado branco (K2S04) jndicará a 
presença ele íons ele sulfato. 
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J. Coloque 400 ~lL do reagente de molibdato de amônio em (c). A formação de precipitado amarelo, 
(NH~)~PO~.12MoO~, indicará a presença de f()stato. 

K. Coloque 400 ~lL de ác ido sulfúrico I M em (d). Um prec ipitado branco, CaSO~, indicará a 
presença de cálcio. 

L. Coloque 400 ~lL do reagente de nitrato em (e). Uma coloração azulou púrpura ind icará a 
presença de íons de nitrato. 

M. Fotografe as cinco gotas na placa. 
N. Transfira I mL da exsudação do xilema para outra lâmina de vidro para microscópio e repita os 

passos de H. a M. Observe os resultados com cuidado, pois as intensidades serão bem menores 
que nos controles. Reg istre a presença ou ausência de reações. 

O. Fotografe a placa. Por último, compare as fotografias do controle e da exsudação. 

Itubo capilat I 

Figura 7. Montagem experimental para coleta de exsudação do xilema (adaptado de Ross, (974). 

19.3. Reagentes 

Reagente de Magnésio Dissolva 30 g de NH4CI, O, I g de Na~P04 e 2,5 mL de 
NH40H em H20, completando o volume para 100 mL. 

Reagente de Molibdato de Amônia Dissolva 15 g de (NH4)c;Mo70 24.4H20 em 100 mL de 
água e adicione esta solução a 100 mL de uma solução 
aquosa com 46,5 mL de HNO, concentrado. Espere a 
suspensão decantar e use o sobrenadante. 

Reagente de Nitrato Dissolva I g de difenilamina em 100 mL de H2S0~ 
concentrado. 
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19.4. Testes Adicionais 

• Molhe um círculo (0,7 cm de diâmetro) de papel-filtro tipo Whatman NQ I ou 2 com uma 
alíquota da exsudação (verifique o volume necessário) e meça o potencial osmótico em 
osmômetro ou câmara psicrométrica de termopar. 

• Coloque 400 ~lL da exsudação em um pedaço de papel de filtro, espere até secar, e aplique sobre 
ela um spmy ele solução de ninidrina a 0,30/1' (p/v) em etanol 95% (v/v). Aqueça o papel com a 
amostra na capela, para evaporar o etanol e acelerar a reação. Uma coloração púrpura inelicará a 
presença de aminoácidos ou amidas na exsudação. 

19.5. Método da Pressurização para a Coleta da Exsudação do Xilema 

• Este método foi desenvolvido por Else et aI. (1995), para a coleta ele seiva em r,ycopersicol/ 
escuteI/lu/li Hill. 

A. Faça a decapitação das plantas pouco abaixo do nó dos cotilédones, com lâm ina bem afiada. 
B. Introeluza, imediatamente, a porção remanescente elo caule em um tubo ele látex de 20 mm de 

comprimento. 
C. Tape a extremidade cio tubo com uma rolha de borracha, contendo perfuração central, pela qual 

passa um tubo de silicone (I mm d.i.) de 70 mm ele comprimento. Conecte o tubo de silicone a 
uma torneira de três saíelas e conecte esta a uma seringa h ipodérm ica ele 5 x 10.6 n,.' . 

D. Coloque a montagem experimental dentro de uma câmara de pressão, especificamente aelaptada 
para coletar a se iva expressa do corte no caule . 

E. Use ar comprimido ou N2 livre de O2 para pressurizar (0,02-0,4 MPa) o sistema radicular, em 
amplituele de fluxos que inclua a taxa de transpiração ele plantas inteiras e intactas. 

F. Colete a seiva. a caela pressão aplicada, por 10 min, em tubos de microcentrífuga (1,5 mL). 
G. Descarte os 200 mm~ iniciais da esxuclação, para evitar contaminação. 
H. Pese imediatamente as amostras da exsudação e as congele (- 20"C), para posterior análise. 
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20. PULSO DE CALOR 

CUIDADOS 

• Mantenha a fonte de calor (ponta elo fio proveniente ela fonte de energia) a, no mínimo. 
20 mm de distância da microssonda. 

• Flutuações térmicas em volta da microssonda podem ser minimizadas pelo uso de fita 
isolante em volta do conjunto microssonda-folha, com cuidado para não causar dano ao 
tecido. 

• A transpiração pode ser regulada pelo ajuste da intensidade luminosa na câmara, ou pela 
adição de soluções osmóticas moderadas (NaCl ou PEG) ao meio de cultivo. 

20.1. Introdução 

A técnica do pulso de calor possui muitas aplicações e uma das mais importantes é a 
determ inação das rotas de fluxo hídrico em tecidos vegetais. O pulso de calor pode ainda ser usado 
para examinar as relações entre o fluxo ela seiva nos tecidos e a taxa ele transpiração (espera-se uma 
rela(;ão linear positiva). assim como suas variações diurnas e dependência com relação à densidade 
de plantas e luminosidade incidente. Tateno (1985) verificou valores de velocidade do fluxo de seiva 
entrc O, I e 11 cl11 .h,l, para variações correspondentes na transpiração. da ordem de 3 a 16 mg 
H20,dm,I,min,l, em 1:'clJiI/()cfl{otl II/ilis Ohwi et Yabuno, SOl'g11l11l1 bic% I' L. Moench e Zea IIwys L. 

O objetivo deste capítulo é apresentar uma descrição do método de pu Iso de calor, pelo qual 
as p I an tas a serem estudadas devem ser cul ti vadas em cond ições controladas. em v irtude da 
nccessidade de se regular a temperatura e a transpiração, 

20.2. Procedimento 

• E~se método foi empregado por Rayan & Matsuda (1988) em plântulas de cevada com cinco dias 

de idade, cultivadas a 25-28"C, sob dois regimes de luminosidade: 200 e 400 ~Lmo1.m ,2.s ' l. 

A. Posicione uma 111 icrossonda de termopar, conectada a um termômetro digital, na base da prime ira 
folha a uma distância conhecida (25 a 45 mm) do ponto de ligação com a semente. 

B. Ap lique pulsos de calor (0,2 s). gerados por uma fonte de energia de 16 Ve 2 A DC, 
C. A corrente geradora do pulso de calor é passada por um fio de 0,3 mm d.e. e 100 mm de comprimento, 

o qual é dobrado ele forma a envolver o limbo foliar, ficando de 2 a 3 mm distante da superfície foliar. 
Geralmente. o fio cl/ro/ado é posicionado no limbo já expandido, de 20 a 30 mm acima da 
m icrossonela. 

ORSERVAÇÃO 

• Esse pulso não causa danos e proporciona um aumento instantâneo de 10.0"C na região em 
que é aplicado. Subseqüentemente, um aumento de temperatura da ordem ele até l.S"C é 
detectado a I O m1ll (ou mais) de distância. 
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D. Monitore as velocidades de transferênc ia de calor, com base em incrementos de 0,1 "C na 
temperatura. 

20.3. Referências Bihliográficas 
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21. POTENCIAL IÔNICO DA MEMI1RANA CELULAR - DETERMINAÇÃO 

21.1. Introdução 

A fisiologia dos estômatos possui a característica singular da acumulação e perda de solutos 
inorgânicos (normalmente, potássio e cloro) nas duas células que circundam a cavidade dos 
estômatos (cé lulas-guardas). Visto que estas células não possuem p/a.\'lI/ode.\·/I/{/f(( funcionais, as 
mudanças ele concentra<;ão envolvem o transporte iônico através ela membrana celu lar. Ex iste hoje 
um consenso ele que essas membranas possuem uma bomba de extrusão de prótons (H+ -ATPase). 
capaz de gerar um potencial elétrico para a difusão de K+ na cé lula (Zeiger, 1983). 

Portanto, avaliações do potencial iônico ela membrana ce lular são relevantes para 
caracterizar a fisiologia dos estômatos de uma espécie. Neste capítulo. é apresentado o método 
proposto por Blatt (1987) para substanciar o conceito de que apenas a difusão ele K+ (ou 
bombeamento de H+) pode explicar as mudanças nos níveis ele K> nas células-guardas de fo lhas de 
ViciaI((h(( L. 

A abordagem descrita é também válida para comparar as propriedades elétricas das células
guardas de uma espécie àquelas de outras espéc ies, já conhecidas; verificar a seletividade iônica das 
células (ex. se letividade para K+ em detrimento do Na+ - razão de permeabilidade PNjPK ); verificar a 
resposta ao pH externo (na faixa 4,5-7,4) e examinar a resposta ao Ca++ e ao CO2. Essas avaliações 
são relevantes para a elucidação do mecanismo primário de transporte de carga elétrica na membrana 
citoplasmát ica das células-guardas e para o próprio entendimento dos mecanismos de transporte ele 
K+ durante os movimentos dos estômatos. 

21.2. Cultivo das Plantas e Preparo do Tccido 

A. Cult ive as plantas em solução nutritiva aerada, sob 16 h ele luz: 8 h de escuro. Use iluminação 
artificial ele lâmpadas fluorescentes de 50 W tipo Coo / W1!ife e (; /'O/II.\' e lâmpadas incandescentes 
ele 60 W (PAR de 0,4 mmol.m'\ Mantenha a temperatura a 16-20"C. 

B. Colete as folhas mais jovens. já totalmente expand idas, de plantas com 3-6 semanas de idade. no 
início elo período lum inoso. 

C. Remova tiras da ep ielerme foliar abaxial, as quais serão os tecidos a serem estudados. 
D. Coloque o tecido. com a superfície da cutícula para cima (sob iluminação ambiente), em tampão 

Ca++-HEPES 5 mM, KCl I mM. pH 7,4 (Ca++ = I mM). por 1-2 h. antes de montá- lo na câmara 
ex perimental. 

21.3. Câmara Expcri mcntal 

A. Monitore toelas as operações em microscópio, sob magnificação 400 X e iluminação de campo 
brilhante (lâmpaela 16 W de tungstênio-halogênio), com filtro ele calor de 4 mm tipo KG I, Não há 
necessidade de se controlar a luz de fundo, a não ser durante as medições da abertura dos 
estômatos, Nesse caso, use ga iola de Faraday e f iltro de interferência (meio-comprimento ele onda. 
23 nm, luz incidente de, aproximadamente, 2~lmol.m,2 .s'l, a 554 nm). Esse procedimento 
minimizará a ex posição aos comprimentos de onda azul e vermelho, durante os breves períodos ele 

co leta de dados. 
B. Conduza as penetrações dos microeletrodos e medições de abertura dos estômatos com o tecido 

montado em uma câmara retangular de 35 x 5 x 3 mm'. a ser construída da seguinte forma: 
a) Afixe um bloco de aço inoxidável em cada extremidade de uma lâm ina (de vidro) de 

microscópio. 
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b) Coloque uma única tira de epiderme, com a cutícula virada para baixo, em uma lamínula de 

vidro de 18 x 3 mm
J

• 

c) Encaixe o conjunto lamínula-tira de epiderme entre os dois blocos de aço inoxidável na lâmina 
de microscópio, no sentido do maior comprimento, por sobre pedaços de lâl11 ina de 
microscópio (de vidro, cada qual com 2 mmJ

), e fixe-o com parafina, nos dois pontos de 
contato com os blocos. 

d) Coloque um pedaço de lamínula de vidro ele 50 x 50 mmJ no topo dos dois blocos de aço, 
cobrindo o espaço remanescente. Esta será a cobertura da câmara, deixando duas aberturas. 
para se ter acesso à amostra. Esta montagem pode ser feita em 30 s. 

e) Mantenha o tecido coberto por 300 ~lL da solução Ca++-HEPES, KCI, durante o estudo. 
f) Complete o volume da câmara com solução e fixe-a a uma armação de suporte com isolamento 

elétrico. a qual seja encaixávelno carro (stage mecânico) do microscópio. 
C. Monte o conjunto lamínula-tecido em um ângulo de. aproximadamente, 55" com relação ao eixo 

ótico do microscópio. 
D. Conduza as medições de abertura dos estômatos com o tecido colocado horizontalmente (posição 

normal, com relação ao eixo ótico). 
E. Introduza as soluções ele banho pela abertura frontal, por meio de uma seringa com agulha, tanto 

para a penetração elo microeletrodo quanto para a medição da abertura dos estômatos. Faça a 
remoção dessas soluções pe la abertura oposta, por aspiração. O ideal é manter um fluxo contínuo, 
enquanto o experimento durar. Ajuste a vazão do fluxo para cerca de 5 mL.min' l (ou seja, 10 
volumes da câmara por minuto) , 

F. Efetue as manipulações com um micromanipulador, no qual as sondas do pré-amplificador já 
estejam encaixadas. 

G. A fixe. para preven ir interferências, o conjunto m icroscópio-micromanipulador sobre uma mesa de 
flutuação a gás, de maneira que os eletrodos possam ser inseridos na câmara de um lado que 
esteja normal ao eixo ótico. Coloque o aparato inteiro em uma gaiola de Faraday. 

21.4. M icroclrtrodos 

A. Prepare os microeletrodos no aparato próprio (l/licroe/ectrode fJlI ller), a partir de tubos capilares 
de borossi l icato ele seção transversal tr iangular (1,2 mm altura, 0,25 mm espessura) ou c ircular 
com fibra interna para enchimento (I mm d.e., 0,59 mm d.i.). Observe que, em todas as 
penetrações. serão empregados microeletrodos de ci! indro duplo, conforme B latt & Slayman 
( 1983). 

B. Substitua o pino cio torno por um grampo movido por mola e motor DC, acionado a 20 rpm, e 
insira um interruptor manual no circuito solenóide. 

C. Confeccione os m icroeletrodos a part ir de pares de tubos capilares, da seguinte maneira: 
a) Abra o circuito solenóide do fllIl/er, aqueça o vidro, tor~'a o par em 360" e deixe esfriar. 
b) Reconecte o circuito solenóide e inicie outro ciclo. Separe os cilindros dos microeletrodos atrás 

da haste, por meio de aquecimento em uma pequena chama de gás. 

OBSERVAÇÃO 
• Os diâmetros das pontas serão menores que 0,4 ~lm (confira, por inspeção a 1.000 X). A 

resistência dos microe letrodos, em solução KCI I M, deverá estar entre 40 e 70 Mohm. 
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D . Complete os volumes dos microeletrodos com solução de cloreto de potássio (0, I, I ou 3 M), 
sulfato de potássio 0, I M ou acetato de potássio 50 ou 200 mM (esta última preparada por 
titu lação de solução de ácido acético com KOH, até atingir-se pH 7,2). . 

21.5. EletrônÍC'a 

A. Conecte os cilindros dos microeletrodos, via me ias-células de KCI IAg-AgCI I M, às entradas de 
dois amplificadores eletrôn icos (impedância de entrada maior que 2. I ° L"! ohm). equipados com 
circuitos de ponte e alça para passagem da corrente. 

B. Empregue uma ponte KCI-ágar I M e meia-célula adaptável KCIIAg-AgCl I M como banho para 
o microeletrodo, o qual deve ser inserido na câmara experimental a favor da corrente da solução. 

C. Monitore a corrente no sinal de voltagem do amplificador. A passagem de corrente deverá ser 
independente da resistência do eletrodo e não precisará ser reti ficada (verifique a passagem de 
corrente, ocasionalmente, comum conversor de corrente para voltagem, com ferra vi rtual) . 

D. Meça a resistência de entrada, usando um ou dois microeletrodos. Use um microeletrodo para 
passar a corrente e am bos para medir a voltagem. B latt (J 987) recomenda esse procedimento para 
ev itar problemas em razão de mudanças na resistência ela ponte do microeletrodo durante 
penetrações com o uso apenas de um microeletrodo. 

E. Faça medições com os grampos de voltagem e de corrente para obter o valor de Ri". Em med ições 
de potencial livre (sem penetração), a voltagem nào deverá ultrapassar 30 mV. Use o grampo de 
corrente para aplicar pulsos de corrente bipolar de 0,5-1,0 s de duração, a intervalos de 8- lOs. 
Valores deverão oscilar em tomo de 20 pA. 

onsrmVAçÃO 

• Os dados dos grampos de corrente e de voltagem poderão ser transferidos para um 
computador, desde que equipado com um conversor de 30 kHz analógico ~ digital e dois 

conversores digital ~ analógico. Os dados poderão ser manipulados por um programa 
multitarefa. Como alternati va, os valores de corrente e voltagem poderão ser ex ibidos em 
osciloscópio e registrados em registrador de cartela com duas canetas. 

• Espera-se que os potenciais livres (ou seja, os potenciais nas pontas dos microeletrodos) 
medidos antes a após cada penetração não difiram em mais de 5 mV. Medições que resultem 
em diferenças maiores devem ser descartadas. 

• O potencial da célula-guarda é a diferença entre o valor med ido na célula e o circuito terra. 

F. Calcule a condutânc ia específica (GIll ) e a resistência (R Ill ) da área da superfície celular (A), a qual 
é obtida pela medição das dimensões das células-guardas com um micrômetro ocular. Assumindo 
que a distribuição de corrente é uniforme, use a seguinte expressào: 

Em que: 

1 

b. V 111 = voltagem obtida com a medição do potencial livre 
lo = corrente do grampo de corrente 
cI. I = dimensões ortogonais da célula (d = diâmetro e I = compr imento) 
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21.6. Experimentação 

A. Registre o diâmetro, comprimento, volume e volume vacuolar (o/r) das cé lulas-guardas. 
B. Efetue a penetração do microeletrodo na célula-guarda, da seguinte maneira: avance o 

microeletrodo horizontalmente na célula-guarda escolhida, certificando-se de que esteja em foco 
na ocular do microscópio. A penetração estará bem feita quando a superfície ce lular inicialmente 
ceder à pressão da ponta do microeletrodo e, depois, repentinamente, voltar à posição original, na 
medida em que a ponta estiver penetrando. O tubo capilar triangular é melhor do que o 
cilíndrico para esse tipo de trahalho. 

OBSERVAÇÃO 

• Apesar da resolução do microscópio não permitir a visualização de onde a ponta do 
microeletrodo realmente está (membrana, citoplasma ou vacúolo), o contato elétrico com a 
superfície celular (caracterizado por uma mudança negativa no potencial) ocorre antes ela 
penetração, quando a ponta elo microeletrodo atinge uma proximidade de cerca de 1,0 plll da 
célula. 

• Assume-se que a memhrana celular domina as propriedades elétricas da célula, 
independente da localização da ponta do microcletrodo. 

• A duração de cada penetração pode variar de 40 a 60 min, sendo terminada pelo operador. 
• A passagem da ponta do microeletrodo pela célula é caracterizada por uma queda brusca no 

potencial da membrana (ou seja, mudança para um valor menos negativo). 
• Em V. laba, o enchimento dos microeletrodos com soluções convencionais (KCI ]-3 M), em 

células banhadas com KC I 0,1 mM, Ca++ I mM, pH 7.4, ocasiona uma redução no potencial 
medido, em 2-5 min, para cerca de - 30 mY, e da resistência para menos de 0.2 kohm.cm· ~. 
Em contraste. células penetradas com microeletrodos que contêm K+-acetato 50-200 mM 
geram valores próximos a - 180 m Y (potencial) e 16 kohm.cn'-~ (resistência) . Essas reduções 
são atribuídas à ocorrência de vazamento de cr dos microeletrodos (causado pelo Ca++ das 
soluções extelllas), quando a concentração de KCI da solução de enchimento é elevada. 
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22. TRANSPIRAÇÃO 

CUIDADOS 

• A transpiração é afetada por numerosas variáveis ambientais e biológicas, dificultando 
sobremaneira a reprodução de dados, mesmo em condições experimentais similares. 

22.1. Introdução 

A absorção e o fluxo de água nas plantas são regulados por um gradiente de 'I', o qual é 
proveniente de um déficit hídrico nas folhas. Esse déficit é causado pela diferença entre a água 
transpirada e a absorvida, ev idenciando a importância de se conhecer a transpiração. 

Existem numerosas abordagens para se est imar a abertura dos estômatos e a taxa de 
transpiração, cada qual COI11 vantagens e desvantagens (vide revisões de Slavik 1974 e Me idner 
1981). Para considerações teóricas visando à construção de porômetros, vide Park inson (1985). 

Ex istem duas grandes categorias para a medição da taxa transpiratória: microscopia e 
condutância. A primeira tem a vantagem de permitir micrografias, mas é muito afetada pela excisão e 
subseqüente manuseio das amostras. A segunda engloba as determinações in si/li (ex. porômetros) e 
apresenta o benefício de medir, quantitativamente, a condutância coletiva de milhares de estômatos 
em tecidos intactos. 

As técnicas porométricas baseiam-se na passagem de gases através do tecido ou na saída de 
vapor d'água da folha, por difusão ou pressão artific ial. Os porômetros de ,r(fl/sIJimç'(/() e os de 
di/il.l'(/() dinâmica. por serem aplicáveis a tecidos intactos, são os mais usados. 

Os porômetros de transp iração medem a quantidade de vapor d' água I iberada por unidade de 
área foliar por unidade de tempo. Existem dois diferentes princípios: (a) o nível de vapor d 'água é 
medido na corrente de ar que passa pela folha, a uma dada U. R .. e (b) dUit.l'ilo el//./711.\'O con/íl/l/O de 
estado es/arel: a corrente de ar é ajustada para manter a densidade de vapor constante. em um nível 
determinado (Beardsell et aI. 1972 e Bingham & Coyne 1977). A folha eleve ser isolada em uma 
câmara e exposta a uma corrente ele ar seco. Adicionalmente, existem versões em que a câmara é 
confeccionada em dimensões suficientes para medir a transpiração de plantas inte iras, ou de dosséis 
(ex. Daley et aI., 1984). Em oposição à sua precisão. a calibração dessa classe de aparelhos em 
unidades de resistência ou condutância é muito complexa, requerendo aparelhagem sofist icada. 

Câmaras permutáveis permitem o estudo de folhas ele diferentes formatos e tamanhos. 
Os porômetros ele difusão dinâmica possuem uma câmara com sensor de umidade, a qual é 

selada na superfície foliar. Nos modelos mais recentes. o equ ilíbrio com o tecido é atingido a partir 
da umidade existente (em vez de passagem de ar seco). A umidade da câmara aumenta, devido à 
transpiração, e o tempo gasto para alterar essa umidade em uma quantidade fixa é registrado. Alguns 
modelos possuem operação automática, com cic/agel/l repetitiva de secagem/umidificação. Esses 
aparelhos requerem calibrações periódicas, empregando-se cartão pelfurado com poros de diâmetros 
variados. A câmara do cabeçote do sensor pode ser usada em folhas de variados formatos e 
tamanhos. 

Alguns modelos atuais de porômetros de difusão, tanto em fluxo contínuo de estado estável 
quanto dinâmica. incorporam facilidades, tais como microprocessador, para cálculos imediatos e 
armazenagem ele dados e intelface para impressora ou computador. Além disso, por serem portáteis e 
terem bateria recarregável, propiciam rápidas medições in si/li em áreas experimentais. 
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Neste capítulo são d~scritos os seguintes aparatos para a med ição da taxa transpirat6ria: 
potômetro. lisímetro de pesagem. porômetro de estado estável e porômetro de difusão dinâmica. A 
condutância eslomática pode também ser determinada por medidores de FS (capítulo 28). 

22.2. Potômetl'o 

• O potômetro é um artefato simples que mede a absorção de água pela planta. Se assumirmos que 
não existe água de reserva nos tecidos e que não ocorre expansão celular (pressupostos 
relativamente válidos para intervalos de poucas horas), a absorção e a perda de água serão 
equivalentes. Determinado-se a perda de água, a área foliar total e o gradiente hídrico, é possível 
calcular a resistência total à perda de água. O uso de plantas cultivadas em solução nutritiva 
permite a obtenção de sistemas fechados. 

A. Conecte a extremidade de um tubo de látex ao braço lateral de um frasco kiraz,afó. 
B. Coloque água desaerada no frasco, gradualmente, até formaç.ão de corrente. 
C. Feche a extremidade livre do tubo com um grampo. Complete o restante do volume do frasco com 

água, até o topo. 
D. Remova uma planta da solução nutritiva e, muito cuidadosamente, introduza suas raízes na boca 

cio frasco, ev itando lesões· aos tec idos. Prenda o frasco a um suporte. 
E. Fure o centro de uma rolha de borracha adaptável ao frasco e corte-a em duas partes iguais. 

Cubra as duas metades com vaselina, junte-as e tape o frasco. colocando o caule da planta no 
orificio central da rolha. Não deixe thl'mar bolhas na água. Dessa forma, as raízes ficarão 
prezas e o sistema radicular isolado do ambiente externo. 

F. Empurre a rolha, para obter uma selagem firme, e prenda-a ao frasco, com uma braçadeira. 
G. Conecte a extremidade livre do tubo de látex (que está com o grampo) à extremidade maior de 

uma pipeta de I mL. Posicionando a pipeta com a ponta virada para cima, prenda-a, com 
braçadeira, ao suporte. 

H. Remova o grampo do tubo de látex. Insira a agulha de uma seringa com água na porção do tubo 
de látex que está com água e injete, até a água atingir a borda (ponta da pipeta) . A seringa não 
pode conter holhas de ar. 

I. Coloque vaselina nas regiões perfuradas, para impedir vazamentos no orifício feito com a agulha. 
Inspecione toda a montagem quanto a vazamentos. 

J. Anote o volume de água perdido por unidade de tempo, verificando a posição do menisco na 
pipeta. Se o menisco descer muito, faça novo enchimento com a seringa, conforme descrito. 

K. Anote dados até que um estado estável de absorção hídrica seja observado. 
L. Registre a temperatura da folha com sonda de termopar e a U.R., durante o experimento. 
M. Determine a área foliar total (ex. desenhando os limbos em papel milimetrado). 
N. Calcule a quantidade (mg) de água perdida por cm2 por s, a partir dos dados de absorção de água 

e área foliar. Esta é a taxa de transpiração por unidade de área. 

OBSERVAÇÃO 

• Para determ inar a resistência dos estômatos, é necessário conhecer o gradiente de 
concentração que força a saída da água. A tabela 9 apresenta a umidade absoluta do ar sob 
variadas temperaturas e valores de U. R. Visto que o ar na câmara subestomática está 
saturado com água, a umidade absoluta será equivalente àquela do ar a 100% de U.R., a 
uma dada temperatura da folha. 
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TABELA 9. Umidade absoluta (concentração real de água) do ar (~lg.cm-3 ) em várias níveis de U.R. 
e temperatura (T). 

