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Desenvolvimento de método analitico para determindg da composicao de

aminoacidos em proteina de soja utilizando sisten&lA com pervaporacao

Autora: Mirian Suellen Camargo Pedroso

Orientador: Prof. Dr Claudio C. Oliveira

Resumo

Neste trabalho é proposto o desenvolvimento e i@agglo de método analitico
envolvendo sistema de analise por injecdo seque(BlA) e pervaporacdo para
quantificacdo de aminoacidos em hidrolisado deejpmat A determinacdo quantitativa
dos aminoacidos foi realizada através do monitordonge CQ liberado durante reagéo
de derivatizacdo com ninhidrina. O gas produzidonvertido a eletrdlito, foi
monitorado por detector eletroquimico, sendo taagtapas do processo executadas
automaticamente por comandos programados via cae@utDurante a validacdo do
método este se mostrou linear, preciso e selefiimearidade foi testada na faixa de
0,5-3,5 mmol %, com R > 0,991. A repetibilidade apresentou valor dedip#,83. O
método foi aplicado a solucdo de aminoacidos isslael em hidrolisado bruto de
proteina de soja, sendo o ultimo para determinagaoconteido de aminoacidos em
proteina. Resultados obtidos através do métodooptope do método tradicional de
Kjeldahl aplicados a quantificacdo de aminodcidws oteina concentrada de soja
comercial foram comparados e apresentaram valoéesnos de teor de aminoéacidos,
em meédia de 70,03 g/100 g e 72,79 g/100 g de amasspectivamente. O tempo de
andlise para quantificacdo em SIA foi de 5 minripdo hidrolisado da proteina.



Development of analytical method to determination bamino acids composition

in soybean protein by SIA system with pervaporation

Author: Mirian Suellen Camargo Pedroso
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Abstract

In this work is proposed the development and appba of an analytical method
using sequential injection analysis (SIA) and pporation to quantify amino acid in
protein hydrolyzed. The quantitative determinatairthe amino acids was carried out
by monitoring the C@released during ninhydrin derivatization reactidhe produced
gas, converted to electrolyte, was monitored bygtedehemical detector, and all the
process steps were performed automatically by progd commands by computer.
During validation the method it was proved to beedr, accurate and selective. The
linearity was tested in the range of 0.5-3.5 mnig| with R? > 0.991. The repeatability
presented rsd 4.83. The method was applied to siraBolated amino acid in solution
and in hydrolyzed crude of soybean protein, belmg latter for determination of amino
acid content of protein. The results obtained lgypgloposed method were compared to
those obtained by Kjeldahl traditional method ie #As quantitation in market soy
protein concentrates and produced value close tocatids assay, 70.03 g/100 g and
72.79 g/100 g of sample, respectively. The timguntification by SIA method was 5

min from the hydrolyzed protein.
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1. INTRODUCAO

Andlise da composicdo de aminoacidos (AAs) em pragecorresponde a uma
das mais importantes determinacdes nas areas deedimna, clinica, alimentos,
histoquimica, microbiologia, nutricdo e estudo denfas. A relevancia do estudo se
deve as atividades biologicas realizadas pelagipat na manutencédo dos seres Vivos,
onde desempenham atividades imunologicas, de ogéstre reparo de tecidos,
reguladoras, como hormoénios e etc (BARRET & ELMORR98); (FRIEDMAN,
2004).

Entre as técnicas utilizadas atualmente na anddissmposicao de aminoacidos
0o método de Kjeldahl, de 1883, corresponde a um rdas antigos (American
Association of Cereal Chemists, 1995). A sua peé@neaia nos dias atuais se deve,
principalmente, a rapidez e baixo custo da an&kse necessidade de tratamento da
amostra. O principio da analise que, envolve decsipfio da matéria e determinacéo
de nitrogénio liberado, tem por maior desvantageshlpmas de interferentes de matriz
em amostras com alto teor de nitrogénio ndo aduwiledaminoacidos proteicos.

Nas ultimas décadas inumeros métodos de analisemil@oacidos tém sido
desenvolvidos (FRIEDMAN, 2004); (HARDING & WARENF@R 1916);
(MACFADYEN & FOWLER, 1950); (YEMM & COCKING, 1955);(MAKKAR,
DAWRA, & SINGH, 1987); (MARKS, BUCHSBAUM, & SWAIN, 1985);
(MAKKAR, DAWRA, & SINGH, 1987). Para estas aplica® no estudo de
aminoacidos em proteinas, todas as propostasasiatl que ocorre para o0 método de
Kjeldahl, faz-se necessario que os aminoacidogaestévres em solucdo para sua
quantificacdo. Deste modo, para atingir este radalt processos de hidrélise sao
geralmente aplicados. Apos a hidrdlise, algunsedasietodos necessitam de tratamento
da amostra antes de sua determinacdo quantitetivey exemplo processos extrativos,
derivatizacdes e separacdo cromatogréafica. As irasnetapas analiticas e o uso de
equipamentos de alto custo tornam estes métod@zv@is, dependendo do objetivo da
analise. Para andlise da composicdo de aminoacglemdo se objetiva apenas
determinar a por¢cdo de amostra correspondente et®iqa, os métodos rapidos e de
baixo custo tém maior aceitacao.

Em 1910, Siegfried Ruhemann descobriu a reacadiy@osle ninhidrina com
aminoacidos para producdo de um composto de cqumir(dicetohidrindilideno-
dicetohidrindamina), C&e aldeido. O primeiro produto da reagdo menciopade ser

1



determinado por andlise espectrofotométrica e amdicconcentracdo de aminoacidos na
amostra (MACCALDIN, 1960). Esta forma de determa@magle aminoacidos segue o
exemplo do método de Kjeldahl ao que se refereaatagens e desvantagens, sendo
relativamente rapido e de baixo custo; apresentamtcetanto, baixa seletividade, pois
a ninhidrina reage com outras substancias nitragenproduzindo a mesma coloracao
(FRIEDMAN, 2004).

Para os métodos que utilizam a reagdo ninhidrimaaminoacidos as inovacgdes
apresentadas ao longo dos anos sdo mais frequgrdesquelas apresentadas para o
método de Kjeldahl. Os resultados das inovacOeslezivdo processos de separacao
cromatografica pré- e poés-coluna (STARCHER, 20dgmonstram aumento na
seletividade do método, porém o uso de processwsatograficos limita a carga de
matriz na amostra e torna 0 processo custoso.

Neste sentido, a substituicdo de técnicas de sgm@omatograficas por nao
cromatograficas (pervaporacdo, dialise, etc) aptese vantagens, possibilitando
aumento da seletividade sem as limitagbes impqestéess técnicas cromatograficas,
desde que respeitado os principios de separacatvelos.

O sistema de analise de injecdo sequencial (SIA) pervaporacdao permite
andlise automética ou semi-automética de compestateis produzidos em reacdes ou
presentes em solucdo. A analise em fluxo automatidaterminacéo, reduz os erros
analiticos inseridos por operacdes humanas e aaradréquéncia analitica, tornando o
método mais rapido quando comparado aos converngjogeldahl e ninhidrina-
aminoacido (espectrofotométrico).

A pervaporacado inova o método de reacao ninhidama aminoacidos, separa o
CO, dos demais componentes de matriz e permite agsiamtificar aminoacidos sem
tratamento prévio da amostra, contribuindo conpalez do método e seu baixo custo.

Desta forma, a analise da composicdo de aminoeinogroteinas pode ser
realizada através da reacdo ninhidrina com amidoacide forma rapida, semi-
automatica, com baixo custo e maior seletividadanda comparado ao método

espectrofotométrico, sendo esta a hipotese dareedissertacao.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aminoacidos comuns
Aminoacidos comuns (AAs) correspondem a um grupeafco constituido

por 20 L-aminoacidos (Fig. 1) caracterizados pekesgnca simultdnea dos grupos
funcionais amino (-Nb) e acidos (-COOH). Estas moléculas podem ser ¢raoas em
diversas fontes de origem vegetal ou animal, estgmdsentes na forma “livre” ou
polimerizada, como peptideos e proteinas (BARREHL&IORE, 1998).

