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RESUMO

O emprego de cromatografia liquida de alta eficiéncia de interacao hidrofilica (HILIC) foi estudado visando a separacao e a quantificacao
dos aminoacidos essenciais. Alguns parametros foram testados, tais como a composicao da fase mével e a velocidade do fluxo. Deter-
minou-se, ainda, o limite de quantificacao, a linearidade e a repetibilidade desta técnica. Os resultados obtidos indicaram as vantagens
desta metodologia em termos de tempo, economia e simplicidade, quando comparada a outras técnicas de determinacao dos aminoa-
cidos, uma vez que dispensa a derivacao pré-coluna e permite trabalhar em modo isocratico. A sua aplicacao, na analise de fracoes
cromatograficas de hidrolisados de caseina, revelou a importancia da HILIC na avaliacao nutricional destas preparacgoes.
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SUMMARY

USE OF HIGH PERFORMANCE LIQUID HYDROPHILIC CHROMATOGRAPHY FOR DETERMINING AMINO ACIDS IN CASEIN
HYDROLYSATES. In this work, the use of hydrophilic-interaction chromatography (HILIC) was thoroughly studied for the first time in
order to separate and quantify essential amino acids. Some parameters, such as the composition of the mobile phase and the flow rates
were studied. The detection limit, the linearity and the repetibility of this technique were also determined. The results showed that,
comparing to other methods for analysing amino acids mixtures, this technique presented some advantages, in terms of time, economy
and simplicity, since the pre-column derivatisation is not needed and an isocratic condition can also be used. The utilisation of this
technique for analysing the chromatography fractions of casein hydrolysates showed the importance of HILIC in the nutritional evaluation

of these preparations.
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1 - INTRODUCAO

A determinacao dos aminoacidos vem sendo usada,
ha muito tempo, na pesquisa bioquimica e, mais recen-
temente, na area de ciéncia de alimentos, no intuito de
melhor se conhecer a composicao das proteinas. Saben-
do-se que os aminoacidos sao unidades estruturais ba-
sicas das proteinas, a quantificacao e a qualificacao dos
mesmos tornam-se necessarias [12], uma vez que, o prin-
cipal fator determinante da qualidade da proteina € a
sua composicao em aminoacidos [4, 22]. Portanto, a de-
terminacao desta composicdo é um dos primeiros pas-
sos na compreensao da estrutura da molécula da protei-
na, sendo de grande importancia, a analise precisa e
quantitativa destes aminoacidos, a fim de se verificar o
valor nutricional das proteinas [22].

A técnica de determinacao dos aminoacidos foi ini-
ciada por MOORE et al. [14], empregando uma resina
sulfonatada de troca i6nica, sendo que, a deteccao dos
aminoacidos era realizada por colorimetria, apos a rea-
cao pods-coluna, com ninidrina. Posteriormente, introdu-
ziu-se a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC),
utilizando um equipamento mais econdémico e versatil
que um analisador de aminoacidos de troca i6nica [11].
Assim, varias técnicas de cromatografia liquida de fase
reversa (HPLC-RP), empregando gradiente de eluicao,
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diferentes tipos de coluna e detectores, seguida da deri-
vacao das amostras com reagentes variados, estdo sen-
do utilizadas para a determinacao dos aminoacidos [1,
5,7,21].

A HPLC com interacao hidrofilica (HILIC) foi intro-
duzida na década de 1990 para a separacao e purifica-
cao de peptideos, acidos nucléicos e outros compostos
polares [2, 24]. Nesta técnica, os solutos sao eluidos de
acordo com o aumento de sua hidrofilicidade e, ainda,
podem ser associados a fase movel reagentes como o
acido ortofosforico, capazes de aumentar a hidrofilicidade
dos peptideos [23]. Dentre estes estudos, apenas ALPERT
et al. [2] mostrou o resultado da separacao de 13 ami-
noacidos, empregando-se dois tipos de coluna, a PHEA
[poli-(2-hidroxietilaspartamida)-silica] e a PSA (poli-
sulfoetil aspartamida).

O valor nutricional das proteinas alimentares esta
relacionado ao seu conteiido em aminoacidos essenciais,
associado a sua digestibilidade, justificando-se assim, a
importancia de se analisar estes compostos presentes
nos hidrolisados de caseina. Além disso, a presenca des-
tes aminoacidos nos hidrolisados protéicos, sob a forma
de di- tripeptideos, propicia uma melhor utilizacdo das
proteinas, visto que, os oligopeptideos, sdo mais faceis e
rapidamente absorvidos pelo organismo [22].

