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RESUMO

Amostras de milho, farelo de soja e hidrolisado acido de caseina foram submetidas a hidroélise acida em estufa (110 £ 5°C, durante
22 horas) com acido cloridrico 6 N, em ampolas de vidro seladas sob vacuo. Os hidrolisados foram preparados por quatro métodos:
1) evaporacao em evaporador rotativo sob vacuo; 2) evaporacao em camaras a vacuo em presenca de pastilhas de NaOH; 3) evaporacao
em bloco de aquecimento sob fluxo de argonio; 4) neutralizacao com solucao padrao de citrato/NaOH. Os aminoacidos foram separados
e quantificados em analisador especifico Beckman System 6300 com derivatizacao pés-coluna por ninidrina. O método de neutralizacao
dos reagentes da hidrélise apresentou os melhores resultados considerando todos os aminoacidos. Além disso, foi mais rapido e pratico
no preparo de um grande niimero de amostras. Quanto aos métodos de evaporacao, o uso de evaporador rotativo apresentou perdas
significativas apenas para treonina e serina na amostra farelo de soja; sob fluxo de argonio observou-se baixos teores para treonina,
fenilalanina e lisina; em camara sob vacuo verificou-se perdas significativas para treonina, serina e tirosina.
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SUMMARY

PREPARATION OF PROTEIN HYDROLYSATES FOR AMINO ACID ANALYSIS. Samples of corn, soybean corn and casein (acid hydrolysate)
were submitted to acid hydrolysis in oven (110 + 5°C, for 22 hours) with 6 N HCI in sealed ampoules under vacuum. Four methods of
hydrolysate preparation were used: 1) evaporation to dryness in rotary evaporator under vacuum, 2) evacuated desiccator under vacuum
and NaOH, 3) flushing the open vial with argon and 4) neutralisation with standard citrate/NaOH solution. Amino acids were isolated
and quantified in specific analyzer Beckman System 6300 with ninhidrin post-column derivatization. The neutralization method presen-
ted the best result considering all analysed amino acids. Besides, it was more practical for rapid processing of a large number of samples.
With regard to the evaporation methods in the rotary evaporator, significant losses were verified only for threonine and serine in the
soybean sample. Under flow of argon, low recoveries of threonine, phenylalanine and lysine where observed, whereas in the evacuated

desiccator, significant losses of threonine, serine and tyrosine where verified.
Keywords: amino acid; amino acid analysis; protein hydrolysis; sample preparation.

1 - INTRODUCAO

Na analise de aminoacidos, avancos importantes fo-
ram obtidos quanto aos equipamentos e reagentes. En-
tretanto, muitos problemas ainda persistem, relaciona-
dos principalmente a hidrélise, ao preparo dos hidroli-
sados e a constituicdo da amostra. O método tradicional
de hidrélise, com o uso de acido cloridrico 6 N a 110°C,
é reconhecido como padrao e o mais utilizado, apesar de
promover a destruicao parcial ou total dos aminoacidos,
especialmente cistina, metionina e triptofano.

Um parametro limitante que permanece no desen-
volvimento da analise de aminoacidos € a confianca na
preparacao dos hidrolisados protéicos para o método
cromatografico, principalmente quanto a eliminacao dos
reagentes da hidrolise [11, 12, 32]. A neutralizacao ou
evaporacao dos agentes hidroliticos € importante fator
de discussdo. O alto teor de sal resultante da
neutralizacao, levado para a coluna de troca iénica, pro-
duz alargamento dos picos e nao pode ser aplicado a
todas as resinas, enquanto que a evaporacao até a seca-
gem pode acarretar perdas na recuperacao dos aminoa-
cidos durante esse procedimento [4, 15, 30].
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O método mais comumente empregado para a elimi-
nacao dos reagentes da hidroélise € o da utilizacdao de
evaporadores rotativos sob vacuo [5, 7, 14, 17, 20, 22,
24, 30]. Entretanto, para grandes quantidades de amos-
tras torna-se um ponto critico, pela morosidade e neces-
sidade de acompanhamento continuo, transformando-
se em condicdo de estrangulamento e demora na anali-
se. Para diminuir o tempo na evaporacao de amostras
foram propostos procedimentos utilizando sistemas de
evaporacgao para varias amostras simultaneas [1, 12, 20,
21].