Umidade Relativa (U.R.) 
T CC). 10O/C· 200/(' 300/(' 400/(' 50% 60% 70% 80% 900/(' 1000/(' 

O 0,485 0,969 1,454 1,938 2,423 2,908 3,392 3,877 4,361 4,846 
0,519 1,038 1,557 2,076 2,596 3,115 3,634 4, 153 4,672 5,191 

2 0,556 1,111 1,667 2,223 2,779 3,334 3,890 4,446 5,001 5,557 
3 0,595 1,189 1,784 2,378 2,973 3,567 4,162 4,756 5,351 5,945 
4 0,636 1,272 1.907 2,543 3,179 3,8 15 4,451 5,086 5,722 6,358 
5 0.680 1,359 2,039 2,718 3,398 4,077 4,757 5,436 6,116 6,795 
6 0,726 1,451 2, 177 2,903 3,629 4,354 5,080 5,806 6.531 7,257 
7 0,775 1,549 2,324 3,099 3,874 4,648 5,423 6,198 6,972 7,747 
8 0,827 1,653 2,480 3,307 4,134 4,960 5,787 6,614 7,440 8,267 
9 0,882 1,763 2,645 3,526 4,408 5,290 6,171 7,053 7.934 8,816 

10 0,940 1,879 2,819 3,758 4,698 5,638 6,577 7,517 8,456 9,396 
11 1,00 2,00 3,00 4,00 5,01 6,01 7,01 8,0 1 9,01 10,01 
12 1,07 2, 13 3,20 4,26 5,33 6,40 7,46 8,53 9,59 10,66 
13 1,13 2,27 3,40 4,54 5,67 6,80 7,94 9,07 10,2 1 11,34 
14 1,21 2,41 3,62 4,82 6,03 7,24 8,44 9,65 10,85 12,06 
15 1,28 2,56 3,85 5, 13 6,41 7,69 8,97 10,26 11 ,54 12,82 
16 1,36 2,73 4,09 5,45 6,82 8, 18 9.54 10,90 12,27 13.63 
17 1.45 2.89 4,34 5,79 7,24 8,68 10,13 11,58 13,02 14,47 
18 1,54 3,07 4,6 1 6,14 7.68 9,22 10,75 12,29 13,82 15,36 
19 1.63 3,26 4.89 6,52 8,15 9,78 11 ,41' 13.04 14,67 16.30 
20 1,73 3,46 5, 19 6,92 8,65 10,37 12,10 13,83 15,56 17,29 
21 1,83 3,67 5,50 7,33 9,17 11,00 12,83 14,66 16,50 18,33 
22 1,94 3,88 5,83 7,77 9.71 11 ,65 13,59 15,54 17.48 19,42 
23 2,06 4,,11 6,17 8,22 10,28 12,34 14,39 16,45 18,50 20.56 
24 2, 18 4,35 6.53 8,71 10,89 13,06 15,24 17.42 19,59 21,77 
25 2,30 4,61 6,91 9,22 11.52 13,82 16, 13 18,43 20,74 23,04 
26 2,44 4,87 7,31 9,75 12,19 14,62 17,06 19,50 2 1,93 24,37 
27 2,58 5, 15 7,73 10,30 12,38 15,46 18,03 20,61 23,18 25,76 
28 2,72 5,45 8. 17 10,89 13.62 16.34 19.06 2 1.78 24,51 27.23 
29 2,88 5,75 8,63 11 ,50 14,38 17,26 20,13 23,01 25,88 28.76 
30 3,04 6,07 9,11 12,14 15,18 18,22 2 1,25 24,29 27,32 30.36 
3 1 3.20 6,41 9,61 12,82 16,02 19,22 22.43 25,63 28,84 32,04 
32 3,3 1 6,62 9,92 13,23 16,54 19,85 23, 16 26,46 29.77 33,08 
33 3,57 7, '13 10,70 14,26 17,83 2 1,39 24,96 28,52 32,09 35,65 
34 3,76 7,52 11,27 15,03 18,79 22,55 26,31 30,06 33,82 37,58 
35 3.96 7,92 11,88 15,84 19,80 23,76 27,72 3 1,63 35,64 39,60 
36 4,17 8,34 12,51 16,68 20,86 25,03 29,20 33,37 37,54 4 1,7 1 
37 4,39 8,78 13,18 17,57 2 1,96 26,35 30,74 35, 14 39,53 43,92 
38 4,62 9,24 13,87 18,49 23 ,11 27,73 32,35 36,98 41,60 46,22 
39 4,86 9,73 14.59 19,45 24,32 29,18 34,04 38,90 43,77 48 ,63 
40 5,11 10,23 15,34 20,46 25,57 30,68 35,80 40,91 46,03 51,14 
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P. Verifique, com base na temperatura do ar e na U.R., a umidade absoluta do ar na tabela 9. Calcule 
o gradiente de concentração (água no ar - água na câmara subestomática). 

Q. Determine a resistênc ia à perda de água, com base na lei de Ohm, ou seja: 

I Fluxo = gradientelresistência 

I Transpiração (mg H~ O.cm·~.s·' ) = concentração (mg.cm -~ )/resistência (s.cnf' ) 

22.3. Lisímetro de Pesagem (Van Iepcren & Madery, 1994) 

• As medições se baseiam em registros contínuos de peso de dois vasos comunicantes. completados 
com solução nutritiva. Os vasos são cilíndricos e possuem peso idêntico. A planta é colocada no 
vaso I e apoiada por uma armação rígida de três tubos de plástico (I cm de diâmetro), com 
alguns tubos cruzados, os quais são fixados ao vaso. As raízes são mergulhadas em solução 
nutritiva aerada. O vaso 1 é então colocado na balança I e o vaso 2 na balanc,~ a 2, conforme a 
figura 8. 

• Os vasos são interconectados por tubo de silicone, sem afetar as balanças. Ambos os vasos são 
vedados com lâmina de alumínio, para prevenir evaporação do conteúdo. A montagem, exceto a 
armação rígida e a planta, são colocadas em caixa de poliestireno, para minimizar os efeitos 
externos sobre as pesagens. 

Tubo de silicolle 

Cai"\':a de poliestireno 

Suporte da 
<E--- planta 

Follla de 
~-tt----tt-

alwl1ínio 

~----+1f- Vas o de 

~====:::I.., PVC 

FIGURA 8. Montagem experimental para determinação simultânea das taxas de transpiração e 
absorção de água (adaptado de Van Ieperen & Madery, 1994). 
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A taxa de transpiração (E) é dada pela expressão: 

A taxa de absorção de água (U) é dada pela expressão: 

em que: 
VS =AI /A 2 + I 
W I = peso da balança I (g) 
W 2 = peso da balança 2 (g) 
t = tempo (min) 
Vs = fator do vaso (sem unidade) 
AI = área do vaso na balança I (111 2

) 

A 2 = área do vaso na balança 2 (m 2
) 
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• Os vasos têm 21 cm d.i. , volume de 6,5 L. e são interconectados por tubo de silicone (5 mm c\.i .• 
20 cm de comprimento). sendo colocados sobre duas balanças de precisão. Os dados analógicos 
gerados pelas balanças são medidos por voltímetro. conectado a uma unidade de aquisição ele 
dados. Em geral, os dados são coletados a uma taxa de 300 amostras por balança por minuto. 

22.4. Porômetro de Difusão em Estado Estável 

• A perda de água de uma folha colocada na cubeta é determinada pela medição da taxa de fluxo 
de ar seco necessário para manter a U.R. constante dentro da cubeta. Normalmente. a U.R. 
ambiente é usada como ponto de nulidade e o ar seco é injetado na cubeta. a uma vazão mínima 
necessária para balancear o fluxo de água da corrente transpiratória da folha. Esse expediente 
mantém a U.R. da cubeta no ponto selecionado. A resistência estomática, ou a condutância, é 
calculada diretamente dos valores medidos de U.R .. temperatura (da folha e elo ar) e ele taxa de 
fluxo. 

• Um medidor de fluxo de massa eletrônico é usado para medir a taxa de fluxo de ar seco dentro da 
cubeta. A um idade em estado estável dentro da cubeta é mantida, em regime sem i-automático. 
por um sistema de retroalimentação que usa o medidor de fluxo de massa. a válvula de ajuste da 
nulidade e o controlador de fluxo automático interno. Para uma resistência estomática menor que 
5 s.cm' l. a medição pode ser feita em 5-15 s. Resistências mais elevadas acarretaram maiores 
tempos para as medições, tipicamente dentro da faixa de 60 s. O aparelho é fornecido com 
calibração de fábrica. No entanto. a calibração geral é recomendada anualmente e a calibração 
do sensor de umidaele a caela seis meses. ou conforme necessário. 

A. Registre na memória do aparelho os valores da área de abertura e da pressão atmosférica. 
B. Registre na memória do aparelho a umidade do ponto de nulidade. a qual será a U .R. da cubeta. 

após o período ele equilíbrio com as condições ambientais. Outros valores. diferentes do observado 
para o ambiente. podem ser lançados como ponto de nul idade. Esse passo pode ser e lim inado em 
medições subseqüentes. caso o mesmo ponto de nulidade venha a ser usado. 
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C. Prenda a amostra na braçadeira do cabeçote do sensor. Use a válvula de ajuste da nulidade para 
colocar a taxa de fluxo dentro da amplitude dinâmica do controlador de fluxo automático interno. 
O nível de ajuste depende da resistência da amostra. Esse passo pode ser eliminado em medições 
subseqüentes, caso condições experimentais similares prevaleçam. 

D. Observe o indicador do medidor do ajuste de nulidade. Se o indicador estabilizou-se dentro da 
amplitude do medidor. isso indica que a cubeta equilibrou-se dentro da faixa escolhida pelo 
usuário. A leitura pode então ser feita. 

E. Exporte, opcionalmente, os dados para gravador ou computador. Armazene os parâmetros na 
memória do aparelho, para visualização no mostrador. 

F. Gire a válvula de ajuste da nulidade na direção indicada rio medidor. caso o indicador não esteja 
na amplitude do medidor após vários segundos. Repita o procedimento até que o ind icador se 
estabilize dentro da amplitude do medidor. Em seguida, a leitura poderá ser efetuada. 

G. Repita os passos de B. a E., conforme necessário. 

22.5. I'orômetro de Difusão Dinâmica (Monteith et ai., 1988) 

• Quando o cabeçote do sensor é preso à folha, uma pequena câmara (cu beta) é levemente 
pressionada contra a superfície foliar. A difusão de vapor d 'água para fora da folha aumenta a 
umidade dentro da cubeta e o aparelho automaticamente cronometra o aumento na U.R., entre 
dois níveis eletronicamente predeterm inados. Esses níveis podem ser ajustados e são, tipicamente. 
escolhidos próximos ao valor da U.R. ambiente, para minimizar distúrbios nos estômatos. 

• O tempo que a U.R. leva para mudar de um valor para outro é uma medida da taxa de perda de 
vapor d'água da superfície foliar. Essa leitura é então automaticamente convertida em resistência 
à difusão, Oll condutância, conforme preferido pelo usuário. 

A . Verifique a memória, a bateria e o dessecante (tem de estar azul e não vermelho). 
B. Acerte o relógio e o calendário. Mude o formato de registro dos dados, caso necessário. 
C. Selecione o módulo de leitura. Coloque a folha no cabeçote. 
D. Selecione o módulo de início. O aparelho efetua a leitura. 
E . Ac~ite ou rejeite a leitura efetuada. Os dados podem ser revistos e exportados para impressora ou 

computaclor. 
F. Adote o seguinte procedimento, sempre que o aparelho indicar que a calibração é necessária: 

a) Prepare a placa de calibração, com a segu inte técnica: 
ai) Molhe o papel-filtro e remova o excesso de água com papel-toalha. Repita três vezes. 
a2) Coloque o papel-filtro na placa de calibração, cobrindo todos os orifícios de cal ibração. 
a,) Se le com fita adesiva, aparando os excessos de fita nas bordas. 
a~) Aperte a f ita adesiva para remover bolhas de ar. Deixe equ ilibrar por 1 h. 
a,) Retorne a placa de calibração para a embalagem, até necessidade de uso (pode ficar 

armazenada até três dias). CUIDADO! Não toque a placa com os dedos. 
ar;) Espere por I h. antes de calibrar. 
a7) Aceite erros menores que 5%. 

b) Selecione o módulo de calibração. Ajuste a UR com relação ao meio ambiente. 
c) Verifique outros módulos, tais como tipo de câmara de selagem, unidades de medição e pressão 

atmosférica. . 

d) Insira o retângulo de pape I, previamente saturado de água. na placa de cal ibração. Antes de 
encaixá-lo. porém. remova o seu excesso de água. 

e) Insira a placa ele calibração na posição I. Verifique se está bem encaixada e inicie a leitura. 
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f) Espere até a leitura se estabilizar. para aceitá- la. 
g) Mova a placa para a próxima posição e repita o procedimento. Assim por diante. até todas as 

seis posições terem sido lidas. 
h) Selecione o módulo de ajuste a curva. O aparelho recalcula os resultaelos e estima o erro. 
i) Instale a cal ibração. se o erro for menor que 100/r. Caso contrário. descarte a cal ibração e 

refaça o pior resultaelo até obter precisão. 
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23. RELAÇÜES HÍDRICAS I - PSICROMETRIA DE TERMOPAR 

CUIDADOS 

• Manuseie as câmaras psicrométricas com cuidado. Choques físicos podem quebrar as 
junções do termopar. 

• As amostras têm de ser do mesmo tamanho. Use furador para obter discos foliares e lâm inas 
espaçadas por parafusos para obter seções padronizadas do caule ou da raiz. 

• Os instrumentos usados para corte tem de estar limpos e secos. 
• Procure trabalhar com rapidez, para evitar perda de água pelo tecido excisado. 

23.1. Introdução 

Toda fração aquosa de uma amostra perde água, quando colocada em ambiente seco e 
hermeticamente fechado, aumentando, conseqüentemente, a U .R. (ou pressão de vapor) daquele 
ambiente. Após um período de equ i Iíbrio, a amostra e o ar da câmara onde a amostra está inserida 
apresentarão o mesmo 'I'. Esta relação é usada para medir o '11 de amostras de plantas e de solos, por 
meio cio psicrômetro de tennopar. 

Esse aparato (Neumann & Thurtell, 1972) mede a U.R. em equilíbrio com a amostra, pela 
determinação do ponto de orvalho ou do decréscimo na temperatura psicrométrica (ou seja. a 
diferença entre a temperatura do bulbo seco e a temperatura do bulbo úmido). No lugar de um 
termômetro, o aparelho possui um termopar (um fio feito de c lJ/'OlI/ef e outro de COlIstal/tall. 

conectados por duas junções, sendo uma dentro da câmara da amostra e a outra fora). A passagem de 
corrente pela junção, devido à diferença de condutividade elétrica entre as duas ligas, faz com que 
uma se esfrie mais depressa do que a outra. Quando a temperatura ela junção fica menor que a do ar 
presente na câmara, OCOITe condensação ele vapor em sua superfície (efeito Peltier). A corrente é 
então interrompida pelo operador e o vapor que hav ia condensado começa a se evaporar, numa taxa 
propOlcional à U.R. dentro da câmara. Esta última é determinada pelo \1' da amostra, a qual está em 
equilíbrio térmico com o ar da câmara. Quanto maior o 'I' da amostra, mais lenta será a evaporação 
da água acumulada na junção do termopar. 

Esta evaporação esfria a junção do termopar dentro da câmara, que fica com temperatura 
inferior ao tennopar situado fora da câmara. Isso provoca a passagem de uma pequena corrente 
elétrica entre ambos, a qual é proporcional a esse decréscimo de temperatura. Esse decréscimo de 
temperatura é medido por um microvoltímetro, indicando a U.R. e o 'I' do ar na câmara e, portanto, o 
'I' da amostra. 

A conversão da voltagem em unidades de pressão (que medem o 'I') é possível pela 
calibração de cada câmara psicrométrica com uma série de soluções salinas, de diferentes 
concentrações e, portanto, diferentes valores de 'lI. Cerca de 400 ~L de cada solução são aplicados 
em discos de papel-filtro, determinando-se seu potencial osmótico (ou 'I'). Posto que o 'I' de cada uma 
dessas soluções é conhecido com precisão, pode-se constl11ir uma curva (ou fazer regressão), tendo o 
'I' como função de microvoIts e determinar um fator de correção para cada câmara psicrométrica, a 
ser multiplicado pelo valor lido. 

O potencial hídrico é definido como: 'I' = '1'1' - 'I'n, em que '1'1' é o turgor e 'I'n o potencial 
osmótico. Empregando-se N2 para quebrar as membranas celulares e remover o turgor da amostra, 
obtém-se o valor de 'I'n. Subtraindo-se 'I' de 'I'n, tem-se '1'1' e o conhecimento, assim, de todo o 
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balanço hídrico do teciclo (ex. Matsuda & Riazi 1981, Cavalieri & Boyer 1982, Westgate & Boyer 
1984, Passos 1989). Em razão dessa versatilidade, a psicrometria de termopar é o método mais 
empregado para medir o balanço hídrico de plantas (Boyer, 1987). 

Existem mcx:lelos comerciais de psicrõmetros de termopar. Todavia, a construção dessas 
un idades no laboratório é factível (figura 9), conforme o procedimento de Spomer (1974). 

1 
2,54 CID 

1 

FIGURA 9. Câmara psicrométrica de termopar, consistindo de (A) junção trocável de cllrolllel
COl1sfaflfal1 (0,0025 cm de diâmetro); (B) câmara rosqueável de fe./7ol/ para a amostra; 
(C) corpo da câmara, de fe.l7ol/; (D) tampa rosqueável de fe./7ol/; (E) fios de cobre 
cobertos com plástico; (F) dissipador de calor e fios conectores; (G) anéis de borracha 
para selagem, cobertos com vaselina; e (H) conectores de fe.llol/ para selar os orifícios 
dos fios do tellnopar (adaptado de Spomer, 1974). 

23.2. Vantagens e Limitações do Método 

Além de permitir medição direta dos potenciais hídrico e osmótico, e indireta cio turgor, o 
método apresenta as seguintes vantagens: (a) a medição baseia-se em referência física, e não 
biológica. Isso permite a comparação rigorosa entre experimentos; e (b) a caracterização do balanço 
hídrico em termos de potencial químico é uma indicação direta da energia que move a água de um 
lugar para outro no sistema solo-planta. 

O método apresenta as seguintes limitações: (a) a interação entre o tennopar e a amostra 
segue um gradiente de difusão, que envolve vapor e transferência de calor. Exceto no ponto 
isopiéstico (sem gradientes de pressão), em que a taxa líquida dessas transferências é zero, todos os 
fatores que afetarem a transferência de vapor e de calor irão afetar também as medições. Boyer & 
Kn ipling (1965) desenvolveram um psicrõmetro isopiéstico, mas sua construção é muito difíc il ; (b) a 



RELAÇÕES HfDRICAS I - PSICROMETRIA DE TERMOPAR 127 

excisão do tecido para medição cria uma superfície cortada e interrompe o suprimento de água; (c) o 
tecido continua crescendo após a excisão, gerando relaxamento da parede celular (por falta de 
entrada de água) e subestimativa de '1'1' (Cosgrove et aI., 1984); e (d) a quebra das membranas pelo 
N~ líquido destrói a compartimentalização da célula, gerando diluição apoplástica para o 'I'n medido 
(Boyer, 1987). 

23.3. Procedimento Típico 

A. Remova, cuidadosamente, as folhas a serem amostradas e as alinhe sobre uma placa de vidro. 
B. Corte, com lâmina ou furador, uma amostra da região do limbo foliar a ser medida. Coloque, 

usando uma pinça, 1-4 seções foliares por câmara psicrométrica. Anote cada tratamento e o 
respectivo nümero da câmara psicrométrica em uma planilha, na qual os resultados serão 
registrados. 

C. Feche a tampa da câmara e deixe o psicrômetro pendurado, pelo fio, em um suporte horizontal , 
com a tampa virada para baixo. Somente inicie colocação de amostra em outro psicrômetro após 
haver completado toda a operação com a amostra anterior. 

D. Coloque os psicrômetros, com a tampa virada para baixo, em banho-maria circulante, a 26°C. 
Deixe repousar por 3 h, para que a temperatura dentro da câmara se equilibre com a exterior. 

E. Faça cada medição conectando o psicrômetro ao microvoltímetro e seguindo as instruções do 
fabricante . Tipicamente, as leituras são feitas na amplitude de I O ~lV, após aplicação de 
resfriamento, por 15-20 s. 

F. Remova as câmaras do banho-maria, após haver feito a leitura de todas as amostras. Mergulhe 
cada câmara psicrométrica. por 5 s, em N~ líquido e deixe equilibrar por 10-15 min, na 
tem peratura am biente. 

G . Coloque as câmaras novamente no banho-maria e deixe repousar por 2 h. Faça nova leitura no 
microvoltímetro. a qual corresponderá ao n, visto que o congelamento quebra todas as 
membranas. portanto removendo o turgor. 

H. Multip lique a leitura feita (em pV) pelo fator de correção, para cada psicrômetro, obtendo os 
valores de 'I' e 'I' n, diretamente em bars. Visto que 10 bars = I MPa, expresse seus resultados em 
MPa. Com base na expressão \1' = '1'1' - 'I'n, calcule o turgor de cada amostra. 

23.4. Variações da Técnica 

• Para medir o 'I' de fo lhas intactas, Boyer (1968) desenvolveu uma câmara psicrométrica com 
tamanho suficiente para conter uma lâmina foliar inteira, a qual fica isolada do ambiente exterior 
por selagem com vaselina. Para a medição, um termopar, contendo água na junção, é inserido na 
câmara onde está a folha. Após 45-90 min, a leitura se estabiliza e o termopar é retirado, sendo 
substituído por outro, contendo uma solução osmótica com 'I' próx imo ao da folha. As leituras 
dos dois termopares são lançadas em gráfico, como função do \1' da segunda solução, fazendo-se 
a extrapolação para saída = zero. A concepção dessa classe de psicrômetros, chamados de in 
Siflt , foi posteriormente alterada (Savage et a!., 1983) para se fazer a medição com apenas um 
termopar e amostrando apenas parte da folha intacta. 

• Outra variação é a introdução de termopar possuindo solução de sacarose de 'I' conhecido dentro 
da câmara psicrométrica, fazendo-se med ições isopiésticas (Boyer et a!., 1985), ou seja. a 
pressão de vapor da solução é a mesma que a do tecido, sem ocorrência de troca líquida de 
vapor. A inclusão de uma guilhotina no aparato permite monitorar os efeitos da excisão sobre o 
'I' . Como alternati va, 'I'n pode ser medido em amostras da seiva expressa de tecidos frescos ou 
descongelados. com um osmômetro de pressão de vapor (Cosgrove et a!., 1984). 
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24. RELAÇÕES HÍDRICAS 11 - BOMBA DE PRESSÃO 

CUIDADOS 

• Não desconecte a mangueira quando esta estiver sob pressão - sempre verifique, antes. se o 
manômetro no tanque de nitrogênio está zerado, A presilha na mangueira. próxima ao 
tanque, poderá ser afrouxada. para aliviar a pressão, 

• Sempre teste a válvula de segurança antes de operar o instrumento. 
• Não use a válvula de controle de vazão para desligar o instrumento. Isso poderá danificar a 

base da mesma. impossibilitando futuras mudanças graduais no nível de pressão. 
• Mantenha-se afastado da abertura da câmara, onde está a amostra. Pedolos podem ser 

expelidos, com violência, devido à pressão. 

24.1. Introdução 

o uso moderno da bomba de pressão para avaliar as relações hídricas em tecidos vegetais foi 
estabelecido por Scholander et aI. (1965). O método requer a apl icação de pressão pneumática ao 
tecido, para aumentar at1ificialmente seu \1' . A pressão necessária para elevar o ' I' do tecido para zero 
é aceita como o negativo do 'V do tecido antes da pressurização. Se for assumido que os gradientes de 
'I' em um dado órgão são desprezíveis, então pode-se também assumir que \1' do xilema = 'I' da 
parede celular = \1' dentro do tecido. Para a medição do \1' com base na pressão de balanceamento (ou 
seja. aquela necessária para forçar a água do tecido para fora da superfície cortada do pecíolo), o 
órgão é destacado da planta e colocado na bomba de pressão, com a extremidade onde está o xilema 
(corte no pecíolo) estendendo-se para fora da câmara, envolta pelo sistema de vedação. A pressão é 
apl icada até que a seiva apareça na superfície do corte. O negativo da pressão necessária para 
produzir a exsudação (quando a pressão do xilema se iguala à pressão atmosférica) é considerado 
igual ao 'I' do tecido. no momento do corte. Nesse método; como apenas uma aplicação de pressão é 
feita, usa-se N" ou ar como instrumento de pressão. 

Além de medir o \1'. é possível empregar a bomba de pressão para estimar o 'I'n do tecido, 
com base no fato do turgor ser zero. quando 'I' = 'I'n. Um método para extrapolar medições feitas 
nessa condição, de maneira a obter caela 'I'n corresponclente a valores positivos ele '1'1', foi proposto 
por Tyree & Hammel (1972) e tem sido usado em inúmeros estudos desde então. A técnica tem o 
seguinte fundamento: se medições de 'I' são feitas em uma amplitude de teores hídricos e então 
lançadas em gráfico, tendo o inverso do potencial hídrico (1/'1') como função cio teor relativo de água 
(TRA), a extrapolação da linha reta desenhada, para P < O. fornecerá uma estimativa do 'I'n em 
valores de TRA localizados acima de P = O. 

Na prática, a exsudação é coletada. na medida em que a amostra é submetida a aumentos 
graduais de pressão, causando aumentos correspondentes no 'I' do tecido. A curva assim obtida é 
chamada de CII/,\,(( pre.l'.w70-\'o/lIl11e. ou p-V. Nessa abordagem. visto que a mesma amostra é 
submetida a várias pressões, uma mistura de N" e O" é usada como vetor ele pressão, para evitar 
ox idação da membrana celular. 

Neste capítulo são descritas as operações para medição da tensão do xilema e determinação 
da curva P-V (Jachetta et a!., 1986). usando diferentes aparatos. Adicionalmente. um método é 
descrito para se usar as exsudações obtidas no preparo da curva P-V também na determ inação das 
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concentrações de solutos presentes no apoplasto da folha. O exemplo refere-se a amostras de girassol 
(llefianllllls amll/s L.). 

Para simplificar o texto, o pecíolo e respectivo corte são referidos como a parte a ser 
posicionada do lado de fora da câmara da bomba de pressão. Evidentemente, estas técnicas são 
aplicáveis a outros órgãos além da folha, tais como raízes e ramos, tendo-se o critério de colocar o 
tecido com o xilema para o lado externo da câmara. Para outras considerações, o leitor deve 
consultar Joly & Zaerr (1987) e Turner (1987). 

24.2 Medição da Tensão no Xilerna 

24.2.1. Ajustes Preliminares na Bomba de Pressão 

A. Desprenda a tampa. O anel de selagem. em posição desde o dia anterior, poderá estar muito preso, 
inicialmente. Mova a tampa para frente e para trás várias vezes e então remova o anel. Verifique 
se o anel está limpo e bem lubrificado. Normalmente. vaselina é usada como lubrificante. 

