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PROTOCOLO PARA’DETERMINAC}AO DA ATIVIDADE ENZIMATICA
DA CONIFERALDEIDO DESIDROGENASE EM RAIZES DE MILHO
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RESUMO: A biomassa lignocelulésica €& formada principalmente pelos polissacarideos e
fenilpropenoides que compdem a parede celular. O acido ferulico (FA) interliga os polimeros da parede
inibindo a atividade de hidrolases. O FA é sintetizado pela oxidagdo do coniferaldeido catalisada pela
coniferaldeido desidrogenase (CALDH). Neste trabalho relatamos o estabelecimento de um protocolo
para determinar a atividade da CALDH. Sementes de milho (Zea mays L.) foram germinadas no escuro
(72 h, 25°C). 25 plantulas uniformes foram mantidas em hidroponia por 24 h. 2 g de raizes frescas foram
maceradas em tampdo de extragdo. O homogeneizado foi centrifugado (2200xg, 30 min, 4°C) e o
sobrenadante precipitado com sulfato de aménio 70%. O extrato foi centrifugado (15 min) e o pellet
ressuspendido com tampao de extracdo foi considerado extrato enzimatico bruto. A reagéo foi iniciada
com adigao do substrato e mantida a 40° C por 10 min. O produto da reagdo foi separado por HPLC
usando-se uma coluna C18 em corrida isocratica de 1 mL min™ MeOH:AcOH 6% (30:70, v/v). A técnica
foi validada com 1 mM de sinapato, um indutor desta enzima. Os resultados sugerem que o protocolo é
um método é simples, rapido e preciso para quantificar a atividade da CALDH, podendo ser usado para
determinar os efeitos de tratamentos que interfiram na sintese de fenilpropenoides.
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INTRODUGAO

A parede celular é constituida por uma mistura complexa de polissacarideos e
outros polimeros. Os polissacarideos representam 70-90% do peso seco da parede e
consistem principalmente de celulose.

No mundo todo, grande parte da biomassa lignocelul6sica industrial é descartada
ou subutilizada. Mais recentemente, entretanto, a biomassa lignocelulésica tem sido
apontada como matéria-prima para a producao de biocombustiveis. No Brasil, uma
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importante fonte de biomassa € o bagago da cana-de-agucar que € um residuo
produzido pela industria de agucar e alcool. Como é produzida dentro da usina, esta
biomassa nao requer transporte adicional, favorecendo os custos de produgdo. Em
outros paises, outras fontes de biomassa podem ser favorecidas como é o caso do
milho nos EUA, maior produtor de etanol do mundo. Mas também |a, a lignocelulose &
subutilizada. Além destas, muitas outras fontes de biomassa, como os residuos de
soja, podem vir a ser revertidas a produgdo de etanol quando a tecnologia para isto
estiver disponivel (dos Santos et al., 2011).

O acido ferulico (FA) € produzido pela via dos fenilpropenoides a partir da
fenilalanina e da tirosina. Seu residuo ligado a coenzima A é um intermediario na
producdo do guaiacil e siringil monoligndis que sao precursores da lignina. Ele também
pode se ligar a pectinas como ramnogalacturonanos (Ishii, 1997) e residuos de tirosina
de glicoproteinas (Fry, 2004). Estas interliga¢cdes formam uma rede que percorre toda a
parede celular promovendo seu enrijecimento, restringindo o crescimento celular e
prevenindo a atividade de polissacaridases (dos Santos et al., 2008).

A coniferaldeido desidrogenase (CALDH), pertencente a superfamilia das
Aldeido Desidrogenases (ALDHs), oxida o coniferaldeido a FA. Segundo Kirch et al.
(2001), as ALDHs catalisam a oxidagao irreversivel de aldeidos, reduzindo NAD(P)".
Preferencialmente NAD" (Yoshida et al., 1998).

Dados preliminares sugerem que pode haver uma correlagado inversa entre a
disponibilidade dos polissacarideos a hidrolases e o conteudo de fenilpropenoides na
parede celular. Assim, a inibicio da CALDH pode reduzir a recalcitrancia. A
possibilidade de produzir combustiveis liquidos a partir da biomassa tornou-se central
na agenda de mitigacdo das emissdes de carbono. De fato, o etanol foi reputado como
parte importante da solugdo. Qualquer metodologia, que contribua com um maior
aproveitamento da matéria lignocelulésica, para obtengdo de etanol é de suma
importancia para a consolidagdo dos biocombustiveis como um substituto vantajoso
aos combustiveis fosseis tanto por sua sustentabilidade quanto pelos beneficios
estratégicos e econdmicos (Bevan e Franssen, 2006; Goldenberg, 2008).