Os aminoéacidos comuns sao divididos em essencia#® essenciais. O termo
“essencial” difere de espécie para espécie, dalaamm a necessidade do organismo
em ingerir certos aminoacidos que nao podem statigiamdos pelo préprio organismo e,
que sdo utilizados na sintese de suas proteinasnf@®acidos essenciais para 0s
humanos sdo os L-enantibmeros de leucina, valsaeucina, lisina, metionina,
treonina, fenilalanina, histidina e triptofano. Poeio destes aminoacidos ocorre a
sintese dos demais aminoécidos comuns, sendodestess classificados como “néo

essenciais”.
Tabela 1.Aminoacidos comuns
Nome Simbolo Essencial para
3 letras 1 letra humanos
Aminoécidos &cidos
Acido Aspartico Asp D N&o
Acido Glutamico Glu E N&o
Aminoécidos neutros
Alanina Ala A N&o
Aspargina Asn N N&o
Cisteina Cys C Nao
Glutamina GIn Q Nao
Glicina Gly G Nao
Isoleucina lle I Sim
Leucina Leu L Sim
Metionina Met M Sim
Fenilalanina Phe F Sim
Serina Ser S N&o
Treonina Thr T Sim
Triptofano Try W Sim
Tirosina Tyr Y N&o




Valina Val V Sim
Aminoacidos Basicos

Arginina Arg R Sim
Histidina His H Sim
Lisina Lys K Sim
Iminoé&cido

Prolina Pro P N&o

(COOPER, PACKER, & WILLIAMS, 2000)

OH B MH; OH
/ 2 Eae HO ~—OH
0 / P —\ — o }_,f
_ HO™ T ET / =0 >—4‘{ d
: \ NH
HN NH, HO H,N  OH 2
Valina Leucina Isoleucina Treonina Serina
o o 0 o
HaN Il oH HU_JJ\.E_,,-*'%\H/#MU_,NHZ HD_JK_,-’M - MNH3
2 »L.“_f"‘n.cH E Tf
Gl NH; NH2 NHQ o]
Icina Alanina Lisina Aspargina
a] o NH 0 0
HO J,a—SH
,—” -~ .OH Vv f - _,J'IH_ Pt
Ho Y Y amt HD)J\__/\"“ N UNH,  HOT ‘“f"”\NHg
) NH; O 0 NH MHz H NH;
Acido aspartico Cisteina Arginina Glutamina
O 8] Q W H
G””““J’h“"ﬂ\ "0 {]Jl N f_: },_{?D ['N fffp
Hi _; H H T 4 j 4
NH- NH. HaN OH OH
Acido glutamico IMetionina Fenilalanina Prolina
?
HO NH i 0
G- N~ L
I FN v sl OH
o ¢ % on ={ | N, ¢ I l/
l'\:."f T HM~— MNH;
. H -
Tirosina Triptofano Histidina

Figura 1. Estrutura dos aminoacidos comuns.

2.2 Andlise da composi¢cao de aminoacidos comuns

Devido a importancia dos AAs em suas mais variddases e formas de
apresentacao, pesquisas de desenvolvimento de osédadliticos para a quantificacéo
de AAs sédo frequentemente realizadas. Métodos eendd processos de derivatizagdo
(MOULIN, DELEU, LARHER, & BOUCHEREAU, 2002); (IWASW OZAWA,
IKUTA, & ONO, 1995), pré-separacdo em colunas aedribnica (FRIEDMAN &
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NOMA, Methods and problems in chromatographic asialyf sulfur amino acids,
1975); (LE BOUCHER, CHARRET, COUDRAY-LUCAS, GIBOUD®S, &
CYNOBER, 1997) e analise por cromatografia liqui@aalta eficiéncia (CLAE) com
deteccao por espectrofotometria UV-Vis (IWASW, OZAWKUTA, & ONO, 1995),
por espalhamento de luz, ELSD (do inglés Evaparatiigth Scattering Detector)
(PENNANEC, PETRITIS, & DREUX, 2004), ou cromatogeakm camada delgada
(CCD) (BARRET & ELMORE, 1998) estdo entre os mdibaados.

2.3Derivatizagdo com ninhidrina

Grande parte das técnicas analiticas utilizadapiaatificacdo dos aminoacidos
requer processos de derivatizacdo. Meétodos de ifjcapfio envolvendo
espectrofotometria UV-Vis requerem esta etapa, wea que a maioria dos
aminoacidos, exceto tirosina, fenilalanina e tfgo, ndo absorvem significativamente
a radiacdo eletromagnética na regido do UV (2004®). Os grupos cromoforos
amino, carboxil e amida presentes nos aminoacmissuem baixa absortividade molar
(¢) nesta faixa do espectro-eletromagnético (BARRETEERMORE, 1998), nao
oferecendo sensibilidade apropriada a técnica.

Em métodos que utilizam a derivatizacdo com o dlgjetle tornar os AAs
detectaveis por espectrofotometria UV-Vis, umam@agdes amplamente utilizadas € a
derivatizacado de aminoacidos com ninhidrina (ELFRK2005).

A reacdo de AAs com ninhidrina produz o composteetdhidrindilideno-
dicetohidrindamina, (DYDA - do inglés diketohydrilidlene-diketohydrindamine) de
Amax 570 nm e = 22000 L.mof.cm! (WEST, 1965). A reacéo foi descoberta em
1910, por Siegfried Ruhemann, sendo o compostoéammimnhecido como purpura de
Ruhemann (RP) (MACCALDIN, 1960).

Estudos da reacdo de ninhidrina com aminoacidosR®IAG V. J., 1916);
(MACFADYEN & FOWLER, 1950); (YEMM & COCKING, 1955)aminas (MARKS,
BUCHSBAUM, & SWAIN, 1985), amidas (HARDING & WARENBRD, 1916),
proteinas, peptideos (MARKS, BUCHSBAUM, & SWAIN, 88); (MARKS,
GLYPHIS, & LEIGHTON, 1987); (MAKKAR, DAWRA, & SINGH 1987) e mesmo a
determinacdo de amoénia em solucdo (HARDING & WARBERD, 1916),

especialmente, nas areas de biomedicina, clinicagrsos, forense, histoquimica,



nutricdo e no estudo de plantas, sdo realizadostamiemente em laboratérios do
mundo todo (FRIEDMAN, 2004).

Quando o objetivo da andlise é quantificar indiglchente cada aminoacido
livre em uma solucédo contendo varios AAs, a dedegfio com ninhidrina apresenta
dificuldades, pois todos os aminoacidos, com exxeegdprolina e lisina (FRIEDMAN,
2004), reagem com ninhidrina produzindo o compd3k Desta forma, sem um
processo de pré-separacao (exemplo: cromatogeaftay da etapa de deteccdo, ndo €
possivel a determinacéo individual dos residucdanelo apenas a possibilidade de se
determinar a quantidade total de aminoacidos presema amostra (STARCHER,
2001).

Além disso, a reacdo de ninhidrina com uma varied#el outras substancias
afeta a seletividade dos métodos analiticos egpettimétricos para AAs. Substancias
tais como, iminoacidos (acido pipecdlico, prolir@pinas aromaticas (alanina), acidos
nucléicos (citosina, guanina), aminoacidos polifanais (arginina, aspargina, cisteina,
triptofano), além de frutose, acido levulinico, dicisialico e ions cianeto; também
reagem com ninhidrina (FRIEDMAN, 2004). Algumas tdss substancias sao
encontradas em amostras de origem vegetal e animal.

Deste modo, analises como as de determinacédo deictmnde amino4cidos em
proteinas ou aminoacidos livres em extrato bruteesointerferéncia quando o método
espectrofotométrico é empregado.

Uma das vias para se melhorar a seletividade dodoéde derivatizacdo de
AAs com ninhidrina é realizar a quantificacdo afavlo monitoramento dos outros
produtos da reagdo, G@ aldeidos (RCHO).

Segundo o mecanismo da reacdo (Fig. 2) (FRIEDMADD42, o aldeido é
formado em um processo de hidrélise que ocorre apbapa de descarboxilacdo, sendo
0S processos essencialmente irreversiveis (FRIEDN2ARA).

O aldeido formado € um produto Unico para cada @wido, durante a reagao
com ninhidrina, o aldeido produzido dependera dkeiealateral (ramificacée-R) do
aminoacido e sua producédo segue estequiometriS8TARCHER, 2001). Embora esta
singularidade contribua para a quantificacédo imllial dos AAs em uma mistura, esta
forma de quantificacdo € pouco utilizada devido difsculdades impostas pelas
propriedades fisico-quimicas e quimicas destes ostop. A grande diferenca do ponto
de ebulicdo, P.E., entre os aldeidos mais volatsiesmplo formaldeido, volétil a
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temperatura ambiente, e os de baixa volatilidadieuttam a utilizacdo de uma unica
técnica de separacao para esta classe de compostos.

Assim, técnicas como a cromatografia em fase gassmamente pode ser
empregada na separacdo de alguns destes aldeiddsK®, ORO, & KIMBALL,
1960). Outro problema refere-se as reacOes pasabida ninhidrina com aldeidos
(FRIEDMAN, 2004), o que dificulta a elaboragdo détodo analitico Unico para a
quantificacao dos principais aminoécidos.

O CQ, também produzido na reacgdo, nao possibilita atgicacao individual
de cada aminoacido sem que haja processos depaés@o, assim como visto para o
composto RP. No entanto, quando este € o produtealzio a ser quantificado, a
seletividade do método pode se tornar mais proéauecido que a quantificacdo
espectrofotométrica. O GQprovem do grupo acido do AA e é liberado durante o
estabelecimento da ligacdo de ninhidrina com oaampino do AA. Outra vantagem
do uso de Co@refere-se as andlises de AAs em que as amostsasgin componentes
de matriz; tais como, acucares (frutose, glicosdpGNE & LARHER, 1992),
pigmentos (clorofila) e compostos nitrogenados rgtos, nitritos e amonia)
(LOURENGCO, BARBARINO, DE-PAULA, PEREIRA, & MARQUEZ2002), que em
sua forma livre ou condensada com ninhidrina aptese absor¢do da radiagdo na
regido do UV-Vis.
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Figura 2. Mecanismo da reacdo deaminoacidos com ninhidrina

Apesar das vantagens da quantificacdo de $00Ore a de RP, ambos produzidos
na reacao de AAs com ninhidrina, o numero de pablies de metodologias analiticas
envolvendo o primeiro produto € bastante reduzfds.poucos métodos existentes
utilizam técnicas titrimétricas (SLYKE, MACFADYEN& HAMILTON, 1941);
(SMITH & AGIZA, 1951), com baixa frequéncia anatéi (6 amostra/hora), baixa
sensibilidade (evolugdo minima de 0,15 mg de)@alto consumo de ninhidrina por
amostra (50 mg). Estes métodos sdo antigos e @@l dédproducdo, pois tratam de
amostras gasosas e de métodos de titulacdo derapradoando-os inviaveis para

analises de rotina.