B. Insira uma rolha de borracha adequada na tampa e instale-a na câmara. 
C. Conecte as extremidades da mangueira à bomba e ao tanque de nitrogênio (pressão máx ima de 

2.200 psi). 
D. Mova a válvula de controle no instrumento para a posição de desligamento. 
E. Abra a válvula do tanque de nitrogênio. Meia volta ou uma volta geralmente será suficiente. 
F. Examine a válvula de pressão. Instale e gire a tampa no sentido horário até o fim da rosca. Ato 

contínuo. gire-a em 15", no sentido anti-horário, de maneira que a roda com saliência pressione o 
êmbolo ela válvula ele segurança para baixo. 

G. Gire a válvula de operação para a posição de pressurização da câmara. A válvula ele segurança se 
abrirá antes que a pressão na câmara atinja 200 psi. A pressão na câmara cairá para próximo a 
zero. 

H. Gire a válvula de controle para a posição de exaustão. pressione o êmbolo da válvula ele 
segurança e teste novamente . Se a válvula ele segurança não funcionar a 25 psi ou menos, remova 
o parafuso ele retenção e verifique se o êmbolo apresenta problemas. Mantenha o anel ele vedação 
do êmbolo sempre bem lubrificado. 

I. Ajuste a válvula de vazão. Gire a tampa no sentido horário. até o fim. Ao mesmo tempo. o êmbolo 
da válvula ele segurança da tampa será empurrado para baixo pela roda com saliência. 

J. Gire a válvula de controle para pressurizar a câmara. 
K. Ajuste a válvula de controle ele vazão até que a pressão na câmara aumente até a taxa desejada. A 

taxa poderá ser mudada a qualquer momento. mesmo durante as medições. 
L. Use taxas baixas (ex. 5 psi.s' l 

) para plantas sob baixo estresse hídrico. 
M. Gire a válvula de controle para a posição de exaustão e remova a rolha de borracha da tampa. 

24.2.2. Procedimento Específico 

A. Destaque uma folha, juntamente com o pecíolo, usando lâmina afiada. Quanto mais lisa a 
superfície do corte, melhor. 

B. rnsira. imediatamente. o pecíolo em uma rolha de bon'acha com orifício central e pressione a rolha 
na abertura ela tampa da câmara, com a ponta do pecíolo ficando de fora. em comprimento 
suficiente para visualização de exsuelações. Observe que: 
a) A inserção ele tecidos frágeis ou suculentos pode ser conseguida com o uso de urna ferramenta 

apropriada (disponível comercialmente). 
b) Selecione uma rolha com furo em diâmetro apropriado para permitir um encaixe ele fricção. 
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C. Coloque a tampa na câmara e gire-a no sentido horário até o fim da rosca. 
D. Gire a válvula de controle para a posição "câmara". Observe a superfície do corte no pecíolo. Use 

lupa manual para órgãos pequenos. Ajuste a válvula de vazão, conforme necessário. 
E. Gire a válvula de controle para a posição de desligamento, quando um filme de água aparecer na 

superficie do corte. A esxudação é, geralmente, acompanhada por uma mudança na cor do corte, 
de esbranquiçado para escuro (man'om) e aparência espelhada. Pequenos vazamentos de gás em 
volta do pecíolo não são ohjeto de alarme. 

F. Anote a pressão do manômetro. Ela equivale, em sinal trocado, à tensão existente no xilema. 
G. Gire a válvula de controle para a posição de exaustão. Remova a tampa da câmara e descarte a 

amostra. O instrumento está pronto para outra med ição. 

24.2.3. Procedimento Após as Medições 

A. Feche a válvula do tanque de nitrogênio. 
B. Faça a exaustão da pressão remanescente na mangueira, girando a válvula ele controle para a 

posição "câmara", na medida em que a tampa é removida. Abra a válvula de vazão para apressar 
o processo. 

C. Certifique-se de que a mangueira não está pressurizaela (verifique o indicador do manômetro no 
tanque ele nitrogênio). Desconecte a rosca que prende a mangueira ao tanque e, em seguida, o 
conector ela mangueira à bomba de pressão. 

24.2.4. Troca da Peça de Inserção da Tampa 

• A peça ele inserção ela tampa pode ser trocada, para se obter encaixe de pecíolos ou hastes de 
diâmetro variado. Para isso: 

A. Remova os quatro parafusos de retenção na tampa da câmara. 
B. Cert ifique-se ele que os quatro anéis de borracha para veelação estão no lugar certo, no corpo ela 

tampa. Caso contrário, haverá vazamento. 
C. Instale a inserção ele tamanho desejado. 
D. Encaixe os quatro parafusos de retenção por meio da nova peça de inserção e aperte bem, mas 

sem excessos. 

24.3. Curva P-V e Medição dos Solutos no Apoplasto 

24.3.l. Instalação ela Amostra 

A. Colete as amostras antes do amanhecer, em plantas mantidas em atmosfera saturada durante a 
noite anterior. 

B. Coloque a folha cortada imediatamente em saco plástico com, aproximadamente, 2 mL de água 
(Wenkert et aI. , 1978), para reduzir flutuações na temperatura e perda de água pelo tecido durante 
as alterações de pressão. Para melhorar as condições de umidade, sopre repetidas vezes no saco 
plástico. até que haja conelensação de umidade nas paredes dele. 

C. Coloque a amostra dentro elo saco plástico. Antes disso, espere cerca de 2 min para que haja 
equilíbrio com a atmosfera exterior. 

D. Acondicione a folha elentro da embalagem, expulsando todo o ar, de maneira que a abertura 
possa, depois, ser selada pela parte inferior do anel de látex da tampa da câmara da bomba de 
pressão. 
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E. Coloque a amostra assim preparada em um segundo saco plástico, seco, e proceda como no passo D. 
F. Coloque a amostra na câmara, certificando-se de que nenhum dos dois sacos plásticos esteja 

penetrando no orifício de entrada. 
G. Padronize o comprimento do pecíolo em todas as medições (ex. 5 em, para o girassol). 
H. Coloque 1 mL de água no ponto em que o pedolo sai da tampa da câmara e aumente a pressão 

para 0,02 MPa. O anel de látex será apertado até o ponto em que bolhas de gás não mais 
escapem, em volta da base do pedolo. 

I. Remova a água colocada em volta do pedolo (no topo da câmara) com papel absorvente. Dessa 
forma, o pedolo estará selado no encaixe, sem receber compressão mecânica considerável. 

J. Empregue uma mistura gasosa de 98%, de N2 e 2% de O:> para pressurizar a câmara. 

24.3.2. Gradiente de Pressão 

A. Determine o valor da pressão de balanceamento inicial. Para isso, aplique pressão até que a seiva 
apareça na superfície do corte no pecíolo. Reduza então a pressão, até que o menisco da seiva 
recue ligeiramente para dentro do corte. 

B. Aplique novos aumentos graduais de pressão, a intervalos de 0,1-0,2 MPa, espere 15 min após 
cada um de les e, então, colete a exsudação. 

C. Estabeleça a nova pressão de balanceamento, primeiro reduzindo a pressão, gradualmente, até que 
o menisco recue lige iramente para dentro da superfície do corte e, depois, aumentando a pressão a 
pequenos intervalos, até alcançar nova pressão de balanceamento. 

D. Colete a seiva exsudada usando um tubo de vidro com papel absorvente. Selecione um tubo que 
tenha diâmetro levemente maior que o diâmetro do pedolo. Pese o tubo coletor imed iatamente 
antes e após a coleta da seiva. 

E. Calcule o TRA, a partir da equação: 

\\'0 - 'Vd - V 100 TRA = e . 
Wo - \Vd 

em que: Wo = peso fresco da folha totalmente hidratada (\1' = O) 
W" = peso seco da fo lha após secagem a 60"C por 24 h 
Vc = peso da seiva exsudada nas diversas pressões de balanceamento 

F. Faça a curva P-V, colocando lI\1' como função do TRA. Calcule a regressão linear. 
G. A partir da reta obtida, determine o provável teor de água apoplástica da folha no ponto em que a 

curva intercepta 1/\" = O na abcissa. Vide exemplo na figura 10. 

24.3.3. Distribuição dos Solutos Apoplásticos 

• A concentração do soluto é estudada pela seguinte análise da exsudação do xilema, obtida após 
pequenos aumentos de pressão, à medida em que a amostra se desidrata: 

A. Destaque a folha e a coloque na bomba de pressão, como na determ inação de P-V. 
B. Lave o corte no pecíolo com água destilada, por 30 s, e seque-o com papel absorvente, antes de 

colocar a folha na câmara. 
C. Determine a pressão inicial de balanceamento e aumente a pressão, em intervalos ele 0,02 a 0,04 

MPa. 
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FIGURA 10. Curva P-V de uma folha de girassol expandida. O ponto A estima 'I/p = O, o ponto B 
estima o volume de água apoplástica, em percentagem. A equação ele regressão refere
se à segunda porção linear da curva (adaptado de Jachetta et al., 1986). 

D. Colete a exsudação, após 3-5 min da aplicação da nova pressão, e despressurize a câmara em 
apenas 0,01-0,02 MPa abaixo da nova pressão de balanceamento (maiores decréscimos causarão 
mistura dos solutos apoplásticos e impedirão a determinação do gradiente de distribuição dos 
mesmos). 

E. Colete cada exsudação em disco de papel-filtro (0,32 cm\ previamente colocado sobre o corte do 
pecíolo. Quando saturado. o disco deverá conter cerca de 8 I-lL ele exsuelação. 

F. Coloque uma minicubeta, em posição invertida, envolvendo o corte no pecíolo. Observe que a base 
da minicubeta deve conter papel absorvente saturado com água, para formar uma câmara úmida e 
retardar a evaporação da seiva no papel-filtro (figura 11). 

G. Colete o disco com uma pinça, quando aquele estiver saturado, e transfira-o, imediatamente, para 
a câmara de amostra de um osmômetro de vapor e determine o '(l1T' Faça cinco repetições. 

H. Prepare um gráfico, tendo a exsudação (mOs.kg·') como função ela pressão aplicada. 

OBSERVAÇÃO 

• Conforme proposto por Jachetta et aI. (1986), pode-se esperar as seguintes origens, por 
fração de exsudação: (I") pecíolo e nervura central. (2") vasos secundários e parede celular, 
e (3") sob altas pressões, seiva de células vivas, com concentração de solutos muito baixa. 
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FIGURA I I, Diagrama da bomba de pressão empregada para a obtenção da curva P-V (adaptado 
de Jachetta et aI., 1986). 

24.4. Limitações do Uso da Bomba de Pressão 

• Assume-se que a pressão aplicada é igual ao \1' do xilema e que este é o \1' da folha inteira. Caso 
existam gradientes de \1' na folha (gerados pela con-ente transpirat6ria), esse pressuposto poderá 
não ser válido. 

• As relações de \1' com o crescimento não podem ser estabelecidas, porque é impossível amostrar
se a região de crescimento da folha. 

• O volume apoplástico, obtido pela curva P-V, às vezes, é muito elevado, não condizendo com 
cálculos baseados em observações anatômicas. 

• O gradiente de pressão destrói a pressão de balanceamento inicial e os balol/ços subseqüentes 
não refletem um equilíbrio real. 
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24.5. Guia para a Solução de Problemas FreqUentes 

Problema Causa Solução 
A. Plantas apresentando alta Se o módulo de elasticidade for - Acondicione a fo lha em saco 

transpiração no momento elevado, uma pequena perda de plástico (Wenkert et aI., 
ela amostragem. água causará grande queda em 1978). 

\1' . Turner & Lang (1980) - Mantenha a planta sob 
detectaram, 20 s após o corte, saturação de umidade, antes 
reduções de até 0,7 MPa. de fazer o corte. 

B. Erro de exclusão, ou seja, Algumas bombas de pressão, - Restrinja o comprimento elo 
parte da água ex pel ida pela com lóbulos internos, requerem tecido que fica para fora da 
pressão ocupa os espaços longas seções de pecíolo na câmara ao mínimo necessário 
intercelulares do tecido parte externa, para que a (Millar & Hansen, J 975). 
situado do lado de fo ra da superfície do corte possa ser 
câmara. visualizada. 

C. Condensação de água na Transpiração está elevada. - Idem ao item A. 
superfície da amostra - Adic ione cerca de I mL de 
dentro da câmara. água ao saco plástico da 

amostra. 
D. Excesso ele exsuelação no O tecido fora da câmara está - Idem ao item B. 

corte, produzindo elevado muito longo. 

valor de 'I'. 
E. Exsudação após um A tensão original, que seria - JAMAIS faça um segunelo 

segundo corte no pedolo. contrabalançada pela pressão cOlte na amostra, estando esta 
da bomba, foi reduzida ou já na câmara ou não 
remov ida. (Scholander et aI., 1965). _ . 

F. Valor do \1' está mu ito alto A pressurização da câmara fo i - Faça a pressurização devagar. 
ou muito baixo, em mui to rápida e os valores foram Algumas espécies requerem 
comparação com valores afetados pela existência de períodos de equilíbrio muito 
obtidos por outros gradientes de \1' dentro do longos (Tyree & Dainty, 
métodos. tecido (Turner, 1986). 1973), tornando a med ição 

impraticável. Nesses casos, 
uma margem de erro terá de 
ser aceita. 

G. Exsudação fa lsa: a se iva Em algumas ' . espeCles, o gás - Seque o corte com papel 
expel ida ainda não é o passa direto pelos espaços absorvente. 
volume expulso pela intercelulares e escapa pelo - Faça uma constrição no 
pressão. corte. pecíolo (McCown & Wall, 

1979). 
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CUIDADOS 

• Antes de fazer a primeira penetração na célula, calibre a sonda de pressão com um 
manômetro. Cer! ifique-se de que a saída do transdutor de pressão (figura 12) se 
correlaciona linearmente COI11 a pressão aplicada. 

• Na calibração, tanto a pressão ascendente quanto a descendente têm ele propiciar a 
mesma relação linear, para mostrar que a sonda não ex ibe h isterese. 

25.1. Introdução 

Os métodos mais clássicos de medição do balanço hídrico de plantas apresentam fontes 
de erro (vide capítulos 23 e 24 e tabela 10) que lim itam sua precisão. Segundo Boyer (1987), 
somente a sonda de pressão e a psicrometria isopiéstica propiciam meelições precisas do turgor. 
De fato, métodos como a psicrometria ele termopar tenelem a não detectar diferenças inferiores a 
O, I MPa, que é uma faixa de potencial em que ocorrem vários processos em resposta a variáveis 
ambientais, conforme numerosos relatos. Em decorrência, a sonela ele pressão tem tido crescente 
emprego, especialmente nos estudos ligados ao relaxamento ela parede celular. 

A sonela ele pressão consiste de um tubo microcapilar de vielro com óleo de silicone, que 
é introduzido em uma célula da epiderme, sob exame ele microscópio ocular. Imediatamente após 
a penetração, UI11 men isco é formado, na interface do óleo com a solução citoplasmática, 
ocorrendo equilíbrio, após alguns minutos. A pressão nesse ponto, medida por Ulll transelutor de 
pressão (Frensch & Hsiao, 1994), equivale ao turgor. Via ele regra, o potencial osmótico é 

meelido com osmômetro de pressão de vapor e o valor de 'I' é obtido pela soma de 'I'rr e '1'1'. 
O presente procedimento é lima adaptação do método empregado por Cosgrove et a!. 

(1981) em J>islIlI/ .m{h'lIl1/ L. para a medição direta do turgor, do limiar de relaxamento ( I'ie/d 
{/ireS/lO/ri) da parede celular e ela taxa de crescimento, em segmentos seccionaelos do epicó! ilo ele 
plantas cultivadas no escuro. 

25.2. Considerações sobre o Relaxamento da Parede Celular 

O crescimento de células depende da ocorrência simultânea de absol,\'ão de água e 
expansão da parede celular. Numerosas ev idênc ias sugerem que o processo se inicia com o 
relaxamento da parede celular, causado por extrusão de prótons (a qual é. provavelmente, 
induzida por auxinas). Ocorre, então, um subseqüente aumento ele volume, movielo pelo turgor ela 
célu la. o qual decresce imediatamente para um limiar de relaxamento (Clclanel, 1959). Nesse 

ponto, ocorre nova absorção de água, restaurando o turgor. Sob cresc imen to intenso, '1'1' ficará 
constante, porque o relaxamento ela pareele é balanceaelo pela expansão no volume. Maiores 
eleta Ihamentos sobre o assunto são apresentados por Cosgrove & Kn ieve I (1987). 

De acordo com Lockhart (1965) e Molz & Boyer ( 1978), a taxa da extensão ce lular é 

fun\'ão, teoricamente, da grandeza na qual o valor ele '1'1' excede o limiar ele relaxamento, em 

obediência à expressão: 

IG = 111 (11'1' - Y) I 
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em que: G é a taxa de crescimento (cm.s,I). 111 é a extensibilidade da parede _ celular 
(cnl.S'I.MPa,I). 'I'r é o potencial de turgor e Yo limiar de relaxamento. Visto que esse conceito foi 
baseado em células individuais. mas vem sendo aplicado em tecidos multicelulares. CaIbo & 
Pessoa (1994) derivaram a equação proposta por Lockhart. estendendo sua aplicação a sistemas 
multicelulares submetidos à sucção. 

Vários problemas. contudo. têm sido encontrados na determinação dos componentes da 
equação de crescimento. Valores ele Y têm sido obtidos por imersão de segmentos de tecidos em 
soluções osmóticas (ex. Cleland. I 967a) ou suprimindo o fornecimento ele água para determinar 
o turgor no qual o crescimento é paralisado (ex. Boyer. 1968). Matyssek et aI. (l988) 
verificaram que os valores de Y podem ser alterados nas várias horas de incubaç.ão requeridas 
pelas determinações. 

Os valores de 111 têm sido estimados como o ângulo da curva de crescimento. em um 
período de horas. de segmentos destacados em soluções osmóticas. em função de seu turgor (ex. 
Cleland. 1968). A extensibilidade tem sido também estimada em tecidos mortos. Na técnica do 
[l/sI/'ol/ (Cleland. 1967b. Rayle & Cleland 1972. Cleland et aI. 1987 e Neumann et aI. 1988). 
uma tensão constante é aplicada a paredes celulares de tecidos mortos e um valor de 
extensibilidade plástica (DP) é estimado a partir da taxa na qual o tecido se expande. Assume-se 
que a DP é proporcional a 11/. Outro método com tecidos mortos é o do estresse de relaxamento 
(Yamamoto et aI.. 1970). no qual as paredes celulares são rapidamente estendidas a um nível 
predeterminado e mantidas assim até que a tensão decresça. Assume-se que o tempo necessário 
para esse decréscimo é diretamente proporcional ao valor de 11/. Todavia. o estresse viscoelástico 
de relaxamento em tecidos vivos envolve trocas metabólicas e não é unidirecional. como nas 
técnicas de Cleland e Yamamoto. 

Visando solucionar essa limitação. Cosgrove et aI. (1984) empregaram a sonda de 
pressão para medir diretamente o limiar de relaxamento. Para isso. eles assumiram que. se o 
suprimento de água for gradualmente restringido com soluções osmóticas. o relaxamento 
conduzido bioquimicamente irá continuar até que Y seja atingido. Os valores de 11/ foram obtidos 
a partir dos meios-tempos para detecção de relaxamento. medido pela sonda de pressão proposta 
por Husken et aI. (1978). 

25.3. Pmcedimento 

A. Construa o aparato para monitorização das mudanças em comprimento de segmentos 
ind ividuais e concom itante medição do turgor (figura 12). 

B. Selecione plântulas de 6-7 dias. cultivadas no escuro a 28°C. Faça as manipulações sob luz 
verde difusa. de diodo de gálio-fosfito (pico de emissão: 565 nm. largura de banda: 30 nm). 

C. Corte segmentos de 1.5 cm de comprimento da região do epicótilo (segundo entrenó). 
imediatamente abaixo do gancho apical. Selecione plântulas com 8-12 cm de al.tura e 1.3-2.0 mm 
de diâmetro. 

D. Prenda a parte basal do segmento do epicótilo em uma câmara vertical de vielro. por meio de 
dois parafusos de náilon. Na outra ponta do segmento. 1 cm acima dos parafusos. conecte um 
transdutor de posição. para transferir o sinal de crescimento do segmento seccionado. Faça a 
conexão do transdutor a uma impressora gráfica. via condicionador de sinal e diferenciador de 
média. 

E. Mantenha o segmento banhado em fluxo contínuo de solução KCI ImM (0.5 mL.s' I) . 
F. Certifique-se de que o volume da câmara é ele 1.2 mL. Coloque uma válvula no porto de 

entrada. para efetuar trocas rápidas de soluções como. por exemplo. sacarose (50 mOs). para 
detenn inação do meio-tempo médio de ocorrência ele mudanças no comprimento do segmento 
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(expansão ou encolhimento). Essa determinação poderá ser feita sob ilum inação normal (vide 
Cosgrove et aI.. 1984). 

G. Introduza a sonda de pressão. por meio de orifício lateral na câmara. para determinação do 
turgo\'. Sele o orificio com vaselina para impedir vazamento da solução circulante. porém sem 
afetar a movimentação da sonda. 

H. Adapte uma placa de vidro em uma lateral da câmara para permitir visualização das 
operações com o tubo microcapilar. através de microscópio horizontal (160 X). 

r. Insira a ponta do tubo microcapilar da sonda (usando micromanipulaelor) no segmento 
seccionado e verifique quando o óleo contido no tubo microcapilar é empurrado para dentro 
da sonda. pela solução citoplasmática. Embora a ponta do tubo microcapilar não possa ser 
visualizada no microscópio. a entrada da solução citoplasmática será instantânea. indicando 
que uma célula foi penetrada. Um menisco será formado, a uma pequena distância ela 
superfície do segmento de caule. na interface entre o óleo e a solução citoplasmática. podenelo 
ser monitorado diretamente através do microscópio. 

OBSERVAÇÃO 

• Penetrações em células internas poderão ser feitas. sem alterar substancialmente o volume 
ex istente dentro do tubo microcapilar. porém causando pressão suficiente para empurrar 
o menisco (formado na primeira penetração) para dentro da sonda. 

• Normalmente. a posição do menisco é man ipulada com o auxílio de um pequeno motor 
que move o pistão de metal no reservatório de óleo de silicone da sonda (ex. Hüsken et aI. 
1978 e Nonami & Boyer 1987). Todavia. por causa das rápidas trocas aquosas que 
ocorrem nas células corticais de epicótilos cultivados no escuro. faça controle manual da 
posição elo menisco. girando o micrômetro (figura 12). em vez de usar retroalimentação 
eletrôn ica. 

J. Use o micrômetro para retornar o menisco para a mesma posição que ele ocupava antes ele a 
sonda haver penetrado na célula. Nessa posição. mova o menisco ligeiramente para a frente e 
para trás. para assegurar que existe contato hidráulico com a solução celular. Caso o contato 
não ex ista. além do menisco permanecer imóvel. grandes mudanças ele pressão serão 
detectadas com diminutos movimentos no micrômetro da sonda. 

L. Manipule a sonela sob luz verele difusa (ex. lâmpada de tungstênio guiada em refletor com 
fi 111'0 plástico verde. apresentando transm issão máxima a 525 nm e transm issão desprezível 
abaixo ele 475 nm e acima de 575 nm). Limite cada seção de iluminação a 10 mino 

OBSERVAÇÃO 

• Visto que a pressão captada pela sonda é registrada numa impressora. o valor de '1'1' pode 
ser determinado. conforme segue: no momento da inserção. o citoplasma tende a avançar 
e é contrabalançado pela aplicação de pressão na sonda. Após alguns minutos (com 
subidas e descidas na pressão detectada). obtém-se o equilíbrio. cuja pressão corresponde 
ao turgor. 

• Igualmente, estudos de relaxamento de pressão poderão ser conduzidos, monitorando-se a . 
descida do menisco, após o equilíbrio. Normalmente, quando este cessa a movimentação. 
atingiu-se pressão equivalente a Y. 
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OBSERVAÇÃO 

• Geralmente, medições são efetuadas decorridos 60-90 min da montagem da amostra, 
quando a taxa de crescimento tiver se estabilizado em um segundo patamar. Os valores 
do \I'r são, tipicamente, obtidos cerca de 10 min após a inserção do tubo microcapilar da 
sonda. 

• O sistema permite monitorar concomitantemente as alterações no 'I'P e na taxa de 
crescimento do segmento seccionado. Opcionalmente, determine o 'I'n da seiva expressa 
de tecidos frescos, ou descongelados, usando osmômetro de pressão de vapor ou de ponto 
de congelamento. 

25.4. Uso da Sonda de Pressão para Amostragem da Solução Citoplasmática 

• Shackel (1987) empregou o tubo microcapilar da sonda de pressão como micropipeta para 
retirar amostra da solução citoplasmática (provavelmente, do vacúolo) de células individuais 
ela epiderme, conforme a seguinte técnica: 

A. Aplique pequena tensão (-0,02 MPa), penetre a sonda no tecido, com imediata coleta de 
fluido. 

B. Transfira o fluido, rapidamente, para a cavidade da amostra de um osmômetro de ponto de 
congelamento em nanolitro. A cavidade deve estar preenchida com óleo de silicone. 

pal'afuso do 
mict'Ôl1tetro 

pt'essão 

l' 
enu'ada 

~ contrapeso 

_pua a bomba de ,.ácuo 

FIGURA 12. Montagem experimental para medição simultânea de parâmetros hídricos e da taxa 
de alongamento (crescimento) em segmentos do epicótilo de ervi lha (adaptado de 
Cosgrove & Steudle, 1981). 

C. Faça a transferência da seguinte forma: remova o tubo microcapilar da cubeta de troca 
gasosa, posIcIone a ponta do tubo microcapilar abaixo da superfície do óleo no 
compartimento da amostra e injete uma pequena quantidade do fluido no óleo. Faça a 



\ 

RELAÇÕES HfDRICAS 1// - SONDA DE PRESSÃO 141 

manipulação manualmente ( com o micrômetro ou com sonda de pressão controlada por 
bastão de vidro). Meça o potencial osmótico da amostra. 

25.5. Determinação da Osmolalidade com Osmômetro de Pressão de Vapor 

CUIDADOS 

• Para a cal ibração do aparelho, adote somente padrões osmóticos comprovados, Oll 

recém-preparados . Empregue, pelo menos, dois padrões (ex . 290 e 1.000 mmo1.kg· ' ) e 
uma escala nomográfica. Para outros detalhes, siga as instruções do fabricante. 

• Confira a prec isão da micropipeta, antes de aplicar amostras. 