Um tratamento alternativo, utilizado em muitos la-
boratorios, baseia-se na remocdo dos reagentes em
dessecadores ou camaras a vacuo em presenca de pasti-
lhas de hidroxido de sodio e/ou pentoxido de fosforo [2,
13, 24].

O objetivo deste trabalho foi comparar metodologias
de preparo dos hidrolisados protéicos por neutralizacao
ou evaporacao dos reagentes da hidrolise, para poste-
rior analise de aminoacidos em amostras contendo bai-
xo, médio e alto teor protéico.

2 - MATERIAL E METODOS

Os experimentos envolvendo os testes de metodolo-
gias quanto ao preparo das amostras, hidrélise de pro-
teinas, separacao e quantificacdo dos aminoacidos fo-
ram realizados no Laboratorio de Analises Fisico-Quimi-
cas da EMBRAPA Suinos e Aves, em Concordia — SC.
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2.1 - Material

Foram utilizadas amostras de milho e farelo de soja,
obtidas na fabrica de ragdes do CNPSA, e hidrolisado
acido de caseina bovina (Sigma A-2427).

2.2 - Solucoes e reagentes

No preparo dos hidrolisados protéicos foram utiliza-
dos acido cloridrico p. a. — HCI — (Reagentes Analiticos
Dinamica) e hidroxido de sodio p. a. - NaOH — (Vetec Qui-
mica Fina). Para a evaporacao dos hidrolisados em bloco
digestor foi utilizado argonio 4.8, grau especial (White
Martins). Para a neutralizacao dos agentes da hidrolise,
foi preparada uma solucao neutralizante (10,5 gramas de
hidroxido de sodio p. a. dissolvido em 100mL de solucao
tampao Na-S), como descrito por SPITZ [28].

Para a etapa de separacao no analisador de aminoa-
cidos Beckman System 6300, foram utilizadas as solu-
coes tamponadas comerciais Na-A, Na-B, Na-D, Na-R, Na-
S e Nin-RX (Beckman), segundo SLOCUM et al. [26].

Foi preparada uma solucao padrao contendo os ami-
noacidos: acido aspartico (Asp), acido glutamico (Glu),
treonina (Tre), prolina (Pro), glicina (Gli), alanina (Ala),
valina (Val), leucina (Leu), tirosina (Tir), fenilalanina (Fen),
lisina (Lis), arginina (Arg) (Merck), serina (Ser), norleucina
(Nor) (INLAB), isoleucina (Ile) (SIGMA) e histidina (His)
(ECIBRA), a 2,5 micromol por mililitro (wmol/mL) em HCl
a 0,1%. Para a solucao padrao de norleucina 2,5 umol/
mL, foi pesada 32,80mg de norleucina e dissolvida em
100mL HC10,1 N. Para a solucao padrao de norleucina
1:25, 1mL da solucao padrao de norleucina 2,5 umol/
mL foi evaporado e redissolvido em 25mL da solucao tam-
pao de Na-S.

2.3 - Métodos

2.3.1 - Preparo das amostras

Todas as amostras foram finamente moidas em moi-
nho Tecator Cyclotec (Foss — Tecator), utilizando peneira
de 0,5mm. Foram determinados os teores de matéria seca
(MS) pelo método de secagem em estufa a 105°C duran-
te 24 horas [6], proteina bruta (PB) segundo o método
4.2.06 da AOAC [3], utilizando digestor 2020 e unidade
de destilacao 1026 da Foss — Tecator, extrato etéreo (EE)
pelo método de Soxhlet utilizando unidade de extracao
Soxtec System 1040 da Foss — Tecator, cinzas (CZ) se-
gundo o método 4.1.10 da AOAC [3] e aminoacidos, exceto
metionina, cistina e triptofano para todas as amostras.

2.3.2 - Hidrélise e preparo dos hidrolisados

Para os métodos de evaporacdo dos reagentes da
hidrélise, descrito nos sub-itens a, b e ¢, quantidades de
milho, farelo de soja e caseina, contendo 4mg de protei-
na, foram hidrolisados com 1mL de HC1 6 N, durante 22
horas em estufa a 110 + 5°C, em ampolas de vidro de
10mL. Para o método de neutralizacao dos reagentes da
hidrélise, descrito no sub-item d, foram utilizadas quan-
tidades das amostras de milho, farelo de soja e caseina,
contendo aproximadamente 40mg de proteina, e hidroli-
sadas com 10mL de HC1 6 N durante 22 horas em estufa