2.4Proteinas

Proteinas ou polipeptideos sédo longas estruturdismégwas de peptideos
formados pela condensacdo de moléculasa,d@ e y-aminoécidos (BARRET &
ELMORE, 1998).

As proteinas séo essenciais para todas as formagdadéNo corpo humano estas
macromoléculas realizam tarefas como construc@paracdo dos tecidos; transporte
de nutrientes; contragdes musculares; fornecimgmenergia; manutencdo da saude da
pele, cabelos e unhas; protecdo e regulagem dmisnga, sendo estas as principais
moléculas com func&o imunolégica, enzimatica e lomath (BARRET & ELMORE,
1998); (The Role of Protein in Humans: How Protétietp Maintain Life).

A sintese destas macromoléculas ocorre dentro élatas. Os aminoacidos
presentes no citoplasma sdo capturados pelo RNAgamizados por acéo ribossémica
em sequéncias especificas, de acordo com o coaigétigo. Entre os mais de 700
aminoacidos conhecidos apenas um grupo de 20 Ledcions, 19 aminoacidos e 1
iminoacido, participam da sintese proteica em aélllumanas. Devido a esta funcéo
especifica, este grupo de aminoacidos é distinglndademais por alguns autores como
aminoacidos comuns, codificados ou de proteina (BBER& ELMORE, 1998).

2.5Analise da composicao de aminoacidos em proteinas

Andlise da composicdo de aminoacidos € uma téarl@ssica utilizada na
determinacdo do contetudo de proteinas. A técnicdhaseia na ideia de que a
composicdo de aminoacidos e o numero de residubgidnais presentes em um
polipeptideo sdo caracteristicos de cada peptiqaoteina. Com a incorporacdo dos
analisadores automaticos, o método tem sido umie paaportante no estudo das
proteinas, demonstrando grande aplicacdo na arbebgi@imica, analise de alimentos,
microbiologia, clinica, estudos de diagnosticosseidns de controle de qualidade de
proteinas com fins farmacéuticos, sendo indispets@v identificacdo e quantificacao
destas macromoléculas (FOUNTOULAKIS & LAHM, 1998).

A determinacdo da composicdo de polipeptideos € pumeesso analitico
geralmente consistindo de duas etapas, hidrolisgleta do substrato para liberacéo

dos residuos, seguida da quantificagcdo dos amutmstberados.



2.5.1 Etapa 1: Hidrdlise de proteinas

Hidrélise € uma etapa importante e seu bom desdmp&mpré-requisito para o
sucesso da analise. Estudos comparativos costupraseatar erros no desempenho da
hidrolise que, sdo os principais responsaveis petaiacdes na determinacdo dos
compostos.

Melhorias que resultam em maior sensibilidade,igé®c quantificacao residual,
velocidade e automacédo das analises séo frequerteeneportadas (FOUNTOULAKIS
& LAHM, 1998); (JOERGENSEN & THESTRUP, 1995); (PECAR, PROSEK,
FERCEJ-TEMELJOTOV, & MARSEL, 1990); (BAXTER, et al2007); (WEISS,
MANNEBERG, JURANCILLE, LAHN, & FOUNTOULAKIS, 1998). Os
desenvolvimentos mais importantes sdo: O uso dag&a micro-ondas para hidrolise
de amostras; a continua substituicdo da classioea tibnica por analises em
cromatografia com fase reversa e; a aplicacao @lssarda composicao de aminoacidos
na identificacdo de proteinas em larga escala. Mant, para determinacdo dos
residuos de aminoacidos gerados durante a etapédiadise, métodos classicos de
quantificacdo de aminoacidos sado utilizados engsargde maioria.

O principio da hidrolise de proteinas consisteilmaracdo quantitativa de todos
0s aminod&cidos no substrato através da quebraigiadés peptidicas por meio de
processos quimicos ou bioquimicos.

Alguns fatores podem afetar o processo completohidedlise, tais como
temperatura, tempo, agente hidrolisante e aditékasombinacdo destes fatores € critica
para a determinacdo dos residuos e, suas inflg€séim largamente investigadas por
“tentativa e erro”. E relativamente facil obter uarsélise exata da mistura de padrbes
de aminoacidos ou de um peptideo de cadeia cubtaapidrélise, mas é muito dificil
obter resultados exatos na andlise de uma prote&taapds sua hidrdlise. Devido a
dificuldade de se determinar o teor de proteinasemstras, muitos trabalhos buscam
desenvolver etapas de purificacdo e transformagg@dutiveis para a quantificacéo
destas macromoléculas (FOUNTOULAKIS & LAHM, 1998).

O grande numero de amostras diversificadas queisi@mimente analisadas em
laboratorio torna a escolha do método de hidr@didequado dependente do objetivo
principal da andalise em particular. A hidrélise pagr realiza por via quimica (hidrélise
acida ou basica) ou bioquimica (hidrolise enzinadti€Em sua maioria, as condi¢cdes
acidas demonstram preferéncia.
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Tabela 2.Agentes utilizados em hidrélise &cida de proteinas

Agente Condicoes Residuos
gent ) 9,. Aditivos determinados
hidrolisante da hidrélise .,
pelo método
Todos os residuos
-1 O, )
1 HCI 6 mol.L: 110°C, 24 h Fenol 0,02% exceto Cys e Ti
HCI 6 mol.L! ou
o Acido . 110°C,24h  Azida de Sédio Cys
Metanossulfonico
(AMS) 4 mol.L? ]
Acido Tioglicolico 5%,
3  HCI6 mol.Lt 110°C, 18 h  Fenol 0,1%, &cido 3,3- Cys
Ditiodipropionicc
Amostras previgmente
4  HCI 6 mol.L? 145°C, 4 h  oxidadas com Acido Cys, Met, Lys
Perférmicc
5 AMS4molLl  145°C,4h  3-(2-Aminoetiindol | Sulfoxidode
Metionine
Amostras previamente
6 AMS 4 mol.L! 115°C, 22 h alcalinizadas com Todos os residuos
Triptaming
(o]
7 AMS 4 mol.L? rln?r? C,45 Todos os residuos
Oxidac&o com Acido
1 150°C, 90 P .
8 AMS 4 mol.L min Performico a 50 °C por Todos os residuos
) 10 mir
AR _150°C, 90 Sulféxido de
9  p-Toluenosulfénico . S
1 min metionina
3mol.L
HCl:Acido o ] :
10 Propionico (1:1) 12 150 C, 90 Peptl'deos ligados
a min a resinas
mol.L
HCl:Acido Micro-ondas , .
11 Propionico (1:1) 12 840w, 1-7 Peptideos ligados
ry i aresinas
moI.L min
Acido p- Micro-ondas, Peptideos ligados
12 . . )
Toluenosulfénic 15 mir a resina
Micro-ondas
13 DCI em potenua Resu,:iuqs
media, 30 sensiveis
min
Acido o
14 Mercaptoetanosul- rln7|r? C 125 Cys, Try
fonico 2,5mol.L?
HCI:TFA (6:3) 6 o Acido Ditioglicélico,
5 ol 120°C, 160 ool 10 S
16 HCI Try
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17 HCI 110°C, 24 B-Mercaptoetanol 0,4 Try

166°C, 25
18 HCI min ou 145, 4 Fenol 3% Try
h
19 HCI 145°C, 4 | Triptamine Try
Triptamina, 3-(2-
O Ve
20 HCI 6 mol.L? %‘iiec’aigsa) Aminoetil)indol, Acido  Try
9 tioglicélico 5%
o - Ve
21 TEAHCI (1:2) ﬁﬁﬁ €. 2550 Acido tioglicolico 5% Try, Met
HCI 7 mol.L?, e
22 TFA 10% Acido tioglicélico, Indol  Try
Acido 176°C, 25
23 Mercaptoetanossul min (fase Try
fénico gasose

(FOUNTOULAKIS & LAHM, 1998)

2.5.1.1Hidrdlise com &cido cloridrico

O tratamento com &acido cloridrico € o método maizado em hidrolise acida.
As propriedades fisico-quimicas deste reagenteifgma realizacdo da hidrolise tanto
em fase liquida como gasosa, podendo este sematimida solucdo por evaporacdo
apos o tratamento. Deste modo, o hidrolisado paereconstituido em volume
reduzido de tampéo e a analise realizada com um#epa quantidade de substrato, um
fator critico e limitante na avaliacdo da determ@tade algumas proteinas.

A hidrélise acida convencional utiliza como agehigrolisante HCI 6 mol.t.

