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0] estudo dos aminoécidos tem sofrzde nos. ultimos anos um
grande desenv01v1ment0, gracas a téenica cromatografica, tanio em
coluna. como em papel de filtro.

S#o relativamente limitados os estudos realizados sébre ami-
noacidos em camoardes e todos efetusdos com o auxilio de métodos
microbioidgicos.

No decurso do presente estudo foi aplicada a cromatografia
em papel de filkro para a pesquisa de aminoécidos livres em cama-
rdes e para a verificacho de sua variagdo durante o perfodo de
decomposigio.

PARTE EXPERIMENTAL

Os camardes usados na experiéneia foram fornecidos pelo
Museu de Pesca de Santos e pertenciam & espécie Penacus (sz}w-
penaeus) kroyeri {camarido 7 barbas).

Os camardes recém-pescados foram transportados até o labo.
ratério em Agua do mar, de maneira que pudemos iniciar as expe-
riéncias com material vivo_. Os camardes foram lavados ligeira-
mente em Agua destilada para a remocéo de areia e dgua salgada
e em seguida, divididos em 2 lotes.

0 1.7 lote foi conservado na temperatura ambiente (17 a 27°C)
e as amostras foram analisadas de 6 em 6 horas.

¢*} 'rabatho apresentado ac IIT Congressp FarmacButico ¢ Bioguimico Pan-
americano realizade em S#io Paulo, Dezembro de 1854,

Euntregue para ;mb}ic’agﬁi) em 18-8-19585,
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0 2.° lote foi conservado em re_fr_igerador. a 4°C ¢ as amostrag
analisadas de 24-em 24 horas, sendo que neste lote o camardo fol

estudado em 2 modalidades: integral ¢ parte comestivel, Consi-

deramos parte comestivel o corpo do camarfio depois de retzrados a
cabeca, casca e, apéndices.

METODOS

Os aminoéeidos livres foram extraidos segundo a iécnica de
AWAPARA com algumas modificagbes por néds introduzidas.

O processo de extracfio, em linhas gerais, é o seguinte: A
amostra é triturada em um gral com areia (2 vézes o seu péso) e
extraida com #lcool etilico a 85%. Filtra-se e o filtrado & reco-
Thido em baldo volumétrico de capacidade necessdria para se. obter
uma concentraclo de 10% do material. Uma aliquota do filtrado

" é tratads com: 3 vézes o seu volume de.cloroférmio. ‘Com 8&sse

tratamento, os aminodcidos passam para a camada superior aquesa,
separada da mistura alcool-cloroférmio. Retira-se a camada aguosa
e centrifuga-se. Este extrato aquoso é usado para a cromatografia
dos aminoacidos.

Efeivamos uma série de cromatografias em uma e dusg di-

mensdes, segundo a técnica original de CONSDEM e colab., usando
papel de filtro Whatman n.%1,

Empregameos 0,02 e 0,04 m! do extrato aguoso para a cromato-
grafia mono e bidimensional, respectivamente.

Og solventes empregados foram os seguintes:
Para a cromatografia em umsa dimeﬁsﬁo:

1. -— n-Butanol-&cido acético-dgua (4 4 1 + 5)
2.0 — Fenol saturado de dgua (NH, & 3%)

8.2 —- Alcool isoamilico terc. em presenga de vapores de die-
tilamina.

Para a cromafografia em duss dimensdes:
1.° — n-Butanol-dcido acético-dgua (4 -+ 1 -+ 5)
2.9 — Fenol saturado de dgua (NH; a 8%)

Os aminocdcidos, revelados com ninidring, foram localizados
mnos cromatogramas pela posiclio relativa de suas manchas, j4 que
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o valor R; absolutc depende de condicbes padrdes. A identidade
de todos os aminoécidos foi confirmada com 0 auxaho de testemu-
z‘zhos internos e externos.’

Foram também empregues reagles especlflcas para a identifi-
cacdo de algung aminoaeidos.

Reogoes especificas:

Argining — TIdentificamos arginina por meic da reaclo de
Sagakuchi segundo modificacio de ACHER e CROCKER. FEsta prova
é de grande utilidade, pois além de especifica pode ser efetuada no
cromatograma depois de revelado com ninidrina.

Histidina — Usamos para a identificagio da histidina o rea-
tivo de Pauly, preparado segundo BLOCK.

Proling - A guantidade de prolina existente nas amostras mais
recentes era de grandeza tal, que foi identificada pela coloragéo
amarela com o reagente ninidrina. J4& nas amostras com maior
tempo de conservagdo, usamos uma solucfio de isatina a 0,2% em
hutanol normal contendo 4% de acido acético conforme a téenica de
ACHER, FROMAGEOT e JUTISH, sendo a prolina identificada pela sua
coloragéo azul.

