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As plantas, assim como todos os outros seres vivos, sofrem estresses causados por agentes
bidticos e abidticos. As infec¢des de tecidos vegetais por patdgenos resultam em indugdo sistémica
de longo alcance e resisténcia a amplo espectro de doengas, fendmeno conhecido como resisténcia
sistémica adquirida (RSA).

A RSA ¢ induzida pela infec¢do de folhas por patogenos, induzindo reagdes de
hipersensibilidade (RH) a partir da sinalizagcdo de defesa para resisténcia gene- mediada, embora a
RH nao seja obrigatoria para gerar o sinal de SAR a longa distancia (VLOT et al., 2008).

Entre os mecanismos de defesa vegetal pode ocorrer a sintese de proteinas de defesas,
expressa por genes especificos, ativados através de mecanismos complexos (BUSAM et al., 1997,
PINHEIRO et al., 1999). Tais proteinas exercem varios papéis na resisténcia e sobrevivéncia da
planta, de forma direta (combatendo o agente agressor) ou indireta (mantendo a estrutura e as
fun¢des celulares) (CARVALHO et al., 2007).

A aplicagdo exogena ou o estimulo a sintese enddgena de acidos organicos indutores de
resisténcia sist€émica, como o acido salicilico, pode agir como indutor de proteinas de tolerancia aos
diferentes estresses, bem como para elevar a atividade de enzimas de desintoxicagdo celular,
especialmente as envolvidas na degradacdo de radicais ativos oxigenados (CARVALHO et al.,
2007).

O 4cido salicilico ¢ produzido no metabolismo secundario vegetal, sendo moderadamente
soluvel em agua e altamente soluvel em solventes polares organicos (RASKIN, 1992).

No caso especifico do morangueiro (Fragaria X Ananassa Duch.), mesmo com o
melhoramento genético das cultivares nos ultimos anos, na busca de qualidade, produtividade e
resisténcia, 0 mesmo ainda apresenta alta suscetibilidade a diversas doengas, sendo considerado um
dos principais fatores limitantes ao seu cultivo (PAULUS, 1990; TANAKA & PASSOS, 2002).
Este fato associado ao aumento na demanda da produgdo de alimentos mais saudaveis, isentos de
residuos de pesticidas, incentivam a utilizagdo de substancias alternativas como indutores de
resisténcia em plantas as diversas espécies de fitopatogenos. Um exemplo de indutor ¢ a quitosana,
a qual incrementa a producdo de 4&cido salicilico na planta (MAZARO, 2007) Alguns
microrganismos também podem induzir a produ¢do de é&cido salicilico nas plantas (KUBOTA &
NISHI, 1991).
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A produgdo de acido salicilico ¢ importante para as plantas, uma vez que o tratamento de
muitas espécies cultivadas com este acido pode promover o decréscimo na produgdo e acao de
etileno, ajudar na preven¢do de estresses oxidativos, promover o decréscimo na taxa de respiracao,
entre outros beneficios (ASGHARI & AGHDAM, 2010).

Para avaliacdo do procedimento de indug¢do da producdo de 4cido salicilico, torna-se
necessario um método que utilize uma técnica segura e eficaz, como a Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE), para se detectar a concentragdo do mesmo nos frutos e folhas de
morangueiro. Os relatos encontrados na literatura quanto a determinacao de acido salicilico por
CLAE, sdo para farmacos, como descrito por Aguiar et al. (2009) ou quando sdo para plantas
referem-se a uma metodologia complexa e mais agressiva para o equipamento utilizado, uma vez
que utiliza tampao, como descrito por Kubota et al. (2009). A separacdo de substancias que se
ionizam utilizando apenas CLAE de fase reversa ¢ bastante complexa, necessitando de controle
rigido de pH para que ndo haja equilibrio entre as formas idnica e molecular de uma mesma
substancia (pH de trabalho igual ao pKa do analito) (ROSA et al., 2007).

A fase estacionaria de uma coluna de troca i6nica H® é constituida por uma resina de
estireno divinilbenzeno em forma de gel e relativamente rigida devido as ligagdes cruzadas
existentes. O mecanismo de separacdo nesta coluna consiste basicamente de exclusdo idnica e
particdo por fase reversa. A forga acida do eluente (H,SO4 0,05M) pode ser ajustada para melhorar a
resolucdo do analito ou excluir interferentes. Desta forma, 4cidos organicos, em geral, podem ser
eluidos em ordem crescente de pKa (ROSA et al., 2007).

