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RESUMO

Analisou-se separadamente améndoas e embiides de cocos de babacu, (Onbignya wmar-
Lhanal pana estudan afgumas de suas enzdmas ¢ vifaminas Lendo em visita sed madon condu-
me na alimentacdo., Detetou-se sistematicamente duds jracoes proteicas foriemente cold-
des ¢ uma que aparece em afgumas amestras e ndo apanece em owtras. Das enzimas consta-
Fou-se Anes Leuodino-aminoplidase wabicas (MDHI, MDHZ, MDH3) e duas dedidrogenase do gfd
coned -3-fosfats (GPD). Quantc as vifaminas constatou-se exdsiin em 100 ghamas de mate
rials no embride 0.100mg de ribogfovina, 3,4 de vit, C e 30 de afga-tocofencd; a amin-
doa tem pouce menos da metade das vitaminas B, e C.

INTRODUGAC

A palmeira babagu, Orbignya martiana Barb. Redr., nao obstante ocupar extensa area
do territdrio nacional (Minas Gerais, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Pard, Ma-
ranhao, Piauf} nao tem sido convenientemente estudada guantc a composicao quimica da sua
castanha. Também, nao hi andlises separadas do embriae.

Ventura & Lima (1958a) separaram 7 componentes na castanha total por meio de ele-
troforese de papel; um deles € uma glicoproteina que se precfpftacoméE—?D%de(NHhhsqf
Ventura & Lima {1958b)} examinaram as proteinas da castanha de babacu por meio de ultra-
centrifugagdo. Vuyst et al. (1963) determinaram o conteddo de proteina bruta e de 18
acidos. Franke {197&) relata os acidos graxos nos gliceridees dooleo de baba;u:c6:0=0,]%;
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Com esta composicao, o dleo da castanha de babagu € bem semelhante ao de Elaels guineen

ses Jaacp. Ainda segundo Franke {1976}, a castanha de babagu contém 64-67% de dleo, 7 a
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10% de protefnas, 5% de amido, 5% de agucares, 8% de fibra bruta, 2 a 3% de sais mine ~
rais.
Relataremos aqui nossos estudos preliminares, feitos nessa area, no que se refere

a analise de protefnas totais, algumas isoenzimas e de trés vitaminas,

MATERIAL E METODOS

MATERIAL

Estudamos, separadamente, o embriao e o endosperma de améndoas de cocos coletados
de plantas situadas na !llha de Sao Luis, Maranhao. Das plantas que forneceram cocos,12
tinham inflorescéncias com poucas flores masculinas, e uma masculindide, isto &,de cada
15 cachos de flores masculinas, preduzia um com flores femininas; haviam ainda 3 plan-
tas masculinas, porém sem cachos de cocos. £m resumo, neste trabalho usamos: (a) cocos
de &4 plantas do km 12, Rodovia Sao Lufs - Sdo Jos€ de Ribamar; (b) 4 plantasdositio do
sr. Caracas; {c) U plantas do terreno do IPEM, em direcado a ponte Bandeira Tribuzi; (d)
uma de itapiraco, stio do sr. Nelson Costa {a que chamamos de masculingide),

METODOS ELETROFORETICOS

Confecgao do gel

0s primeiros testes foram feitos com embrides, cujos resultades foram nitidos, e
com as améndoas totais, com que nao obtivemos resultados satisfatdrios (coloriam fraca-
mente) . Partimos, porisso, apenas para analise dos embricdes.

Foram analisadas as seguintes protefnas: totais (PT)} leucina  aminopeptidases
(LAP), desidrogenase milica (MDH), desidrogenase do glicerol-3-fosfato (GPD) e superdxi
do dismutase (S0D).

Para a analise de PT e LAP, o gel de amido {Sigma)} foi feito numa concentracgdo de
10,5%, em tampdo Tris-citrate (0,076M em Tris e 0,007M em acido citrice) numa faixa de
pH variando de 8,4 a 8,6, Nas cubas, contendo os eletrodos, foi utilizado tampao borato
0,3 M, pH 8,0 (sistema de tampao adaptado de Poulik, 1957). A eletroforese durou cerca
de 4 horas, a baixa temperatura (x 10°C) aplicando-se F1¥/cm de gel.