Tirosina — A mancha revelada pela ninidrina e correspondente
3 tirosina apresentou-se com intensidade muito fraca e quase con-
fundida com uma mancha localizada acima. Assim, fol identificada
com o reagente a-nitroso-8-naftol, segundo a técuica de ACHER e
CROCKER. A presenca de tirosina também foi cenﬁrmada pelo rea-
genie de Pauly.

Leucinas, valing-metioning — Leucina e isoleucina formam uma
finica mancha com a maioria dos solventes, o mesmo se dando ecom
valina e metionina. Para verificar a existéncia da isoleucina ao
lado da leucina e também de metionina junto & valina, empregamos
a técnica indicada por WorK. O solvente usado foi dleool amilico
tercidrio-dgua, em presenca de vapores de dietilamina, cromatogra-
fia descendente, por 4 dias.

RESULTADOS

Os resultados gerais dos aminodcidos livres enconfrados estéo
anotados nas tabelas 1, 2 e 3.
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Na tabela n.2 1 reunimos os aminodcidos encontrados nag amos-
tras analisadas com 0 horas, isto &, imediatamente post-mortem.

TABELA N2 1
AMINCACIDOS LIVRES EM CAMAROES

Imedigtamente post-mertem
Camardo integral Poarte comestivel

Liging ...cvvvvvninnn + tr
Higtidina .,.... Caaes ) . tr
Agparagina .....i.en 4+ -+
Arginina ... o+ +
Ac, aspartico ........ tr - ‘
Serina  ....... e 7 NERTN ' et
GHeita  cevnrrrennn. eop b b R,
Treonin_a A...,..,.... l tr R
Ac, glutdmice ....... ++ ‘ ++
Alanina ........... . +++ =+
Prolina .......... .. A+ [ e e 2
Valina .....oov..... -+ tr
Fenilalanina ........ tr - ——
Leucing  ....o.cvnns. + tr
Tsoleucing  .......-.. j +- ' tr

tr == tracos
tr ™ 44 guantidades erescentes relacionadas ao tamanhe e
intensidade das manchas, :

Na tabela n.° 2 reunimos os resultados cbtidos com ag amostras
conservadas 4 temperatura ambiente e ahalisadas de 6 em 6 horas.
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TABELA N.»o 2

VARIAGCAO DOS AMINOACIDOS DURANTE A DECOMPOSICAO A
TEMPERATURA AMBIENTE '

Camarfio integral

Horas o ) i2 18 24 30
Lisina........... ..., e -+ e el T T T e o ) B R
Histidina........ ..., 4 “++ o e il [N SO0 S S B S
Asparagina.,.......... e 4t o e e £
Arginina ......... ..., R o e - - et 4
AC. aSpartico.......... tr - e -+ s 4+ e
Serina. .. voiiiian.. o ol B S o o 4t e - e
Glicina. . vevuniennn, b Pt [ e e e
Treonina . .ov.vvere. ... tr + +1 -+ At ++
Ac. glutdmico....... A | A R P e
Alanina.. ... e e o T o o B el e sl B O R
Proling . overnienine. . R R s + ~+pe + -
Ac. « - aminebutirico, - tr + + ++ -
THOSIRA. . cvvnrernann. e tr + -+ e ++
Valing. .....oevneene. +1 A A T B e
Metioning.............. — - i e e
Fenilalanina........... ir = e T
Leucina.......oo...... + R Bl 2 i all o S
Isoleucina......... “ie -+ i : JEI
Norleucina....... ..... -1 - - —+

Na tabela n.° 3 reunimos os resultados obtidos com as amos-
trag de vamario integral e sdmente da parie comestivel, conservadas .
em refrigerador a 4.° C e analisadas de 24 em 24 horas.
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TABELA N.¢