• Esse apare lho mede a osmolalidade em amostra presente em um disco de papel livre de 
solutos, o qual é posicionado na câmara da amostra. 

• O volume necessário é de apenas 2-1 O ~lL, porque a medição se baseia na pressão de vapor 
da amostra. Esta é alterada em proporção ao número de partículas de soluto dissolvidas em 
cada kg do solvente (água). Portanto, ela é uma med ida indireta da osmolal idade . 

• O sensor é um higrômetro de termopar de fiação delgada, embutido na câmara da amostra. 
• Na med ição, a pressão do vapor rap idamente se eleva, para atingir o equilíbrio na atmosfera 

da câmara. A temperatura da câmara, detectada pelo tennopar, é o ponto de referência para 
a med ição. Por controle de microprocessador, o termopar procura a temperatura do ponto de 
orvalho, liberando um sinal proporcional à diferença de temperatura. 

• A diferença de temperatura entre o ambiente da câmara e o ponto de orvalho é a depressão de 
temperatura do ponto de orvalho (DTPO), a qual é função da pressão de vapor da amostra 

• A câmara da amostra é mantida a 37nC. A resolução para se med ir a DTPO chega a 
0,00031 "c. Para amostras com osmolalidade de 200 mmo1.kg" ou mais, o ciclo de medição 
é, tipicamente, inferior a I m in. 

25.6. Comparação entre os Métodos para Determinação de Parâmetros Hídricos 

TABELA 10. Comparação entre os métodos para determinação de parâmetros hídricos em 
amostras vegetais (adaptado de Shackel, 1987). 

Método Vantagem Limitação 
Psicrômetro de Termopar A medição é di reta Depende de equilíbrio de vapor 
Psicrélmetro Jsopiésl"ico Remove o erro do equil íbrio de O uso de tecido destacado induz 

vapor mudanças metaLx11icas em 'I' 
Psicrômetro in .I'if/l Não há excisão do tec ido Não é possível estabelecer o 

equilíbrio térmico 
Bomba de Pressão Medição direta do ' I' Usa órgãos destacados e a 

obtenção de ' I' n, pela curva P-
V, depende de precisão na 
eletenninação do vol ume 
apoplástico 

Sonela de Pressão Medição direta do 'I'r Para se conhecer o valor ele 'I' , 
é necessário medir 'I'n por 
out ros métodos 
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26. RESPIRAÇÃO - DETERMINAÇÃO EM MITOCÔNDRIOS ISOLADOS 

26.1. Introdução 

o catabolismo do açúcar, na presença de O2 em quantidade adequada, efetua a oxidação 
completa do substrato e acopla esta oxidação à produção de ATP, confonne o esquema abaixo: 

As 39 moléculas de A TP produzidas representam um aumento considerável sobre os 4 A TPs 
por molécula de glicose produzidos no catabolismo anaeróbio (fermentação). As reações que tornam 
esse incremento possível ocorrem nos mitocôndrios. O produto glicolítico final - piruvato - é 
descarboxilado e oxidado para produzir CO2 e NADH2, o qual é posteriormente reoxidado, liberando 
energia. Essa reoxidação do NADH2 é acoplada à formação de ATP a partir elo ADP e Pi. Os 
detalhes dessas reações (ciclo do ácido tricarboxílico e cadeia respiratória de transporte de elétrons) 
estão disponíveis em vários livros-textos de bioquímica. 

No presente método, propõe-se a medição do consumo de O2 por mitocôndrios (Millerd et aI., 
1951) de feijão-mungo (Vigl/a lI/ul/go L.) tratados com intermediários do ciclo do ácido 
tricarboxílico. A produção de ATP é demonstrada pelo ensaio da cauda de vaga-lume (PIIOfil/l/s 
pymlis). 

26.2. Fundamento 

• A técnica baseia-se no fato de o brilho produzido pelos vaga-lumes depender de energia 
proveniente de A TP. Se uma solução com ATP é adicionada a um preparado ele caudas ele vaga
lume maceradas, um brilho verde-amarelado será produzielo. Isso ocorre porque a luciferase, 
presente na cauda do vaga-lume, catalisa a oxidação de D-Iuciferina, na presença de ATP, para 
gerar oxiluciferina e a luminosidade. O preparado de caudas de vaga-lume é produzido 
comercialmente. 

26.3. Procedimento 

26.3. 1. Preparo dos Mitocôndrios 

A. Colete a parte aérea de plântulas cultivadas no escuro, com quatro dias de idade. Anote o peso 
(30-35 g). 

B. Macere a amostra em gral de porcelana a 4"C, com 40 mL de meio homogeneizador (sacarose 0,4 M, 
Na2HP04-KH2 P04 O, I M. pH 7,1). 

C. Fi ltre o homogeneizado em camada dupla de gaze, com deposição em béquer gelado. 
D. Transfira o filtrado para dois tubos e centrifugue a amostra a 500 x g a 2°C, por 5 min. 
E. Decante o sobrenadante em outro conjunto de tubos e centrifugue a amostra a 10.000 x g a 2"C, 

por 15 min o Use uma pipeta conectada a um aspirador para remover o sobrenadante. 
F. Ressuspencla o sedimento, COtn o auxílio de um bastão de vidro a 4"C, em 20 mL do meio 

homogene izador. Centrifugue a amostra a 10.000 x g a 2"C, por 15 mino 
G. Remova o sobrelladante, como anteriormente, e ressuspellda o sedimento em 4 tn L ele meio 

homogeneizador. Mantenha o material no gelo. 
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26.3.2. Medição do Consumo de O2 

A. Faça medição manométrica, empregando um respirômetro. Como alternativa, modelos recentes de 
medidores de FS podem ser usados para medir a evolução de CO2 (vide capítulo 28). 

B. Prepare um conjunto de oito frascos de reação, conforme o esquema abaixo: 

Nº Câmara Prindpal Braço Lateral 
I 2,1 mLMRF" 0,4 mLde MRF 
2 2,1 mL MRF 0,4 mL glicose 140 mM em MRF 
3 2,1 mLMRF 0,4 mL de piruvato ISO mM em MRF 
4 2,1 mLMRF 0,4 mL de malato 150 mM em MRF 
5 2,1 mLMRF 0,4 mL de piruvato 150 mM + malato 150 mM em MRF 
6 2,1 mL MRF 0,4 mL de succinato 150 mM em MRF 
7 2,1 mL NaF 10 mM em MRF 0,4 mL de succinato 150 mM em MRF 
8 2,1 mL NaF 10 mM em MRF 0,4 mL de piruvato 150 mM + malato 150 mM em MRF , . .. 
A câmara pnnClpal de cada frasco tamhém contém 0,5 mL de I11Jtocôndnos de le'.Ião-mungo. 

," MRF (mistura de reação do feijão): tampão fosfato 50 mM (pH 7,1), contendo sacarose 300 mM, MgS04 1 
111M e ADP 1 mM. 

C. Conecte os frascos aos manômetros e agite-os a 30°C, por 10 mino 
D. Remova cada frasco cuidadosamente e transfira o conteúdo de cada braço lateral para a câmara 

principal. 
E. Reconecte os frascos, agite por I min e vede o sistema. 
F. Faça leituras a intervalos de 5 min, durante 30 mino 
G. Calcule, empregando a lei dos gases perfeitos (PV = nRT), a taxa de consumo de O2 de cada 

frasco, expressando os resultados em moles 02.1f'.g" . Lembre-se de que g refere-se a peso fresco . 

26.4. Demonstração da Produção de A TP 

A. Triture duas caudas ele vaga-lume desidratadas em tubo de ensaio, com o auxílio de uma espátula 
e 0.5 mL de tampão fosfato 50 mM, pH 7, I. Prepare um tubo para cada ensaio. 

B. Pipete. após completar as eleterminações manométricas, 0,5 mL ele caela mistura ele reação em 
tubos de ensaio rotulados. 

C. Coloque um tubo com o preparado de cauda de vaga-lume em um suporte para tubos adjacente. 
D. Transfira o material para uma sala escura. À medida que seus olhos se adaptam, será possível 

visualizar um leve brilho dos preparados de cauda de vaga-lume, por causa do ATP residual. 
E. Injete a mistura de reação em um tubo com preparado de cauda de vaga-lume e verifique se um 

súbito piscar de cores acontece. Tente comparar os brilhos de cada tubo em termos ele intensidade. 
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27. FOTORRESPIRAÇÃO - ESTIMATIVA 

27.1. Introdução 

A fotorrespiração é a produção de CO2 concomitante à FS, conforme observado em plantas 
C,. Atualmente, aceita-se que a oxigenação da RuBP é a fonte do fosfoglicolato que serve de 
substrato para o metabolismo do glicolato no ciclo fotossintético de oxidação do carbono (o CO2 
liberado na FR é proveniente da oxidação da glicina - duas moléculas de glicina para cada molécula 
ele serina + CO2). Existem, no entanto, dúvidas quanto às perdas fotossintéticas causadas pela FR e 
estimativas variam desde 15 a 50%. Tal fato deve-se à existência de fontes potenciais de erros nos 
métodos mais empregados para estimar a FR havendo, em decorrência, forte tendência dos 
pesquisadores para o uso de equações, conforme Sharkey (1988). 

27.2. Limitações dos Métodos para Estimativa da FR 

Os quatro métodos mais empregados para a estimativa da FR têm recebido numerosas 
críticas, a saber: 
• Aumellto Súbito Pós-lIu11lillatório de CO}: ao se apagar a iluminação, o metabolismo da glicina 

continua após a paralização da assimilação de CO2 (1 a 4 min), indicando a ocorrência da FR. 
Todavia, o CO2 produzido. conforme detecção normalmente feita por analisadores de sinal, pode 
não ser uma estimativa confiável da FR, porque, muitos argumentam, níveis não desprezíveis de 
assimilação de CO2 ainda acontecem após o escurecimento. Além disso, a respiração, pelos 
mitocôndrios, adiciona CO2 ao sistema. 

• Liberação de CO2 em Atmm,jera Livre de CO2: essa taxa é mascarada por três fontes de erro. a 
saber: (I) a FR é mais intensa na ausência de CO2; (2) o nível de RuBP tende a ser mais baixo 
nessas condições; e (3) a Rubisco tem sua ação carboxílica extremamente reduzida. 

• Inibição da Assimilação Líquida de CO2 pela Adição de O2: o enriquecimento do ambiente 
com O2 tende a favorecer a ação da Rubisco como oxigenase, em detrimento da função 
carboxílica. Todavia, a inibição da FS pelo O2 é variável sem, contudo, significar que semelhante 
variação esteja acontecendo também na FR. Além disso, as sínteses de amido e de sacarose 
limitam a taxa fotossintética, mascarando a sensibilidade da FS à adição de O2, sem que se saiba 
o resultado sobre a FR. 

• Razão de Assimilação I 4col2C02: esse método baseia-se no suprimento de 14C02 à atmosfera 
durante poucos segundos. Nessas condições, os compostos metabólicos do ciclo de oxidação 
fotossintética do carbono não irão conter 14C, permitindo obter-se uma correlação direta entre 
suprimento e uso do 14C na carboxilação (fotossíntese bruta - Fsb). Medindo-se então a 
fotossíntese líquida (FS/) com analisador IRGA, tem-se que FR = FSb - FS /. A limitação maior 
dessa abordagem repousa sobre o valor a Fsb, visto que a atividade específica do CO2 nos sítios 
da carboxilação não pode ser calculada com precisão, em virtude da reciclagem de CO2 nos 
espaços intercelulares. a qual é causada pela FR. Outra dúvida são as evidências experimentais 
que demonstram existir discriminação isotópica da Rubisco contra o 14c. 

27.3. Estimativa da FR por meio de Equações 

Uma equação que tem tido grande aceitação pelos pesquisadores é a seguinte: 
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Equaçc70 I (Laing et aI., 1974): 

R 

R + Kl' 

Por causa das limitações na determinação de alguns componentes, outra equação foi 
proposta, baseada em técnicas avançadas de análise de trocas gasosas. O parâmetro gall/a-esfrela 

(r. ) foi definido como o ponto de compensação (ou seja, a única liberação de CO2 acontece via FR). 

Equação 2 (Farquhar & VO~l Caemmerer, 1982): 

<D = r .lc 

Em razão da complexidade para se atingir o valor de r ., Brooks & Farquhar (1985) 

determinaram r. para várias temperaturas (em espinafre) e definiram um cálculo para o valor 
estimado L ' (flL.L,I), do qual o r. pode ser obtido, desde que a pressão atmosférica (P, expressa em 
MPa) seja conhecida e a concentração de O2 no ar seja de 21 %. 

Equaçc703 (Brooks & Farquhar, 1985): 

L = 42,7 + \,68 (T - 25) + O,0012(T - 25) 

l~q llaç(70 4 (Brooks & Farquhar, t 985): 

r . = r .' . P 

Determinando-se r. (equações 3 e 4), chega-se ao valor de <D (equação 2), desde que o teor 
de COJ no ar seja conhecido, e daí é possível calcular a FR. medindo-se a taxa fotossintética e a taxa 
respiratória no escuro, de acordo com a equação: 

Equação 5 (Sharkey, 1988): 

27.4. Símbolos Usados 

vo= A +~ 
1 -0,5 + <IJ 

A = assimilação fotossintética de CO2 (flmol.m,2.s,l) 
C = concentração de CO2 (flbar) 
<D = vrJvc (sem unidade) 
r. = ponto de compensação do CO2 (flbar) 
Kc = Krn da Rubisco para o CO2 ÜlI.L,I)(flbar) 
Kn = Krn da Rubisco para 002 (mI.L,I)(mbar) 
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K,. = KI11 ela Rubisco para a RuBP ÜlM) 
O = concentração ele O] (m bar) 
P = pressão atmosférica (bar) 
Rei = taxa respiratória no escuro Ülmol.n'-].s·l ) 
T = temperatura <"C) 
V" = Vil"" ela função oxigenase da Rubisco Ülmol.m,2.s·l) 
Vc = taxa de carboxilação (~lmo1.m'2.s·l) 
v" = taxa ele ox igenação = duas vezes a taxa de fotorresp iração (pIll01.m·2.s· l) 
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28. FOTOSSÍNTESE E FLUORESCJ1NCIA DA CLOROFILA a - MEDIÇÃO 

28.1. Introdução 

A necessidade de se conhecer as taxas de FS está bem documentada, visto sua sensibilidade a 
variáveis ambientais e culturais. Da mesma forma, essas medições se tornam relevantes no exame de 
ge nótipos contrastantes ou incidência de parasitas. 

Também importante é a fluorescência emitida pela clorofila (/, nos cloroplastos associados ao 
PS 1 r. durante o processo de absorção ele luz. A cinética c ircael iana da em issão dessa fluorescência é 
complexa e depenele, primariamente, das muelanças e integridade do sistema de membranas 
tilaquóides. As características da curva de emissão de fluorescência são modificadas por qualquer 
ocorrência que influencie o metabolismo fotossintético, sendo UI1l indicador direto dos efe itos 
ambientais sobre o cOll1plexo ele captação ele luz. 

No método tradicional de medição da FS, uma folha é colocaela em ull1a câmara. com 
passagem forçada ele ar a ull1a taxa conhecida. Por meio ela meelição da concentração de CO] no ar 
antes e após a passage m na câmara, pode-se meelir diretamente a taxa ele assimilação de CO]. A 
análise de CO] em plantas intactas é geralmente conduzida em analisador infravermelho de gás 
(IRGA). Outro método é o eletrodo Clark, que mede a taxa fotossintética e a fluorescência da 
clorofila (/ em discos foliares destacaelos. As duas abordagens são descritas neste ca pítulo. 

28.2. m.GA 

28.2. J. Fundamento 

• Antes de ocorrer injeção da amostra, o nitrogênio passa através ela célula de referência e ela 
célula de amostra. de maneira que o analisador permanece zerado. Para analisar uma amostra. 
um dado volume de gás é injetado na corrente de nitrogên io. no ponto mostrado (figura J:3). por 
meio de uma seringa. O aumento súbito no nível ele CO~ faz com que a leitura máxima obtida 
seja menor do que a observada em fluxo contínuo de amostra gasosa. A deflexão do ponteiro 
indicador e seu subseqüente retorno ao zero são rápidos o bastante para representar um pico no 
reg istrador potenciométrico. 

• Nesse sistema, a leitura obtida do analisador é proporcional à quantidade total (e não à 
concentração) de CO~ na amostra. Todavia. mantendo-se o volume da amostra injetada 
constante, pode-se determ inar seu teor de CO]. 

• Para medir a absorção diferencial de energia infravermelha, o instrumento usa um sistema ótico 
de feixe duplo, contido na seção do analisador (vide eliagrama na figura 14). Duas fontes 
infravermelhas são usadas , sendo uma para o feixe da amostra e a outra para o feixe da 
referência. Os feixes são bloqueados, simultaneamente, 10 vezes por segundo, pela hélice (lâmina 
de dois segmentos, girando a 5 rps). Sem bloqueio (figura 14.A), cada feixe passa pela respectiva 
célula e pelo detector. 

• A célula da amostra é um tubo de passagem que recebe um fluxo contínuo de amostra. A célula 
de referênc ia é um tubo selado que contém o gás de referência, que é selecionado para exibir 
absorção ll1ínima de radiação infravermelha nos comprimentos de onda absorvidos pelos 
componentes da amostra nos quais há interesse de estudo. 

• O detector é formado por dois compartimentos selados, separados por um diafragma metálico 
flexível. Cada compartimento possui uma janela para transmissão de radiação infravermelha, que 
permite a entrada do feixe energético correspondente. Em ambas as câmaras. o componente de 
interesse é mantido na forma gasosa, sob pressão subatmosférica. Durante a operação, a 
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presença e1esse componente na amostra provoca uma diferença de nível energético, entre a se~'ão 
da amostra e a seção da referência,. a qual é detectada, conforme a seguinte seqüência: (a) na 
célula da amostra, parte da energia radiante original do feixe é absorvida pelo componente de 
interesse, sem alterações detectáveis na célula de referência: (b) dentro do detector, cada feixe 
aquece o gás presente na respectiva câmara. Todavia, o gás na câmara da referência apresenta 
maior aumento de temperatura, por apresentar maior energia líquida; (c) o maior aquecimento da 
câmara de referência aumenta sua pressão acima dos níveis observados na câmara da amostra; e 
(d) essa pressão distende o diafragma em direção à câmara da amostra. Portanto, o incremento 
energético é gasto na flexão do diafragma. 

• Essa flexão é medida em unidades de capacitância. O diafragma e o botão estacionário adjacente 
constituem um capacitor. O afastamento do diafragma do botão estacionário (causado pela 
flexão) reduz a capacitância. 

Saída da amosu'a 

-----+ 
E 

Enu'ada da amosÍl'a 

IRGA 

Saída da l 'efeli ncia ~ 

~ 
Injeção da 
amostra de 
gás 

1 

~ Enu'ada da l'efelincia (Nz) 

fIGURA 13. Esquema geral da medição de FS em que se usa o IRGA. 

28.2.2. Procedimento Tradicional 

A. Coloque uma folha dentro da câmara de amostra, sob condições apropriaelas de luminosidacle, e 
sele a câmara. 

B. Ligue o ventilador e recolha uma amostra do ar da câmara com uma seringa (pelo menos 10 mL 
de ar). Imediatamente introduza a seringa em uma relha de bOlTacha, para prevenir vazamentos. 
Repita o procedimento mais duas vezes, anotando o intervalo entre amostragens, em s). 

C. Analise as amostras no aparelho. 
D. Determine a área da folha amostrada (ex. desenhe o contorno ela folha em papel milimetrado e 

conte os quadrados, expressando os valores em m\ 
E. Determine, usando a curva de calibração. a concentração de CO2 nas amostras gasosas (em ppm). 
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FIGURA 14. Diagrama simplificado de um analisador infravermelho ele gás (IRGA). 

F. Determine a alteração na concentração. para um dado lapso de tempo (= 6. ppm/tempo). 
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G _ Expresse 6.ppm/tempo como 6.mole/tempo x 22.400 CI11'\ com base nas seguintes considerações: 
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a) De acordo com a lei dos gases perfeitos (PV = nRT), a 273"K (Onc) e 1 atm de pressão, a 
pressão de 1 mole de gás ocupa 22,4 L. Visto que existem 1 milhão de ~lInoles.mole- l, 1 ppm = 

1 Ilmole.mole-I. Portanto: 

1 mole 
1 pplU = 1 }llUole.lUole-1• 22.400 cm3 

19lUole 
22.400 cm3 

b) Visto que a temperatura não é O"C. uma correção deve ser feita para temperatura (o elTO por 
causa da pressão é desprezível). Logo: 

1 ppl11 = 1 mole/22.400 cm' = 273 KlK do ambiente 
H. Multiplique o valor de 09 pelo volume da câmara, para obter a estimativa da mudança em ~lInoles 

na câmara. conforme: 

AJunoles . volume da câmara em cm3 = jlmoles assimilados.teml)O-l 
tempo . 22.400 cm3 

I. Di vida o valor encontrado pela área foliar. para expressar os dados em Ilmoles.m-1. O PM do C0 1 
é 44 g.l11ole-l. Calcule a taxa fotossintética em I11gCOe.l11-

2
.S-

I. 

2R.3. Sistema IRGA com Microprocessador 

• Esse apare lho tem sido muito empregado (ex. Nicolodi et a1. 1988, Dias-Filho 1995 e Liu et a1. 
1995) e consiste de um analisador de C01 , um console e um compartimento ele sensores. com 
câmara de amostra trocável (opções ele 0.25; 1,00 ou 4.00 L de capacidade). O analisador é 
calibrado para a fai xa de 0-1.500 ppm e a circulação do ar é forçada por meio ele uma bomba. O 
console é um microprocessador que gerencia os dados (loggil/g. m·l11azenamento. cálculos e 
comunica~' ão com impressora ou computador). O sistema possui ainda sensores para temperatura 
(da folha e elo ar). U.R. e qll(fl/fllll1. A presença de baterias recarregáveis assegura seu uso em 
conel ições de c(lmpo. 

• O (lparelho apresenta o seguinte modo de operação: 
O (Ir é retir(lelo ela câmara ela amostra (contendo a folha), passa através do analisador e retorna à 
câmara da (llllostra, fechando o circuito. No analisador, o ar passa por dois caminhos paralelos: 
(a) rota com dessecante. para respostas rápidas no meelidor elo fluxo (I s); e (b) rota ele escape, 
com uma válvula que desvia o fluxo do dessecante e do medidor de fluxo. Isso permite controle 
proporcional do fluxo de ar através do dessecante, sem afetar o fluxo total do sistema e a rapidez 
ele resposta. Variando a taxa de passagem do ar pelo dessecante. pode-se manter a U.R . da câmara 
da a mostra constante. 
Para medir a taxa de troca líquida de COe, uma folha é colocaela em câmara hermética e a 
taxa ele mudança na concentração de COe é monitorada em um curto espaço de tempo (10-
20 s). A taxa de FS líquida é então calculada pelo microprocessador, usando essa taxa de 
mudança ele concentração e outros fatores. tais como área foliar. volume da câmara e 
temperatura. Erros ficam. tipicamente, abaixo de 0,2 ppm. 

• A medi~'ão da conelutância estomática é conduzida da seguinte forma: 
A U.R. da câmara da amostra aumenta, à medida que a folha transpira. Esse aumento é 
compensado pela entrada de ar parcialmente seco, procedente do analisador. A taxa 
transpiratória é calculada a part ir da mudança da U.R. dentro da câmara, em razão do 
tempo. e ela por~' ão do fluxo total que passa através do dessecante. A taxa transpiratória e as 
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temperaturas do ar e da folha são lIsadas para calcular a resistência total da folha. da qual a 
BL é subtraída. resultando no valor de resistência e condlltância dos estômatos. 
A fração de moles de CO2 presente na fase gasosa pode ser estabelecida com margem de etTO 
< 10/('. usando CO2 puro (99.990/(') e um cilindro volumétrico misturador para calibração de 
gás. Este é usado para misturar padrões e compará-los a gases comerciais. Assim. o valor da 
concentração de gases mais baratos, não calibrados. pode ser corrigida. 

CUIDADOS 

• O analisador de CO2• o sensor de U.R. e o medidor de fluxo requerem calibração periódica. 
Geralmente. o fornecedor recomenda que o sistema completo seja remetido anualmente à 
fabrica ou ao representante autorizado, para calibração e manutenção. 

• O zero e a amplitude do analisador de CO2 devem ser verificados diariamente. Embora o 
analisador forneça gás livre de CO2, um tanque com CO2 puro é necessário para a ajustar à 
amplitude. O nível de CO2 deve estar entre 500 e 1.000 ppm. 

• A calibração de fábrica do sensor de U.R. deve ser verificada diversas vezes ao ano. 
lIsando-se um psicrômetro ou higrômetro de ponto de orvalho. 

• O dessecante deve ser de perclorato de magnésio anidro granulado, por apresentar pouca 
interação com o CO2 . Outros dessecantes. como sílica-gel e sulfato de cálcio não devem ser 
usados. porque interagem com o CO2. 

• A calibração apresenta os seguintes passos: 
A. Elimine o CO2 do cilindro. coloque CO2 seco e faça a selagem. A seringa, com o êmbolo 

puxado. ex trai um volume determ inado de CO2 de uma fonte de fornec imento. 
B. Empurre o êmbolo da ser inga, para injetar o conteMo no cilindro, o qual irá se misturar ao gás 

existente. Ex: 300 pL de CO2 puro. injetado em 1 L de gás livre de CO2 produz uma mistura 
que contém 300 ppm de CO2 . 

C. Conecte a entrada frontal do ci lindro ao analisador e force a saída da mistura gasosa. 

OBSERVAÇÃO 

• Os dados co letados ficam armazenados na memória cio aparelho, em páginas numeradas. 
Tipicamente. o programa oferece uma marcha padronizada para as manipulações e 
aplicativos adicionais. que permitem ao usuário selecionar funções de sua preferência. tais 
como definição de teclas. colocação de códigos para execução de tarefas programadas. 
conexão a sensores adicionais, delineamento do formato de saída dos dados, edição dos 
dados armazenados e controle externo, para operação remota por computador (com uso de 
de conector RS-232C e programa de comunicações). 

28.4. IRGA Acoplado ao Cabcçotc do Sensor 

• Nesta recente modalidade. a bancada ótica do analisador é aberta diretamente para o volume da 
111 istura ela câmara da amostra. onde a folha está posicionada. Conseqüentemente. não há 
tubulação de retorno (entre a câmara da amostra e o cOl/sole) . eliminando o tempo de espera que 
pode confundir correlações que envolvem a troca gasosa e mudanças ambientais. Essa 

-~~ ~~ -----------------------
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característica também elimina o lapso de tempo requerido para equilíbrio por causa ela adsorção 
de vapor nas paredes elos tubos. 