a 110 £+ 5°C, em ampolas de vidro de 10mL. O oxigénio
foi retirado através de aspiracao a vacuo e fluxo de ni-
trogénio (trés vezes), e as ampolas com a amostra e aci-
do foram seladas sob vacuo e submetidas a hidroélise. A
proporcao de amostra (mg de proteina):HCI (mL) foi de
aproximadamente 4:1 para todos os métodos [3], sendo
que, para o método de neutralizacao foi utilizado uma
quantidade dez vezes maior de acido e amostra para evi-
tar perdas de diluicao. Os métodos de preparo dos hi-
drolisados protéicos foram desenvolvidos da seguinte
forma:

a) Método 1 - Evaporador rotativo: O acido utili-
zado na hidroélise foi evaporado em evaporador rotativo
sob vacuo na temperatura de 5S0°C. O tempo necessa-
rio para a completa evaporacao foi de aproximadamen-
te 25 minutos para cada amostra. O evaporado foi recu-
perado em SmL da solucao de diluicao Na-S Beckman e
filtrado, primeiro em papel filtro de filtragem média e
depois em membrana de celulose regenerada de 13mm
a 0,2 micron. O filtrado foi diluido 1:1 com a solugao
padrao de norleucina redissolvida 1:25.

b) Método 2 - Evaporacao em dessecador a va-
cuo: O acido foi evaporado em dessecador a vacuo em
presenca de 15g de NaOH em pastilhas, até a completa
evaporacgao dos reagentes da hidrolise [2, 13, 24]. O tem-
po necessario para a completa evaporacao foi de aproxi-
madamente 48 horas para cada lote de amostras. Cada
lote foi composto por uma repeticdo de cada amostra. O
evaporado foi recuperado e filtrado da mesma forma do
Método 1, e diluido 1:1 com a solucdo padrao de
norleucina redissolvida 1:25.

c) Método 3 - Evaporacao em fluxo de argonio:
O acido foi evaporado com fluxo de argénio em bloco de
aquecimento a 65°C até secar completamente [12, 20].
O tempo necessario para a completa evaporacao foi de
aproximadamente 40 minutos para cada amostra. O eva-
porado foi recuperado e filtrado da mesma forma do
Método 1, e diluido 1:1 com a solucdo padrao de
norleucina redissolvida 1:25.

d) Método 4 - Neutralizacdo: Os hidrolisados fo-
ram filtrados, primeiro em papel filtro de filtragem mé-
dia, e depois em membrana de celulose regenerada de
13mm a 0,2micron, e neutralizados com a solucao pa-
drao de neutralizacao (na propor¢cao de 1:2 de
hidrolisado:solucao padrao de neutralizacdo). As amos-
tras neutralizadas foram diluidas com solucao tampao
de diluicao Na-S Beckman na proporcao de 1:1 [28] e
depois, diluidas novamente 1:1 com a solucao padrao de
norleucina redissolvida 1:25.

Foram realizadas cinco repeticoes para cada método
e amostra, divididas em cinco blocos, onde os blocos fo-
ram compostos por uma repeticao de cada método e
amostra. Os blocos amostrais foram hidrolisados, pre-
parados e submetidos a analise de forma independente
e em datas diferentes.

Os aminoacidos foram quantificados em analisador
especifico Beckman System 6300 e os resultados com-
parados estatisticamente, conforme descrito no item 2.4.
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2.4 - Analise estatistica

Os resultados encontrados em cada amostra foram
submetidos previamente a uma analise de consisténcia,
eliminando-se valores discrepantes (outliers), quando o
coeficiente de variacdo entre as repeticbes para cada
aminoacido foi maior que 10% [16, 18, 25, 29].

Para a analise dos dados, foi adotado um modelo
fatorial de 4 x 3, onde 4 foram os métodos e 3 foram as
amostras, de acordo com STEEL & TORRIE [29].

Este modelo foi aplicado, inicialmente, a um vetor
de respostas envolvendo 15 aminoacidos: acido aspartico,
treonina, serina, acido glutamico, prolina, glicina,
alanina, valina, isoleucina, leucina, tirosina, fenilalanina,
histidina, lisina e arginina, para o qual foi realizada uma
analise multivariada. Posteriormente, o mesmo modelo
foi aplicado para cada aminoacido individualmente, atra-
vés de analise univariada. Para a analise multivariada
foram usados os dados originais e para a analise
univariada os dados ajustados apos a eliminacao dos
valores discrepantes.

