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Apresentacao

O conhecimento do teor de aminoacidos nos alimentos é informacéo valiosa para
nutricionistas e a industria de alimentos.

O objetivo deste trabalho foi ajustar metodologia para determinacdo quantitativa

‘é‘ dos niveis de aminoacidos protéicos em grao de milho, por cromatografia de
troca idnica, utilizando cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia (HPLC).

Hélio Teixeira Prates
PhD Pesquisador da Embrapa Milho e Sorgo
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Metodologia para Analise
de Aminoacidos proteicos
em Graos de Milho

Hélio Teixeira Prates

Introducao

A metodologia de analise de aminoacidos utiliza um técnica
laboriosa envolvendo varias etapas. Por outro lado, existe uma
variedade de equipamentos de diferentes tipos de fabricacéo,
0 que acrescenta mais variaveis a serem observadas para uma
boa execucdo da metodologia. Essas dificuldades sé podem
ser superadas desde que se fagam 0s ajustes necessarios para
cada caso e haja uma uniformizagdo de resultados. Essa
iniciativa foi tomada por Llames e Fontaine (1994), através de
um estudo colaborativo, em que foram abordados todos o
meétodos disponiveis.

Este trabalho tem como objetivo apresentar metodologia
ajustada para as condi¢cbes do Laboratorio de Agroquimica da
Embrapa Milho e Sorgo, com base naquela preconizada por
Llames e Fontaine (1994), através de trabalho em colaboracao
com a Profa. Eloisa de O. Simdes Saliba — Chefe do
Laboratoério de Nutricdo Animal do Departamento de Zootecnia
da Escola de Veterinaria da UFMG, utilizando cromatografico
liquido de alta eficiéncia (HPLC), adaptado com sistema de
analise de aminoacidos, modelo Shimadzu LC-10A.
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10 Metodologia para Andlise de Aminoacidos Protéicos em Graos de Milho

Metodologia

Andlise de Aminoéacidos Protéicos
Apobs recebimento da amostra moida, tritura-la

I Documentos22.p65

manualmente em gral até passar em peneira de 60 mesh.
A amostra deve ter um peso equivalente a 20 mg de
proteina bruta. Colocar em tubo de ensaio de 20 mL, com

tampa rosqueavel.

Acrescentar 10 mL de HCI 6 N, deixar no ultrassom por 5

min.

Retirar o ar do tubo injetando nitrogénio gasoso por 30
segundos, rosquear a tampa (bem vedada) e deixar em

estufa a 110°C, por um periodo de 24 h.

Retirar da estufa, deixar esfriar, filtrar em filtro Whatman
n° 1 (ou equivalente) para baldo de fundo redondo de 50

mL, lavando o filtrado com agua Milli-Q.

Evaporar até quase secura, no evaporador rotatério, a

60°C.

Transferir a amostra para baldo volumétrico de 10 mL e
completar o volume utilizando tampéo citrato pH 2,2
(durante a transferéncia, limpar bem o baldo contendo a
amostra com tampao citrato, para ndo deixar residuos).
Tomar 1 mL e colocar em baldo de 10 mL, completando o
volume com tampado citrato pH 2,2. Verificar o pH, que
deve estar entre 2,2 e 2,5 (caso contrario, ajusta-lo com

HCI ou NaOH).

Tomar 1 mL da amostra em seringa descartavel, filtrar em
unidade filtrante Millex (membrana PTFE, 0,22 mm de
didametro de poro e 13mm de diametro) e colocar no

amostrador automatico, para posterior inje¢cdo no

analisador de aminoacidos. O aminograma IV.1 mostra uma
mistura de padrfes dos aminoacidos protéicos e o
aminograma V.2, uma amostra de milho proveniente do

Laboratoério de Nutricdo Animal da UFMG.
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Metodologia para Andlise de Aminoacidos Protéicos em Gréaos de Milho 11

Importante:
1 — Os resultados de proteina bruta e gordura (%) devem
acompanhar a amostra para a analise de amino&cidos.

2 - As amostras devem ter, no maximo, até 5% de gordura.
Caso contrario, a analise de aminoacidos seré realizada no
residuo do extrato etéreo.

3 — A hidrdlise 4cida utilizada n&do quantifica metionina e
cistina, os quais sdo subestimados, sendo o triptofano
decomposto (Llames e Fontaine, 1994).