A amostra é aquecida a uma temperatura de 110°@aeuo por 20 a 24 h (WEISS,
MANNEBERG, JURANCILLE, LAHN, & FOUNTOULAKIS, 1998).Sob estas
condicbes, os aminoacidos aspargina e glutamingz@@pletamente hidrolisados para
acido aspartico e acido glutamico, respectivameitgptofano é completamente
destruido e cisteina ndo pode ser determinadaandiegtte. Tirosina é parcialmente
destruida por tracos de impureza presentes noeapginblisante. Serina e treonina séo
parcialmente hidrolisadas, sofrendo perda de 106gerBspectivamente. Para os dois
ultimos aminoacidos, fatores de correcdo podenesgregados se for desejada uma
quantificacao exata (FOUNTOULAKIS & LAHM, 1998).

Darragh et al. reproduziram por diversas vezestodnéde hidrolise com HCI 6
mol.L't a 110°C, variando o tempo de hidrdlise de 2 ahll4bm objetivo de avaliar a
perda de aminoacidos durante a hidrolise acidamamres perdas foram observadas
para cisteina e serina (DARRACH, GARRICK, MOUGHAR&I,HENDRIKS, 1996).
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Agentes protetores, tais como fenol, acido tiodjkod mercaptoetanol, indol ou
triptamina, sdo adicionados a amostra para re@uperda de varios destes residuos
durante a hidrdlise.

A sequéncia dos aminoacidos no substrato é cgtica o resultado da hidrolise.
A cadeia alifatica dos aminoacidos causa impedimestérico e estruturas terciarias
das proteinas afetam o grau de desdobramento. <lduoss com maior grau de
dificuldade para quebra de suas ligacfes sao opapseiem aminoacidos alifaticos, tais
como os dipeptideos de sequéncia lle-lle, Val-Walyal, os quais sdo particularmente
resistentes a hidrélise, com rendimento de quebrsuds ligacdes entre 50 e 70% nas
condigdes de hidrdlise para o método acido conweati(HCI 6 mol.%, 100°C por 24
h). Hidrolises por 92 h ou até 120 h podem ser gsgg@s para garantir a clivagem
guantitativa destas ligacbes (FOUNTOULAKIS & LAHM998). Porém, durante
processos prolongados de hidrélise, muitos doduesisensiveis sofrem perdas ainda
maiores.

Hidrélise em fase gasosa apresenta resultados cawmasm a hidrélise na fase
liquida. Em geral, elas reduzem a dependéncia eleteg) hidrolisantes e com o uso de
compartimentos especiais para este tipo de hidrgdisomodam simultaneamente um
grande numero de amostras (WEISS, MANNEBERG, JURKRNE, LAHN, &
FOUNTOULAKIS, 1998).

2.5.1.2Hidrdlise com acidos sulfénicos e outros agentes

Acidos sulfonicos s&o fortes, agentes ndo oxidamtesncontram grande
aplicacdo em processos de hidrélise.

A principal vantagem do uso de Acido Metanossuféni(MAS) em
comparacdo ao HCl é a possibilidade de se efetudeterminacdo de triptofano e
sulfoxido de metionina. Triptofano é destruido ateaa hidrélise convencional com
HCI. Sulféxido de metionina é facilmente geradoaaitie 0 processo de hidrélise, sendo
produtos da oxidacdo de metionina. Chiou et alerdeharam todos os residuos,
incluindo triptofano pela aplicacao de hidrélisecAMS (CHIOU & WANG, 1988).

Acido metanossulfénico possui elevado ponto deiglmil(167°C), desta forma,
ndo pode ser evaporado apés a hidrélise e nemadiiliem hidrélise em fase gasosa.
Para analises cromatograficas, os produtos datédme® hidrolisado necessitam ser
diluidos e o pH ajustado para valores proximos & & como consequéncia uma
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grande quantidade de amostra tem que ser utilga@ao processo (FOUNTOULAKIS
& LAHM, 1998).

Hidrélise com &cido p-Toluenossulfénico 3 mol.a 110°C por 22 h é aplicada
na determinacdo de sulféxido de metionina em pragee alimentos em presenca de
outros residuos (HAYASHI & SUZUKI, 1985). Ao utiiz estes agentes para a
hidrolise, metionina e metioninas sulfénicas foreauperadas quantitativamente, ao
passo que sulfoxido de metionina foi convertidacipdmente para Metionina durante a
hidrolise (aproximadamente 94%). A presenca de owdwtos ndo afeta a
reprodutibilidade do método de hidrélise (HAYASHISJZUKI, 1985).

2.5.1.3Hidrdlise alcalina

A hidrdlise alcalina é exclusivamente utilizadagparanalise de triptofano que é
estavel sob condi¢cdes basicas e para amostrasotieings contendo uma grande
porcentagem de carboidratos. A principal desvantagley método é que serina,
treonina, arginina e cisteina sdo destruidas eo®wminoacidos formam misturas
racémicas. Hidrélise alcalina geralmente é reatizadm NaOH, KOH ou mais
raramente com Ba(OHJBAXTER, et al., 2007).

2.5.1.4Hidrdlise enzimatica

A hidrélise enzimatica de proteinas é raramenteaqgd, sendo usada com o
objetivo principal de reduzir a racemizacdo naiaeale polipeptideos. Esta forma de
hidrélise tem como vantagem permitir a quantificagé aspargina e glutamina e outros

residuos sensiveis a hidrolise acida e basica (E2Xet al., 2007).

2.5.1.5Hidrdlise assistida por micro-ondas

O mais significante desenvolvimento na andlise alaposicdo das proteinas
ocorrido nos ultimos anos € o uso da radiagdo aeorondas em seu processo de
hidrolise. Este procedimento, geralmente, € reddizam aparatos especiais para este
fim. O mecanismo pelo qual o aquecimento por mardas ocorre oferece certas
vantagens em relacdo a decomposicéo convenciorleyia é gerada por polarizacéo
e ndo por colisdo das moléculas. A magnitude ditoefe polarizacdo depende do
dipolo da molécula envolvida e é elevado para asléculas de agua
(FOUNTOULAKIS & LAHM, 1998).
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O substrato pode ser decomposto (digerido) em lisdrcno modo de fase
liguida ou gasosa com HCI, AMS somente em fasédidquwu com outros reagentes. A
absorcao instantdnea da energia da radiacdo resnlteducdo do tempo de hidrélise
em muitas horas, geralmente o tempo necessarionastaixa de 1 a 30 min para
hidrolise em fase liquida e 20 a 45 min para higeéém fase gasosa. A hidrolise em
poucas horas representa uma das maiores vantagensmétodo (WEISS,
MANNEBERG, JURANCILLE, LAHN, & FOUNTOULAKIS, 1998).
Simultaneamente, diversos residuos podem ser gbtmm alta producdo no
hidrolisado, principalmente quando sao utilizaddsstncias para protetoras, tais como
fenol e acido tioglicdlico, que evitam degradacés AAs mais sensiveis ao processo
de hidrdlise (JOERGENSEN & THESTRUP, 1995).

Joergensen et al., hidrolisaram proteinas purifisad proteinas de amostras
reais, contendo carboidratos, lipidios, acidoseioot e minerais com HCIl em forno de
micro-ondas a 150°C por 10-30 min. O resultado donilar ao da hidrélise
convencional. A adi¢ao de fenol estabiliza tirosfieailalanina e histidina em amostras
oxidadas previamente com acido performico. Adigd@cido tioglicolico estabiliza os
residuos de metionina e triptofano (JOERGENSEN &BHRUP, 1995).

Pecavar et al., utlizaram hidrélise em fase liguidom acido p-
Toluenossulfénico por 15 min em forno de micro-andaseiro, obtendo hidrolise
completa dos peptideos. O resultado foi comparaddoamétodo de hidrélise acida
com HCI 6 mol.I* a 110°C por 48 h (PECAVAR, PROSEK, FERCEJ-TEMELQO®T
& MARSEL, 1990).

2.5.1.6Efeito dos componentes de matriz na quantificacadoedaminoacidos em

hidrolisados

As proteinas a serem submetidas a andalise de cag@pa® aminoacidos devem
ser livres de componentes tais como, tampdes, moekalicos, antibactericidas e
estabilizantes que possam interferir na analise. difumas condicbes de hidrdlise,
estes agentes interferentes podem reagir ou eataiacoes, afetando a quantificacéo
de alguns residuos, em particular tirosina, met@mre histidina. Muitos dos efeitos
interferentes encontrados sao conhecidos e desaoattiteratura (FOUNTOULAKIS &
LAHM, 1998).
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A presenca de NaCl afeta a quantificacdo de tisosikzidas de Sdédio, um
agente bacteriostatico, interfere na quantificag@ometionina, que é parcialmente
oxidada a metionina sulfénica. Simultaneamenteeicia € oxidada a acido cisteico. A
presenca de glicerol no hidrolisado afeta a quaatifio de aspartato e glutamato. Estes
residuos sdo quantificados em apenas 6-60% em ngeesale glicerol
(FOUNTOULAKIS & LAHM, 1998). Além disso, amostras ¢roteinas, geralmente,
contém quantidade significante de sais de amoniarela, substancias que produzem
grande quantidade de amonia durante processosidgise, podendo afetar as analises
cromatograficas. Carboidratos afetam a eficiéngiamatografica em métodos de
separacao. Desta forma, em alguns casos, um traianmicial da amostra pode ser
necessario antes ou apo6s a hidrélise, dependenpimdesso analitico a ser empregado
na quantificacdo dos residuos. Entre os tratameotosecidos estdo a dialise,
ultrafiltrac@o, precipitacdo com solventes orgasi@xemplo: precipitacdo com acetona
acidificada com HCI 0,2% ou &cido trifluoracéticd. precipitagdo com acetona
acidificada remove sais, glicerol e detergented [ROOULAKIS & LAHM, 1998).