As analises estatisticas foram processadas com o
pacote estatistico SAS (Statistical Analysis System), ver-
sao 6.12 para Microsoft Windows 95 [23].

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Sao apresentados na Tabela 1 os teores de MS, PB,
EE e CZ, das amostras de milho, farelo de soja e caseina
(hidrolisado acido), em g/100g da amostra integra. A
composicao para os 15 aminoacidos citados no item 2.4
nas amostras e métodos estudados, em valores médios
sao apresentados na Tabela 2.

O perfil de aminoacidos das amostras de milho, farelo
de soja e caseina, nos dados nao corrigidos, em g/ 100g de
proteina na amostra integra é apresentado na Tabela 3.

Independentemente de amostra, para os 15 aminoa-
cidos citados, analisados em conjunto através do vetor
de médias, os métodos mostraram-se diferentes, apre-
sentando interacao entre métodos e amostras (p<0,05).
Devido a presenca de interacao entre métodos e amos-
tras, todas as hipoteses foram testadas quanto ao seu
comportamento para cada amostra, individualmente.

TABELA 1. Teores de matéria seca total (MS), proteina bruta
(PB), extrato etéreo (EE) e matéria mineral (Cinzas) nas
amostras utilizadas nos experimentos, em g/ 100g da amos-
tra integra.

MS PB? EE Cinzas
Amostra (g/100g) (2/100g) (2/100g) (2/100g)
Milho 91,56 7,13 3,92 0,97
Farelo de Soja 91,03 2,11 1,33 6,00
Caseina 96,62 81,34 0,31 2,12

11 Média de 3 repeticoes.
12 Valores calculados pelo fator de conversao de nitrogénio para proteina de 5,72
para o milho, 5,70 para o farelo de soja e 6,38 para a caseina [10, 27, 31].

Para a amostra milho ndo houve diferenca entre os
meétodos. Com a amostra farelo de soja, os métodos de

evaporacao nao diferiram entre si, enquanto que, em
conjunto, foram diferentes do método de neutralizacao.
Individualmente, o Método 3 (argoénio) ndo apresentou
diferenca em relacao ao método de neutralizacdo. Para a
amostra caseina, os métodos de evaporacdo mostraram-
se diferentes entre si, e também em relacdo ao método
de neutralizacdo, com excecdo dos Métodos 3 e 4. Os
resultados médios obtidos em cada método nas amos-
tras de milho, farelo de soja e caseina, respectivamente,
sdo apresentados nas Tabelas 4 a 6.

Através da analise univariada verificou-se a presen-
¢a de interacao entre métodos e amostras (p<0,05) para
a treonina, serina, tirosina, fenilalanina e lisina, sendo
que, para a treonina e a serina os métodos também re-
sultaram diferentes nas amostras de farelo de soja e
caseina, enquanto que, para a tirosina, fenilalanina e
lisina os métodos resultaram diferentes apenas na amos-
tra caseina. Para todos os demais aminoacidos nao fo-
ram evidenciadas diferencas.

TABELA 2. Composicao em aminoacidos das amostras de mi-
lho, farelo de soja e caseina, em g/ 100g da amostra integra.

Aminoacido Milho Farelo de Soja Caseina
(g/100g) (g/100g) (g/100g)
Acido aspartico 0,45+0,01 4,85+0,04 3,47+0,06
Treonina 0,24+0,00 1,64+0,01 2,36+0,04
Serina 0,31+0,00 2,07+0,02 1,58+0,03
Acido glutamico 1,23+0,01 7,60+0,06 16,07+0,26
Prolina 0,49+0,01 1,84+0,05 9,32+0,21
Glicina 0,26+0,00 1,80+0,01 1,70+0,03
Alanina 0,48+0,01 1,75+0,02 5,15+0,08
Valina 0,31+0,01 1,87+0,04 5,82+0,09
Isoleucina 0,32+0,01 2,72+0,06 6,14+0,10
Leucina 0,79+0,01 3,13+0,03 7,00+0,10
Tirosina 0,18+0,00 1,43+0,01 2,69+0,05
Fenilalanina 0,32+0,00 2,14+0,02 3,40+0,05
Histidina 0,20+0,00 1,06+0,01 2,00+0,03
Lisina 0,21+0,00 2,52+0,02 7,11+0,11
Arginina 0,29+0,00 2,99+0,03 2,63+0,04
Total 6,08+0,01 39,41+0,03 76,44+0,09

Os teores, nos dados corrigidos, encontrado para os
aminoacidos treonina, serina, tirosina, fenilalanina e
lisina, nas amostras farelo de soja e caseina em g/ 100g
da amostra integra, determinados por cada método, sao
apresentados nas Figuras 1 e 2.