• O aparelho possui analisadores de rota dupla que medem as concentrações absolutas de CO2 e 
H]O continuamente, eliminando considerações sobre as entradas gasosas. Portanto, os 
analisadores da referência e da amostra podem ser comparados a qualquer momento. manual ou 
automaticamente, sem alterar as condições existentes na câmara da amostra. 

28.5. Fotossíntese e Fluorescência da Clorofila a em Sistema com Eletrodo Clark 

• Por monitorar a produção ou consumo de O2 em uma câmara vedada, contendo um elisco ou 
segmento foliar. o eletrodo Clark (Delieu & Walker 1972, J 981) permite a medição da FS e da 
respiração (ex. Adhikary et a!., [990). Visto que os c1oroplastos são mantielos saturados sob alta 
concentração de CO2, a medição não é influenciada pelo fechamento elos estômatos. A 
temperatura é mantida constante, por meio de circulação ele água. O aparelho é calibrado pela 
injeção de um volume conhecido de ar dentro da câmara da amostra e da med ição da variação na 
saída de corrente elétrica. 

• A fluorescência da 'clorofila a (Delieu & Walker, 1983) é simultaneamente monitorada através de 
janela lateral, usando-se uma fonte luminosa, detector e filtro apropriado (figura 15). O equipamento é 
utilizado para comparar as respostas fotossintéticas em genótipos contrastantes e para verificar os 
efeitos de estresses ambientais, dentre outros usos (ex. Nicolodi et a!. 1988, EI-Sheekh 1993, Portes & 
Magalhães 1993 e Koroleva et aI. 1994). 

28.5.1 . Descrição Geral 

• E/etrodo C/ark: o catodo de Pt é montado em uma redoma de ara/dite, por meio da qual uma 
mem brana ele Te.flol/ é est icada. 

• Câmara da amostra: feita de alumínio anodisado, permitindo controle ela temperatura por 
circulação de água. 

• Luz acfíllica: lâmpada 12 V, 150 W com refletores paraból icos internos, que favorecem a luz 
visível, com filtração de calor adequada; ou LED de densidade máxima de fluxo de fótons, ao 
níve l do disco foliar, de 235 ~lInol.m-2 .s- 1 (medida com sensor quântico) e pico em 660 11m. 

• Calibrarão: a câmara é saturada com N2 , ar ou outra mistura gasosa. Então, a diferença entre o 
sinal elétrico do eletrodo no ar e no N2 é aceita como uma medida da pressão parcial de O2 na 
atmosfera. Para precisão absoluta, a pressão barométrica deve ser considerada. 

28.5.2. Operação Típica 

A. Coloque a amostra, feche a câmara hermeticamente e faça a calibração. Para a curva de 
calibração, coloque 400 IlL de solução de ditionito de sódio sobre a cobertura de espuma de 
borracha do eletrodo. Após aspiração da solução, faça a leitura, que refletirá a concentração de 
O2 na atmosfera (21 %). 

B. Espere pelo equilíbrio térmico (2-3 min), em que uma assimilação aparente de O2 é registrada. 
Mantenha a temperatura a 20"C. Vários autores deixam o tecido incubado na câmara por 20-30 min, 
sem iluminação. Em seguida, a luz é ativada e os dados registrados na memória do cOl/sole, ou em 
registrador potenciométrico. 

C. Abra o disparador, inic iando a evolução do 0 1. A fluorescência registrará um aumento inicial e 
depois começará a decair. Essa dissipação é registrada. 
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FIGURA 15. Diagrama do conjunto eletrodo Clark-sonda para medição da fluorescência. O disco 
foliar se apóia sobre uma tela de aço inoxidável. O eletrodo se situa abai xo da câmara 
da amostra, com seu catodo de Pt exposto à atmosfera da mesma. O tecido foliar é 
pressionado levemente contra o teto da câmara por um disco de espuma de borracha, o 
qual também separa a amostra do tampão de carbonato-bicarbonato presente no tubo 
capi lar de junção. O tecido é iluminado pela janela lateral , a qual também permite que 
a fluorescência atinja a sonda (inserida em ângulo de 40°), onde é monitorada por um 
fotodiodo. A luz actín ica azu I é proporcionada diretamente ou através ele f ibra ótica 
(topo do diagrama), com at ivação por disparador eletrônico. O fotodiodo é protegido 
ela luz actínica por um ou mais f iltros. As torneiras laterais são para calibração e 
ajustes da f ase gasosa (adaptado de Delieu & Walker, 1983). 
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OBSERVAÇÃO 

• Se a quantidade de ar injetada na câmara da amostra for pequena (10 ~l L), a resposta inicial 
do eletrodo será registrada em 1,5 s e a mudança na taxa de evolução de O2 (em resposta a 
variações na intensidade lum inosa) será detectada em menos de 2 s. 

• Em estudos ela dissipação da fluorescência em resposta a estresse, a medição é conduzida 
por, aproximadamente, 10 mino 
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29. ENZIMAS I - PURIFICAÇÃO DA FOSFATASE ÁCIDA 

CUIDADOS 

• Mantenha as preparações sob baixa temperatura, para reduzir a desnaturação e a ação de 
enzimas proteolíticas. 

• Evite agitação violenta de preparações enzimáticas. A formação de espuma significa 
desnaturação e perda da atividade. 

• Trabalhe rápido e evite contaminar a suspensão enzimática. 

29.1. Introdução 

o estudo de enzimas é fundamental em fisiologia vegetal, visto que, praticamente, todas as 
respostas da planta envolvem processos metabólicos, os quais são regulados por diversos complexos 
enzimáticos. Atualmente, numerosas marchas para purificação e determinação ela atividade ele 
enzimas estão disponíveis, com variados graus ele refinamento. Para descrições pormenorizadas ele 
fundamentos e métodos, o leitor deve consultar Jackoby (1971), Oeutscher (1990), Eisenthal & 
O<lnson (1992) e Passonneau & Lowry (1993). No presente trabalho, foram selecionadas algumas 
técnicas, as quais se encontram e1escritas neste capítulo e também nos capítulos 30, 3 I, 32 e 33. A 
nomenclatura enzimática em português é a adotada por Lehninger (1986). 

A fosfatase ácida é uma enzima hidrolítica, presente em várias partes da planta. 
Recentemente, é grande a tendência de se usar o ill/lI/lIl/obloffil/g protéico para sua detecção e análise 
quantitativa (ex. Haraguchi et aI., 1990). As técnicas de fracionamento indireto (pelas quais as outras 
enzimas são separadas da fosfatase ácida) também permitem sua purificação. Essa estratégia 
(adaptada de Misuta & Suda, 1980) é abordada neste capítulo. 

29.2. Homogeneização da Amostra 

A. Prepare o tampão de extração com a seguinte composição: Tris-HCI 50 mM , Na2EOTA 3 mM e 
sacarose 10/(' (p/v), pH 7,2. 

B. Faça a hOlllogeneização de 8 g MV de plântulas de feijão com sete dias, cultivadas no escuro, em 
gral de porcelana (4"C), com 20 mL de tampão de extração e 0,5 g de areia quartzosa. 

C. filtre o homogeneizado através de gaze e centrifugue o filtrado a 20.000 x g a 4"C, por 20 mino 
Conserve o sobrenadante, para medição da atividade enzimática e determinação do teor protéico 
pelo método de Lowry (capítulo 8). 

29.3. Diúlise da Amostra 

• A solubil idade da maioria das proteínas em soluções aquosas pode ser atribuída à interação 
hidrof1lica entre as moléculas da água e os gl1lpamentos ionizados das moléculas protéicas. 
Como resultado, essa solubilidade é afetada por qualquer composto que altere a força iônica ou 
as constantes dielétricas da solução aquosa. Por exemplo, sob temperaturas baixas, a adição de 
sais. como o PSA, provoca a precipitação de algumas proteínas, enquanto outras permanecem 
em dissolução. Tal fato se deve aos graus variáveis de solubilidade das várias espécies protéicas 
em solução. 
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A. Calcule, a partir da tabela 11, a quantidade de sulfato de amônio a ser adicionada ao volume do 
sobrenadante para obter uma solução com NH 4S04 a 55% (p/v). Nesse caso (nível de saturação 
necessário = 55), serão 351 g de NH4S04 para I L de solução de amostra. Visto que a amostra 
estará em torno de 20 mL, faça os cálculos pertinentes. 

B. Deixe a solução salina repousar por 45 mino Agite, ocasionalmente, para facilitar a dissolução. 
C. Centrifugue a solução a 15.000 x g a 4"C, por lO mino Descarte o sedimento e conserve o 

sobrenadante, anotando o volume deste liltimo. Este é o I º nível de saturação. 
D. Consulte novamente a tabela 11, para calcular a quantidade do sal para o 2° nível de saturação a 

77% (necessário, por causa das diferenças de solubilidade entre as numerosas proteínas presentes 
na amostra). A partir do valor 55 na coluna NS, verifique a quantidade do sal adequada para 77% 
de saturação necessária. Como a linha só possui 75 e 80, faça os cálculos pertinentes. Repita os 
passos A., B. e C. Após a centrifugação, conserve o sedimento e descarte o sohremuJante. 

TABELA li. Níveis de saturação (%) necessários para a diálise. 

NS ' 10 20 25 30 33 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 90 100 
Quantidade (g) de sulfato de amônio sólido a ser adicionado a 1 L de solu~ão 

O 56 11 4 144 176 196 209 243 277 313 351 390 430 472 516 561 662 767 
10 57 86 UR 137 150 183 216 25 1 2R8 326 365 406 449 494 592 694 
20 29 59 78 91 123 155 189 225 262 300 340 382 424 520 61 9 
25 30 49 61 93 125 15R 193 239 267 307 34R .190 4R5 583 
30 19 30 62 94 127 162 19R 235 273 314 356 449 546 
33 12 43 74 107 142 177 214 252 292 333 426 522 
35 31 63 94 129 164 200 238 27R 319 411 506 
40 31 63 97 132 16R 205 245 2R5 375 469 
45 32 65 99 134 171 210 250 339 431 
50 33 66 101 137 176 214 302 392 
55 33 67 103 141 179 264 353 
60 34 69 105 143 227 31 4 
65 34 70 107 190 275 
70 35 72 153 237 
75 36 115 19R 
RO 77 157 
90 79 

* Nível inicial de saturação. 

E. Umedeça o tubo para diálise, colocando-o em um pequeno volume do tampão de ressuspensão do 
sedimento (Tris-HCI lO mM pH 7,2). Uma seç.ão de tubo de diálise com 22 cm de comprimento é 
suficiente para uma amostra (uma das extremidades deve ser atada por um n6). 

F. Ressuspellda o sedimento, após a centrifugação do passo D., em 8 mL do tampão de ressuspellsão 
(passo E.). Transfira esse volume para o tubo de diálise já umedecido, por meio de pipeta 
PosteI//' . 

G. Faça, cuidadosamente, um nó na extremidade aberta do tubo para diálise e coloque-o em um 
béquer com 300 mL ou mais do tampão de ressuspensão. 

H. Deixe o conjunto em agitação c ircular lenta no refrigerador, por 90 mino Em alguns casos, há 
necessidade de maior período de tempo e trocas adicionais do tampão no béquer. 

r. Mantenha a amostra enzimática no tubo para diálise (anote o volume - em torno de 10 mL). 
Colete e armazene uma alíquota de I mL para as determinações do teor protéico e at ividade 
enzimática (elas podem ser feitas de imediato, havendo possibil idade). 



ENZIMA S I - PURIFICAÇÃO DA FOSFA TASE ÁCIDA 161 

29.4. Filtração pelo Gel 

• O Sephade.\" é um polímero de polissacarídeo hidrofílico, composto por partículas com poros de 
tamanho conhecido. Quando colocadas em uma coluna, as partículas podem ser usadas para 
separar moléculas pelas diferenças no tamanho. As moléculas ma iores que os poros não irão 
penetrar nas partículas, passando pela coluna junto com a fase líquida. Elas, portanto, sã.o as 
primeiras a serem eluídas. 

• Moléculas menores irão penetrar nas partículas do gel, em intensidade variável, dependendo de 
seu tamanho e formato. Elas serão eluídas por ordem decrescente de tamanho molecular. 

A. Misture o Sephade.r com o tampão de ressuspensão, após lavá-lo 2-3 vezes com água destilada, 
para remoção de partículas finas . Após cada mistura, deixe decantar durante 2-3 mino 

B. Coloque, cuidadosamente, 12- 15 mL do Seplwdex expandido em uma seringa ou coluna. 
Certifique-se de que o orifício está tapado com algodão de vidro e mantenha o Sep/wdex 
hidratado. 

e. Aplique a amostra enzimática na coluna e deixe que se desloque. 
D. Lave a solução enzimática na coluna com o tampão de ressuspensão e colete frações ele 4 mL 

cada, na saída da seringa ou coluna. Procure coletar, no mínimo, oito frações. 
E. Mantenha os tubos de ensaio no gelo, à medida em que forem sendo coletados. Monitore a 

amostra e as frações, com leituras da D.O. a 280 nm. Faça o ensaio da atividade enzimática. 

29.5. Ensaio da Atividade EnzimÍltica 

A. Prepare a mistura substrato-tampão acetato da seguinte forma: adicione 8 mg de fosfato de p
nitrofenila a 10 mL de tampão acetato O, I N pH 5,3 (o fosfato de p-nitrofenila estará em 
concentração de 3 mM). 

B. Adicione 50 ~IL da amostra enzimática a 1 mL da preparação substrato-tampão de acetato e 
coloque os tubos em banho-maria a 30°C, por 5 mino 

e. Termine a reação conduzida no passo A., adicionando 1 mL de NaOH 0,2 N. Faça a leitura das 
amostras em espectrofotômetro, a 400 nm. Antes, prepare os seguintes padrões de p-nitrofenol: 
0,01; 0,02; 0,03; 0,04; 0,05; 0,06; 0,07; 0,08; 0,09 e 0,10 ~!moles e faça a curva padrão ou 
regressão (lembre-se: prepare os padrf>es com 1 mL da preparação p-nitrofenol-tampão 
acetato + ] mL de NaOH 0,2 N). O branco deve conter 1 mL da preparação substrato-tampão 

acetato, 50 ~L de água destilada (no lugar da amostra) e 1 mL de NaOH 0,2 N. 
D. Determine o teor protéico da amostra pelo método de Lowry (capítulo 8), empregando amostras 

de 100 pL e 0,9 mL de água. Lembre-se de que o branco tem de incluir o mesmo tampão no qual 
a amostra está dissolvida. 

29.6. Atividade Enzimática Relativa ao Teor Protéico 

• Visto que a purificação de enzimas envolve a remoção seletiva de outras proteínas, é necessário 
que se conhe\'a a grandeza da atividade enzimática com relação à quantidade de proteína 
presente. Por exemplo, o grau de pureza de uma dada enzima, nas diversas frações coletadas, 
pode ser indicado pela medição da atividade enzimática por miligrama de proteína na amostra 
(ou seja, a atil'idade e.\/Jec(flca). Para isso, emprega-se a seguinte expressão: 

Atividade Específica = Unidades.mg·! de proteína 
= ~lIno l es produto formado, ou l11uc!:jnça na D.O.min·!.mg·! de proteína 
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• Além disso, deve-se fazer as seguintes determinações: 

Atividade Total = Atividade Específica x Total (em mg) de proteínas na fração 

Rendimento (o/r ) = (Atividade Total! Atividade Total da Amostra Inicial) x 100 

• É necessário que se calcule todos os três valores para cada fração obtida durante a purificação. 
Um aumento na atividade específica indica que a purificação está em curso. A relevância de um 
detenninado passo da purificação pode então ser avaliada, relativa ao incremento na atividade 
específica ela enzima e no rendimento das frações mais ricas. 

• O fracionamento ideal deve propiciar pureza total da enzima. N a prática, contudo, é difícil 
delinear processos altamente seletivos, havendo necessidade de combinar várias estratégias ele 
purificação. 
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30. ENZIMAS II - ATIVIDADE DA ATPase NA MEMBRANA CITOPLASMÁTICA 

CUIDADOS 

• Observe os mesmos cuidados descritos no capítulo 29. 

30.1. Introdução 

Vários estudos do transp0l1e iônico através das membranas celulares vegetais estabeleceram 
os seguintes conceitos (vide Serrano 1983 e Briskin 1995): (a) a absorção ativa de nutrientes em 
plantas ocorre via co-transporte de prótons; (b) o potencial elétrico da membrana celular e a 
acidificação externa podem ser explicados pela ocolTência de uma ATPase bombeadora de prótons 
na membrana citoplasmática; e (c) esta ATPase difere de outros agentes de hidrólise de A TP, tais 
como A TPase m itocondrial, A TPase vacuolar, fosfatases e A TP difosfatases, pela especificidade 
absoluta pelo A TP como substrato. 

Neste capítulo, é apresentada uma descrição de ensaio para a atividade da ATPase, adaptada 
de Hodges & Leonard (1974), com uso recomendado para gramíneas. Para técn icas mais avançadas 
que envolvem o uso de vesículas de membranas, o leitor deve consultar Sze (1985). 

30.2. Preparo da Fração de Membrana Citoplasmática 

A. Faça a germinação e o cultivo das plântulas, por seis dias, em solução CaS04 1 mM aerada. 
B. Colete 30-60 g de raízes com 10-15 cm de comprimento. Lave a amostra três vezes em água 

destilada (4"C), por 60 mino Faça todas as operações seguintes a 4°C. 
C. Corte as raízes em segmentos de I O mm e faça a homogeneização em gral de porcelana com 

tampão de extração (sacarose 0,25 M, Na~EDTA 3 mM, DTT 2,5 mM e Tris-MES 25 mM pH 
7,2; use 4mL.g·1 MV), por) O mino 

D. Filtre o homogeneizado em uma camada de gaze e centrifugue o filtrado a ) 3.000 x g. por 15 mino 
E. Recolha o sobrenadante e centrifugue-o a 80.000 x g, por 30 mino O sedimento obtido é uma 

preparação impura de vesículas da membrana citoplasmática. 

30.3. Purificação 

A. Ressuspenda o sedimento em 3 mL de solução de sacarose 18% (p/v) em tampão de gradiente 
(MgS04 1 mM, DTT 1 mM, Tris-MES lmM, pH 7,2), com agitação. 

B. Separe a solução que contém o sedimeI)to em camadas, por meio do seguinte gradiente de 
concentração (p/v) de sacarose, dissolvida no tampão de gradiente: 45% (aplique 8 mL), 34% 
(aplique 8 mL) e 20% (aplique 5 mL). Centrifugue o gradiente a 64.000 x g, por 3 h. 

C. Remova a banda de membrana celular (entre 34-45% de sacarose), por meio de pipeta Pastel/r 
recurvada. Dilua essa fração no tampão de gradiente e centrifugue a 97.000 x g, por 30 mino Essa 
banda pode ser também removida por sucção no topo do gradiente. 

D. Dissolva o sedimento obtido no passo C. em 1-2 mL do meio padrão para o ensaio (Tris-ATP 
3,33 111M, MgS04 3 mM , KCI 50mM, Tris-MES; pH 6,5). 

E. Determine o teor de proteína da amostra pelo método de Lowry (capítulo 8). Visto que o reagente 
ele Folin reage com o Tris presente no tampão de gradiente, dilua a amostra protéica em 
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NaOH 0,1 N (ex. 0,1 mL da amostra em I mL de NaOH, fazendo-se o mesmo para o branco). 
Procure obter uma djJu ição final de 300-500 mg de proteínas da membrana.m L· I. 

30.4. Ensaio da A TPase 

A. Adicione 100 IlL da amostra (p0l1anto, 30-50 mg de proteínas da membrana) a I mL do meio 
padrão para o ensaio (item 30.3., passo D.). 

B. Mantenha a mistura a 37°C, por 30 mino Termine a reação, adicionando 2 mL de molibdato de 
amônio acidificado. Faça seis repetições (incluindo, sempre, o branco). 

C. Determjne o fosfato inorgânico liberado pela A TPase, misturando, exaustivamente, o meio de 
ensaio com 0,4 mL de ácido 1,2,4-aminonaftolsulfônico (agente redutor) em misturador l 'OI·tex. 

Faça a leitura em espectrofotômetro, a 660 nm. 

OBSERVAÇÃO 

• O branco, composto por I mL do meio padrão para ensaio (item 30.3., passo D.), 2 mL ele 
molibdato de amônio e 0,4 mL de ácido 1,2,4-amjnonaftolsulfônico, corrjge a presença de 
fosfato endógeno e ocolTência de hidrólise não-enzimática de A TP. 

D. Faça a curva padrão, empregando KH2P04 (0,1; 0,2; 0,3; 0,4 e 0,5 ~lInoles.mL- I) como padrão. 
Ou seja, coloque a 0.0. como função da concentração de fosfato. Cada padrão deve conter I mL 
ela solução de KH 2 P04 , 2 mL de molibdato de amônio e 0,4 mL do agente redutor. 
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31. ENZIMAS IH - (X-AMILASE 

CUIDADOS 

• Observe os mesmos cuidados descritos no capítulo 29. 
• A coloração azul da reação com o iodo desaparece com expos ição à luz. Portanto, seja 

rápido nas leituras da absorbância, após completada a reação. Mantenha essas soluções 
sob luz difusa, até a leitura. 

31.1. Introdução 

O endosperma das sementes de algumas gramíneas é um tecido de armazenamento sem vida, 
exceto pela camada mais exterior, a aleurona. Durante a germinação, após a absorção de água, o 
embrião e a camada de aleurona são ativados. Após cerca de um dia após absorção de água, o 
embrião produz um hormônio, geralmente GA, que se transloca para a camada de aleurona. onde 
induz a slntese de numerosas enzimas hidrolíticas, as quais, por seu turno, são secretadas no 
endospenna rico em amido. A mais proeminente dessas enzimas é a (X-amilase, que hidrolisa o amido, 
causando a produção de maltose (dissacarídeo), que é um substrato solúvel, disponível para o 
desenvolvimento do embrião. Neste capítulo, são descritas duas técnicas: uma para a determinação 
do nível de (X-am ilase na germ inação de sementes de gramíneas e outra para a purificação e 
caracterização em cotilédones de caupi. 

31.2. Determinação em Sementes em Germinação 

• Neste método, a atividade da (X-amilase é estimada pela taxa de desaparecimento do amido. O 
nível de amido na amostra é medido pela reação com solução de iodo (Preiss & Kosuge, 1970). 
Embora seja Ulll método relativamente simples, vale ressaltar que várias gramíneas forrageiras 
ainda não foram estudadas quanto a este aspecto. 

CUIDADOS 

• Não é possível prever a quantidade de enzima presente na amostra em um dado momento. 
Por isso, um pouco de tentativa e erro é necessário no procedimento. 

• Ao preparar os extratos, use somente a porção da semente de plântulas germ inadas. 
• Di lua a amostra, caso a coloração azul esteja muito intensa. Todavia. nem sempre essa 

alternativa é desejável. 

31.2.1. Proced imento 

A. Coloque lotes de sementes para germinar em placas de Perri (26"C), em diferentes datas, para 
obter plântulas em estádios distintos de germ inação (faça testes preliminares para selecionar as 
melhores idades para as análises). 

B. Colete oito plântulas, seque-as com papel absorvente e seccione as respectivas sementes. 
H0l110geneíze as sementes em gral de porcelana (2"C), na presença de 2 mL de tampão fosfato 
(KH~P04 0,06 M; pH 6,8). Após obtenção do homogeneizado, adicione mais 2 mL do tampão. 
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C. Transfira, quantitativamente, o homogeneizado para um tubo plástico de centrifugação, usando 
dois volumes de tampão. Anote os volumes de tampão usados. 

D. Faça a centrifugação a 12.000 x g a 0-4"C, por 5 mino Preserve o sobrenadante em gelo, para uso 
no ensaio de atividade. 

E. Pipete, cuidadosamente, vários volumes do extrato (ex . 0,02; 0,05; 0,10; 0,25; 0,50 e 1,00 mL) 
para uma série de tubos de ensaio e complete o volume para I mL. Agite o tubo levemente. fnclua 
na série uma testemunha, com I mL de tampão fosfato . 

F. Adicione, rapidamente, 1 mL de solução de amido e agite levemente. Faça incubação a 25"C (ou 
temperatura ambiente, anotando a temperatura), por 5 mino 

G. Paralise a reação, adicionando I mL de solução de iodo e agitando imediatamente. Adicione a 
solução de iodo na mesma seqüência usada da solução de amido. O iodo irá reagir com o amielo 
remanescente, gerando coloração azul. Quanto maior a atividade enzimática, maior a hidrólise do 
amido, e menor a intensidade da coloração azul formada. 

H. Faça a leitura no espectrofotômetro, contra um branco com água, a 620 nm. 
J. Faça a curva padrão, tendo a taxa relativa de reação (diferença entre a absorbância da mistura de 

reação sem adição do extrato que contém a enzima, e a absorbâncla ela mistura de reação com 
adição ele enzima) como função ela concentração relativa da enzima. 

1. Tome várias concentrações da enzima na porção linear da curva e calcule as UA de a-amilase por 
semente. 

K. Obtenha a curva padrão da seguinte forma: 
a) Prepare um conjunto de tubos de ensaio que contenha uma série de volumes de solução de 

amido, na fa ixa de 0,05 a 1,0 mL. 
b) Complete o volume de cada tubo para 2,0 mL, com tampão fosfato. 
c) Faça a reação com 1,0 mL de solução de iodo e meça a absorbância. 

OBSERVAÇÃO 

• Como alternativa, uma série de padrões de a -amilase (disponível comercialmente) poderá 
ser preparada e colocada para hidrolisar a solução de amido. Após a reação, a leitura da 
absorbância da série permitirá a confecção de uma curva padrão. 

31 .2.2. Reagentes 

Solução de Amido Aqueça 50 mg de amido solúvel em 100 mL de tampão fosfato e deixe 
esfriar. 

Solução de Iodo Dissolva 0,6 g de KI e 0,06 g de 12 em um mínimo de água (10 mL). O iodo 
dissolve-se mais rapidamente quando pequenos volumes de solventes são 
usados. Após dissolução dos cristais, adicione água e HCI, até o volume de 
1 L, de maneira que a concentração do ácido seja 0,05 N. 

31.3. Purificação e Caracterização em Cotilédones 

• Essa técnica foi empregada por Bastos et aI. (1994) em caupi (Vigl/a I/lIguicl/lafa (L.) Walp. 

• Para facilitar consultas, algumas referências citadas pelos autores são apresentadas no texto. 
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3 L.3. L. Extração da Enzima 

A. Seccione cotilédones de plântulas com cinco dias, coloque-os em sacos plásticos com pequenas 
perfurações, congele-os com N2 líquido e submeta-os à liofilização. Triture as amostras até 
obtenção de um pó fino. Armazene as amostras em frascos selados que contenham sílica-gel, a 
Soe. 