Neste trabalho, procurou-se, inicialmente, explorar
o potencial da HILIC na determinacao dos aminoacidos
essenciais, empregando-se a coluna PHEA. Em seguida,
esta técnica foi utilizada na analise de fracdes cromato-
graficas de hidrolisados de caseina. A vantagem desta
técnica, sobre as citadas anteriormente, relaciona-se a
possibilidade de reducao de tempo e custo, uma vez que
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nao necessita da derivacao pré-coluna e, ainda, pode-se
trabalhar em modo isocratico.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Equipamentos

O sistema de HPLC consistiu de uma bomba
isocratica (série HP1100), um detector espectrofotomeé-
trico UV-VIS (A variavel, série HP1100, Waldbronn, Ale-
manha), acoplado a um computador com software HP
Chemstation, todos da Hewlett-Packard (Avondale, PA,
EUA). As analises cromatograficas foram realizadas uti-
lizando-se a coluna PHEA [poli-(2-hidroxietilaspartami-
da)-silica], 250x9,4mm, tamanho da particula de Sum e
do poro 300A (PolyLc, Columbia, MD, EUA).

2.2 - Reagentes

O kit de L-aminoacidos L-AA 21 foi adquirido da
Sigma (St. Louis, MO, EUA). O acido cloridrico e a
acetonitrila, grau HPLC, foram adquiridos da Merck
(Darmstad, Alemanha). A agua para uso no cromatogra-
fo foi purificada através do sistema de purificacao de
agua Aries (Vaponics, Rockland, Massachusetts, EUA),
e as solucoes foram filtradas, empregando-se uma mem-
brana de 0,45um em um sistema de filtracao (Millipore,
Bedford, EUA). Todos os solventes usados no cromato-
grafo foram desgaseificados no banho de ultra-som, an-
tes do uso.

2.3 - Preparo do padrao de aminoacidos

A solucao padrao contendo os oito aminoacidos es-
senciais foi preparada pesando-se quantidades variaveis
de cada aminoacido, de maneira a obter uma concentra-
cao final entre 1mmol/mL e S5umol/mL de fase movel.

2.4 - Condicoes Cromatograficas

Utilizou-se um sistema de HPLC, em modo isocratico,
para a determinacao dos aminoacidos essenciais. A fase
movel empregada consistiu de acetonitrila/trietilamina-
fosfato (TEAP, 10mmol/L), pH 2,8 (70:30, v/v). A injecao
da amostra (20pL) foi efetuada manualmente, e a deteccao
ocorreu a 215nm. A separagao cromatografica foi reali-
zada a um fluxo constante de 1mL/min, & temperatura
de 25°C.

2.5 - Curva de calibracao

A curva de calibracao foi construida com seis pon-
tos, tracando-se um grafico das areas dos picos obti-
dos pela injecao de 20uL da solucao de aminoacido
preparada numa faixa de 0,02nmol a 1100nmol para
lisina, de 0,02nmol a 0,1nmol para triptofano, de
0,02nmol a 0,06nmol para fenilalanina, de SOnmol a
600nmol para leucina, de 50nmol a 500nmol para
isoleucina e metionina, de 200nmol a 700nmol para
valina e de 50nmol a 600nmol para treonina. A
repetibilidade do método foi verificada através da inje-
cao, em triplicata. Em cada curva de calibracao, o pri-
meiro ponto corresponde ao limite de quantificacdo nas

condicoes empregadas, ou seja, a menor quantidade
detectavel pelo método.

2.6 - Preparo das amostras

Com o objetivo de se estudar a composicao em ami-
noacidos essenciais de hidrolisados protéicos, selecio-
nou-se os trés hidrolisados de caseina que apresenta-
ram o melhor perfil peptidico para suplementos dietéti-
cos, em trabalho anteriormente realizado (dados do autor,
ainda nao publicados) [6], e aqui foram denominados de
H1, H2 e H3.

Os hidrolisados foram fracionados por HPLC-SE em
coluna PHEA, como descrito por SILVESTRE, HAMON,
YVON [19], e as quatro fracoes cromatograficas F1 (13,5
a 18min), F2 (18 a 21,5min), F3 (21,5 a 22,5min) e F4
(22,5 a 32min), foram coletadas utilizando-se o coletor
automatico (Spectra/Chrom, Houston, EUA).

2.7 - Hidrélise acida das fracoes cromatograficas

As aliquotas retiradas das quatro fracoes cromatogra-
ficas, obtidas através da HPLC-SE, foram evaporadas a
35°C no concentrador de amostras Centrivap (Labconco,
Kansas City, EUA), e as fracoes F1, F2 e F3 foram hidroli-
sadas (HCI 5,7mol/L, 110°C, 24h). Apos este tratamento,
as amostras foram dissolvidas em 1000uL de fase moével,
filtradas em membranas de 0,22um e injetadas no sistema
cromatografico, segundo ALAIZ et al. [1], BADOUD &
PRATZ [3] e SIVESTRE, HAMON, YVON [19].