2.5.2 Etapa 2: Determinacao do contetudo de aminoacidos emdrolisados de

Proteina

Apés a realizacdo da hidrélise completa, o estiaoaposicdo dos AAs em
proteina pode ser efetuado pela aplicagcdo do mésclmhido para quantificacdo dos
AAs livres, conforme os meétodos ja mencionados paralise de aminoacidos. A
escolha do método deve ser feita consideranda@ddarentes existentes na amostra e a
frequéncia analitica desejada. O aumento da fretué@malitica pode ser alcancado
pela utilizacdo de analisadores automaticos ou -aatbimaticos, onde sistemas de
injecdo em fluxo podem contribuir para esta methork seletividade pode ser

melhorada com técnicas de separagdo cromatograficago cromatograficas.

2.5.2.1Determinacéo do conteudo de Proteina por Método d€eldahl.

Em 1883, Johan Kjeldahl propés um método de anpksa determinacdo do
conteudo de nitrogénio de proteinas presente emstemsode cerveja (American
Association of Cereal Chemists, 1995). O métodocfmisiderado o mais rapido e
preciso da época. Ao longo dos anos algumas desafpram aplicadas, porém os

principios basicos da técnica ainda se mantémiassatlais.
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O meétodo pode ser dividido em trés etapas, digédEmmmposicéo), destilacao
e titulagao.

Na primeira etapa (eq. 1) ocorre a digestao da tammosm acido sulfarico para
produzir sulfato de amoénio, dioxido de carbono @aagEste processo ocorre em
temperatura proxima ao ponto de ebulicdo do acidurgo (279,6°C). Aparatos
especiais com refluxo sdo necessarios para presepirda de material e vapores de
agua durante esta etapa. Dependendo da eficiéacie@bmposicdo sais de potassio
podem ser adicionados para aumentar o ponto de&bula solucéo acida e catalisar a
reacdo. Agentes oxidantes, tais como acido pecoldu permanganato de potassio

também tém sido utilizados na decomposicao.

NH, — CHR — COOH ﬂ 1 CO, + H,0 + NH,HSO, (1)
H,SO0,
A segunda etapa (eq. 2) envolve a destilacdo daniamA solucdo de acido
sulfurico contendo a amostra é alcalinizada com solacdo basica concentrada de
NaOH, liberando amoénia. A saida do tubo condensadimersa em uma solucéo acida

de modo a dissolver o gas nesta solugao.

NH,HSO, + 2NaOH — NHs; T +2H,0 + Na,SO, )

Na terceira etapa ocorre a titulacdo da solucddaacom ions amonio
dissolvidos. A titulacdo pode ser direta ou indiyetlependendo da solucao acida que ira
funcionar como receptor do gas de amonia.

Para titulacdo indireta (eq. 3), geralmente, sawleilas solucbes acidas
padronizadas de HCl o8Oy, a dissolugcdo de amonia nestas solugdes ira gerato
de amoénio e sulfato de amdnio, respectivamentexd@sso de acido é entdo titulado

com uma solucao béasica padronizada.

NH; T 4+ HCl - NH,CI (3)
HCl + NaOH - H,O0 + NaCl

Na titulacdo direta (eq. 4), a amonia € dissoheda uma solucdo de acido
borico, produzindo borato de amoénio e alteracdocadeda solucdo. A solucao € entdo
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titulada com acido cloridrico ou sulfurico padradn, deslocando o equilibrio para
formacgao de cloreto ou sulfato de amonio (Ameridarociation of Cereal Chemists,
1995); (Pharmacopeia, 2009).

NH; + H3BO; — NH}:H,BO3 + H3BO, 4)
2NH;}:H,BO3 + H,S0, — (NH,),S0, + 2H;BO;

Apés a titulacdo da amostra, seja por método doetmdireto, o volume gasto
de titulante indicara a quantidade de nitrogéniagrgual (N%) na amostra por meio da

equacdao descrita abaixo.

VxNxfx14
N(%) = — )

a

Em que:

N (%): corresponde ao percentual de nitrogénio na amostra

V: Volume gasto da solucéo titulante (mL);

N: Normalidade teorica da solucéo titulante;

f: fator de correcao da solucéo titulante (obtida peldronizacéo da solucéo);
14: fator de conversdao de Normalidade para correspp@dem massa de
nitrogénio;

m,: massa da amostra bruta (mg);

Apoés o célculo do nitrogénio percentual, o conteddagoroteina na amostra &
entdo estimado pela aplicacdo de um fator conhewmithoo “fator de converséo de
nitrogénio de proteina (N:P)”. Resumidamente, edlisa de proteinas, o quantitativo
de nitrogénio provem dos AAs que constituem o pgifdeo, e corresponde a
aproximadamente 16% da massa total da protein@leoseus AAs, 0s outros 84%
correspondem a massa das cadeias laterais e gms gtel acidos carboxilicos presentes
em sua estrutura. Deste modo, com os dados dgértim percentual na amostra N(%),
obtidos na titulacdo, juntamente com o fator devems&o de nitrogénio de proteina
(N:P), torna-se possivel a estimativa da quantiddeleproteina na amostra bruta
(SALO-VAANANEN & KOIVISTOINEN, 1996).
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2.5.2.2Fator de converséao de nitrogénio de proteina (N:P)

O fator de conversédo de nitrogénio de proteina)(boResponde a razao entre a
massa da proteina e a massa de nitrogénio prasestie Este fator permite estimar o
teor de proteina presente em amostras por simpéis@ade nitrogénio total.

O fator de converséo tradicional assume que asipest contém em média 16%
de nitrogénio e que a amostra analisada nao apeesgm@ntidade significante de
nitrogénio proveniente de outras substancias (LOV&E, BARBARINO, DE-
PAULA, PEREIRA, & MARQUEZ, 2002). Deste modo, 10§@e proteina animal ou
vegetal contém 160 g de nitrogénio (N), resultamao fator de conversdo 6,25
(1000/160 = 6,25).

Algumas particularidades da amostra devem ser @eraglas durante a andlise
de composicdo de proteinas pela aplicacdo do fdeorconversdo. Sem estas
consideracgfes, estimativas incorretas podem setagbtO fator N:P considera que o
nitrogénio total determinado € derivado exclusivar@edas proteinas. No entanto,
algumas amostras como exemplo as plantas, apraseatsideravel teor de nitrogénio
advindo de outras substéncias tais como acidoseioos| aminas, ureia, amonia,
nitratos, nitritos, vitaminas, alcaloides, fosfddijps e glicosideos nitrogenados
(FUJIHARA, KASUGA, & AOYAGI, 2001), podendo causauper estimacéo do
conteudo de proteinas.

Em frutos, o erro esta na faixa de 33% a 76% (LEVBMSEL, & O'KEEFE,
2000). Além dos problemas com interferentes, oetaid de nitrogénio de proteina
varia de uma proteina a outra. E comum enconteaitgd que apresentam menos que
16% de nitrogénio derivado da composicdo dos amidosa residuais (YEAOU &
WEE, 1994). Em carnes o efeito reverso pode seereddo, elevados niveis de
colageno podem aumentar o contetudo de nitrogéme gié 18% (SRIPERM, PESTI,
& TILLMAN, 2011). Dados literarios mostram que taxdiferentes de nitrogénio em
proteinas isoladas de origem animal e vegetal mada 13% a 19% (SRIPERM,
PESTI, & TILLMAN, 2011).

Em amostras onde ha grande concentracao de niioog@veniente de outras
substancias que nao as proteinas, os interferemesssitam ser quantificados por
metodologia especifica e posteriormente corrigidos calculos. Por este motivo,
alguns autores acabam por definir fatores N:P é#spes para algumas amostras,
normalmente valores inferiores a 6,25 (YEAOU & WHE94).

19



Mossé et al. (MOSSE, HUET, & BAUDET, 1985) repoatardiversos métodos
para calculo do fator N:P. Os fatores obtidas ke e k sdo resultantes destas formas
variadas, onde se utili2&E;, >, D; e NL. Y E; € a soma dos residuos de amino&cidos em
sua forma anidra (eq. 5); & a massa (g Ky de cada aminoacido em sua forma anidra
contido em material seco. A massa correspondecéela um dos aminoacidos € obtida
no ensaio de doseamento e a massa da forma arudleuéada por subtracdo da massa
de uma molécula de2B® para cada molécula do aminoacido. Tal correcéceple pelo
fato de que durante o processo de formacdo dasipastuma molécula de &gua é

eliminada para cada ligacéo peptidica formada (YBAOWEE, 1994).