Este trabalho teve como objetivo desenvolver um método simples, pratico e que
proporcionasse menor desgaste do sistema cromatografico devido a nao utilizacdo de tampao na
fase movel, visando a detec¢do de acido salicilico nos frutos e folhas de morangueiro pela técnica
de cromatografia liquida de alta eficiéncia utilizando coluna de troca i6nica H'.

A etapa de extracdo do 4cido salicilico consistiu na pesagem de 1g das amostras trituradas
para baldao volumétrico de 25mL, seguida de extracdo com 10mL de H,SO, 0,05M e 7mL de
acetonitrila durante 10 minutos em ultrassom. Apds a extracao, os baldes foram avolumados com a
solucao de H,SO4 0,05M. As amostras foram, em seguida, filtradas em papel de filtro para vials do
injetor automatico do sistema cromatografico.

Para o preparo do padrdo pesou-se cerca de 1,5mg do padrao de acido salicilico para balao
volumétrico de 25mL, sendo adicionados 7mL de acetonitrila e em seguida avolumando-se o balao
com soluc¢do de H,SO, 0,05M.

A precisdo da etapa de extra¢do foi avaliada quanto a repetibilidade, enquanto a eficiéncia
foi determinada pela recuperagdao do acido salicilico por meio das concentragdes final (posterior a
adicao de 4cido salicilico) e inicial (anterior a adi¢do de acido salicilico) de uma amostra de
morango com auséncia deste composto.

A andlise cromatografica foi realizada utilizando-se como base o método de vitamina C
descrito por Rosa et al. (2007), com modificagdes. A analise foi realizada em Cromatografo
Liquido de Alta Eficiéncia Waters® Alliance modelo 2690/5, com detector de arranjo de fotodiodos
Waters® modelo 2996, software Empower®, coluna BioRad Aminex® HPX87H 3,5um (7,8 x
300mm) na temperatura de 30°C, fluxo de 0,7mL/min e 40pL de injecdao. A fase movel utilizada foi
80% de acido sulfurico 0,05M e 20% de acetonitrila sendo o modo de elui¢do do tipo isocratico.

A quantifica¢ao da concentracao de acido salicilico nas amostras analisadas foi realizada por
padronizagdo externa, tendo sido construida uma curva analitica.

O uso da acetonitrila para o preparo da solucao padrdo facilitou a solubilizagdo do acido
salicilico. Esta caracteristica também explica o uso deste solvente organico no preparo das
amostras.
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Para o teste de recuperagdo foi encontrado o valor de 85%, sendo este satisfatorio para a
analise, uma vez que sdo considerados aceitaveis valores deste pardmetro entre 70 e 120%
(INMETRO, 2007).

Com as condigdes descritas, foi possivel obter a separacao do pico de interesse e com isso
quantificar o 4cido salicilico presente nas amostras de frutos e das folhas de morangueiro, através da
comparac¢ao com o padrao analitico (Figuras 1 e 2).
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Figura 1. Cromatograma e espectro de UV do padrdo de acido salicilico.
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Figura 2. Cromatograma e espectro de UV da analise de 4cido salicilico de amostra de folha de
morangueiro.

Nas folhas analisadas foi possivel detectar a presenca do acido salicilico. Na maioria das
amostras de frutos analisadas nao foi detectada a presenca do acido. Nas amostras de frutos em que
o acido salicilico foi detectado, o seu teor encontrado foi muito menor do que o obtido para as
folhas (Tabela 1).

Tabela 1. Teor de 4cido salicilico (mg 100g™") em folhas e frutos de morangueiro.
Acido salicilico (mg 100g™)

Folha - 1? replicata de extragao 7,88
Folha - 2% replicata de extragdo 7,98
Folha - 3? replicata de extragao 7,84
Fruto - 1* replicata de extragdo 0,11
Fruto - 2% replicata de extragdo 0,11
Fruto - 3% replicata de extracao 0,10
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A partir da Tabela 1 foi possivel observar a boa repetibilidade entre as triplicatas de extracdo
para as folhas e frutos, tendo sido obtidos resultados precisos também para outras amostragens.

De acordo com os resultados apresentados, pode-se concluir que a metodologia analitica
apresentada mostrou-se eficiente para andlise do acido salicilico em folhas e frutos de morangueiro,
sendo também um método pratico e simples, tanto na etapa de extracdo quanto na andlise
cromatografica.
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