Para essas variaveis, o método de neutralizacao dos
reagentes da hidroélise (Método 4) mostrou-se mais efi-
ciente, apresentando teores de aminoacidos mais eleva-
dos, com excecao da lisina e fenilalanina para a amostra
caseina, onde foi mais eficiente o método de evaporacao
em evaporador rotativo (Método 1). Para a fenilalanina o
Método 1 também apresentou maior teor, porém, esta-
tisticamente nao foi diferente do Método 4. O método de
evaporacao em camaras a vacuo (Método 2) apresentou
menores teores para os aminoacidos treonina, serina e
tirosina, enquanto que o método de evaporagcao com aque-
cimento sob fluxo de argonio (Método 3) apresentou
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menores valores para fenilalanina e lisina. Na Figura
3, essas diferencas podem ser visualizadas através dos
valores relativos para a treonina, serina, tirosina,
fenilalanina e lisina, calculados a partir da média de cada
meétodo pela média geral para a amostra caseina.

TABELA 3. Perfil de aminoacidos das amostras de milho, farelo
de soja e caseina, nos dados nao corrigidos, em g/ 100g de
proteina da amostra integra.

Aminodacido Milho Farelo de Soja Caseina
(g/100g) (g/100g) (g/100g)
Acido aspartico 6,31 11,52 4,27
Treonina 3,37 3,89 2,90
Serina 4,35 4,92 1,94
Acido glutamico 17,25 18,05 19,76
Prolina 6,87 4,37 11,46
Glicina 3,65 4,27 2,09
Alanina 6,73 1,16 6,33
Valina 4,35 4,44 7,16
Isoleucina 4,49 6,46 7,55
Leucina 11,08 7,43 8,61
Tirosina 2,52 3,40 3,31
Fenilalanina 4,49 5,08 4,18
Histidina 2,81 2,52 2,46
Lisina 2,95 5,98 8,74
Arginina 4,07 7,10 3,23
Total 85,29 90,59 93,99

TABELA 4. Composicao em aminoacidos na amostra milho, e
comparacgao entre os métodos envolvendo as variaveis anali-
sadas em conjunto, para os dados nao corrigidos, em g/ 100g
da amostra integra.

Aminoacido Meétodo 1 Meétodo2 Meétodo 3 Método 4

(Evap. Rotativo) (Dessec. Vacuo) (Fluxo Argdnio) (Neutralizagio)

Acido aspirtico 0,4620,01 0,46+0,01 0,45+0,01 0,430,02
Treonina 0,25+0,00 0,24+0,00 0,2440,01 0,24+0,01
Serina 0,3120,00 0,30+0,01 0,3240,01 0,3120,01
Acido glutamico 1,23+0,02 1,22+0,02 1,24+0,02 1,22+0,04
Prolina 0,48+0,02 0,51+0,03 0,49+0,01 0,50+0,03
Glicina 0,27+0,01 0,26+0,00 0,26+0,00 0,2620,01
Alanina 0,49+0,01 0,48+0,01 0,49+0,01 0,47+0,01
Valina 0,31+0,01 0,31+0,01 0,3120,02 0,30+0,01
Isoleucina 0,330,01 0,33+0,01 0,32+0,02 0,3120,02
Leucina 0,80%0,01 0,800,01 0,80+0,02 0,780,02
Tirosina 0,180,01 0,18+0,01 0,18+0,01 0,17+0,01
Fenilalanina 0,32+0,00 0,32+0,00 0,32+0,01 0,3120,01
Histidina 0,20%0,01 0,19+0,00 0,20+0,00 0,1940,01
Lisina 0,2120,01 0,200,00 0,20+0,00 0,2240,01
Arginina 0,30%0,01 0,28+0,01 0,29+0,01 0,28+0,01
Comparagio do a a a a

vetor de médias"

11— Vetor de médias ligado por letras distintas, diferem (p<0,05) quanto as variaveis
conjuntas analisadas.