AA: v — Ho0
E E = AA x —) 2 (5)
AAj mm

Onde, AA é a massa do aminoacido (ggle material seco, obtida no ensaio

do doseamento e Afw € a massa molar do aminoacido.

Os célculos par D; (eq. 6) sao realizados pela soma do conteudatcg@nio
total presente nos aminoacidos (A#\ incluindo os nitrogénios das aminas @\, da
aspargina e glutamina que sao liberados na fornardmia durante a hidrélise acida.

Di € a massa de nitrogénio (g®ygara cada aminoacido no material seco.

AA; y — 14,007 NH, n x 14,007
ZDi — AA; x iN 3N

NH-, x 6
B X T NH; ©

Os fatores k, ke e k séo obtidos por meio das equacdes descrigasoab

Y E

kp = Y D; (7)
D;

kp = ZNL (8)

Onde N é o nitrogénio total da amostra.
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k € o fator obtido através dos valores médio gde ks, conforme descrito por
Mossé et al.:

ka + kp

k=T ®

Ambos os fatores & ke e k, quando comparados ao fator tradicional 6,25
apresentam resultados de maior exatiddo em anaesapiantificacdo das proteinas
(YEAOU & WEE, 1994).

2.6 Proteina de soja

As proteinas de soja sdo utilizadas na alimentdigdioana sob a forma de
farinhas, proteinas isoladas, concentradas e fibrasrizadas. Alimentos a base de soja
incluem queijo, bebidas, salame, tofu e substitueggetarianos da carne. Nos ultimos
anos o consumo destes alimentos tem aumentadoodewsl beneficios a saude,
comprovados em estudos cientificos. Os efeitosuémal redugdo do colesterol no
plasma, prevencao de cancer, diabetes e obes&ladetecédo contra doencas intestinais
e renais (FRIEDMAN & BRANDON, Nutritional and HehlBenefits of Soy Proteins,
2001).

A soja (Glycine max (L.) Merrill) corresponde a unraportante fonte de
proteinas para nutricdo humana e animal. Os gr@aojh contém aproximadamente
48% de proteinas, as quais possuem um dos mellcordsidos de aminoacidos
encontrados nas plantas (ADACHI, TAKENAKE, GIDAMIBIIKAMI, & UTSUMI,
2001).

Tabela 3.Composicdo de aminoacidos em variedades de fatelssja

Aminoécidos Rio Balsa3 Bays Williams 82°
g/l6 gde I g/l6 gdel g/l6 gdel
Asp 11,3¢ 11,8¢ 11,1¢
Thr 3,81 3,7¢€ 3,9¢
Ser 4,2¢ 4,5C 5,2¢
Glu 18,3( 19,0z 18,87
Pro 5,3 5,31 5,61
Gly 3,8¢ 3,7¢ 4,1t
Ala 4,2t 4,1C 4,17
Cys 1,65 1,44 1,3¢
Met 1,3¢ 1,5C 1,3¢
Val 4,6¢€ 4,6C 4,3t
lle 3,7¢ 3,75 4,42
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Leu 7,6¢ 7,65 7,84

Tyr 5,0z 4,7: 3,7¢
Phe 6,0¢ 5,82 4,7C
His 3,04 2,9C 2,52
Lys 6,5¢ 6,65 6,2C
Arg 8,52 7,91 7,1¢
Trp 0,54 0,6¢ 0,71
Total 100,0( 99,9¢ 97,6¢

8Cultivares adaptadas as baixas latitudes brasilpwaestudos desenvolvidos pela EMBRAPA [16].
bCultivar padréo norte americana [14].

‘Razdo entre a massa do aminoacido (g) a cada YBagrde nitrogénio proveniente da proteina,
determinado por analise de nitrogénio total.

As proteinas de soja consistem principalmente, @fee y-conglicinina, glicinina
(11S), e outras globulinas com massa molecularanea fde 140 a 300 kDa. As
sementes de soja também contém proteinas bio&igasomop-amilase, citocromo c,
lectina, lipoxigenase, urease, inibidor de tripsianitz (KTI) e tripsina, além de
metabdlitos secundarios, isoflavonas, saponinado ditico, entre outros (FRIEDMAN
& BRANDON, Nutritional and Health Benefits of Soydeeins, 2001).

Glicinina, globulina 11S, uma das maiores proteimmes armazenamento
encontradas nos grado de soja, corresponde a 40tdtalade proteinas do grdo. Esta
proteina é formada por subunidades de polipeptideio®s e basicos ligadas entre si
por ligacbes de dissulfeto. Os polipeptideos sa@ssdicados de acordo com sua
sequéncia de aminoacidos e apresentam massa raolapubximada de 20 a 32 kDa
(ADACHI, TAKENAKE, GIDAMIS, MIKAMI, & UTSUMI, 2001). A proglicinina,
uma subunidade precursora da glicinina, € repradamem diagrama de fitas (Fig. 3) e a
representacdo esquematica dos aminoacidos e sypestieas ligacdes de hidrogénio

para a formacao desta subunidade € mostrada né. Fig.

22



(a) (b)

Figura 3. Diagrama de fitas de proglicinina

Na Figura 3, as cores azul, verde e vermelho intdioa trés protomeros da
proglicinina, sendo (a) e (b) representacdo emoglaerpendiculares. As ligacdes de
dissulfeto estabelecidas entre os protomeros gfiesentadas pelas esferas em amarelo
(raio da ligacdo 1,2 A). N e C indicam nitrogéniccarbono terminais (ADACH],
TAKENAKE, GIDAMIS, MIKAMI, & UTSUMI, 2001).
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Figura 4. Diagrama esquematico de ligacdes de hidrogénioretarperos de

proglicinina

Na figura 4, tem-se (a) Modulo N-terminal; (b) MéalC-terminal. Quadrados
indicam residuos compreendendo elementos estsitw@cundarios, enquanto 0s
circulos indicam aqueles em regides de interconegdterminais. Ligacdes de

hidrogénio entre as cadeias sao representados @or te setas com as pontas no
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sentido ao atomo de oxigénio do grupo carboxilidahas tracejadas representam
ligacdes dissulfeto (ADACHI, TAKENAKE, GIDAMIS, MIKAMI, & UTSUMI,
2001).

2.7 Andlise por injecdo sequencial (SIA)

A busca por métodos analiticos com alta frequédeiaamostragem, baixo
consumo de amostra e reagentes e um minimo ddenétecia humana teve seus
primeiros passos somente na metade do século XX,acomtroducdo dos métodos de
analises quimicas em fluxo, a citar trabalhos conge Skeggs (SKEGGS, 1957), que
representa o surgimento da Andélise em Fluxo CoatiBegmentado (CFA). Este
sistema compreendia a premissa de um minimo dderéacia humana na analise. O
objetivo de atender também as outras duas caiditasi desejadas para meétodos
analiticos levaram a criacdo posterior da Analmelpecado em Fluxo, FIA, seguida da
Andlise por Injecdo Sequencial, SIA (RUZICKA & MARSLL, 1990).

Do ponto de vista evolutivo, trés novos conceitogisam na passagem de CFA
para FIA: 1. A amostra deixava de ser continuamasperada para o sistema em fluxo
(caracteristica do CFA), levando assim a um meaonsumo da mesma; 2. As bolhas
de ar empregadas em CFA para impedir a inter-congm&o entre amostras foram
dispensadas (desde que os volumes de reagenteSesvaz dimensdes fossem
devidamente otimizados). A remocdo das bolhas perméo s6 um aumento na
frequéncia analitica, pois as mesmas néo neceamsitavais ser removidas antes da
chegada da zona de amostra ao detector, como tamleéploracdo dos gradientes de
concentracdo da zona de reagdo tornou-se possvePassou-se a explorar a
quantificacdo do analito antes mesmo que a reatjdgisse o equilibrio quimico,
possibilitando a exploracdo de aspectos cinét8aNTOS & MASINI, 2010).

A analise por injecdo em fluxo tem como conceitgidia a introducdo da
amostra em um fluido transportador, participantendo da reacdo, cuja funcdo é
deslocar a zona de amostra introduzida ao longmdi® o0 sistema até o detector. Os
primeiros sistemas FIA empregavam uma seringagaraoducédo de amostra. Dentro
deste sistema, a amostra pode misturar-se aosnteage/ou passar por etapas de
tratamento, tais como diélise ou pré-concentragdandlito em suportes solidos.

Em 1990, devido sua versatilidade, os sistemas flAse encontravam

popularizados e largamente empregados em Quimiclitida. Estes dispositivos
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funcionam satisfatoriamente em laboratérios. Po@emprego desta forma de sistema
para andlises em controles de processos apreséotédddes, dentre as quais citadas
por autores (SANTOS & MASINI, 2010); (OLIVEIRA, SARNI, & ZAGATTO,
2000); (RUZICKA & MARSHALL, 1990): 1. a necessidade se reconfigurar todo o
aparato para novas analises; 2. a utilizacdo dersdis bombas peristalticas
simultaneamente (sistemas com quatro ou mais lidedsansmissao, comuns em FIA,
requer atencdo continua do analista para a detedgdeventuais vazamentos ou
variacdo operacionais); 3. problemas como a formagibolhas e amostras com alta
carga organica, proveniente da matriz, podem gmmapetir com o analito e dificultam
a utilizacdo de alguns métodos de deteccao, tai® @spectrofotometria (OLIVEIRA,
SARTINI, & ZAGATTO, 2000).