VARIACAO DOS AMINGCACIDOS

DECOMPOSICAO

3

LIVRES DURANTE A

A 400G

CAMARAO INTEGRAL

il

PARTE COMESTIVEL

HORAS 0 24 48 72 96 120 0 24 48 72 96 120
B E T U + + et 4t RSN N e i = -+ N -, 44
Histidina, ......ccoooe 5 D R ] tr + T e
Asparagina. ... I BT RS R e T RN R (I DR U RO
Acgining. oo ENES DS R RS £ 4 + o B =10 T I RS
Ac. asplrtico.. ... ... i - +} 4 I ++ 8 - 1.+ o + 4
Seria.. ...l e I e B = I - R A B It TR
Glicina........oociiiiie o, bk Lt Db bbb bt ot | b Pbbbd [t bt [ bt [t
TIEOMIRA. o e veeeeeinenn . i i + " 4 ke - tr + + 4+ 4t
Ae. gluamico................. b bbbt |t b b b e S =S T S NI RIS I
Manina.. .o i B S B R e | | b | A R
PrOlifia. s\ e.vnerer viereennn e N IR S BE = =N NSRS e B B B R + +
Ac. o- aminobuiirico........... — - + + 4+ -t R — tr + - ++
Tirosi . vevrevessieasnonn -1+ T - - e + v 4
VD ereenernirien eeinnens + +| ] | e e tr + + RIS BRI RS
Fenitalanina.......... SUTPRON " 4 ++ NIES) IS ST — tr + ++ ] ]
Leneinm. . ovvoernneerenernnnes R B S BT oS =Ny R br + +{ ] ]
[soleucing, . cooiven e eninneyon -4 l ir
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DIBCURSAOD

Nos camardes analisados imediatamente post-mortem identi-
ficamos lisina, histidina, asparagina, arginina, 4cido aspartico,
serina, glicina, treonina, écido glutémico, alanina, prolina, valina,
fenilalanina, leucina e isoleucina. Na parte comestivel (foram re-
tirados cabega, casca e apéndices do camardo, tendo sido conservado
o tubo digestivo) encontramos os aminoécidos acima citados, menos
dcido aspartico, treonina e fenilalanina.

Considerando as amosiras conservadas em temperatura am-
pbiente, observamos gue lisina, histidina, wvalina, fenilalanina, leu-
cina e isoleucina, que existem em muito pequena quantidade na
amosfra recente, poderiamos dizer na prépria amostra viva, aumen-
tam consideradvelmente no decorrer da decomposicho.

O sumento verificade com dcido glutdmico e alanina também
é grands, porém éstes jai existiam em quantidade apreciavel na
amogtra recente, ao contrario dos aminoécidos acima citados (lisina,
histidina, valina, fenilalanina, leucina e isoleueina) que, para po-
derem ser identificados nos eromatogramas, houve necessidade ds
se triplicar o volume da solucfio usada.

Quanto ao acido aspartico e treonina, existentes no inicio em
muito pequena quantidade, apresentam também pequeno aumento
no decorrer da decomposicio.

Ao contrério déstes aminodcidos, cuja quantidade aumenta com
a decomposicdo, encontramos prolina e serina que diminuem com
o progredir da deterioracfio. O teor de prolina existente nas amos-
{ras recentes é de grandeza tal que obiemos com o revelador nini-
drina uma mancha amarela bem forte, ao passo que nas amostras
j4 em adiantado estado de decomposicfio, necessitamos empregar
solugfio de isatina para poder identificar a prolina. Quanto & gli-
‘cina, arginina e asparagina ndo observamos variagio quantitativa
apreciivel durante o periodo de experiéncia, sendo que a primeira
fol encoutrada sempre em grande quantidade e as duas dltimas
em teor menor. :

Quanto aocs amindecidos, nfo enconirados na fase inicial da
experiéncia e depois identificados no decorrer da decomposigio,
agsinalamos tirosina e &cido o aminobutirico. Bstes aminodei-
dos aparecem em quantidade muito peguensa na amosira analisada
apbs 6 horas post-mortem e aumentam em pequena escala até o final
da decomposicéo,
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Encontramos, também, na fase final de deterioraciio, norleucing
ao lado de leucina e isoleucina, Também foi identificada uma guan-
tidade diminuta de metionina que conseguimos separar de uma
grande quantidade de valina.

Agsinalamos, ainda, em alguns cromatogramas, usando fenol
como solvenfe, uma mancha logo acima de acido aspértico. Nio
sabemos se o aparecimento de tal mancha é devido & presenca de
alguma substédncia positiva & ninidrina ou ao fato de o 4cido aspar-
tico ge desdobrar em duas manchas digtintas, fendmeno &ste ja
referido por DENT. Também com o acido aspartico padrio usado
na experiéncia, obtivemos idéntico desdobramento das manchas.

Na consulta bibliografica ao nosgo aleance, encontramos re-
feréncia a aminofcidos em camardes em BAERNSTEIN e em HEss que
dosam aminodcidos contendo enxdfre. - : :

KUTSCHER e ACKERMAN, numa revisio da bioguimica de
vertebrados e invertebrados, citam a presenca de gilicina, tirosina
e leucina., Também POTTINGER refere o teor de arginina, histidina
e lisina nestes crustaceos,

BrACH e col. determinam a porcentagem de 10 aminodcidos em
camardes, Dentre os 10 aminodeidos determinados BracH inclui
cigtina e triptofano, aminoécidos éstes queé ndo foram encontrados
no presente estudo. N&o localizameos, nos cromatogramas reve-
lados com solucfio de ninidrina, a mancha correspondente- a trip-
tofano. Entretanto, deverfamos fer encontrado éste aminoécido,
pois déle deriva o indol, que é comumente encontrado nos camardes,
servindo até como indice de sua decomposicio.