Baixas recuperacoes para treonina, serina, tirosina,
fenilalanina e lisina também foram observadas por ou-

tros autores, relacionadas principalmente a destruicao
por calor. Perdas para esses aminoacidos geralmente sao
associadas ao tempo e a temperatura da hidroélise, sendo
a treonina e a serina as mais sensiveis [4, 12, 13, 17, 21].

No presente estudo, as condicdes de tempo e tem-
peratura de hidrolise permaneceram constantes para
todos os métodos e amostras analisadas, sugerindo ou-
tras possibilidades de perdas apoés a hidrélise acida, que
serdo abordadas a seguir, quando os aminoacidos livres
ainda podem sofrer reacoes [2].

Foram verificadas perdas significativas no Método 1
apenas para treonina e serina na amostra farelo de soja,
perdas essas que podem ter ocorrido por aderéncia ao
frasco quando da evaporacado em evaporador rotativo
[4, 13]. Para evitar esse tipo de perdas, € citada a adicao
de pequena quantidade de glicerol ao frasco de hidrolise
antes da evaporacao [13].

TABELA 5. Composi¢ao em aminoacidos na amostra farelo de
soja, e comparacao entre os métodos envolvendo as varia-
veis analisadas em conjunto, para os dados nao corrigidos,
em g/100g da amostra integra.

Método 1 Método 2 Método 4

Aminoacido Meétodo 3

(Evap. Rotativo) (Dessec. Vacuo) (Fluxo Argonio) (Neutralizacdo)

Acido aspirtico 4,93+0,09 4,860,08 4,79+0,04 4,8140,12
Treonina 1,6210,04 1,6240,02 1,6420,02 1,67+0,03
Serina 2,03+0,04 2,04+0,02 2,11%0,02 2,1240,03
Acido glutamico 7,710,15 7.60%0,13 7,54%0,05 7,550,14
Prolina 1,8240,06 1,9240,07 1,78+0,07 1,85+0,15
Glicina 1,8240,05 1,8120,03 1,79+0,01 1,78+0,02
Alanina 1,7320,04 1,77+0,03 1,77+0,02 1,73+0,05
Valina 1,9120,09 1,93+0,08 1,8420,06 1,81%0,10
Isoleucina 2,80%0,12 2,8120,09 2,660,09 2,6240,15
Leucina 3,12+0,09 3,16+0,04 3,1420,04 3,100,07
Tirosina 1,44+0,03 1,46+0,02 1,4240,02 1,42+0,01
Fenilalanina 2,13+0,06 2,15+0,02 2,1540,02 2,1240,05
Histidina 1,060,02 1,07+0,02 1,060,02 1,05+0,01
Lisina 2,50+0,07 2,5240,06 2,510,03 2,53+0,05
Arginina 3.02+0,09 3,02+0,06 2,97+0,03 2,97+0,03
Comparagio do a a ab b

vetor de médias™

11— Vetor de médias ligado por letras distintas, diferem (p<0,05) quanto as variaveis
conjuntas analisadas.

No Método 2 as perdas verificadas para os aminoa-
cidos treonina, serina e tirosina podem estar relacio-
nadas a formacao de compostos, como a transformacao
de acido glutamico e serina em O-y-glutamilserina.
Quando a evaporacao € realizada em camaras de vacuo,
alguns autores sugerem que pode ocorrer a formacao
de o-sulfatos de serina e treonina com acido cistéico, a
formacao de 3-clorotirosina ou 3-bromotirosina, e per-
das por aderéncia ao frasco de hidrolise [2, 4, 5, 12, 13].

Os baixos teores observados para treonina,
fenilalanina e lisina no Método 3 também podem estar
relacionados a aderéncia ao frasco, como no Método 1,
agravado pelo fato do fluxo de argbnio pressionar a so-
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lucao contra a parede. Com excecao de treonina e serina
para a amostra caseina, o Método 3 foi semelhante ao
Método 4, também observado por CSAPO et al. [8], utili-
zando evaporacao sob fluxo de nitrogénio.

TABELA 6. Composicao em aminoacidos na amostra caseina,
e comparacao entre os métodos envolvendo as variaveis
analisadas em conjunto, para os dados nao corrigidos, em
g/ 100g da amostra integra.