A busca por uma ferramenta projetada para o mamitento de processos levou
Ruzicka et al. (RUZICKA & MARSHALL, 1990), em pesgas no Centro de Quimica
Analitica de Processos da Universidade de Washingiopublicacdo do trabalho
original sobre a analise quimica por injecdo segaéiiSIA) que, posteriormente foi
considerada a segunda geracdo dos sistemas deearglimicas em fluxo (SANTOS
& MASINI, 2010); (OLIVEIRA, SARTINI, & ZAGATTO, 20®); (RUZICKA &
MARSHALL, 1990); (OLMOS, SOTO, ZACATE, ARAUJO, & MRTENEGRO,
2005).

Nesta nova etapa do processo evolutivo, passandélAlgara SIA, houve
reducado drastica no consumo de reagentes devidimoglucédo de fluxo programado e
dotado de uma linha principal; a reproducao daedigsip na zona de injecdo dentro da
corrente transportadora e sincronismo da chegadeonka de amostra no detector; as
possiveis operacdes de manipulacdo de solucdesotrais injecdo de amostra, injecéo
de reagentes, mistura de amostras e reagentegietavale cela de deteccédo e
recondicionamento; a possibilidade da utilizacaorel@tores e compartimentos de
tratamento de amostra (que contribuem para elinpnalolemas com interferentes de
matriz, efetuar diluicbes, pré-concetracéo, reachimcoes e adicdes de padrdo em
analise in-line), sdo as principais evolucbes amradas na literatura ; (OLIVEIRA,
SARTINI, & ZAGATTO, 2000); (RUZICKA & MARSHALL, 199); (ABATE,
SANTOS, COLOMBRO, & MASINI, 2006).

Devida a simplicidade do sistema SIA, permitind@lises de controles de
processo em tempo real com minima necessidade detengdo, reconfiguracdo e/ou
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recalibracdo, com facil adaptacdo para diferentedisees apenas por alteracdo de
parametros de fluxo ou volumes de injecdo, cordadavia computador, a técnica
passou a ser considerada robusta e por este nmisgui ampla aplicacdo nos dias
atuais (OLMOS, SOTO, ZACATE, ARAUJO, & MONTENEGRQ005); (ABATE,
SANTOS, COLOMBRO, & MASINI, 2006).

2.7.1 Principios e componentes basicos de SIA

Os principios basicos de funcionamento dos siste§lAs sdo os mesmos
encontrados para os FIA: injecdo sequencial de taasos reagentes com volumes bem
definidos, os quais penetram um no outro para uspersao axial e radial, permitindo
a realizagdo de uma zona combinada reprodutivelV@®, SOTO, ZACATE,
ARAUJO, & MONTENEGRO, 2005). A Fig. 5 mostra as tpar principais de um
sistema SIA comum (SANTOS & MASINI, 2010).

Vialvula Rotatdria

! Vavula Bobina

Seletora | Coletora !

: PoALL | Bobina de
(W i Reacio

PA D)

IR I

VL
TV

Solucao
Trasportadora
Seringa

Detector |

{Bomba de |
L Pistio |

Descarte

Figura 5. Esquema tipico de um sistema SIA

O coracdo do sistema € uma valvula seletora raat@nultiportas), cuja
finalidade € permitir a comunicacdo entre cada waa portas (indicadas com a
numeracdo 1-8) através da porta central; esta,guotasua vez, esta conectada a uma
bobina coletora. O objetivo desta bobina € agr@sarzonas (também chamadas de
plugues) de amostra e reagentes que sao aspitealassadas diferentes portas, sem que
estas zonas atinjam o sistema de propulsdo. Cadalasnportas pode estar associada a

reservatorios de reagentes/residuos, bobinas anesiJicamaras de mistura, detectores

27



ou outros sistemas complementares, sendo estesoiméetados entre si por meio de
tubos de teflon, bobinas.

Uma seringa acoplada a uma bomba de pistdo éamnsistlie propulsdo mais
comumente empregado; através de uma valvula selgiode-se aspirar o fluido ou
solucédo transportadora e, posteriormente, com waulaalseletora alternada para a
posicdo de saida, realizar toda a movimentacaoebidnal de fluidos necessaria para
geracgao e registro do sinal analitico (SANTOS & NIS2010).

Todo o sistema funciona automaticamente e € cawlimopor um computador.
Inicialmente, o sistema promove a aspiracdo sedpletha fluxo transportado/solucao
de limpeza para dentro da bobina de armazenamemtqela alteracdo de
posicionamento da valvula seletora aspira em saguotlimes pequenos de amostras e
reagentes. Apos um dado intervalo de tempo préidefia valvula seletora posiciona-
se para a porta referente a via de acesso ao ateteatfluxo € revertido, sendo a zona
da amostra direcionada a bobina de reacdo e aotalet&Entdo o ciclo analitico é
completado em 3 etapas, excluindo as etapas dgelawva

Os ciclos também podem ser constituidos de um gramiginero de etapas,
dependendo do tipo de operagOes escolhidas e d@gnentos necessarios para a
amostra. Este sistema de andlise permite trataseBt@mostras tais como: separacao
gés-liquido, extracao liquido-liquido, difusdo gessadialise, digestdo por micro-ondas,
precipitacdo/co-precipitacdo em reatores combinadesparacdo por troca iénica ou
extracdo em fase soélida com reacdes em minicol(®ABITOS & MASINI, 2010);
(OLMOS, SOTO, ZACATE, ARAUJO, & MONTENEGRO, 20050r esta razio, o
tempo requerido para conduzir uma analise € a slonperiodo de reacdo, o periodo de

medicao do sinal e o tempo de aspiracéo das diésraplucdes.

2.7.2 Aplicagdo de sistemas SIA com detectores eletroquitns

Muitas técnicas instrumentais podem ser teoricameuntilizadas como
detectores em sistemas SIA, desde que estas atemdaaracteristicas como: baixo
volume de fluxo na cela de deteccdo (assim ndoreréora distorcdo do pico
indevidamente), rapida deteccao de sinais trareseatque a distor¢do do sinal ndo seja
produzida por longo periodo pelos componentes oeliews responsaveis pelo seu
processamento (OLMOS, SOTO, ZACATE, ARAUJO, & MONNEEGRO, 2005).
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Assim como em sistemas FIA, o detector, frequentéenetilizado em sistemas
SIA é o espectrofotométricag 50% das aplicacdes). A preferéncia por este detect
deve-se a facilidade com que a célula de pequehameopode ser ligada a um
espectrofotdmetro, amplamente encontrado em qualgjoeratério; somado a maneira
eficaz com que se pode conectar o coletor a esipagento e realizar a medicdo de
inmeros analitos (que podem absorver na regidd\d¥is por si s6 ou por reacdes
com outros reagentes especificos). No entantopalesdetectores eletroquimicos em
sistemas SIA tem demonstrado crescente aceitag@dltmmos anos (OLMOS, SOTO,
ZACATE, ARAUJO, & MONTENEGRO, 2005), principalmentedevido a
caracteristicas, tais como:

- A sensibilidade da aplicacdo analitica ndo depeteluma célula de fluxo na
mesma medida como a que ocorre em deteccdes edptrtrétricas. Neste sentido,
miniaturizacao do sistema é facilmente atingida.

- Detectores potenciométricos séo facilmente ctados em laboratorios, com
baixo custo, sdo robustos e apresentam boa perioena

- A juncdo da alta sensibilidade dos detectores eapmpétricos com 0s
biosensores seletivos ou imunossensores, possibitibseamento rapido e automatico
de analitos em amostras complexas como as encasterd analises de alimentos,
bioldgicas e farmacéuticas.

- Simplicidade da automacé&o do procedimento angeglantado.

- O sistema SIA também abre possibilidades parallgineos doseamentos
usando ordens de sensores eletroquimicos com aleteotom alta precisdo e boa
exatidao.

2.8 Principios da técnica de pervaporacao

Em 1979, Baadenhuijsen et al. realizaram um deosgiros estudos envolvendo
processos continuos de separacdo de compostos siémacdp de técnicas
cromatograficas. Os autores utilizaram difusdo smeacoplada a um sistema de injecéo
em fluxo para promover a separagéo de @®matriz biologica (BAADENHUIJESEN
& SEUREN-JACOBS, 1979). Os resultados obtidos neatealho incentivaram novas

pesquisas em busca de técnicas de separacdo né&tagaaficas.
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Nos dias atuais a diadlise e a pervaporacdo encorgg@icacdes em rotinas
analiticas que utilizam amostras com alta cargand#iz e processos continuos de
separacao.

A pervaporacdo é uma técnica de separacao promigaerintegra evaporacao e
processo de difusdo de gas num unico passo. Eclef@cucdo em modo continuo,
permitindo assim uma grande simplificacdo e mimizagao de operacgdes preliminares;
de tal modo que a qualidade analitica e a prodi#ileé possa ser claramente melhorada.
Esta forma de separacdo ndo cromatografica é nefata como técnica limpa, uma
vez que permite separacdo de compostos, principggn@ganicos volateis, sem a
utilizacdo de outros solventes ou processos teeMBATTOS & LUQUE, 1994);
(SAE-KHOW & SOMENTAH, 2010).