Andlise de Metionina e Cistina por Hidrélise Acida com
Pré-oxidacao
Para evitar a degradacéo de parte da metionina e cistina
durante a hidrdlise acida, esses aminoacidos foram
determinados numa segunda amostra, utilizando etapa de
-@— oxidac&do com &cido performico previamente a hidrélise acida. -@—
Dessa forma, a metionina € quantificada como metionina
sulfénica e a cisteina, como &cido cistéico.
Apo6s o recebimento da amostra moida, tritura-la
manualmente em gral até passar em peneira de 60 mesh.
A amostra deve ter um peso equivalente a 20 mg de
proteina bruta. Colocar em baldo de fundo redondo, com
capacidade de 50 mL.
Utilizando capela, adicionar 8 mL de acido perférmico e
deixar em banho de gelo por 4h. Colocar 0,3 mL de acido
bromidrico (48%), deixando 30 min. em banho de gelo .
Evaporar até quase secura, no evaporador rotatério, a
60°C .
Transferir para tubo de ensaio de 20 mL com tampa
rosqueavel, usando HCI 6N, até atingir aproximadamente
10 mL.
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12 Metodologia para Andlise de Aminoacidos Protéicos em Graos de Milho

Tampar o tubo (bem vedado) e colocar na estufa por um
periodo de 24 h.

Retirar da estufa, deixar esfriar, filtrar em filtro Whatman
n.1 (ou equivalente) para baldo do evaporador rotatério de

50 mL, lavando o filtrado com agua Milli-Q.

Evaporar até quase secura, no evaporador rotatorio, a

60°C .

Transferir a amostra para baldo volumétrico de 10 mL e
completar o volume utilizando tampéo citrato pH 2,2
(durante a transferéncia, limpar bem o baldo contendo a
amostra com tampao citrato, para ndo deixar residuos).
Tomar 1 mL e colocar em baldo de 10 mL, completando o
volume com tampéo citrato pH 6,0. Verificar o pH, que
deve estar entre 6,1 e 6,2 (caso contrario, ajusta-lo com

HCI ou NaOH).

_@_ - Tomar 1 mL da amostra em seringa descartavel, filtrar em
unidade filtrante Millex (membrana PTFE, 0,22 mm de
diametro de poro e 13mm de diametro) e colocar no

amostrador automatico, para posterior inje¢cdo no
analisador de aminoacidos. Metionina sulfénica

(aminograma 1V.3) e &cido cistéico (aminograma 1V.4).

Importante:

a) Os resultados de proteina bruta e gordura (%) devem
acompanhar a amostra, para a analise de aminoacidos.

b) As amostras devem ter no maximo 5% de gordura. Caso
contrario, a analise de aminoacidos sera realizada no residuo
do extrato etéreo.
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Preparo de solucBes para o analisador de aminoéacidos

Metodologia para Andlise de Aminoacidos Protéicos em Gréaos de Milho

Condicfes Analiticas do Analisador

de Aminoacidos

Fase movel
a ) Fase mével A (AA-MA):

Obs.: 0 pH das fases méveis A e B s6 devera ser ajustado 24 h apds o
preparo e deve ser lido em potenciémetro, com trés casas decimais. Fase

Encher 1/3 do volume de um baldo volumétrico de 2 L com

agua Milli-Q

Dissolver 39,2 g de citrato de sodio di-hidratado, sal tri-

sédico p.a (0,2 N)
Adicionar 140 mL de etanol 99,5 %, p.a

Acrescentar 33,3 mL de &cido perclérico 60%, p.a
Ajustar pH 3,22, com hidroxido de sédio p.a ou acido

perclorico p.a.

Completar volume para 2 litros com agua Milli-Q
%~ b) Fase mével B (AA-MB):

Encher 1/3 do volume de um baldo volumétrico de 2 L com

agua Milli-Q

Dissolver 117,6 g de citrato de sodio di-hidratado, sal tri-

sédico p.a (0,6 N)

Dissolver 24,8 g de acido borico p.a.(0,2 M)

Adicionar 60 mL de NaOH 4 M
Acertar o pH 10.0

Completar volume para 2 litros com agua Milli-Q
c) Fase movel C (AA-MC):
8 g de NaOH para 1000 mL de H,O (0,2 M)

movel A - pH 3,22 e fase mével B - pH 10,0.
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13