As desidrogenases e a SOD foram analisadas num sistema de tampdes Tris-HCI,pH 7,5.
A solugac eletrolitica usada nas cubas fol feita numa concentragae 0,3M, enquanto que o
gel de amido (Sigma) foi feito nesse tampao 0,02 M. Para cada i00ml de gel acrescenta-
mos 15mg de MAD apds o cozimentoc e imediatamente antes de fazer o vacuo; 5ml do proprioc
tampSo do gel foram utilizados para dissolver a coenzima (Smith et al., 1971},

A eletroforese, nesse caso, durou cerca de 18h, a + IDOC, com uma diferenca de po
tencial de 40V entre os dois extremos dec gel.

Deteccac das proteinas apos a eletroforese

A revelacac de PT foi feita através de incubagio do gel durante 30 minutos  numa
sotugao saturada de Amido Negro 10B em metanol: agua: acido acético ({5:%5:1, v/v). Em
seguida, o gel foi levado na mesma solugac acima, sem o corante, até a vizualizacac das
diferentes fracoes protéicas.
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As iscenzimas da LAP foram reveladas incubando-se o gel a 379C, numa mistura con-
tendo: 10 m! de Tris-maleato 0,05M, pH 6,0; 25 mg de L-leucil-B-naftilamida (previamen-
te dissolvidos em 0,5 ml de dimetilsulfoxido) e 50mg de sal Fast Garnet GBC(Scandalios,
1965} .

MOH foi detectada apds incubagio do gel a 37°C, em contato com outro gel conten -
do: 15mi de Tris-HC1 0,1 M, pH 8,6; 210mg de L-malato de sodio; 6bmg de NAD; 0,9 ml de so
lucdo de MTT - metil-tiazolil tetrazélio - {&mo/ml de agua destilada); 0,6 m]l de solu-
cao de PMS - fenazina metasulfonada - (5 mg/ml de agua destilada}) e 15ml de agar a 2%,
previamente fundido em &dgus destilada (Harris & Hopkinson, 1976).

Isoenzimas de GPD foram cobservadas no gel com o emprego de: 15 ml de Tris-HC1 0,06
M, oH 8,0; 14mg de NAD; L40 mg de Dl-alfa-glicerofosfato de sodio; 0,7 ml de MTT, 0,7ml
de PMS e 15 ml de agar {Harris & Hopkinson, 1976).

Nos géis corados com sal de tetrazolio aparecem regiges acromadticas contra o fun-
do corado de azul (gue se intensificam a medida que o ge}l fica exposto a luz} as quais
correspondem 3 enzima superdxido dismutase, Assim, foi possivel analisar também a $0D.

Metodo para determinacao de acido ascorbico

A determinacdo de acido ascérbico {AA} foi realizada por titulagio com 2,4%-diclo-
rofenol indofenol e determinacao biamperometrica do ponto final (Pfeilssticker & Marx,
1976, modificado).

10g de amostra foram bem triturados num misturador com 200 ml de acide oxalico 2%
em agua; 50 ml do liquido leitose foram colocados num recipiente em ¢ima dum digitador
magnético. A titulagao foi feita com uma bureta automdtica {Metrohm)., Para a determi-
nagac do ponte final usamos um eletrodo duplo de platina, entre os dois polos; foi apli
cada uma tensac de 300mv. A corrente resultante fica bem baixa até todo o acido ascor-
bico ficar oxidade. Apés o ponto final a corrente € aumentada a cada adigdo de 2Z,h-di-
clorofenclindofencl. 0 titulc desta sclucao foi 0,20 mg de AA/ml. A figura 5 mostra a
avaliagao grafica da titulagac no caso de acido ascorbice nos embriges.