Provavelmente o processo de extracfio usado ou decompde o
triptofano, ou ndo permite a sua extra¢do. Nem mesmo trabalhan-
. do em concentraches maiores e empregando reagente mais sensivel
como p-dimetil-aminobenzaldeido, ndo foi identificado o triptofa-
no. Também nio encontramos, nos cromatogramas, manchas com
fluorescéncia sob a luz ultravioleta, o que também é caracteristico
do iriptofano.

As variacles ocorridas durante a conservacio de produtos da
pesca tém sido objeto de muitas investigacSes. Entretanto, se-
gundo vérios autores, entre &les FIEGER e TARR, nenhuma prova
completamente satisfatéria foi ainda encontrada, nfic havendo,
mesmo, muita conecordincia sbbre o seu real valor, entre os proé-
prios pesquisadores. '
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_ Embora a finalidade do presente trabalhe nfo tenha sido a
pesquisa de uma prova que indique o grau de deterioraciio de
camardes, talvez os seus resultados fornecam indicagbes Uteis a
pesquisas futuras nesse sefor. -

A auséneia de alguns aminoécidos no inicio da decomposigio,
o seu aparecimento no decorrer da deterioragfio ou ainda o grande
aumento de oufros aminrodcidos como lisina, histidina, fenilalanina
e valina, ta,"ivez permﬁ:am estabelecer-se um novo indice de dete~
rioracéio.

Sendo a tirosina um aminodcido de identificacdio relativamente
fécil, pois possui reacdes especificas, e considerando o fato de nfo
a termos encontrade no camarfo examinado imediatamente post-
mortem mas s6 durante. a decomposicio, talvez seja vidvel o esta-
belecimento:de uma prova de decomposiciio baseada na presenca e
doseamento da tirosina, dependendo- de estudos ulteriores. :

RESUMO

A cromatografla em papel de filiro fol usada para a pesqmsa

de aminodcidos livres em camardes.
7 Nos camardes analisados, imediatamente post-mortem, foram
identificados os seguintes aminodcidos: lisina, histidina, aspara-
gina, - arginina, 4cido aspdrtico, serina, glicina, treonina, 4cido
glutdmico, alanina, prolina, valina, fenilalanina, leucina e isoleu-
cina. Na parte comestivel (retirados cabega, casca e apéndices ¢
conservado o fubo digestive}, efetuada a andlise também imedia-
tamente. post-mortem, encontramos os aminoicidos acima cltados
menos 4cido aspartico, treonina e fenilalanina.

" A quantidade de lisina, histidina, acido glutdmico, alanma,
valing, femlaiamna e leucina aumenta muito durante a deteriora-
‘e#o, enquanto que a quantzdade de prolina diminui eonsideravel-
mente.

" No décorrer da deeomposmao zdentlflcamos, a mais, tlrosma,
‘4¢ido a-aminobufirico, metionina e nor}euema.

S%0 os seguintes os aminoacidos encontrados no presente estu-
do e n#io assinalados por outros autores: asparagina, scido aspér-
fico, 4cido glutémico, alanina, prohna, acido a-ammobutirlco, vali-
‘na, isoleucina e norleucina. : : :

SUMMARY

P&per chromatography has been apphed to the research of
free amino acids in shrimps.
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The presence of lysine, histidine, asparagine, arginine, as-
partic acid, serine, glycine, threonine, glutamic acid, alanine, pro-
. line, valine, phenylalanine, leucine and isoleucine has been observed
in shrimps analysed immediately post-moriem. :

These same amino acids, except aspartic acid, threonine and
phenylalanine, were found in the edible portion of shrimps (head,
shell and appendages were taken off, but the digestive tube was
maintained).

The content of lysine, histidine, glutamic acid, alanine, valine,
phenylalanine, leucine and isoleucine increases very much during
the deterioration whereas proline decreases considerably.

In addition, during the spoﬂage, we identified tyrosine, a-ami-
nobutyric acid, methionine and norleucine.

In the present paper, the amino acids not mentioned by other
authors are the foHowmg’ asparagine, aspartic acid, glutamic acid,
alanine, proline, s-aminobutyrie acid, valine, isoleucine anel nor-
leucine. '
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