13. Conduza todos os procedimentos seguintes a O-Soe, a não ser que outras instruções sejam dadas. 
e. Suspenda o pó liofilizado (10 g) em 100 mL de tampão Tris-HCI 0,1 M, CaCl2 5,0 111M, BME 

10,0 111M; pH 7,4. 
D. Misture a preparação, intermitentemente, em temperatura ambiente, por 2 h. Filtre a amostra em 

tela de náilon e centrifugue a 9.000 x g, por 15 mino 
E. Precipite o sobrenadante com solução de sulfato de amônio 30-60% (p/v). 
F. Centrifugue o precipitado (5.000 x g, por 10 min) e ressuspenda o sedimento em tampão acetato 

50 mM pH 5,4, com CaC1 2 1,0 mM. 
G. Faça a diálise contra o tampão e contra água destilada. Centrifugue a amostra a 5.000 x g, por 15 mino 

Liofilize o sobrenadante, para uso posterior. 

31 .3.2. Atividade da a-Amilase 

A. Meça a atividade da a-am ilase, usando tampão acetato 0,1 M pH 5,4, segundo Bernfeld (1955). 
B. Expresse a atividade enzimática pela diferença de absorbância a 546 nm, ou em UA. Nesse caso, 

I U A é a quantidade de enzima necessária para produzir 1 ~lInol açúcar redutor.m in". 
e. Determine o teor de proteínas pelo método de Bradford (capítulo 8), usando BSA como padrão. 
D. Determine o teor de açúcares redutores pelo método de Dubois (capítulo 10), usando glicose 

anidra como padrão. 

31 .3.3. Cromatografia de Afinidade 

A. Ressuspenda o sobrenadanteliofilizado (item 31.3.1., passo G.), em tampão acetato 50 mM, 
CaCI 2 I mM, BME 10 mM; pH 5,4. 

B. Aplique a suspensão em coluna de P-ciclodextrina Sepl/{{rose 6B (15 x 130 mm), preparada 
conforme Vretblad (1974) e equilibrada como o mesmo tampão do passo A. 

C. Ajuste o fluxo da coluna para 32 mL.I'-', a 10°C. 
D. Use um coletor de frações automático, ajustado para coletar frações de 5,0 mL por tubo. 
E. Faça a eluição da a-amilase adsorvida, após lavagem com 200 mL do tampão de equilíbrio, 

usando tampão acetato (passo A.) com adição de P-ciclodextrina (lO g.L"'). 
F. Faça a concentração, a 4"C, das frações que apresentarem maior atividade enzimática, por meio 

da sua combinação em um saco para diálise acondicionado em caixa de acrílico, contendo PEG 
12.000. Mantenha a a-am ilase concentrada a -20°C, até uso posterior. 

31.3.4. Filtração em Gel 

A. Prepare uma coluna de Sephade.r G-25 (25 x 280 mm) pela técnica de Robyt & White (1987) e 
equilibre-a com tampão Tris-HCI 50 mM, CaCh I mM; pH 7,4. Aplique uma alíquota ele 50 mL da 
a11l0sh'a ele a-amilase (item 31.3.3., passo F.) no topo da coluna e ajuste o fluxo para 32 mL.h·'. 
Mantenha a temperatura a 10"C. 
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B. Use um coletor automático de frações, ajustado para coletar frações de 5,0 mL por tubo. Faça a 
eluição das frações com o tampão usado no equilíbrio (passo A.). 

e. Combine as frações que apresentarem as maiores atividades de a-amilase. Após diálise contra 
água destilada a 2°e, Iiofilize a amostra e armazene a Soe. 

31.3.5. PAGE 

A. Conduza a PAGE (Robyt & White, 1987) em gel de 14 x 13 x 1 cm, com gradiente linear de 
poJiacrilamida de 5-20% (p/v). Prepare o gel de concentração com acrilamida 3,750/" (p/v). 

B. Suspenda as amostras da a-amilase purificada e liofilizada em tampão Tris-HCI 62,5 mM pH 
6,8, adicionando sacarose e azul de bromofenol, para uma concentração final de [O e 0,005 % 
(p/v), respectivamente. 

e. Aplique a solução enzimática diretamente no gel de concentração, para detectar a atividade da a
amilase no gel. 

D. Conduza a eletroforese a 4°C, usando COITente constante de 12,5 mA, durante 6 h. Use o seguinte 
tampão de corrida: Tris lO mM, glicina 76 mM; pH 8,3. 

E. Divida o gel em duas partes iguais. Faça a incubação de uma metade a 30nC, por 90 min, em 
tampão acetato 50 mM, CaCh 1 mM, amido solúvel 20/" (p/v); pH 5,4. 

F. Lave esta metade do gel em água destilada e, por ültimo, faça a imersão da mesma em solução 
aquosa de J2 (0,6%, p/v)-KI (6%, p/v), diluída em 1:50 (v/v) com HCI 0,05 N, preparado 
imediatamente antes do uso. 

G. Faça a coloração da outra metade do gel com azul de Coomasie. 

31 .3.6. Determinação das Características da a-Amilase 

A. Determine o PM da enzima purificada em SDS-PAGE, empregando um conjunto de marcadores 
de peso molecular, na amplitude de 12,5 a 92 kD. 

B. Determine a composição de aminoácidos do hidrolisado da enzima, por HPLC, usando um 
analisador de am inoácidos. 

e. Avalie o efeito do pH sobre a atividade enzimática, fazendo o ensaio da a-amilase purificada, 
diluída para [O mg,L'l, em tampão acetato 50 mM, variando o pH de 4,0 a 5,6, e em tampão Tris
HCI 50 111M, variando o pH de 6,0 a 7,6. Adicione CaCI2 1 mM aos dois tampões. 

D. Verifique a estabilidade ténnica da a-amilase, conduzindo o seguinte estudo: 
a) Suspenda a enzima purificada em tampão acetato 50 mM, com e sem adição de CaCI2 1 111M, 

para uma concentração protéica final de 20 mg,L" . 
b) Faça a incubação de alíquotas de 150 flL a 70°e, por períodos variáveis, seguida do ensaio de 

atividade enzimática. 
c) Determine os valores de K1l1 aparente e Vm'l.' pelo métoclo de Conn et aI. (1987), usando o amido em 

concentrações na faixa de 0,5 a 5,0 g,L" e uma concentração constante da enzima (5 mg,L"). 
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32. ENZIMAS IV· NITRATO REDUTASE 

CUIDADOS 

• Planeje a seqüência de ações com antecedência, para que as amostras e reagentes já estejam 
gelados, no momento de cada manipulação. 

• Observe os mesmos cuidados descritos no capítulo 29. 

32.1. Introdução 

A fonte de nitrogênio mais comum para as plantas é o íon nitrato, o qual é absorvido e 
reduzido para nitrito (NO~- ) e, então, para íons de amônia (NH/). Esses processos ocorrem nas 
raízes e em caules, conforme a espécie e condições ambientais. Os íons de amônia são convertidos em 
ácido glutâmico e então em centenas de outros compostos orgânicos nitrogenados. 

A redução do nitrato é inicialmente catalisada pela nitrato redutase (NR), que transfere dois 
elétrons do NADH (ou NADPH), produzindo nitrito, NAD+ (ou NADP+) e água. Nas plantas 
superiores, a atividade da NR é, aparentemente, induzida pelo substrato e reprimida por produtos 
metabólicos nitrogenados, como a amônia e a glutamina (Beevers & Hageman, (969). Por isso, se as 
plantas são cultivadas sem nitratos (por exemplo, na presença de íons de amônia), não há 
requerimento para a NR e o nível desta pennanecerá baixo em raízes e partes aéreas. Embora a 
simples presença de nitrato pareça ser suficiente para a síntese de NR em raízes, as partes aéreas 
tendem a requerer também luminosidade, para que o processo se inicie (Travis et a!., 1970). 

Neste capítulo, são apresentadas as seguintes abordagens para a avaliação da atividade 
da NR: (a) resposta, em gramíneas C3, ao nitrato e à luminosidade; (b) determinações com o uso 
de discos foliares, em gramíneas C4; (c) emprego de inibidores de proteases no tampão de 
extração; (d) uso da análise de injeção de fluxo (FIA) para a determinação do nitrito; e (e) 
illllllllll oblottillg protéico. 

32.2. Indução da NR por Nitrato e Luminosidade 

• Esse método é uma adaptação (Ross, 1974) da técnica de Travis et a!. (1970). 

32.2.1. Tratamentos 

A. Cultive plantas de uma gramínea C3 durante oito dias, na ausência de luz. liTigue as plantas com 
solução nutritiva enriquecida com nitrato. 

B. Cultive as plantas durante sete dias na ausência de luz, colocando-as então sob luminosidade 
contínua durante um dia. Faça irrigação diária com solução nutritiva enriquecida com nitrato. 

C. Cultive as plantas como no passo B., mas faça a irrigação diária sem a presença de nitrato. 
D. Cultive as plantas por sete dias na ausência de luz e com irrigação diária com solução nutritiva 

que contenha nitrato. Faça a excisão da primeira folha de cada planta e coloque 10 folhas em um 
tubo com 10 mL de água. Deixe as amostras sob luz contínua, durante um dia. 

32.2.2. Preparo do Homogeneizado 

A. Destaque os 10 cm terminais ele cada primeira folha formada de 10 plantas e pese esse material. 
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B. Esfrie a amostra em gelo e faça todas as manipulações subseqüentes a 4°e. 
e. Seque as folhas, rapidamente, com papel absorvente e homogeneíze a amostra em gral de 

porcelana, na presença de tampão fosfato 0,2 M, N a2EDT A 1 mM, pH 7,5 (use quantidade 
equivalente a três vezes o peso da amostra). 

D. Centrifugue a mistura a 27.000 x g, por 15 mino Decante o sobrenadante e mantenha-o em banho 
de gelo. Este material constitui a solução enzimática para as análises. 

32.2.3. Ensaio da Atividade 

A. Adicione a cada tubo, em seqüência, os seguintes volumes: 1,6 mL de solução tamponada de 
nitrato, 0,15 mL de água destilada e 0,20 mL da solução de NADH. Prepare, para cada 
tratamento, três tubos de ensaio (duas repetições e um branco). 

B. Inicie a rea~'ão, adicionando 50 ~IL da solução enzimática (item 32.2.2., passo D.) à mistura. Para 
o branco, substitua a solução enzimática por água destilada. Misture bem, por agitação, e deixe 
os tubos em temperatura ambiente, por 15 mino 

e. Paralise a reação, adicionando 2 mL de soluç.ão corante. Misture bem, por agitação, e deixe os 
tubos em temperatura ambiente, por 15 mino A intensidade da cor rosa proporciona uma medida 
do nitrito formado a partir do nitrato. 

D. Meça a absorbância a 540' nm. Prepare a curva padrão, ou regressão linear na calculadora, 
colocando os valores de D.O. como função da concentração de padrões de nitrito (0,02; 0,04; 
0,06; 0,08 e O, 10 ~llnoles) em volume final de 4 mL, após adição de 2 mL da solução corante. 

OI3SERV AÇÃO 

• Alguns autores (ex. Nakagawa et a1., 1985) expressam os dados em UA. Nesse caso, 1 UA 
equivale à conversão de 1 nmol de nitrato para 1 nmol de nitrito, por minuto. 

32.2.4. Reagentes 

Solução Tamponada de Nitrato a) Misture 12 mL de tampão fosfato I M pH 7.5, 60 mL de 
solução KN03 O, L M, L2 mL de solução Na2EDTA 1mM, 
48 mL de tampão Tris-HCl 1 M pH 7,5-8,0 e 300 mL de 
água destilada. 

b) Ajuste o pH da mistura para 7,5, com H2S04 e então 
complete o volume, com água, para 480 mL. Embora essa 
solução possa ficar na temperatura ambiente, ela deve ser 
armazenada a -4°C, visando prevenir o crescimento de 
microrganismos. 

Solução de NADH a) Dissolva 14 mg de NADH em 5 mL de água destilada. 
b) Adicione 200 ~L de NaOH 0,05 N, para mantê-Ia alcalina e 

prevenir sua destruição. A solução pode ser armazenada a 
4°C, por 3-4 dias. Ela não deve ser congelada. 

Solução Corante Misture, imediatamente antes do uso, partes iguais de 
sulfanilamida 1% (p/v, em HCI 1,5 N) e N-(I-naftil) 
etilenodiamina 0,02% (p/v, em água). Essas duas soluções 
devem ser armazenadas em frascos opacos, a 4ne. 
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32.3. Determinação da Atividade da NR em Discos Foliares 

• Esse método foi empregado em milho (Purcino et aI., 1994), seguindo as recomendações de 
Hageman & Reed (1980). 

A. Faça a incubação de 0,5 g de discos foliares em 20 mL de um meio de reação, constituído de 
K2HP04 O, J M pH 7,5, KNO~ 0,1 M, propanol I % (v/v) e neli/roI/i.\' 0,05% (v/v), a 30nC. em 
banho-maria com agitação, na ausência de luz, por 10-40 m in. 

B. Paralise a reação, adicionando sulfanilamida 10/c (p/v) dissolvida em HeI 1,5 N. 
C. Retire alíquotas de 0,5 mL, adicione dicloreto de N-(I-naftil)-etilenodiamina 0,020/c (p/v) a cada 

uma delas e determine o nitrito produzido, por leitura da absorbância a 540 nm. 

32.4. Uso de Tampão de Extração que Contém Inibidores de Proteases 

• Essa abordagem visa prevenir degradações da NR, que tendem a se iniciar assim que as amostras 
começam a ser manipuladas. Sivasankar & Oaks (\ 995) propuseram o uso do seguinte tampão 
(a 4°C): 

Tris-HC125 mM pH 8,5, EDTA 1 mM, FAD 20 ~lM, DTI ImM, BSA 1% (p/v) e cisteína 10 111M. 
Como inibidores de proteases a serem dissolvidos no tampão de extração, a cimostatina é adicionada, a 
I O ~M, dissolvida em DMSO, para as amostras de raízes, e a leupeptina, a 10 ~lM, para as amostras 
de brotações. 

32.5. Determinação do Nitrito por meio de FIA 

• Davis & Radke (1985) adaptaram o uso do FIA (figura 16) para a determinação do nitrito, com 
as seguintes características: 

As soluções-estoque dos diversos reagentes são diluídas em J: 1, COI11 água, e carregadas em 
seringas de 50 mL. 
Os reagentes são misturados, imediatamente, em frente à entrada para injeção da amostra. 
Os dados são gerados por uma reação (a 80nC) em série repetitiva, de volumes de 360 ~lL, 
perfazendo 1, I 8 mL a cada 25 s. 
Nesse método, a margem de erro é inferior a 1 nmol, com um pico de 0,06 por nmo1 injetado. 

As amostras podem ser injetadas a cada minuto, proporcionando um ensaio rápido para a 
atividade da NR. 
O analisador de FIA geralmente possui um fotômetro com cubeta de 10 111m para passagem 
do fluxo. Nos modelos mais recentes, a fonte luminosa é um LED, cobrindo, tipicamente, os 
seguintes comprimentos de onda: 555; 570; 605; 635 e 660 nm. 
Toda medição feita com FIA é relativa. Por isso, o sistema requer uma solução-padrão para 
comparações. A análise da altura do pico (medida em mV) é o método mais comum de 
análise. Ela é medida com relaç.ão à linha do zero do detector. A área do pico também pode 
ser determinada, por cálculo integral . 

32.6. 111l1ll111lobloflillg Protéico 

• Shiraishi et a!. (1992) empregaram o ill/lI/lIl/ob/ottil/g, com anticorpos desenvolvidos contra NR 
purificada por eletroforese, para demonstrar que a síntese de NR é inibicla, em células ele 
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espinafre cultivadas in l'ill'O, pela adição de glutamina ao meio. Apesar da atividade da NR ser 
determinada por processo similar ao já discutido, o procedimento geral envolve maior grau de 
refinamento e depende de aparelhagem mais avançada, preferencialmente, com interface para 
computador. Basicamente, o método possui as seguintes características: 

o método depende do preparo de um anticorpo contra NR de folhas ele espinafre, pela 
técnica ele Sueyoshi et aI. (1989). A fração IgG é obtiela elo soro ele fracionamento em coluna 
de proteína tipo A-Sepharose CL 4B . 
Alíquotas dos extratos homogeneizados são misturadas com tampão da amostra (Laemmli, 
1970), em quantidade equivalente a duas vezes o peso ela alíquota tomada. 
Após fervura, as amostras são aplicadas a um gel de poliacrilamida 10% (p/v) com I mm ele 
espessura (capítulo 7) e submetidas à eletroforese. 

Reagentes 

Injeção da 
amostra 

... 

Serpentina de reação ---+ 

Detector --+ c=Jt--

FIGURA 16. Diagrama geral de uma análise de injeção de fluxo (FIA). Adaptado de Davis & Radke 
( 1985). 

Terminada a corrida, as proteínas no gel são transferidas para um fLItro de nitrocelulose. por meio 
de eletrobloftil/g, sob corrente constante de 90 mA, durante 12 h (método de Maki et aI., 1986). O 
filtro é então bloqueado em solução de leite desnatado 50/(' (v/v) em tampão fosfato salino (fosfato 
de potássio \00 mM, cloreto de sódio 150 mM; pH 7,5). 

Em seguida, o filtro é revelado com anticorpos contra NR, em diluição 1:2.000. e tratamento 
com anticorpos conjugados à peroxidase extraída de rabanete silvestre (CoclJlenrin 
nrlllomL'ia), desenvolvidos em carneiros, contra o JgG de coelho (produto disponível 
comere ialmen te). 
Segue-se uma incubação com 3,3' -diaminobenzidina e peróxido ele hidrogênio, após a qual a 
intensidade das bandas reveladas no filtro de nitrocelulose é revelada por esquaclrinhamento 
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em densitômetro. A intensidade da cor da banda é diretamente relacionada à quantidade de 
proteína na membrana de nitrocelulose. 
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33. ENZIMAS V - ELETROFORESE DE ISOZIMAS EM GEL DE AMIDO 

CUIDADOS 

• Observe os mesmos cuidados descritos no capítulo 29. 
• Certifique-se de que a emulsão de amido está homogênea. 
• A eletroforese em poliacrilamida está descrita no capítulo 7, sendo aplicável a isozimas. 

33.1. Introdução 

As proteínas são úteis para estudos genéticos diretos, por serem os produtos primários de 
genes estruturais. Mudanças na seqüência de bases codificantes se refletem, com muita freqüência, 
em mudanças na estrutura primária das proteínas. A eletroforese sob condições nativas (baixa 
temperatura e pH 7,0-8,5) detecta até mesmo uma única substituição de aminoácido na estrutura 
protéica. Visto que o extrato bruto usado contém vários tipos de proteínas, corantes específicos 
devem ser usados para a detecção. 

O termo isozill/o (Markert & Moller, 1959) refere-se a diferentes formas moleculares de uma 
enzima, apresentando a mesma especificidade por substrato. Normalmente, as isozimas são 
particulares para uma dada espécie, em um dado tecido e em um dado estádio de desenvolvimento. 
Por isso, podem ser usadas, em muitas situações, como marcadores para a separação de genótipos 
contrastantes. Podem também ser usadas para detectar enfermidades (Farkas & Stahmann, 1966) ou 
respostas a reguladores do crescimento (Varner & Chandra, 1964), por causa das alterações que 
apresentam. Neste capítulo são apresentados, de forma resumida, métodos (Sh ields et aI., 1983) para 
a extração e separação eletroforética de isozimas vegetais. Para outros sistemas isozimáticos, o leitor 
deve consultar Vallejos (1983). 

33.2. Recursos Necessários 

- Água destilada e/ou deionizada, especialmente para preparo dos tampões 
- Fonte de vácuo 
- Refrigerador 
- Fonte de energia, de até 40 watts (400 V, 100 mA) 
- Placa de aquecimento ou forno de microondas, para aquecer as soluções de amido 
- Luvas grossas, para manuseio dos frascos aquecidos 
- Medidor de pH 
- Balança, com capacidade de 10 a 1.000 mg 
- Sistema de montagem de géis: vertical para a SDS-PAGE e horizontal para o am ido 
- Frascos volumétricos, para medição, mistura, aquecimento e apl icação do tampão 
- Frascos de sucção, para remoção de gases, antes da coloração dos géis 

33.3. Eletroforese em Gel de Amido 

33.3.1. Preparação do Gel 

• Os sistemas tampões dependem das isozimas a serem coradas, assim como da espécie em estudo 
(vide tabelas 12 e 13). 
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TABELA 12. Exemplos de isozimas e sistemas tampões para algumas espécies vegetais (adaptado de 
Shields et a!. 1983). 

> 
TAMPÃO* 

> 
ISOZIMA CODIGO ESPEClE 

Ácido Tndolacético Oxidase IAAOX S Rabanete Silvestre 
Aconitase ACO B,D,G Coníferas, Soja 
Aclenil Quinase AK I Coníferas 
Alanina Transaminase GPT H Coníferas 
Alclolase ALD G Coníferas 
Amilase AMY C Angiospermas, Milho 
Am inopept idase AMP H,l,O,Q A veia, Ervilha, Feijão 
Aspartato Aminotransferase ASA C,H Angiospermas, Coníferas 
AspartatoTransam inase GOT F, P Citros, Repolho 
Catalase CAT C,K. Q Angiospermas, Milho, Soja 
Desidrogenase Alcoólica ADH I,L, M,P Alfafa, Citros, Tomate 
Diaforase DIA B, C. D Soja 
Enelopepticlase ENP C,D Milho, Soja 
Enolase G2D H Coníferas 
Enzima Málica ME B,D Milho, Soja 
Esterase EST F,O Cevada, Tomate 
Fosfatase Ácida ACP K,S, T Arroz, Eucalipto, Tabaco 
Fosfatase Alcalina ALP C Angiospermas, A veia 
Fosfofrutoquinase FDP G Coníferas 
Fosfomanoisomerase MPI C,D Soja 
Fumarase FUM G Coníferas 
a-Galactosidase a-GAL G Coníferas 
~-Galactosielase p-GAL G Coníferas 
Glicose-6-Fosfato Desielrogenase G6P G,H,K Coníferas, Tabaco 
p-G lucosielase GLU B,G Coníferas, Milho 
Glutamato Desidrogenase GDH C,H,Q Coníferas, Milho 
r soc itrato Des ielrogenase IDH . D,E Milho, Soja, Tomate 
Malato Desidrogenase MDH A,B,D,T Eucalipto, Soja, Milho 
Peroxidase PER C,l, N, R Cevada, Petúnia, Pinheiro 
Superóxido Dismutase SOD B,C,D Milho, Soja 

"'V ide descrição dos tampões na tabela 13. 

A. Misture todos os componentes do gel, exceto o amido. Ajuste o pH. 
B. Decante um quarto da solução-tampão. 
C. Aqueça os 750/" restantes do tampão em béquer, até a fervura. 
D. Misture os 25%, não aquecidos com a quantidade total de amido a ser usada, em frasco de sucção. 

Espere até obter boa emulsão. 
E. AcI icione, rapidamente, o tampão fervente ao frasco de sucção que contém a emulsão ele amido. 
F. Aplique vácuo para remover excesso de gases. Continue a aquecer a solução até a fervura. 
G. Aplique os géis: o volume e a espessura dependem do aparato usado e nllmero desejado de 

colorações. 
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TABELA 13. Exemplos de sistemas-tampões e respectivos códigos, para a eletroforese de isozimas 
de amostras vegetais (adaptado de Shields et aI., L983). 

Código Tampão do Eletrodo (TEI) pH Tampão do Gel pH 

A L-hist idina 0,05 M (7,75g.L-'); ácido 5,0 L-histid ina 0,004 M; ácido cítrico 5,0 
cítrico 0,024 M (5,0 gL'); pH 0,002 M (= diluição 1: 12 cio TEl em 
ajustado com ácido cítrico água) 

B L-histina 0,065 M (I 0,088g.L-'); 5,7 L-histidina 0,009 M; ácido cítrico 5,7 
áciclo cítrico 0,02 M (4,125 gL'); 0,003 M (= diluição 1:6 cio TEl em 
pH ajustado com ácido cítrico água) 

C Ácido bórico 0,19 M (11,875 gL'); 8,3 Nove partes de Tris-ácido cítrico 8,3 
hidróxido de lítio 0,04 M (1,6 gL'); [Trizma base 0,05 M (6,2 gL'), 
pH ajustado com LiOH ácido cítrico 0,07 M (1,5 g.L-') pH 

8,3] para uma parte do TEI 
D L-histidina 0,065 M (10,088 gL'); 6,5 L-histidina 0,016 M; ácido cítrico 6,5 

ácido cítrico 0,007 M (1,5 gL'); pH 0,002 M (= diluição 1:3 do TEI em 
ajustado com ácido cítrico água) 

E Ácido cítrico (9,04 g.C'); Tris 7,0 Histidina (1,055 gL1
); pH ajustado 7,0 

(16,35gL') com NaOH 
F Barato de sódio 0,3 M 7,8 Ácido cítrico 3,6mM; Tris 1,52mM 7,8 
G Ácido cítrico 0,04 M (anidro)(7,684 6,1 Ácido cítrico 0,002 M (anidro) 6,1 

g.L- I
); pH ajustado com N-(3- (= diluição 1:20 do TEI) 

am inopropil)-mOlfo\ina (10 mL) 
Ácido cítrico 0,005 M (anidro); Tris H Ácido bórico 0,03 M; hidróxido de 8,1 8,5 

lítio 0,06 M 0,03 M; adicionando-se o TEI a 1 % 
(v/v) 

I Histidina 0,005 M 7,0 Citrato de sódio 0,41 M 7,0 
J Tris 0,02 M (3,0 gL'); glicina 8,7 Idêntico ao TEI 8,7 

0,19M (14,4gL') 
K Tris-g \ic ina 8,0 Tris-HCI 8.0 
L Ácido bórico 0,3 M; pH ajustado 7,8 Tris 0,015 M; ácido cítrico 0,004 M 7,8 

com NaOH 
M Tris 0.0375 M; ácido cítrico 0,025M 7,0 Tris 0.011 M; ácido cítrico 0.004 M 7.0 
N Ácido bórico 0,3 M; NaOH 0,031 M 7,5 Tris 0,15 M; ác. cítrico 3mM anidro 7,7 
O Ácido bórico 0,30 M; NaOH 0,10 M 8,3 Tris 0,19 M; ác. cítrico 5mM anidro 7,9 
p Ácido bórico 0,34 M; pH ajustado 8,7 Tris 0,02 M; pH ajustado com ácido 7,7 

com NaOH cítrico anidro 
Q Ácido bórico 0,19 M; NaOH 0,14 M 8,3 Tris 46 mM; ácido cítrico 68 mM 8,3 

(anidro), LiOH 10 mM, ácido bórico 
19mM 

R Ácido bórico 0,65 M; Tris 0,5 M; 8,0 Tris 0,05 M; N a:!EDT A 0,00 L 6 M; 8,5 
Na:!EDTA 0,016 M ácido bórico 0,05 M 

S Ácido bórico 0,30 M; NaOH 0,10 M 8,3 Ácido bórico 0,03 M; N aOH 5 mM 8,5 
T Citrato de Na 0,40 M; pH ajustado 8,0 DL-histidina 0,005 M 8,0 

com ácido cítrico 
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H. Cubra os géis com uma placa de vidro, assim que a superfície do am ido começar a se solidificar 
(cerca ele 2 min). Esse passo visa propiciar espessura uniforme no gel. 