A planta, em condicbes nao estressantes, produz a quantidade de FA
necessaria para controlar o crescimento celular. Uma pequena inibicdo da enzima pode
reduzir o numero de residuos de FA em uma medida suficientemente suave para nao
afetar os processos de constru¢do da parede, mas suficiente para reduzir o grau de
dimerizacdo dos residuos de feruloil esterificados aos polissacarideos, tornando a
parede mais acessivel ao ataque hidrolitico, favorecendo a produgdo de
biocombustiveis. A identificacdo e determinacéo da atividade enzimatica da CALDH foi
o objetivo deste trabalho, sendo uma ferramenta importante para os estudos visando o
desenvolvimento da tecnologia para o etanol celulésico e a consolidagdo dos
biocombustiveis como um substituto vantajoso aos combustiveis fosseis.

METODOLOGIA

Cultivo e Tratamento das Plantulas para Ensaios Bioquimicos

Sementes de milho cv IPR 114 foram esterilizadas com hipoclorito de sédio 2%,
lavadas com agua deionizada e distribuidas uniformemente em papel de germinacao
umedecido com agua deionizada. As sementes foram recobertas com outra folha de
papel, enroladas delicadamente e acondicionadas em tubos apropriados para preservar
a umidade e climatizados em camaras de germinagdo onde permaneceram por 72 h.
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As plantas viaveis foram selecionadas e acondicionadas em suportes ajustaveis
apropriados para o crescimento em hidroponia utilizando-se solugdo nutritiva de
Hoagland, meia forga.

Protocolo para determinacao da atividade da CALDH

A padronizagao da atividade enzimatica da CALDH foi adaptada a partir de Nair
et al. (2004) para as diferentes plantas. Os tecidos vegetais (2 g de biomassa fresca)
foram macerados em 3 mL de meio de extragao contendo ditiotreitol 5 mM, EDTA 1
mM, 10% de glicerol e tampao Hepes 50 mM pH 8,0. A suspensao foi centrifugada a
2200xg por 30 min sob refrigeragdo e o sobrenadante precipitado com sulfato de
amoénio 70%. A proteina precipitada foi centrifugada por 15 min e o precipitado
dissolvido com 1 mL de tampao de extragcdo sendo considerado o extrato enzimatico
final. Para o ensaio enzimatico foi acompanhada a oxidagao de coniferaldeido a FA a
40°C, 10 min. O volume final do meio de reagédo (1 mL) continha 100 pyL de extrato
enzimatico, DTT 5 mM, tamp&o Hepes/HCI 50 mM, pH8,0, NAD" 1 mM e coniferaldeido
30 uM. A reagao foi iniciada com a adicao do substrato e encerrada apés 10 min
incubada a 40°C com 60 pL de HCI 3 M. A seguir as amostras foram centrifugadas por
2 min em 10000xg. A atividade enzimatica foi avaliada pela producdo de FA min™ mg
de proteina™. O FA foi separado em corrida isocratica de HPLC em fase reversa com
coluna C-18 em fase movel MeOH:AcOH (30:70 viv) com fluxo de 1 mL min™" e
detectado em espectrofotdbmetro com arranjo de diodos em 330 nm.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados (Fig. 1) revelam que o produto da reagdo apresenta o mesmo
tempo de retencdo do padrao de FA (1) (~10 min). A mesma figura mostra que a
preparagao enzimatica nao interfere com os resultados evidenciando que este método
pode ser empregado para quantificar a atividade da CALDH de forma acurada, mesmo
em extrato bruto. Uma curva padrao obtida com o FA demonstrou que a metodologia é
altamente sensivel mesmo em baixas atividades enzimaticas (dados ndo mostrados).
Um experimento comparativo com e sem acido sinapico 1 mM (Fig. 2) indica que esta
técnica pode ser usada para diferenciar atividades muito préximas, minimizando
resultados contraditorios. Este protocolo pode ser usado rotineiramente em raizes de
milho com resultados reprodutivos.

Padrao

il - — i e’ Y demia

Amostra

Figura 1: Cromatograma da CALDH. Padrao de acido ferulico 50 uM (linha continua) e
amostra (linhas tracejadas).
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Figura 2: Atividade da CALDH em raizes controle e tratadas com 1 mM de acido sinapico por 24 h.

CONCLUSAO

O método de corrida isocratica por HPLC descrito neste trabalho é simples,
rapido e acurado. Pode ser recomendado como uma alternativa para determinar a
atividade da CALDH em extratos de proteinas de raizes de milho nao purificados sendo
promissor para a aplicagcdo em outras espécies vegetais, além dos efeitos de inibidores
desta enzima e suas implicagcbes metabdlicas.
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