2.8 - Anilise estatistica

Todas as analises foram realizadas em triplicata.
A curva padrao foi ajustada pelo método dos minimos
quadrados e a adequacédo ao modelo linear empregado
(Y = bx) foi a 5% de probabilidade [8].

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 - Definicao da fase moével e tempo de eluicao

Inicialmente, empregou-se as mesmas condicoes cro-
matograficas, descritas por ALPERT [2], ou seja, traba-
lhou-se em modo isocratico, utilizando uma fase movel
constituida de 10mmoles/L de trietilaminofosfato (TEAP),
pH 2,8 e 80% de acetonitrila. Nao sendo possivel conse-
guir uma boa separacao dos oito aminoacidos essenciais
e, ainda, obtendo-se um tempo de eluicao muito longo,
foram testadas, posteriormente, outras condicdes de
analise. Assim, reduziu-se a concentracao de TEAP de
10mmoles/L para Smmoles/L, e variou-se a propor¢ao
de acetonitrila entre 60 e 80%. Testou-se, também, a
alteracao do fluxo de eluicao em 0,5, 0,8 e 1,0mL/min e
do pH da solucao de TEAP em 1,6; 2,6 e 3,6. O compri-
mento de onda a 215nm foi o Ginico parametro que per-
maneceu inalterado.

Estes testes levaram a definicdo de uma fase movel
que permitiu a separacao e identificacao de todos os oito
aminoacidos essenciais em um tempo total de eluicao
de 46min (Figura 1), inclusive a lisina, que nao foi men-
cionada por ALPERT [2].
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Condigoes empregadas: coluna PHEA, fase movel 70% ACN/30% TEAP 5Smm, fluxo
1mL/min, 215nm. Aminoacidos: (1) lisina; (2) triptofano; (3) fenilalanina; (4) leucina;
(5) isoleucina; (6) metionina; (7) valina e (8) treonina.
FIGURA 1. Mistura padrao de aminoacidos essenciais separa-
dos através da HILIC.

Ao se comparar o tempo total de corrida cromato-
grafica dos aminoacidos essenciais, obtidos por dois
métodos, observa-se na Tabela 1 que, pela HILIC foram
necessarios cerca de 45min, o que representa o dobro
do tempo gasto na HPLC-RP (por volta de 23min). Entre-
tanto, considerando-se, também, o tempo gasto no pre-
paro da amostra, a técnica aqui proposta € mais rapida,
pois ndao emprega a derivacao que, em alguns casos, pode
elevar a duragao das analises em até 90min [3].

TABELA 1. Tempo de corrida cromatografica da mistura de
aminoacidos essencias analisados empregando-se diferen-
tes métodos de HPLC.

200nmoles, sendo superior a outros encontrados na li-
teratura com o uso da HPLC-RP, apés a derivacao pré-
coluna: 1,0-2,0ng[17], 0,5-1,0pmol [18]. Os valores des-
tes autores, entretanto, relaciona-se a varios outros
aminoacidos detectados, além dos essenciais. A repeti-
bilidade do método de HILIC foi observada injetando-se,
em triplicata, cinco concentracoes diferentes de cada
aminoacido padrao, obtendo-se, em 54% e 30% dos ca-
sos, um coeficiente de variacao (CV) inferior a 5% e 1%,
respectivamente. Apenas para a lisina, a repetibilidade
do método nao foi satisfatoria, apresentando um CV en-
tre 7% e 35,7%.

Dentre os trabalhos encontrados na literatura, ape-
nas CARISANO [6], testou a repetibilidade do método,
no qual empregou-se a derivacédo pré-coluna com 4-clo-
ro-7-nitrobenzenofurazona (NBD-CI), seguida da sepa-
racao por HPLC-RP, para a determinacao dos aminoaci-
dos presentes no suco de uva, obtendo um C.V de 3,08%.
Em outros artigos, determinou-se a reprodutibilidade das
técnicas de determinacgao dos aminoacidos [10, 18, 19].

3.3 - Anilise dos hidrolisados de caseina

Neste trabalho, analisou-se o teor dos aminoacidos
essenciais, presentes nas fracdes cromatograficas dos
hidrolisados H1, H2 e H3 (Tabela 2).

TABELA 2. Teor de aminoacidos essenciais presentes nas fracoes
cromatograficas dos hidrolisado de caseina H1, H2 e H3.