J. Deixe os gé is esfriarem, em temperatura ambiente, de um d ia para o outro. Os g,é is devem ser 
esfriados para 2-4nC imediatamente antes da eletroforese. 

33.3.2. Extração 

A. Macere a amostra (100 mg, para folhas ou raízes) em I mL ele tampão (consulte a tabela 14) a 
2ne. Trabalhe com rapidez e processe poucas amostras de cada vez (de 10 a 20). 

B. Aplique o extrato diretamente, ou após clarificação em papel-filtro, em pedaços de papel de filtro com 
comprimento 2 mm maior que a espessura do gel (para agilizar a remoção) e largura de 3 mm. Essas 
dimensões podem ser alteradas, para maximizar a resolução e a eficiência. 

33 .3.3. Aplicação no Gel 

A. Apare o gel, após remoção das placas de vidro, e corte-o em fatias transversais, a 4 cm da 
extremidade catódica. 

B. Deixe espaço suficiente entre as amostras, para não confund ir a visualização dos resultados. Um 
gel com 18 cm de largura pode receber 20-30 amostras. 

33.3.4. Eletroforese 

A. Aplique um rápido pulso elétrico, para provocar o movimento elas moléculas com carga, do 
extrato bruto nos pedaços de papel para a seção catódica (ou anódica) do gel. 

B. Use pulsos de 3,7 waUs (ISO V, 25 mA), por 15 mino 
e. Remova os pedaços de papel com pinças, para que as proteínas na origem não fiquem sendo 

eluídas continuamente. Remova resíduos com algodão. 
D. Reconecte, após remover os pedaços de papel, as seções catódica e anódica do gel, eliminando as 

bolhas de ar aprisionadas. 
E. Insira um espaçador na extremiclade catódica ou anódica, para introduzir torção. Isso ajudará a 

prevenir a formação de espaço vazio no ponto de origem, caso haja retração cio geI. 
F. Cubra o gel com material inerte (plástico), deixando 2 cm expostos, em cada extremidade. 
G. Coloque as extremidades elo gel em contato com o reservatório elo tampão, diretamente ou por 

meio ele esponjas de celulose. Ligue a fonte de energia. 
H. Faça testes preliminares para estabelecer as condições ideais (especialmente a eluração da corriela) 

para o sistema isozimático que estiver estudando. 

OBSERVAÇÃO 

• A migração é, geralmente, anódica. 
• A 250 V, um gel ~e amido 12% (p/v) levemente alcalino requer, tipicamente, duração de 

cOITiela de 3-4 h. A medida que a corrida se desenvolve, a resistência do gel aumenta e o 
campo elétrico tem de ser ajustado. Fontes ele energia constante fazem essa compensação 
automaticamente. 
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33.3.5. Fatiarnento do Gel 

• Uma das principais vantagens da eletroforese em amido sobre a PAGE é o menor custo e a 
possibilidade de uso de géis espessos e maleáveis. Após a separação ele proteínas, os géis de 
amido podem ser cortados em fatias horizontais e corados, simultaneamente, para atividades 
isozimáticas independentes. Por exemplo: se um gel é subdividido em quatro e ex istem três toei 
polimórficos por enzima, fenótipos em até 12 toei podem ser determinados para cada uma das 
20-30 amostras em uma ún ica corrida. 

• O fatiamento é feito com um arame fino de aço inoxidável, preso a pontos fixos e passado por 
entre o gel imobilizado. Ex istem aparatos próprios para se suspender o gel, após o corte, os qua is 
também determinam a altura de cada fatiamento. 

• O arame é passado vagarosamente através do gel e as fatias são cuidadosamente removidas e 
coladas em diferentes soluções corantes. Visto que as propriedades físicas de uma dada isozima 
podem causar migração diferente conforme a profundidade no gel, as diferentes fatias devem ser 
testadas para máx irna resolução em cada sistema isozimático estudado. 

33.4. Coloração de Sistemas Isozimáticos - Alguns Exemplos 

• Neste item são descritos alguns métodos para a revelação de enzimas (adaptado de Vellejos, 
1983) em géis de amido. A não ser que seja especificado de maneira diferente, a reação de 
coloração é paralisada descartando-se a solução do corante, seguindo-se 3-5 lavagens do gel com 
água destilada. Caso os géis tenham que ser fotografados, é recomendável uma lavagem 
adicional, por 15-30 min, em agitador orbital lento. Assim, as substâncias não-reativas irão se 
difundir para fora do gel, reduzindo a coloração de fundo e evidenciando as bandas. 

lsozima Solução Corante Procedimento 
Desidrogenase Alcoólica Tris 0, 1 M pH 7,5 (toO mL), NAD+ Faça a incubação no escuro a 

(30 mg), MTT (20 mg), PMS (4 mg) 30"C, por 15-60 min, descarte a 
e etanol absoluto (6mL) - adicionado sol ução, paral ise a reação e faça 
imediatamente antes da incubação) a fixação. 

MalaiO Desidrogenase Tris 0,1 M pH 7,5 (100 mL), DL- Faça a incubação no escuro a 
malato I M pH 7,5 (3 mL), NAD+ 30°C, por 15-60 min, ou até que 
(30 mg), MTT (20 mg), PMS (4mg) as bandas apareçam. Pare a 

reação e faça a fixação. O malato 
deve ser preparado 
imediatamente antes do uso. 

Nitrato Redutase Sol ução A: fosfato de K 0,1 M pH 7,5 Faça a incubação do gelna 
(100 mL), KNO.1 (l50mg), etanol solução A a 30°e, por 30 mino 
95% (v/v) (2,5mL), NADH (30 mg), Descarte a solução, lave o gel 
ADH (100 UA) - adicione ao incubar; com água e coloque a solução B. 
Solução B: Sufanilamida 1 % (p/v) Em poucos minutos, bandas 
em HCI 1 N (50 mL), dicloreto de N- róseas se desenvolverão. 
(l-naflil)-etilenodiamina 0,01 % (v/v) 
em tampão fosfato pH 7,5 (50mL) 

PEP Carboxilase Tricina 0, I M pH 7,0 (l00 mL), Faça a incubação do gel no 
MgCI2.6H20 1 M (1 mL), PVPP escuro a 30°e, por 15-30 min, 
(500 mg), PEP (120 mg), NaHCO.1 descarte a solução, lave com 
(160 mg), Fast Bllle BB Salt água e faça a fixação. 
(toO mg) 
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33.5. Fixação e Preservação 

• Géis de amido podem ser fixados em etanol 50% (v/v). Após alguns minutos, o gel começa a 
endurecer, perelendo a fi ex ibil idade. 

• O etano I poele solubilízar alguns precipitados. Por isso, uma alternativa é o uso ele glicerol so-
1000/(' (v/v), que torna o gelmais translúcido, favorecendo a densitometría e a fotografia . 

• Para preparar o gel para densitometria, deve-se tratá-lo com glicerol quente (70"C). por alguns 
minutos. Para fotografia, deve-se deixar o gel em banho de glicero150% (v/v), por 12 h. 

• Após a fixação, os géis devem ser acondicionados em filme de polietileno e armazenados a 5°e, 
por vários meses. Alternativamente, pode-se usar secadores ele géis. 
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34. SÍNTESE DE AMIDO 

CUIDADOS 

• Observe os mesmos cuidados descritos no capítulo 10. 

34.1. Introdução 

Nas plantas, o amido é um importante composto químico de reserva, sendo empregado como 
fonte energética quando o suprimento externo é inadequado (ex. no escuro). O amido ocorre como 
grãos insolúveis em c1oroplastos ou. no caso de raízes e tubérculos. em amiloplastos. Dada sua 
insolubilidade, o am ido não contribui para o potencial osmótico da célula. 

Conforme Pre iss & Kosuge (1970), a síntese de amido requer a ativação de glicose, na f 01111 a 
de um derivativo de fosfato de nucleotídeo, a saber: 

ATP + glicose-I-fosfato ~ ADP-glicose + Pi 
(ou UTP) G-I-P (ou UTP-glicose) 

Em seqüência. lima fral/sglicolizoçüo ocorre. conforme o esquema: 
ADP-glicose + precursor do amido ~ ADP + (glicose)"+ I 

(ou UDP-glicose) (glicose) (ou UDP) 
A degradação pode ocorrer via duas enzimas diferentes. A quebra hidrolítica produz resíduos 

de glicose e/oulllaltose e é catalisada pela amilase. A quebra fosfolítica produz G-I-P e é catalisada 
pela fosforilase, conforme o seguinte esquema: 

(glicose)"+ 1+ Pi H (glicose)n + G-I-P 
Essa reação é reversível (60"= + 0.73 kca1.mor l

) mas. na célula, ela procede somente na 
direção da degradação. portanto mantendo mecanismos anabólicos e catabólicos separados. 

Neste capítulo são descritas duas estratégias para se verificar o nível de amido em tecidos. 
C0111 base no método l;,-KI de Krisman (1962). Em uma delas, é demonstrada a ocolT~ncia e 
distribuição de amido em folhas de J>lIaseoll/s \'lIlgaris L. A reação da fosforilase irá catalisar a 
síntese de amido nesse sistema de células livres (a degrada~~ão somente é catalisada em células 
in tactas) . Na outra. o amido é extraído de raízes de Medicago safil'a L., por uma adaptação do 
método de Yeh et aI. (198 I), e fracionado por cromatografia (Fankhauser et aI., 1989). 

34.2. Loollização dos Grânulos de Amido em Folhas de Feijoeiro 

A. Remova lima folha de um feijoeiro com três semanas de idade que tenha sido exposto à luz do sol 
por várias horas. 

B. Coloque a fo lha em água fervente. por 30 s. 
C. Coloque a fo lha em etanol 95% (v/v) e aqueça em banho de água fervente, até que a maioria dos 

pigmentos tenha sido extraída (aproximadamente, 20 min). 
D. Coloque a folha em água fervente, por 10 s, e a transfira para placa de Pefri com solução lrK1 (5 g de 

12 e 10 g ele KI em água, q.s.p. 100 mL). 
E. Observe as áreas que ficarem negras. as quais denotam as posições dos grânulos de amido -

fotografe ou faça diagramas. 
r. Repita o experimento com uma fo lha de feijoeiro cultivado no escuro, por dois ou três dias. 
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OBSERVAÇÃO 

• As folhas dos experimentos podem ser colocadas entre duas transparências·, posicionadas 
em mesa de vidro com iluminação, transferidas para computador, por meio de SC({//1/eJ' , e 
editadas. Como alternativa, elas podem ser fotografadas. 

34.3. Conversão de Aç(lcaJ'(,s em Amido, em Folhas de Feijoeiro 

A. Coloque feijoeiros com três semanas de idade no escuro, por dois dias. 
B. Remova algumas folhas e mergulhe seus pecíolos em béqueres que contenham um dos seguintes 

tratamentos: 
a) glicose 0,5 M 
b) frutose 0,5 M 
c) sacarose 0,5 M 
d) água' 

C. Mantenha esse material no escuro por dois dias. 
D. Faça a coloração de cada um dos tratamentos, como no item 34.2., e registre os resultados. 

34.4. Extra\~ão e Ensaio da Atividade da Fosforllase 

A. Corte pequenos pedaços de uma batata (SoI01/1/11/ fuberoslIlI/ L.) sem epiderme, até obter 10 g ele 
amostra. 

B. Triture a amostra em cerca de 30 mL de solução NaF 10 mM (I mg NaF.g·) amostra). 
C. Filtre o homogeneizaelo em funil de B"c!lI/el' e ccntrifugue o filtrado a 27.000 x g (2"C). por I O min. 

Use o sobrenaelante como solução enzimática e conduza o ensaio descrito a seguir. 
D. Transfira as segu intes soluções para quatro tubos de ensaio: 

a) 2 mL de glicose 0,2% (p/v) + 1 mL de água . 
b) 2 mL ele glicose 0,20/" (p/v) + I mL KH2P04 0,21 M 
c) 7. mL de G-I-P 0.2S(}'" (p/v) + I mL de água 
d) 2 mL ele G-I-P 0,25 0/" (p/v) + I mL KH 2P04 0,21 M 

E. Adicione I mL ela solução enzimática a cada tubo e misture. 
F. Transfira, a cada 5 min, uma alíquota de 400 ~lL para uma lâmina ele microscópio. Aelicione 400 ~lL 

da solução 12 -KI sobre a amostra c observe o desenvolvimento ela coloraç.ão. Conduza o experimento 
por I h. 

34.5. Extração e Cromatografia em H.aízes de Alfafa 

A. Coloque 100-500 mg de amostras de raízes em 20 mL de DMSO 90% (v/v), com agitação, por 24 h, 
para dispersar os grânulos ele amido. 

B. Centrifugue a solução a 500 x g em temperatura ambiente, por 5 min, e colete o sobrenaelante. 
Faça três extrações com DMSO, em seqüência, para poder recuperar mais ele 95 0/" do amido da 
raiz de alfafa. 

C. Adicione três volumes ele etanol 950/(' (v/v) à amostra e deixe o amido extraído se precipitar a 4"C, 
por 12 h. 

D. Centrifugue o material a J 2.000 x g em temperatura ambiente, por 5 mino Lave o sedimento com etanol 
9SC;;" (v/v). para remoção elos resíduos de DMSO. Centrifugue ele novo a amostra a 12.000 x g, 
por 5 mino 
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E. Ressuspenda o amido em 3-4 mL de NaOH 0,01 N. Faça uma centrifugação final, a 500 x g em 
temperatura ambiente, por 5 min, para remo~'ão dos materiais insolúveis em NaOl I. Determine a 
concentração de amido, como equivalente-glicose x 0,9, usando ° reagente de antrona (capítulo 
10). 

F. Use, para as separações cromatográficas, colunas de 1,5 x 70 cm com Sepharose. Para as análi ses 
quantitativas ele componentes do am ido, aplique amost ras com 1,5 mg de amido. 

G. Colete as frações a intervalos de 6 min, usanelo uma taxa de fluxo de 0,40 mL.min· l
, tendo NaOH 

0,01 N como e1uente. Determine os teores de carboidratos ele cada fração (capítulo 10). 
H. Compare os perfis de eluição dos componentes ele PM alto e baixo com aqueles obtidos COI11 

amilose ele batata e am ilopect ina de milho (d isponíveis comercia lmente). 
I. Faça as análises quantitativas do amido presente em cada fração pelo método 12-KI de Kr isll1an 

(1962). Para essas anál ises. aplique 10 mg de amido na coluna e considere as frações tendo uma 
razão de absorbância 520 nm/6 15 nm maior que 1,0, como sendo, primariamente, am i lopecl ina. 
Use os valores de concentração de carboidratos (passo G.) para calcular a razão PM bai xo/PM 
alto. 
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35. HORMÔNIOS· ENSAIO E PURIFICAÇÃO 

• Use luvas e proteção facial quando fizer manipula<;ões sob UV. 
• Faça ensaios preliminares na TLC. visando obter proficiência na borrifação. para que as 

placas tenham espessura similar. 

35.1. Introdução 

o crescimento e o desenvolvimento envolvem vários mecanismos dependentes de controle 
hormonal. Por isso. revisões abrangentes sobre o assunto podem ser encontradas, praticamente, em 
qualquer livro-texto de fisiologia vegetal. Além disso, reguladores do crescimento exógenos têm 
granele aplicação em técnicas fisiológicas, especialmente na cultura in I'i/I'O. Visto que outras 
estratégias. tais como inelu~'ão de metabolismo secundário e transformação, dependem da 
manipulação in I'ifro, a importância dessa categoria de substâncias é, mais uma vez, evidenciada. 

O efeito ele hormônios pode ser prontamente demonstrado por meio ele bioensaios (ex. Burg 
& Burg 1966, Bukovac & Nakagawa 1968, Cooper et aI. 1968, Williams & Stahly 1969 e Wareing 
1976). Em muitos casos, todavia, é extremamente difícil obter-se reprodutibilidade de dados em 
reposta à aplica~'ão ele reguladores do crescimento. O mesmo ocorre quando se tenta correla('ionar 
níveis de hormônios endógenos com taxas de crescimento. A causa mais provável é o 
desconhecimento da natureza das moléculas receptoras ele hormônios nos sítios ativos. assim como 
seu nível em um dado tecido e os fatores que influenciam essa interação. Por isso, estudos nesse 
campo têm atingido alto grau de sofistica~'ão , com o uso de técnicas muito refinadas. tais como a RP
HPLC, a combinação da cromatografia gasosa com a espectrometria de massa (GC/EM) e os 
raclioimunoensaios. Essas estratégias envolvem aparelhos de custo muito elevado, requerem 
treinamento especializado e, predominantemente, o emprego de isótopos radioativos. No Bras il , 
poucos laboratórios têm infra-estrutura para esses tipos de estudos. 

Para uma análise rápida do nível de hormônios em amostras vegetais, a TLC continua sendo 
uma opção atraente, por não envolver as limitações mencionadas no parágrafo anterior. Além disso. 
ela é aplicável a algumas espécies ainda não estudados (ex. v!írias forrageiras tropicais). Neste 
capítulo. é descrita uma abordagem ele purifica~'ão, derivada ele vários relatos (ex . Berg & Bryon, 
1974), dos promotores de crescimento GA e IAA e do inibidor ABA, com base na TLC em sílica gel 
tipo 60 F254, que apresenta fluorescência sob UV, a 254 nm. Adicionalmente, como exemplos, são 
apresentadas técnicas radioisotópicas de alta precisão para a purificação de hormônios. Vale 
enfatizar que elas requerem certificação para uso ele elementos marcados e que, no caso do ABA, o 
radioimunoensaio de extratos aquosos (ex. Else et aI. 1995 e Pekic et aI. 1995) é comparável ao 
método da GClEM. 

35.2. TLC 

35.2.1 . Preparo da Amostra 

A. Triture 50- 100 g ele amostra em liqüidificador com 200 mL ele metanol 80% (v/v) a 4"C, por 2 mino 
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13. Deixe o homogeneizado sobre gelo, por 1 h, agitando ocasionalmente. Fillre o homogeneizado em 
papel-filtro tipo Whatman Nl1 I. 

C. Force a evaporação do metanol em evaporador giratório, até ob1enção de Ulll volume de 8 mL, a 
30"C. Filtre esse concen1rado aquoso, para remoção da clorofila precipitada. Ajuste a fase aquosa 
para pH 8,0, usando solução aquosa saturada de NaHC03. 

D. Faça três lavagens com acetato de etila, em funil ele separaçi1o, para remoção de pigmentos e 
interferentes. 

E. Ajuste o pH da fase aquosa para 2,5-3,0, com H2S04 IN. Faça extração. três vezes, em funil ele 
separaç.ão, com ace1a10 de etila ou éster dietílico, para remoção ele GA, ABA, JAA e citocininas. 

F. Force a evaporação do extrato até a secagem quase total. Ressuspenda o l1laterial em 1 mL ele 
metanoL 

G. Faça purificação adicional em coluna com PVPP compactado. coneluzindo a corrida contra a 
gravidade, em tampão fosfato 0.1 M pH 6.0. Aplique as amostras hormonais dissolvidas em 
solução aquosa de K2HP04 0.1 M pH 6,0. 

B. Ajuste o pH das fraçôes para 3,5 e faç.a extraç:ão com acetato de etila, com pos1erior evapora~'üo 
forçada deste último. Alíquotas com o teor desconhecido de hormônios podem ser dissolvidas em 
pequenos volumes de metanol. para purificação pela TLC, ou outros métodos. 

35.2.2. Detecção de Padrões por meio de Cromatografia em Papel 

A. Apliquc padrões de ABA, GA e IAA, como linhas individuais com I em de comprimento. 
espaçadas em 1 cm, em uma das metades do papel. 

13. Adicione 50 ~lL de cada amostra (I mg.mL-1
) ao lado de cada padrão. como uma linha. 

C. Faça a cromatografia no solvente clorofórmio-acetato de etila-ácido fórmico concentrado 
(60:40:5, v/v/v), cm recipiente apropriado. Evite que o papel seja exposto à luz. 

D. Seque o papel, após 2 h, e observe sob luz UV de 254nm. Calcule os valores de RI' para cada 
hormônio. 

E. Faça a detecção de GA, borrifando o papel com etanol-ácido sulfúrico 95:5 (v/v) e aquecendo-o 
por 5 s. Enquanto o papel estiver sendo expos10. prepare placas de 300-500 ~l, conforme descrito 
a seguir. Elas são usadas para separar quantidades maiores de hormônios. 

35.2.3. Preparo da Placa de TLC 

A. Faça a limpeza de placas de vidro de 20 x 20 em, ou 10 x 20 em. Embora as placas possam ter 
qualquer tamanho. é necessário que elas se encaixem 110 aparato borrifado!'. 

B. Misture o absorvente da seguinte fo rma: 
a) Misture, para placas de síl ica-ge I , 30 g do gel com 68 mL de água destilada. Pode ser 

necessário adicionar mais água, para se obter a 111 istura ideal. Se a mistura estiver muito 
espessa, o absorvente irá se espalhar de forma desigual. Se ela estiver muito f1uiela, o 
absorvente irá passar direto pela calha. Para a sílica gel G com um ligante de gesso (gipsita). é 
necessário usar uma mistura mais fluida. Caso contrário, quando cinco ou seis placas tiverem 
sido espalhadas nas placas de vidro, a mistura começará a ficar espessa, tornado a borrifa\'ão 
difícil. 

b) Misture, para placas de celulose sem ligante, 15 g do pó de celulose e cerca de 90 mL de água 
destilada. Homogeneíze o material em liqüidificador. até que as fibras sejam rompidas. 
Observe se a consistência está cremosa e homogênea. Se a mistura não estiver bem feita, as 
placas exibirão pequenas fibras na presen\:a do absorvente. Muito embora a mistura pareça 
espessa e difícil de espalhar ao ser removida do liqüidificador. evite adicionar água em excesso, 
pois a placa ficará muito fina e passará direto pela calha. Quando empregar ligante de gipsita 
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(sulfato de cálcio hidratado, gesso natural), adicione um pouco mais ele água. pois o ligante 
tende a fazer com que o absorvente fique espesso mais rapidamente. 

C. Espalhe o material, para fazer as placas, da seguinte forma: 
a) Método da Placa Móvel: 

ai) Coloque uma placa de vidro sob a calha do aparato para bOlTifação. 
a2) Encaixe os dois fechadores. O fechador do lado em que a placa será removida deve ser 

posicionado para uma camada com espessura de 300 ~l. A espessura da placa de TLC 
depende da concentração da amostra que será aplicada e da natureza da substância que se 
quer separar. 

a.1) Aplique a mistura água-absorvente. Empurre a placa através da calha, usando outra placa 
de vidro, até que esta apareça na extremidade final. Atue de maneira constante e firme, 
para não provocar estrias no absorvente. 

b) Método da Calha Móvel 
b,) Coloque, rapidamente, 5-6 placas de vidro, de ponta a ponta, no aparato de preparação. 
b2) Coloque a calha em uma extremidade do aparato e aplique nela o absorvente. 
b.l) Passe então a calha por sobre as placas, espalhando o absorvente no processo. 

D. Coloque as placas elll um forno a IIO"C, por 30-60 mino Esse passo ativa as placas, por meio ela 
remoção de partículas de água li gadas à síl ica gel e permite que compostos do processo de 
separa~'ão interajam com a sí lica gel. 

E. Remova as placas do forno e deixe esfriar em temperatura am bicnte. 
F. Procure reproduzir, para cada placa, o tempo gasto entre o resfriamento e a revelação elas 

manchas, porque as placas de TLC começarão a absorver umidade, após a remoção. Dessa 
forma, os valores de Rr poderão ser reproduzidos. 

35.2.4. Solventes 

--
clorofórmio-acetato de eti la-áddo acél'ico 

--'--
60:40:5 (v/v/v) 

~.etato de metila-2-proj2anol-amônia 25% 45:35:2 (v/v/v) 
JQ!ueno-acetato de etila-áddo acético 40:5:2 (v/v/v) 

isopropanol-amôll i a concentrada-água 8: 1: 1 (v/v/v) 

35.2.5. Visualização 

ABA: Mancha esc ura dissipante, sob iluminação UV. 
GA: Após borrifar a placa com mistura etanol -ácido sulfúrico (95:5, v/v), aqueça-a por 

2-5 mino A GA se revela como manchas verde-azuladas fluorescentes, sob iluminação 
UV. 

lAA: Região dissipante, sob ilumina~ão UV e fundo exibindo fl uorescência pelo F254. 

• Após analisadas, as placas devem ser colocadas para secar, até que os solven tes se evaporem. 

35.2.6. Ap\ica~~ ão de Hormônios à Placa de TLC 

A. Aplique uma alíquota da amostra (ex. 100 ~Lg) sobre a placa de sílica gel (espessura de 300-
500~l), preparada sem ligante ou gipsita, na forma de um risco de 2 cm de comprimento. 

B. Aplique os padrões hormonais, fazendo riscos de 1 cm de comprimento. 
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C. Cubra essas aplicações com lâmina de alumínio, para poder eluir os hormônios end6genos, e faça 
a borrifação nos sítios dos padrões com as misturas apropriadas, expondo-os, a seguir. à radiação 
UV. Marque a região da placa onde estes padrões estão localizados. 

D. Raspe cada região da sílica gel onde as amostras foram aplicadas e cobertas com lâmina de 
alumínio. e as coloque. individualmente, em recipientes de pesagem. Transfira cada urna para 
tubos de ensaio. 

E. Faça a eluição dos hormônios presentes nessas amostras, usando água saturada com acetato de 
etila. Faça a eluição duas vezes. 

F. Remova o acetato de etila (o qual contém os hormônios) da síl ica gel. por meio de centrifugação 
ou filtração (faça testes preliminares para determinar as condições ideais). Anote os volumes 
obtidos e preserve as soluções para condução de bioensaio. 

G. Repita o procedimento em uma região da sílica gel que niio contém qualquer aplicação de 
hormônio. Esse extrato servirá de branco para os ensaios. 