Metodo para determinacac de riboflavina

2,5g da amostra, bem triturada, fol pesada num balao aferido de 25 ml. Apds a ex
tragac da gordura (tratamos 2 vezes com 20 ml de éter de petrdlec) e decantsmos o s6l -
vente, o resto fol tirado com um fluxo de nitrogénio. Em sequida, aguecemes num ba-
nho-maria vibratorio com 20 mi de 0,1 MHCI1 por 30min, ate 76°¢ . Depois de resfriar até
20% completamos ate 25 ml. Filtramos num filtro em pregas seco. Injetamos 20 ul num
cromatografo Tuquido de alta pressac. A coluna de separacaoc de 30cm de comprimento e de
Gmm de diametro esta cheia com a fase inversa 0DS C]S 10um. A fasemovel e metancl/dguas=
L&, A riboflavina € detectada com um fluorimetro, cujo comprimento de onda de excita-
gao e 453nm e o de emissac & 520nm (Strohecher, 1966; Witliams, 1977).

Metodo para determinacao de alfa-tocoferol

S5g de amostra foram bem trituradas com 100 ml de etancl frio (ca SOC),adiclonadas
de 50 mg de butilhidroxianisol. Depois de transferir para um balac aferido de cor ambar
de 500ml colocamos exatamente 20 ml de éter de petroleo. Depois de agitar em o balao,
resfriar no congelador por cerca de 10 minutos, adicionar uma solugdo de NaClal,5% ate
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que o nivel de solugac chegue no gargalo do balao, tira-se da fase organica para injetar
no HPLC.

0 sistema cromotografico tem as seguintes caracteristicas: coluna 30 cm de comprl
mento e bmm de didmetro, cheia com 10mm de Nucleosil 50-7. O alfa-tocoferol € detecta
do com um fluorimetro, comprimento de onda de excitacao de 295nm e de emissao de 300 nm
{Marx & Maia, 1983).

Na determinag@o de vitaminas nos embrides nao foi possivel usar as quantidades de
amostra como descrito. Usamos somente 150mg de embrioes para cada analise e diminuimos

a guantidade dos solventes respectivos.

RESULTADOS

Protefnas e Ispenzimas

Para as cinco proteinas estudadas fol feite um total de 152 analises Individuais
de embrides das trés localidades diferentes (todas na |lha de Sao Lufs), dando, portan-
to, um total de 760 andlises. Nessa amostra e nas condicoes descritas neste trabalho,
nac detectamos a existéncia de polimorfismo genético bem caracterizado,

Conforme pode ser verificado na Figura 1, em relagac a PT, detectamos sistematica
mente 2 fragoes protéicas intensamente coradas {PT 2 e PT 3), uma fragdo mais ancdica
fracamente corada, mas gue nao apareceu em todas as analises {PT 1) e uma reglao que de-
nominamos PT 4, constitulda de pelc menos 3 fragoes protéicas, com mobilidades anddica,
catodica e proxima & origem, Essa regido apresentou variabilidade, mas como os compo -
nentes eletroforeticos aparecem fracamente corados no gel, nao pudemos concluir se a va
riagao observada € devida a segregatdo de alelos.

Duas enzimas de leucina aminopeptidases (LAP } e LAP 2) foram também consistente-
mente observadas nos 152 embrices analisados e nao foi observada nenhuma variagdo (Figu
ra 2).

As isocenzimas da desidrogenase mdlica constituem o sistemamais complexo, como pode
ser observado pela Figura 3. Trés regices principais de atividade foram detectadas as
quais denominamos MDH 1, MDH 2 ¢ MDH 3. A iscenzima denominada MDH 2 &€ caracterizada
por se corar intensamente {na maioria das andlises) e ser detectada como uma zopa bem
delimitada e apresenta variabilidade que ndo nos parece ser de causa genética. E possi
vel que MDH | seja uma isoenzima secundaria de MDH 2 e, nesse caso, apenas um gene esta
ria envolvide na sintese de ambas, sendo MDH 1 um produtc pos-tradugao. A regiac que de
nominamos MDH & caracterizada por ter apresentado, em todas as andlises, um perfil ele-
troforético complexo, constituido de no minimo 3 regices (Figura 3, amostra 2} e, maio-
ria dos casos, por 5 regices. Uma das causas do aparecimento de mGltiplas bandas isoen
zimicas de maneira semelhante a mostrada na Figura 3, € a estocagem do material em bai-
xa temperatura levando uma forma isoenzimica principal (o produto primario do gene} a
apresentar-se como uma seérie de bandas, 3 medida que reage com alguma substdncia também
presente no extrato estocade. Esse, estretanto, nao foi o nosso caso, pois os embrices
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eram retirados das améndoas e imediatamente analisados. Uma explicagao alternativa se
ria que o complexo de bandas fosse produto de polimerizacao de uma forma iscenzimicapri
maria. MNesse caso, quando analisamos o material so detectamos as formas poliméricas,
pois nunca foi observado um embriac que apresentasse apenas uma fragao isoenzimica na re
giao que denominamos MDH 3.