Tempo de Corrida (minutos)

Aminoécidos A B C

Lisina 16.8 23.2 227
Triptofano 235 19.1 _

Fenilalanina 241 195 17.3
Leucina 26.2 18.6 16.3
Isoleucina 28.1 18.3 16.1
Metionina 28.8 17.8 15.2
Valina 33.3 16.9 14.6
Treonina 454 147 11.8

Os dados sao apresentados em minutos. A: HILIC, resultados do presente trabalho;
B: HPLC-RP; VENDREL & AVILES [21] e C: HPLC-RP; BADOUD & PRATZ [3].

Nota-se, ainda que, como relatado por ZHU, MANT
& HODGES [24] e ALPERT [2], a ordem de eluicao dos
aminoacidos pela HILIC € a inversa da apresentada pela
HPLC-RP.

3.2 - Linearidade, limite de quantificacao e precisao

A correlacao entre as quantidades utilizadas e as
areas dos picos obtidas revelaram, para todos os ami-
noacidos estudados, uma boa linearidade na faixa de
0,02nmol a 1100nmoles. Por outro lado, ao empregar a
HPLC-RP, outros autores conseguiram esta linearidade
trabalhando com quantidades menores de aminoacidos
200pmol-400pmol [9]; 1-800pmol [16]; 0,24 a 22,6ppm
[17]. O limite de detecao da HILIC variou de 0,02nmol a

Ami i H1 H2 H3

Fragoes F1 F2 F3 F4 F1 F2 F3 F4 F1 F2 F3 F4
Ci éficas

Lisina 13,8 151 54 16,5 9,74 65,9 52 3,6 9,7 29 2,9 55
Triptofano 0,011 0,064 0,0018
Fenilalanina 15 88 0,0072 0,0035 0,0063 0,0017 10,0008 0,0008 0,31
Leucina 54 05 4.2 0,61 0,026 0,17 0,17 46
Isoleucina 0,37 0,47 1,42 019 0,3

Metionina 0,21 0,77 4,5 0,025 0,14 15 2,7 0,57 0,97 0,97 0,22
Valina 0,043 0,033 0,12
Treonina 0,18

H1: subtilisina 4%. F1: grandes peptideos (> 7 residuos de aminoacidos); F2: médios
peptideos (4 a 7 residuos de aminoacidos); F3: di- tripeptideos [ 2 a 3 residuos de
aminoacidos); F4: aminoacidos livres. Os valores sao dados em ug/g. H2: tripsina
(3h) + pepsina (2h). F1: grandes peptideos (> 7 residuos de aminoacidos); F2: médios
peptideos (4 a 7 residuos de aminoacidos); F3: di-e tripeptideos [ 2 a 3 residuos de
aminoacidos); F4: aminoacidos livres. Os valores sao dados em pug/g. H3: subtilisina
(1h) + tripsina (1h) + pepsina (1h). F1: grandes peptideos (> 7 residuos de aminoaci-
dos); F2: médios peptideos (4 a 7 residuos de aminoacidos); F3: di-e tripeptideos |2 a
3 residuos de aminoacidos); F4: aminoacidos livres. Os valores sao dados em pg/g.

Pode-se observar que a lisina foi o inico aminoacido
presente em todas as fracoes cromatograficas estuda-
das. A metionina, nao foi detectada apenas na fracdo F4
do hidrolisado H2, e por outro lado, a treonina foi iden-
tificada exclusivamente, na fracao F4, do hidrolisado H1.
Levando-se em conta que o triptofano € totalmente des-
truido na hidrélise acida, a sua deteccdo somente foi
possivel na fracao F4. De acordo com trabalhos realiza-
dos anteriormente (dados do autor ainda nao publica-
dos [15]; o hidrolisado H1 apresentou niveis mais eleva-
dos de di- tripeptideos (F3) e os mais reduzidos de ami-
noacidos livres (F4), possuindo o melhor perfil para ser
utilizado em dietas especiais. Somando-se a isso, a qua-
lidade nutricional do H1 pode ser realcada, uma vez que,
neste hidrolisado, observou-se o maior conteuido de ami-
noacidos essenciais, na forma de di- tripeptideos, den-
tre todos os casos estudados.
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4 - CONCLUSOES

Apos o ajuste de algumas condicoes analiticas, o em-
prego de cromatografia liquida de alta eficiéncia hidrofilica,
através da coluna PHEA, revelou-se eficiente para a sepa-
racao, identificacao e quantificacdo dos aminoacidos es-
senciais. Esta técnica apresentou boa linearidade e preci-
sao e, pela primeira vez, foi utilizada para a determinacao
dos aminoacidos das fracdes cromatograficas de hidroli-
sados protéicos (caseina), mostrando-se um meio Util para
uma avaliacao complementar do valor nutricional destas
preparacoes.
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