H. Faça. C01110 alternativa, a borrifação da placa com reagente etanol-ácido sulfúrico, aqueça a 
100"C. por 2 min e examine sob radiação UV, caso a finalidade do estudo seja somente a 
determinação dos valores de RI'. Meça as distâncias a partir da origem e verifique a coloração das 
regiões que contêm os hormônios. 

35.3. Biocnsaios 

35.3. I. Bioensaio para ABA Utilizando Trigo 

A. Mergulhe sementes de trigo em solução hipoclorito de s6dio 10% (v/v) (lembre-se de que o 
produto comercial contém 2% do princípio ativo), por 15 mino Remova o hipoclorito de sódio. 
fazendo cinco lavagens com água destilada. 

B. Transfira alíquotas (anote o volume e a concentração) das frações honnônios-acetato de etila 
eluíelas para placas de f'efri que contêm um pedaço ele papel-filtro tipo Whatman WL embebido 
em acetato de etila (após evaporação do excesso, na capela para exaustão de gases). Caso 
hormônios não tenham sido eluíelos na TLC, use alíquotas de soluções-estoque de hormônio do 
laboratório. Adicione hormônios em quantidade suficiente para ter 20-1 00 ~lg em cada placa de 
j7erri. Faça cinco repetições. rnclua duas testemunhas: uma é o tratamento sem ABA e a outra o 
papel-filtro embebido em água, em vez de acetato de ctila. 

C. Adicione 8 mL de água destilada a cada placa de Pefri, colocando, a seguir, 10 sementes 
esterilizadas. Mantenha o material no escuro, por 3-4 dias. 

D. Determine a taxa de gelminação e meça o comprimento do coleóptilo e da radícula (mm). 
E. Compare as sementes tratadas com a testemunha. 

35.3.2. Bioensaio para Giberelina com o Uso de Ervilha 

A. Plante as sementes em vermiculita (preferencialmente, após embeber em água) e cultive as 
plântulas por 8-10 dias, a 21"1l6°C dia/noite. Inicie o bioensaio quando a folha do terceiro nó 
estiver com metade da expansão. 

B. Faça a raspagem da região da placa de TLC, onde se acredita que a GA esteja, e transfira o 
material coletado para um tubo de ensaio. Adicione 3 mL de acetato de etila, agite, e faça a 
filtragem em papel tipo Whatman N<l l, para outro tubo. 

C. Lave o tubo de ensaio original mais duas vezes, cada qual com :\ mL de acetato de etila, fazendo a 
filtragem. Opcionalmente, os passos B. e C. podem ser substituídos pelo uso direto da amostra 
(desconhec ido). 

D. Evapore o acetato de etila, ou o solvente usado no desconhecido, até secagem total, a 4O"C. 
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E. Ressuspenda a amostra que contém o GA desconhecido em I mL de água ou tampão fosfato 
0,1 M pH 6,0, contendo 200 ~lL de 1'lreel1 20. Esse volume pode ser ajustado para se ter I mg 
amostra.mL·'. 

F. Tnjete o volume entre as folhas apicais das plântulas. anotando a altura de cada uma. Tente fazer 
quatro repetições. Inclua dois tratamentos com aplica~'ão ele concentrações conhecidas ele GA 
(produto elisponível comercialmente). Inclua também uma plântula sendo injetada somente com a 
mistura água-7'lreeIl20, para servir ele testemunha. 

G. Coloque as plântulas em câmara de crescimento. Faça nova aplicação após quatro dias. 
H. Meça a altura da plântula e a altura do entrenó e compare com a testemunha e com as parcelas 

tratadas com níveis conhecidos de GA. Os dados podem ser expressados como percentagem da 
testemunha, elesde que o valor absoluto desta seja incluído. Faça o grâfico. comparanelo os 
tratamentos. 

35.3.3. Bioensaio para IAA com o Uso ele Trigo 

A. Mergulhe sementes de trigo em água destilada com aeração, por 2 h. Plante o material em 
vermiculita e faça o cultivo no escuro, a 25°e, por três dias. 

B. Seccione os 12 mm apicais do coleóptilo e coloque o segmento em água destilada, por 30 min, 
para remoção dos hormônios end6genos. Faça estas manipulações sob luz vermelha difusa. 

C. Coloque uma alíquota ele solução com IAA em tubo ele ensaio e evapore o solvente (geralmente, 
metanol), mantendo os tubos em clessecador. Use várias concentrações de IAA. 

D. Adicione 400 pL cle tampão fosfato-citrato a cada tubo. Faça quatro repetições. Inclua quatro 
tubos sem IAA, como testemunha. 

E. Prepare o tampão fosfato-cifrato da seguinte forma: misture 1,74 g de K2 HP04, e 1,0 19 g de 
ácido cítrico em I L H2 O com sacarose a 2o/r, (p/v). Ajuste o pH para 5.0. 

F. Coloque quatro st'gmentos ele coleóptilo em cada tubo de ensaio. Mantenha os tubos no escuro. 
sob rotação lenta a 25"C. por 20 h. Em seguida, remova os segmentos e meça o comprImento. 
Faça as compara\:ões pertinentes. 

35.4. Determinação de Giberelinas por RP-HPLC 

• A seguinte técnica é preconizada por Toyomasu et aI. (1992), em tacll/ca salim L.: 

A. Compare clois tratamentos: plantas germinadas e manticlas no escuro, por J O clias, e o mesmo por 
nove dias + um dia sob luz branca contínua (5 W.n'-\ Mantenha a temperatura a 2Snc. 

B. Colete o hipocótilo e faça a homogeneização e extração, três vezes, em metanol (2 L). Concentre 
cada extrato a vácuo, e dilua a resultante solução aquosa com água, até o volume de 500 mL. 
Ajuste o pH para 3,00, com HCI 6 M. 

C. Faça a extração, três vezes, com acetato de etila (200 mL). Combine os extratos e faça nova 
extração, três vezes, com tampão fosfato 0,5 M pH 8,3 (200 111 L). Ajuste o pH para 3,00, como 
anteriormente. Faça, novamente, a extração em três vezes, com acetato de etila (200 mL). 

D. Combine os extratos e seque-os sobre recipiente com sulfato de sódio anidro, para obtenção de 
uma fração acíclica de acetato de etila. 

E. Dissolva. em ação paralela, o acetato de etila em tampão fosfato O, I M pH 8,0. Transfira a 
solução para uma co luna (15 mm d. i. x 300 mm) de PVPP (I g). 

F. Faça a eluição com o mesmo tampão (30 mL). Ajuste o pH das frações para pH 3.00 e submeta
os, por três vezes, à t'xtração com acetato de etila (10 mL). Combine os extratos e seque-os sobre 
recipiente com su lfato de sódio anidro e, em seguida, use vácuo para forçar a evaporação. 
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G. Purifique o extrato de acetato de etila em cartucho tipo Sep-Pak e Sepralyte (0,5 g) e submeta-o à 
RP-HPLC, conforme o método de Endo et a!. (1989), em uma coluna tipo Senshu-Pak. de 10 111m 
d.i. x 250 mm , para o obtenção de 32 frações. 

H. Conduza o ensaio para GA pelo método ele Nishijima & Katsura (1989), usando alíquotas 
correspondentes a 2,0 g My. 

I. Faça a metilação de cada amostra a ser submetida à GC/EM, com din z.olllef{fl/e etéreo e. 
subseqüentemente, trimetilação com MSTFA a 80nC, por 30 mino 

.I. Empregue um sistema GC/EM, equipado com coluna de capilaridade de sílica fundida e 
quimicamente ligada, para as análises (vide Endo et aI., 1989). 

35.5. Purificação de Giberelinas por RP-HPLC com o Uso de Padrões Marcados com 2 H 

• A seguinte abordagem foi empregada por Olsen et a!. (1995), em Soli.\' pefl(ol/dm: 

A. Homogeneíze as amostras (meia folha ou metade do caule) em N" líquido e faça a extraçfío em 
100 mL de metanol80% (v/v) aquoso a 4"C. por 16 h. 

B. Adicione os seguintes padrões internos: (17, 17-"H)-GA'9' (17,17-JH)-GAJ<J, (17, I 7-"H)-GA,. 
(17, 17-2H)-GAR' (17, 17-"H)-GA2(1 . 

C. Purifique as amostras por partição contra acetato de etila, com uso de colunas de troca aniônica 
tipo QAE-Sephadex A25, seguido de RP-HPLC. 

35.6. Purificação Conjunta de AIA e AnA por GCIEM com o l Iso de 2H e I.lC 

• O seguinte método foi descrito por Pearce &. Taylor (1995). em r'.; {yfrigio reflel/s (L.) Beauv .. 
visando à purificação em pequena escala, a partir de amostras de J O gemas, variando de 0.22 a 
5,34mg no peso total: 

A. Triture a amostra liofilizada em um minifrasco e faça a extração em 100 ~lL de mistura 
metanol-água 4: I (v/v) . Adicione os padrões internos (':1Cc;)fAA (200 pg) e (H(,)AB/\ (500 pg) a 
cada amostra. 

B. Centrifugue a amostra a 500 x g, por 5 min, para sedimentar os resíduos. Transfira o 
sobrenadante para outro min ifrasco e faça nova extração no sedimento, em 100 P L de metanol, 
centrifugando-o, após, a SOO x g, por 5 mino Combine o sobrenadante com o extrato e elimine a 
fase alc061ica com N :! (o volume final será menor que JO~lL). 

C. Adicione J 00 P L de uma mistura aquosa acidificada (ácido acético-água I :99, v/v) e' remova os 
compostos de menor polaridade 1,1 mL de n-hexano. Repita essa parti~'ão três vezes, para 
remover interferentes do metil éster na análise de ABA pela GClEM. 

D. Fracione a fase aquosa três vezes, contra volumes de I 00 ~lL de CH2CI", combinando os volumes 
e fazendo a evaporação com N". Dissolva o resíduo obtido em 10 L de metanol e faça a metilação 
com diaz,ollle(al/e recém-preparado. 

E. Dissolva a amostra metilada em n-hexano e injete uma alíquota. a frio. em coluna de capilaridade 
tipo DB 170 1-15N (15 m, O, 25 ml11 (1. i.; filme de 0,25 ~lm de cianopropil S% p/p, metilsilicone 
950/c p/p), conectada a um detector seletivo de massa. Para o programa de GC usado (20"C. min-' 
a 165°C, e então SnC.min-t a 225"C), o éster l11etílico do lAA é eJuído em 12 min e o éster 
metílico do ABA em 16 mino 

F. Faça a detecção e medição dos compostos endógenos e os padrões internos correspondentes. 
marcados com radioisótopos, por monitorização iônica selecionada (150 I11S para o I AA e 100 I11S 

para o ABA). 
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APf.~NDICE A 

FATORES PARA CONVERSÃO DE UNIDADES 

Para converter da Para converter da 
Medida Coluna I para a Coluna I Coluna 2 Coluna 2 para a 

Coluna 2, multiplique SI nãn sr Coluna I , multiplique 

.... ~ ......... ............... ................... .. ..... ,P..qr. ... .. ................ .. .................................... ..... .. ... ....... ... ... ................. ................. P..()r. .... .......... ..... ........................ . 
Angulo 

57,3 rad graus , 1,75 x 1O':~ 

Área 
2.47 ha acre 0.4405 
247 km 2 acre 4,05 x LO" 
0,386 km 2 . , 

2,59 ITII -

2,47 x LO·4 , 
4,05 x LO' m- acre 

10,76 
, 

ft2 9,29 X LO·2 m-

1,2 
, 

yd2 0,8 m-

0,155 
, . , 

6.45 cm- 10-

1,55 x 10" 
, . , 

645 IT1Ill - m-
Compri mento 

0,621 km mi 1,609 

1,094 m yd 0,9L4 

3,28 m fI 0,304 

1,0 ~lm ~l 1,0 

3,94 X 10') mm in 25.4 

10 nm Â 0,1 

COllcentrações 
1,0 cmo1.kg·1 meq . IOOg·1 1,0 
0,1 g.kg·1 o/c LO 
1,0 mg.kg,1 ppm 1,0 

Condut ividacle 
Elétrica e Magnet ismo 

10 S , I .m mmho.cm,1 0,1 

10
4 T G 10-4 

Energia, Trabalho 
9,52 x 10,4 J Blu 1,05 x 10' 
0,239 J cal 4,19 

10
7 J erg 10,7 

0,735 J ft-in 1,36 

2,387 x LO's lm2 cal.cm,2 4,19 x 104 

LOS N dyne, dina 10,5 

1,43 x 10,:1 W.m,2 ca1.cm,2.min,1 698 

Massa 
2,20 x 10,:1 g Ib 454 
3,52 x LO,2 g oz 28.4 

2,205 kg q L 00 
I , I ° x 10,:1 kg ton 907 
1,102 I 101l 0.907 ........................................................... ",.... ...................................... ' .................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................... ....................... .. 
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FATORES PARA CONVERSÃO DE UNIDADES - tOntinuação. 

Para converler da 
Medida Coluna 1 para a 

Coluna 2, 

... ' .' ... . . . w.' . ... . '._.' .... _ _ . ___ ' • . ' ... !!l~ I.l .i. pE~l 'f~. PºE. , ... . 
Medidas Hídricas 

Nul rientes de 
Planlas 

Pressão 

Produtividade 

Radioatividade 

Superfície 
Específica 

Temperatura 

9,7.1 X 10-1 

9,81 X 10,:1 

4.40 
8,11 
97,28 
8,1 x 10-2 

2,29 
1,20 
1,39 
1,66 

9,90 
10 
1,00 
2,09 X 10-2 

1.45 X 10-4 

0,893 
7,77 x 10'2 
1.49 X 10-2 

1,59 X 10-" 
1,86 X 10'2 
0,107 
893 
0,446 

2,7 X 10-11 
2,7 X 10-2 

100 
100 

10 
1.000 

Coluna 1 
SI 

m' 
m'.h-I 

m' .If l 

ha-m 
ha-m 
ha-cm 

P 
K 
Ca 
Mg 

MPa 
MPa 
t " M -, .m · ou g.m· 
Pa 
Pa 

kg.ha-I 
kg.m,3 
kg.ha-I 

kg.ha-I 
kg.ha,1 
L.ha,1 
t.ha,1 ou Mg.ha,1 
t.ha,1 ou Mg.ha,1 

Bq 
Bq.kg-I 

Gy 
Sv 

m2.kg'l 
m".kg,1 

Coluna 2 
não SI 

Para converler da 
Coluna 2 para a 
Coluna I , 

.. ,_ .. ,!!!.LI! l ir.' ~q l!.e Jll)t .. ,.. . 

acre-in 
ft ' .S-1 
ga1.min'l 
acre-ft 
acre-in 
acre-ft 

P20 5 

K20 
CaO 
MgO 

atm 
bar 

" g.cm ' 
Ih.ft-2 
Ih.in'~ 

Ih.acre,1 
Ih.bu l 

bu.acre,I, 60 Ih 
bu.acre,I, 56 Ib 
bu.acre-I, 48 Ib 
gal.acre,l 
Ib.acre,1 
ton.acre,1 

Ci 
pCi.g,1 
rei 
rem 

cm2.g-1 

mm 2.g' l 

102,8 
101,9 
0 ,227 
0,1 23 
1.03 x 10'2 
12,33 

0.437 
0.830 
0 ,715 
0,602 

0,101 
0, 10 
1.00 
47,90 
6,90 x 10~ 

1,12 
12,87 
67,19 
62,71 
53,75 
9,35 
1,12 x 10,3 

2,24 

3,7 x 1010 

37 
0,01 
0,01 

0,1 
0,001 

(9/5 "C) + 32 DC aF 5/9("F - 32) 

.·.· .. ·.· . . ·.·.·.w.·.·.·.wu.·.·.·.·.·.·.w.·.·.·.·.·.· .......................... ,(!S, .. ~3nLw.w .. ,w ••••••••••••••••••• , •••• w •• !S ...... wu ........ ,w ••• •• ,.w.,.,w ..... w.w ... w.w.,~,ç, ..... w .... wu ..... wu.w ..... wu.w.w .. Cç ... ::..vn.~.L ..... w ... , .... w ... w .... . 



Medida 

ApENO/Cf A 

FATORES PARA CONVERSÃO DE UNIDADES - continuação. 

Para converter da 
Coluna I para a 
Coluna 2, 

Coluna I 
SI 

Col una 2 
não sr 

Para converler da 
Coluna 2 para a 
Coluna I, 

....................... ...... . .... .. ~ .... __ . n!~.1. l)p.1. i~~t: . P().L . . ... 1 !l~Ili p. liq ll~ . P9r 
Transpiração e 
Fo[ossÍntese 

Velocidade 

Volume 

3,60 X 10.2 

5,56 X 10 .. 1 

10.4 

35,97 

2,24 

mg.m-2.s·' 
H O ·'-1 mg 2 .m -.S 

mg.m-2.s·1 

mg.m-2.s·' 

g.dm-2.h·' 
~lInol H 20.cm-2. s" 
mg.cm-2.s- t 

mg.dm-2.1f ' 

mi.lf' (mph) 

27,8 
lO" 
10"\ 
2,78 X 10-2 

0,447 

9,73 X 10-.1 m' acre- in 102,8 
35.30 111' ft' 2,83 x 10.2 

1,3 m' yd' 0,76 
6, 10 111 ' in' 1,64 x 10.5 

2,84 X 10.2 L bu 35,24 
1,057 L qt 0,946 
3,53 x 10.2 L ft' 28,3 
0,265 L gal 3,78 
33,78 L oz (líquida) 2,96 x 10-2 

2, II L pt (líquido) 0,473 
0,067 mL tbsp 15 
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APÊNDICE B 

TÓPICOS METODOLÓGICOS COMPLEMENTARES 

Assunto 

Amostragem de Raízes 

Análise do Crescimento 

Anticorpos Monoclonais 

Balanço Hídrico do Solo 

Referências Bihliográficas 

BARRERA. L; GOMES GUTrÉRREZ. L.M. Aportación a la mejora 
ele métodos ele lavado de raíces . Analcs de Edafologia y 
Agrohiologia. Madrid. v.44. p.275-280. 1985. 

PHILLlPS. D.R.; GA YNOR. J.D. A technique for in situ removal of 
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tile microplots. Canadian Joumal ot'Plant Sdcnce. Ottawa. v.65. 
]1.807-809. 1985. 
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Agronomy JoumaI. Madison. v.81. p.544-547. 1989. 
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SCHNYDER, H. : NELSON. C.L COUTIS. J.H. AsseSS111ent of 
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blades. Plant Physiology. Rockville. v.85. p.290-293. 1987. 

McCULLOUGH. K.c.: SPIER. E. Monoclonal antihodies in hioIogy 
and hiotcchnology. Cambridge: Cambriclge University Press. 
1990. 387 p. 

CLARK. L.J.: BIGGS. E.N. Comparison of irrigated scheduling 011 
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CONFERENCE ON MEASUREMENT OF SOIL ANO PLANT 
WATER STATUS. 1.. 1987. Logan. Logan: Utah State 
University. 1987. p.73-75. 
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Assunto Referências Bihliográficas 

Balanço Hídrico do Solo 

B íocom putação 

Biologia Molecular 

KLENKE, J.M.: FLINT, A.L.; NICHOLSON, R.A. A collimated 
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JNTERNAT10NAL CONFERENCE ON MEASUREMENT OF 
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Ut~h State University, 1987. p.21-28. 
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TOPP, G.c. The application of til1lc-domain reflectometry (TDR) to 
soil water content measurement. In: INTERNATIONAL 
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University, 1987. p.157-162. 
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New York: Academic Press , 1994 . . 336 p. 

BERGER, S.L.; KIMMEL, A.R. Guide to molecular doning 
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Press, 1987. 812 p. 
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1989. 1.626 p. 
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Transdutores B iofísicos 

Ubiqllitina 
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API'tNDICE C 

LISTA DE FOI{NECEDORES' 

Fornecedor 

ACATEC 
Comércio e Representações Ltda 

Rua dos Comerciários, 354 
CEP 04320-030 - São Paulo - SP 
Fone: (O 11) 5588-4392 
Fax: (O 11) 5588-4919 

ALEM MAR 
Comercial e Industrial S.A. 

A v. Senador Que iroz, 96 - 51) andar 
CEP O I 026-000 - São Paulo - SP 
Fone: (O I I) 229-8344 
Fax: (O I I) 228-5407 
Telex: 1123194 MAPQ BR 

Ambriex S.A. 
Rua Tupi, 535 
CEP 01233 - São Paulo - SP 
Fone: 826-6722 
Fax: 67-1870 
Telex: 1121348 

ANACOM CIENTIFICA 
Rua Aurora, 1 I I 
Vila Marlene 
CEP 09726-420 - São Bernardo do Campo - SP 
Fone/Fax: (O 11) 414-1688 

DANON 
Sociedade Importadora de Equipamentos Científicos Ltda 

Av. Pedro 11, 292 c.P. 1232 
São Cristóvão 
CEP 20941 -070 - R io de Janeiro - RJ 
Fone: (021) 589-7518 
Fax: (021) 589- 103 I 

Empresas Representadas'''' 

APO Cryogenics Inc. 
CONVIRON 
DTONEX 

e outros 

ELE International 
LABCONCO 
LI -COR 
SEEOBURO 
Wescor 

e outros 

Hoefer 

Leco 
Questron 

e outros 

THOMAS 

* Firmas brasileiras de equipamentos, reagentes ou suprimentos que anunciaram seus produtos ao 
laboratório de fisiologia vegetal da EmbrapalCNPGL. 

*. Conforme material de divulgação. Para informações adicionais, consulte o fornecedor. 
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* 

LISTA DE FORNECEDORES· ... - continuação. 

Fornecedor 

D.P. 
Instrumentos Científicos, Ltda 

Rua Dr. Pinto ferraz, 13 J 
CEP 04117-040 - São Paulo - SP 
Fone: (O 1 I) 574-5866, 571-1 117, 574-5884 
Fax: (011)571-8335 

FILTRACOM 
Av. DI'. AltinoGouveia, 213 
CEP 13270-000 - Valinhos - SP 
Fone: (0192) 71-1000 
Fax: (0192)71-1645 

GENOMA 
Biotecnologi<l do Bmsil Ltda 

Rua Tilllbiras, 3468A Conj 02 Sala 201 
CEP 30140-062 - Belo Horizonte - MG 
Fone: (031) 275-1240 
Fax: (031) 337-9324 

Genomic 
Engenharia Molecular Ltda 

Rua ltapev<l, 500 Conj 5AB 
CEP 01332-903 - São Paulo - SP 
Fone: (O I I) 288- I 188 
Fax: (O 1 1) 288-4962 

Incibrás 
Instwlllent<lção Científica Brasileira Ind. e Com. Ltda 

Rua Maria Lúc ia Duarte, 512 
CEP 05172 - São Paulo - SP 
Fone: (O 11) 834-1427, 834-1158, 834-2181 
F<lx: (O I I) 834-6038 

Lintfort Associales, Ltda 
Caixa Postal 33018, Leblon 
CEP 22442-970 - Rio de Janeiro - RJ 
Fone: (021) 294-2934, 294-4794 

Em presas Representadas ** 

COLE-PARMER 

FILTRACOM 

Prolllega 

Genomic 

Dupont 
Eppendorf 
E-C Apparatus 
Precision 
GIBCO-BRL 

e outros 

Elettron ica Veneta 
NEL 

Firmas brasileiras de equipamentos, reagentes ou suprimentos que anunciaram se us produtos <lO 
laboratório de fisiologia veget<ll da EmbrapalCNPGL. 

.. Conforme material de divulgação. Para informações <ldicionais, consulte o fornecedor. 
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LISTA DE FORNECEDORES' ... - continuação 

Fornecedor 

Loelan 
Representações Comerciais S/C Ltda 

Av. Eng. Caetano Alvares, 527 
B. do Limão 
CEP 02550 - São Paulo - SP 
Fone: (O I I) 857-0678 
Fax: (O 11) 265-6232 

Micronal S.A. 
Av. Francisco Sales, 104 
Floresta 
CEP 30150-200 - Belo Horizonte - MG 
Fone: 222-5030, 226-7720 
Fax: (031) 201-0538 

PROMOLAB 
Av. Mateo Bei, 1074 
CEP 03949-100 - São Paulo - SP 
Fone: (O I 1) 919-2939, 9 19-8803 
Fax: (O 11) 962-3771 

Pró-Química 
C0111. Expor\. e Impor!. Ltda 

Rua Dom Viçoso, 222 
CEP 30720-260 - Belo Horizonte - MG 
Fone: (031) 411-2069 
Fax: (03 I) 464-5653 

RIO lab minas 
Produtos e Equip. para Laboratório LIda 

Rua Sabinópolis, 103 
Carlos Prates 
CEP 30710 - Belo Horizonte - MG 
Fone: (03 I) 464-9051 
Telex: (031) 3706 

Sclloft-Zeiss elo Brasil Ltda 
Av. Nações Unidas, 21711 
CEP 04795-100 - São Paulo - SP 
Fone: (011) 524-4111 
Fax: (O I I) 524-5232 

Empresas Representadas*' 

Sorvall 

HERMLE 
Micronal 

e outros 

PROMOLAB 

Alelrich 
Fluka 
SIGMA 

BELART 

ZEISS 
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• Firmas brasileiras de equipamentos, reagentes ou suprimentos que anunciaram seus produtos ao 
laboratório ele fisiologia vegetal ela Embrapa/CNPGL. 

•• Conforme material ele divulgação. Para informações adicionais. consulte o fornecedor. 
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LISTA DE FORNECEDORES* ... - continuação 

Fornecedor 

Sigma-Aldrich Chemical 
Representações Ltda 

Rua Sabará, 566 Conj 53 
CEP O 1239-0 lO - São Paulo - SP 
Fone: (O I I) 23 1-1866 
Fax: (O 11) 257-9079 

SUPEROHM Ltda 
Rua Vitório Furlani, 877 
Algodoal 
CEP 13400 - Piracicaba - SP 
Fone: (0194) 21-2234 
Fax: 21-0 100 
Telex: 19-7730 SOHM BR 

TECNAL 
Equipamentos para Laboratório Ltda 

Rua Tiradentes. 852 
CEP 13400 - Piracicaba - SP 
Fone: (O 194) 34-903.3 
Fax: (0194) 34-7571 
Telex: 19-2184,19-2893 TECP BR 

TROX TECHNIK 
Central de Vendas 
Rua Alvarenga. 2.025 
CEP 05509 - São Paulo - SP 
Fone: (O I I) 814-5000 
Fax: (O I J) 815-4304 

Aldrich 
SIGMA 

Empresas Representadas ** 

SUPEROHM 

TECNAL 

TROX 

" Firmas brasileiras de equipamentos, reagentes ou suprimentos que anunciaram seus produtos ao 
laboratório de fisiologia vegetal da Embrapa/CNPGL. 

.. Conforme material de divulgação. Para informações adicionais, consulte o fornecedor. 
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