A GPD (desidrogenase do glicerol-3-fosfato} apresentou sempre um padraoc com uma
zonra bem intensa e outra anodica menos intensa, provavelmente uma isoenzima secunddria.
A superdxido dismutase apresentou sempre um perfil constituido por 5 zonas acromaticas,
tipico de um heterozigoto para uma enzima tetramérica (Figura k),

Resultados das determinagoes de vitaminas

Na Tabela 1 encontram-~se os resultados da determinacao de vitaminas.

Tabela 1. Teor de vitaminas (mg/100g).

riboflavina dcido ascarbico alfa-tocofercl
Améndoa 0,047 1,4 32,6
Embrido 0,100 3.4 30,0

DISCUSSAD

Devido a enorme abunddncia de babagu no Maranhao e estados lim{trofes,ha uma gran
de necessidade de serem executadas pesquisas que transformem seu amido e castanha (em
paes, biscoitos, farinhas e bebidas)e aparelhos que permitam uma rapida extracao do seu
olec. Ao se encaminhar para a area da alimentagac a primeira pergunta usualmente €: que
vitaminas tem? Tem enzimas importantes? Qual sua riqueza mineral?

Este trabalho € o primeire de uma serie que pretende incrementar o uso dacastanha
e do amido do babacgu.

E interessante notar que as enzimas existem em quantidades despresiveis nas amen-
doas ¢ em alta quantidade nos embridges. Isso sugere o desenvolvimento de maguinas que
separem © embriao, para ser vendido a parte, como '‘germe de babagu', a semelhanga do ger
me de trigo.

0s teores de vitaminas hidrossoliGveis (dcido ascorbico e riboflavina) sdc baixvs,
porém, sao comparaveis aos de castanha-do-Para (respectivamente: 0,7mg/100g e 0,035 mg/
100g), mas duas vezes mais elvados noes embrices que nas améndoas. 0 teor do alfa-toco-

ferol & alto, mas sem grande diferenca entre embriac e castanha,
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andlises de vitaminas.

SUMMARY

Chemical analysds of nuts and embiyo cf babacu {(Onbignya mantiana)  were carnyed
cut. The amount of enzgmes was quite small in the nuts but high in the  embryos. The
enzymes defected in this wonk arne: twe Leucdne-aminepeptidase,three malate dehydrogenses
and two glycerc-3-Phosphate Dehydrnogenase, 700 ghams of mateniaf the nuts had 0,047mg
Riboglaving 14mg Asconbic acid and 32,6mg afpha-focaferol. 100gr of embryo had C,100mg
of Ribaglavind 3,4 of asconbic acdd and 30,0mg of alpha-tocoferol,

+
PT 1
1\
PT 2
PT 3
PT 4

Tig. 1. Proteinas totais de embrices de babacu coradas com Amido Negro, apds eletrofo-
rese em pH 8,6. Migracdo no sentido indicado,

LAP 1

LAP 2

Fig. 2. Fotografia de um gel de amido feito em pH 8,6, mostrando as duas formas de ieu-
cina amincpeptidase de embrices de babacu. Migracdc segundo a seta.
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MDH 3

Fig. 3. [Isoenzimas da desidrogenase milica de embrides de babacu, reveladas em gel de
amido em pH 7,5. WNotar o perfil complexo da forma denominada MDH e que apre -
senta de 3 (amostra 2) a 5 componentes (demais amostras). A seta indica o sen
tido de migracao.

S0D

Fig. 4. Isoenzimas da superdxido dismutase e da desidrogenase do glicerol-3-fosfato de

embriges de babagu, reveladas em pH 7,5. Migracio segundo a seta.

. . ,
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Fig. 5. Titulacac biamperométrica do dcido ascérbica com 2,4 diclorofenolindofenol (DI}
e determinacdo grafica do ponto final (P.F.).
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