01/10/2003, 13:26

13



| EERNETT T[] +» N N e ||

14 Metodologia para Andlise de Aminoacidos Protéicos em Graos de Milho

Preparo de solugdes de reacdo pos-coluna

a) Solucéo de reacdo
Encher metade de um baldo volumétrico de 1 L com agua
Milli-Q
Dissolver os reagentes na seguinte sequéncia:
40,70 g de Na,CO; p.a
18,80 g de K,SO, p.a
13,57 g de H;BO; p.a
Completar volume para 1 litro.
b) Solugcdo pds-coluna de hipoclorito de sédio - NaClO (AA-
RA)
Colocar 0,2 mL de solugédo NaClO p.a. em baldo
volumétrico de 500 mL e completar com solucdo de reacao
preparada no item a
c) Solucéo de reacdo pos-coluna OPA — ortofitaldialdeido
é_ (AA-RB) é_
- Dissolver 400 mg de OPA em 7 mL de etanol (pureza para
HPLC) e transferir para baldo volumétrico de 500 mL
Adicionar 1 mL de 2-mercaptoethanol p.a
Completar o volume com solucao de reacdo preparada no
item a

Obs.: as solucdes de fase movel A (AA-MA), B (AA-MB) e C
(AA-MC) e de pd6s-coluna A (AA-RA) e B (AA-RB) devem ser
filtradas com filtro de membrana de diametro de poro de
0,45mm e degaseificadas em ultrassom, antes de serem
usadas no analisador de aminoacidos.

d) Solucéo de acido perférmico (100 mL) para abertura de
amostra para analise de metionina
Colocar, em um erlenmeyer de 125 mL, 10 mL de perdxido
de hidrogénio (H,0,) 30% p.a.
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Metodologia para Andlise de Aminoacidos Protéicos em Gréaos de Milho

Acrescentar 90 mL de &cido férmico 88% p.a e deixar em
repouso por 30 min.
Em seguida, deixar em banho de gelo por 15 min.

Obs.: a solucdo deve ser preparada no dia da analise

e) Solucédo de Citrato (100 ml) para diluicdo das amostras para
injecdo no analisador de aminoacidos.
Pesar 1,961 g de citrato de sodio di-hidratado, sal tri-
sodico p.a para 100mL de H,O (0,2 N)

Obs.: ajustar pH da solucdo 2,2 para os aminoacidos e 6,0
para a metionina e cistina

Importante:

Os reagentes a serem utilizados devem ser de boa qualidade,

sendo que, para as fases méveis, devem ser de qualidade tipo
“SIGMA ULTRA”. Esse cuidado deve ser observado, para nao
se colocar em risco a coluna do analisador de aminoacidos.

Condicfes analiticas do analisador de aminoacidos

Volume de injecdo: 10 n
Temperatura de forno: 60°C
Detetor de fluorescéncia: EX | 350 nm
EM | 450 nm
Coluna de separacéo : Shim-pack Amino-Na
Coluna Trap de Aménia : Shim-pack ISC-30Na
Para a separacdo dos aminoéacidos, usar fase movel A, B e C,
de acordo com o seguinte gradiente:
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16 Metodologia para Andlise de Aminoacidos Protéicos em Graos de Milho
Time (min.} Function VYalue
Q.00 Conc. B L]
153.00 Conc. B 7
17.20 Cone. & 8
17.21 Cone. B 11
200 80) Cone. B 11
20.81 Cone, B 1]
2200 Conc. B S8
2241 Conc. B 100
2R.R0 Salenoid Yalve 1
2930 Conc, B L0
24931 Cone. B 0
33.00 Solenoid YValve o
3500 T. Flow 0.6
3630 T. Flow 0.7
43 30) T. Flow 0.7
44 00 T. Flow 0.6

@“ 45.00 Stop { @“

a) 0-9 min - fase movel A
b) = 35 min - fase moével C

Para a reacdo de derivatizacdo pds-coluna, usar solucdes:

AA-RA - solucdo NaClO
AA-RB - solugdo OPA

Consideracdes finais

A andlise de triptofano € normalmente realizada por
espectrofotometria.
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18 Metodologia para Andlise de Aminoacidos Protéicos em Graos de Milho