Ami id Método 1 Método 2 Método 3 Método 4
(Evap. Rotativo) (Dessec. Vacuo) (Fluxo Argonio) (Neutralizagdo)

Acido aspirtico 3,49+0,04 3,25+0,19 3.49+0,06 3,63+0,04
Treonina 2,42+0,03 2,19+0,12 2,37+0,05 2,47+0,01
Serina 1,59+0,02 1,46+0,09 1,62+0,04 1,65+0,02
Acido glutamico 16,2540,17 15,1540,91 16,31+0,31 16,59+0,28
Prolina 9.,4240,40 8,69+0,55 9.45+0,26 9,71+0,39
Glicina 1,75+0,02 1,60+0,09 1,71+0,03 1,75+0,02
Alanina 5,16+0,08 4,941+0,26 5,15+0,12 5,33+0,07
Valina 5,88+0,08 5,57+0,23 5.80+0,17 6,02+0,17
Isoleucina 6,17+0,09 5,87+0,28 6,16+0,20 6,38+0,20
Leucina 7,1240,06 6,73+0,36 7,01%0,15 7,15+0,09
Tirosina 2,73+0,07 2,51+0,16 2,74+0,07 2,79+0,02
Fenilalanina 3,4610,04 3,26+0,19 3,40+0,08 3,46+0,03
Histidina 2,0610,02 1,91+0,12 2,01+£0,05 2,04+0,03
Lisina 7,28+0,08 6,80+0,39 7,13+0,18 7,20+0,15
Arginina 2,65+0,03 2,49+0,14 2,67+0,08 2,70+0,02
Comparagdo do b a c c

213 1
vetor de médias'"

(1) = Vetor de médias ligado por letras distintas, diferem (p<0,05) quanto as variaveis
conjuntas analisadas.
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FIGURA 1. Teores de treonina e serina, determinados para cada
método na amostra farelo de soja, em g/100g da amostra
integra, nos dados corrigidos (Método 1: evaporador rotativo;
Método 2: camaras sob vacuo; Método 3: fluxo de argonio;
Método 4: neutralizacao).

Para os demais aminoacidos, menores teores foram
observados nos meétodos de evaporacao (1, 2 e 3), em
comparacao com o método de neutralizacao (4), também
podem estar relacionados a aderéncia ao frasco de
hidrolise, porém, essas diferencas nao foram estatisti-
camente significativas.
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FIGURA 2. Teores de treonina, serina, tirosina, fenilalanina e
lisina determinados para cada método na amostra
hidrolisado acido de caseina, em g/100g da amostra inte-
gra, nos dados corrigidos (Método 1: evaporador rotativo;
Método 2: camaras sob vacuo; Método 3: fluxo de argonio;
Método 4: neutralizacao).
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FIGURA 3. Comparacao entre os métodos para a amostra
caseina, através de valores relativos a média (Método 1:
evaporador rotativo; Método 2: camaras sob vacuo; Método
3: fluxo de argonio; Método 4: neutralizacao).

O Método 4 diferiu do Método 1 apenas para a
treonina na amostra farelo de soja e lisina na amostra
caseina. Entretanto, no conjunto, apresentou maiores
teores para a maioria dos aminoacidos.

Nas condicoes deste experimento, o método de
neutralizagao dos reagentes da hidrolise (Método 4), pro-
posto por SPITZ [28], CSAPO et al. [8], BECH-ANDERSEN
et al. [4], PECAVAR et al. [19] e CSAPO et al. [9], néo
ocasionou problemas de separacao dos aminoacidos.
Além disso, mostrou-se mais pratico e rapido para o pro-
cessamento de grandes quantidades de amostras, fato
também verificado por CSAPO et al. [8].

4 - CONCLUSOES

e A recuperacao para os aminoacidos sensiveis a
perdas variou em funcao do tipo de material anali-
sado e do método utilizado.

e Para a maioria dos aminoacidos, a maior taxa de
recuperacao foi encontrada com o método de
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neutralizacao dos reagentes de hidrolise, que tam-
bém mostrou-se mais rapido e pratico, atendendo
as necessidades de trabalho com um grande nu-
mero de amostras.

¢ Os métodos de evaporacao em evaporador rotativo
e aquecimento sob fluxo de argonio necessitam de
testes, considerando a protecdo dos aminoacidos
contra a aderéncia a parede do frasco de hidrolise.

¢ O método de evaporacao em camaras sob vacuo em
presenca de NaOH apresentou perdas significati-
vas para treonina e serina na amostra farelo de soja,
e treonina, serina e tirosina na amostra caseina.

¢ Nao foram observadas diferencas entre os méto-
dos para a amostra milho.
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