2 — DETERMINAGCAO DE AMINOACIDOS
EM PLANTAS FORRAGEIRAS:
(X1) — Setaria sphacelata (Schum). Staf e Sorghum sudanensis

INTRODUGAO

Dando seqliéncia ao estudo da composi¢gdo dos aminoacidos livres
e daqueles resultantes da hidrélise das proteinas, os autores analisam a
Setaria sphacelata e o Sorghum sudanensis (TENORIO, 1968).

MATERIAL E METQDOS

As duas forragens, recém-colhidas, foram homogeneizadaz em li-
quidificador na proporgdo de 160 g para 600 ml de dgua deionizada du-
rante 30 minutos, separando-se o liquido por prensagem.

a) Aminoacidos livres (CASCON, 1955)

O liguido obtido foi centrifugado e o sobrenadante tratado com
acetona gelada para uma concentragdo final de 70%. A mistura foi co-
locada no refrigerador durante duas horas e, em seguida, centrifugada a
fim de eliminar o precipitado. O sobrenadante foi evaporado a secura
em banho-maria e a vacuo e dissolveu-se o residuo com dgua deionizada
para um volume final de 5 ml.



b) Hidrolise das proteinas (CASCON, 1955)

O residuo obtido na prensagem foi submetido a hidrolise acida.

Dentre os métodos citados na literatura (BLOCK et Ali., 1958)
escolhemos o refluxo com HCI e 4cido férmico a 90% (v/v) durante 24
horas, utilizando 10 ml da mistura para cada grama de material. Con-
cluido o tempo de hidrélise, filtramos e evaporamos a secura, dissol-
vendo o residuo com dgua deionizada, completando o volume para 5 ml.

Em virtude de a hidrélise acida levar 3 decomposi¢do total do trip-
t6fano, foi feita uma hidrélise alcalina sob refluxo, utilizando-se uma
solugdo de hidroxido de bario a 14% (10 ml/g), durante 24 horas. Con-
cluida a hidroblise, neutralizamos com acido sulfirico 1N e separamos o
precipitado por centrifugagdo. Evaporamos a secura e o residuo foi dis-
solvido em isopropanol a 10%, completando-se o volume para 2 ml.

c¢) Separagdo dos aminodcidos.

As solugdes obtidas no final da extragdo dos aminoacidos livres e
da hidrélise 4cida foram cromatografadas em colunas de Dowex 50W-
X12, forma H (20 x 1 cm). Inicialmente foram passados 500m| de dgua
deionizada e em seguida os aminoacidos foram eluidos com 250 ml de
hidroxido de amdnio 5N. A solucdo amoniacal foi evaporada a secura e
o resfduo dissolvido com isopropanol a 10% para um volume final de
2 ml.

Os cromatogramas foram todos desenvolvidos a temperatura de
250C, utilizando-se papel Whatman n® 1. Inicialmente foram realizados
cromatogramas monodimensionais em n-butanol, dcido acético e dgua
(4:1:1) com a finalidade de determinar a quantidade adequada de solu-
¢ao para ser aplicada nos cromatogramas bidimensionais.

Estes cromatogramas foram revelados com uma solugdo de ninhi-
drina a 200 mg% em acetona com 0,56% de 4cido acético, sequindo-se
aquecimento em estufa a 1009C durante 5 minutos.

Os cromatogramas bidimensionais foram desenvolvidos com n-bu-
tanol, dcido acético e dqua (4:1:1) e em fenol, d4gua e amdnia na segunda
direcdo (MaC FARREN, 1960).

Outros cromatogramas foram desenvolvidos para confirmagido de
alguns aminoéacidos por revelagdo com reativos e também para separa-
¢do de metionina da valina e da leucina e isoleucina, que ndo apresen-
tam boa separagdo nos cromatogramas bidimensionais.

Foram realizados os reativos de Sakaguchi (CARRAZZONI et al.,
1970) para a revelagdo da arginina, de Pauly (BLOCK et al., 1958) para
tirosina e histidina, isatina a 200 mg% em acetona (MaC FARREN,
1960) seguindo-se aquecimento a 10009C durante 5 minutos, para proli-
na e hidroxiprolina, de Ehrlich para identificagdo do tript6fano, utili-
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zando-se a solugdo em isopropanola 10% origindria da hidrolise alcalina.

Para separagdo da metionina da valina, utilizamos a mistura buta-
nol terciario, metanol e dgua (4:5:1). A separacdo da leucina da isoleuci-
na foi obtida com butanol normal tamponadoa pH 12 (CASCON, 1955).

RESULTADOS

Os aminodcidos detectados encontram-se explicitados nos Quadros
lell.

QUADRO |  Aminoéacidos da Setaria sphacelata.

AMINOACIDOS Floragdo juvenil-indutivo
livres apos hidrolise [livres  apds hidrélise

J

-

Acido aspartico
Ac. gama-aminabutirico
Acido glutamico
Alanina

Arginina
Asparagina
Cistina ou cisteina
Fenilalanina
Glicina

Histidina
Isoleucina
Leucina

Lisina

Metionina

Prolina

Serina

Treonina
Triptofano™
Valina
Glicosamina
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Constatado ap6s hidrélise alcalina.
+ O nimero destas representa uma relagdo semi-quantitativa dos
aminodacidos, obtido pela intensidade de cor noscromatogramas.
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QUADRO Il — Aminoéacidos do Sorghum sudanensis.

AMINOACIDOS

Floragdo
livres apbs hidrélise

Juvenil-indutivo
livres apos hidrolise

Acidolaspértico
Ac. gama-aminobutirico
Acido glutamico
Alanina
Arginina
Asparagina
Cistina ou cisteina
Fenilalanina
Glicina
Histidina
Isoleucina
Leucina

Lisina
Metionina
Prolina

Serina

Tirosina
Treonina
Triptéfano™
Valina
Glicosamina

2

2 =3
3 ==
4 3
1 2
1 —
1 2
2 3
1 2
1 2
1 2
2 2
= 1
1 2
1 2
- 1
2 2
2 =

3 4
i 3
3 4
3 4
1 2
- 4
— 1
2 2
2 3
- 2
2 2
2 2
2 2
1 1
1 4
2 2
= 2
1 2
4 4
2 2
= 2

*

Constatado ap6s hidrélise alcalina.

+ O ndmero delas representa uma relagdo semi-quantitativa dos ami-
nodcidos, obtido pela intensidade de cor nos cromatogramas.

DISCUSSAO

a) Setaria sphacelata

Observando o Quadro | nota-se a auséncia da tirosina em ambos os
estadios. No estadio juvenil-indutivo est4 ausente o acido gama-butirico,
cistina ou cisteina fenilalanina e a glicosamina, enquanto que no estadlo
de floragdo esta ausente a histidina e o triptéfano.
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b) Sorghum sudanensis

O Quadro Il indica a auséncia da cistina ou cisteina histidina e tiro-
sina no estadio de floragdo.
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