Aminogramas

Aminograma de mistura de padrées com 10 ppm de cada
aminoacido

Data:METOD ALY . DAY
ChronzHETOD R4S . G

e

4004

2

Method dANTHOBAZ . HET
EGack chrom:IHETODESE.C1

Th=1

Lewzl 320502

Attenzy

1
fr
- Ijrul &
1 I
- ‘:.I W A
:‘ i ;-” I A J J] A
& ) I "\ A lLJ,umﬂ N
I o o n a0 i
** Peak Report ** METOD044.D01 02/03/26 08:25:40
FEYN  TIVME  AREA  HEIGHT [ MK PN CONC NAME
L G640 3642172 151794 | 100000 Asp
2 TR 4438921 541 P (IR Thr
3 HAHT | 5144033 134643 3 HLAMG Her
4 Uhs2 36843 114736 4 LA Laln
5 10,730 | 267458 B7T74 5 LU Anipgy Pro
4 14093 T7indR8 250621 6 (LRI Cly
o 15151 4963230 157545 T 10,0000 Aln
i 19580 4112724 6RO 0 LKL Yul
4 i KTRI RS 1T BGSTY 1 1 Abb P er
16} 26030 | dGdHNT 1TTHST 11 (LRI I .eu
ih 27.281  3MITAS 143170 12 100000 Leu
12 28506 1844401 H3056 13 ALIRILITL) Tir
13 29.255 | H2443R 122143 14 HLAbivibe I"he
14 041 MTI654 17TR3ZS 15 10 His
15 JLE30 | 3TA4 21854 14 LIRITHI lLis
14 33T TINKI0 13142 T (LRI NH3
17 35036 2XUU4SG DH494 18 10000y Arg
TOTAL S3MI09e 2153810 169,999
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Metodologia para Andlise de Aminoacidos Protéicos em Gréaos de Milho 19

Aminograma de amostra de milho proveniente da UFMG

Data:HETODATA. DA Methond DARTHOAGESE . HET Ch=1
Chrom:-MCTODOY 0. Cd1 Back chronzHETODREES . CiA AT 210  Lewd 850713 Atten:cy

400+

** Peak Report ** METODO070.D01  02/04/02 14:41:24

PhoN) TIME AREA HEIGHT  ¥K NG LIONC MNAME
| 03z E RIS 2370 1 243137 Asp
2 TRE3 SO0 227076 2 1415540 Thr
3 B.204 47407 209311 k) 12,6049 Ser
4 b.390 ksG] 2 IYATIS 4 S2.02512 Gln
% TS TS 202 = 24.TRGd Fro
3 14036 4RURNE2 Tnlsl L[] T3 Gly
i 15100 41046 155771 T 155773 Ala
i 19,587 5320328 109443 L 14,3081 ¥al
9 st HERUIT 7904 ] 55782 Mlet
10 1434 IR24885 12523 11 3345 ILcu
1L 150147 14497 130346 12 310633 Lau
12 27094 1665354 35462 13 134831 Tir
13 e R 2721016 UThIS 14 127514 Phe
14 I35 25241 1337 15 124170 Hix
{3 ILEN2 1670E H21rd 16 122621 I.is
1i X3ILT 1Ia3ahs 207A0 17 20,3863 NH3
17 35040 2e 113407 Lyzs 14 16,211 1 Arg
TOTAL HETHSASY 24114011 JE.THET
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20 Metodologia para Andlise de Aminoacidos Protéicos em Graos de Milho

Aminograma de metionina sulfénica em amostra de milho

IHP

DatatHETODALT . Dl
Chrom-METODINEF .CE1

A00-

** Peak Report **

Hethod ;AMIM0DRAZ .MET  Ch=1

Back chron:HETODASE . Lo

METODO047.D01

BT 000 Lewel ABTGTT Attenzy

02/03/26 11:12:12

PENO TIME AREA HEIGHT MK IDNO  CONC  NAME
1 0382 EWRE KL 183336 1 432619 Mt
TOTAL 4934399 183536 43.2619
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Metodologia para Andlise de Aminoacidos Protéicos em Gréaos de Milho

Aminograma de acido cistéico da amostra de milho IHP

Data:METODEUT.0DAT  Method ANTHOBAZ .HET  Gh=1
CheonZHETOD 04T . L1 EBack chrom:IMETODESSE . Cdl Rttenzd

e —

** Peak Report ** METODO047.D01 02/03/26  11:12:12

PENO  TIME AREA HEIGHT MK IDNO CONC  NAME

1 2287 2M4T7TIH 153384 1 24.5241 Cys
TOTAT. 2447718 133384 24,5241
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