O principio da técnica se baseia na transferénom ahalitos entre dois
compartimentos separados entre si pelo uso de raembsendo que a separagao
depende da taxa de permeacgdo do analito pela meanfifay. 6) que, é governada por
diferencial de concentraca@d\q), pressao AP) e potencial AE) (SAE-KHOW &
SOMENTAH, 2010).

Membrana

|

@
Oog N
X ®0® ,
Solugéo @ o Gas
doadora 20 receptor
S e
@
N
—_—
AP

Figura 6. llustracao de pervaporagao

A pervaporagao ocorre entre dois compartimentoadaloe aceptor, contendo
solucdes ou gases, 0s compartimentos sdo sepamtiesi por uma membrana, a qual
funciona como uma barreira seletiva, permitindaraadferéncia de massa entre o0s
compartimentos de forma seletiva e sem contate enfiase doadora e a membrana.
Deste modo, moléculas no estado vapor e que pdsaagpassar a membrana migram
de um compartimento ao outro. Ambos o0s compartiosemodem estar em fluxo

continuo de renovacao de suas solucdes, o quépitessi automatizacado do processo e
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interfaceamento com instrumentos para quantificacanalises em tempo-real (SAE-
KHOW & SOMENTAH, 2010). Esta possibilidade faz deryaporacdo uma técnica de
separacdo ndo cromatografica com grande potenafal tpatamento de amostras em
sistemas de analise em fluxo, tais como FIA e SIA.

A Pervaporacédo € Unica entre os processos envalveethbranas que permite
mudanca de fase do analito ao longo da mesma. &agjo ocorre em funcao da taxa
de permeacdo do analito através da membrana estmngeralmente, das seguintes
etapas (Fig. 7) (SAE-KHOW & SOMENTAH, 2010):

(1) Difusédo através da camada liquida no lado do@ela para Go);

(2) Particdo seletiva das moléculas para dentroetabrana (& para Ga1);

(3) Difusédo através da membrana sobre gradienteodeentracdo (@ para

Cm2);

(4) Desorcao para dentro da fase vapor no ladaelotar (G2 para G1);

(5) Difusao para longe da membrana através da Galimaie do lado aceptor da

membrana (€ para €>).

Onde, G, Cu e Ge sdo as concentragdes do analito nas fases aguesdyrana

e extrativa, respectivamente.

C El
CMl CE2
Fluxo doador | Fluxo aceptor
C s C M2
G
/ Membrana \
Limite da camada Limite da camada
aquosa solvente

Figura 7. Perfil de processo extrativo em pervaporacao

Estes mecanismos governam o transporte de masseésatla membrana de
pervaporacdo. A separacdo ocorre devido as difesedg coeficiente de particao,

difusibilidade e vaporizacdo dos componentes dac8ol doadora. O fluxo (J) através
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da membrana pode ser expresso em termos da déiedengressao parcial através dos

dois lados da membrana, doador e aceptor, de b opee:

P.. —
Ja = Poax = (10)

Onde J é o fluxo para o componenget é a espessura da membrang, €20
coeficiente de permeabilidade de separacdo dos,gase a pressao parcial do lado
doador, e R a presséao parcial no lado aceptor para o comp®aent

O potencial quimico e/ou a diferenca de pressamper é, geralmente, mantida
pela aplicagdo de vacuo no lado aceptor, ou poucéed da pressdo parcial por
introduc&o de um gas de arraste.

Outro parametro importante é a seletividade, reptasla pelos termos fator de
separacaoa e fator de enriqueciment@)( O fator de separacdo de uma membrana
para as espéciese b pode ser definido por:

C \%
a/Cb
c T (1)

a/Cb

O fator de enriquecimento é usado com um indicatieo seletividade de

Aap =

separagdo para 0 componeate

b= —% (12)

Onde G e G séo concentracdes dee b na fase de vapor (V) e fase liquida (L),
respectivamente.

As variaveis de operacdo sdo criticas para 0 dentdm processo de
pervaporacdo. Por exemplo, uma alteragdo na caacéntdo doador afeta diretamente
o fendmeno de adsorcao na interface liquida da weserake também as caracteristicas
ditadas pelos principios de difusdo em solucao.

As pressfes no lado doador e aceptor também s&mtantes. Operacfes de
pervaporacdo sao carreadas por aplicacdo de vaéicgasode arraste no lado aceptor, o
que leva a uma diferenca de potencial quimico.dette ser explicado pelo aumento na
forca motriz no lado direito da equacdo (BAADENHESEN & SEUREN-JACOBS,
1979). A temperatura afeta todas as etapas no g@@cde transporte do analito

mencionadas anteriormente, e também altera a fongaiz para a transferéncia de
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massa. Relacbes estabelecidas com a equacao @miAsrsao utilizadas para descrever

o efeito da temperatura no fluxo como segue:

Ea/
] = Joe 'RT (13)

Onde 4 é uma constante o¢ a energia de ativacdo, R € a constante universal
dos gases, e T é a temperatura absoluta. Por lagtoo a seletividade é fortemente
dependente da temperatura. Em muitos casos um eguenento da seletividade é
observado com reducgao da temperatura (SAE-KHOW &ENTAH, 2010).

Entre os fatores morfologicos, as membranas deaperacdo apresentam uma
resisténcia na transferéncia de massa que € propar@ espessura da membrana,
conforme mencionado na equacédo (6) (BAADENHUIJESENSEUREN-JACOBS,
1979).

Além disso, a espessura da membrana apenas podairsentada até certo
ponto, devido as limitagbes na fabricacdo e edfalbié mecénica, bem como a
seletividade que é influenciada por esta. Consmlieratodos os outros fatores
mencionados anteriormente, a camada limite, ag@mmada por uma camada fina de
liguido na superficie, € de grande importancias @& pode ser o maior contribuinte
para a resisténcia na transferéncia de massa a&quahos significante na camada da

fase de vapor no fluxo de gas/vacuo no lado aceptor
2.8.1 Classificagcao das membranas

A pervaporacdo é dependente de fatores envolvemdenabrana (Fig. 8), tais
como morfologia, geometria e estrutura (SAE-KHOVGE@MENTAH, 2010).
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Figura 8. Classificacdo das membranas

2.8.1.1Morfologia

As membranas de pervaporagdo podem ser classgi@mao ndo porosas ou
porosas. Tem sido demonstrado que as diferencasan@mhos de poros, forma, e
distribuicdo afetam significativamente a eficiéneiaeletividade da pervaporacdo. Os
mecanismos de transporte sdo fortemente dependdoteipo de membrana. A
pervaporacdo em membranas porosas ocorre, mu#as,\yr exclusdo de tamanho.

Permeia pela membrana qualquer coisa que possarmaitgavés dos poros; por
exemplo, em separacdo pervaporativa de composg@nioos na agua, significativa
quantidade de agua permeia simultaneamente pelabraean Como resultado,
membranas porosas, em geral, promovem fluxo elevbdixa seletividade e sao
excelentes para aplicacdes tais como nanofiltragdialise.

Em membranas ndo porosas, a molécula necessitaifamente participar de
um processo de particdo e entdo difundir sobreigyrsel de concentracdo sobre o
material solido. Além disso, a separagdo por menasrado porosas sao influenciadas
por coeficiente de particdo bem como difusibilidaltss componentes na membrana.
Este tipo de membrana € mais utilizado em pervgfora permite alta seletividade
(SAE-KHOW & SOMENTAH, 2010).

A composicdo das membranas, geralmente, consigapeficies densas sobre

uma camada microporosa (Fig. 9). A camada de lievasto que determina a
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seletividade € de material diferente da camadarsug®or exemplo, uma microcamada
de silicone sobre uma camada suporte de poliprappermite alto fluxo de compostos
organicos volateis durante a pervaporacdo de umgéso doadora aquosa, sem que
haja passagem significativa de agua para o ladu@ce

Os desenvolvimentos recentes sdo as membranastidzesianistas (MMM), as
quais consistem de matrizes polimeros interperaf & enchimentos sélidos tais como
zedlitos, peneiras moleculares de carbono, sificafite, fulerenos, ciclodextrina, e
oxidos metalicos. Processos tipicos de fabricagdioMdiM envolvem adicdo de
materiais suporte em solucbes de polimeros, segileddilmes de fundicdo. Nano
materiais tais como nanotubos de carbono tambémapficados como filtros e
membranas usadas em extracdes e em pervaporacao.

Na Fig. 9 € apresentada a MEV dos materiais (a) bMana microporosa de
polipropileno e (b) Membranas compostas (camadarBol de poliamida com
suporte de polipropileno) (HYLTON & MITRA, 2007).

Poros do suporte
de polipropileno

Poros em
membrana de
polipropileno
Camacda seletiva

* de poliamida

Figura 9. Microscopia eletronica de varredura (MEV) de memhbhsa

2.8.1.2Geometria
A geometria da membrana se refere a forma destand@®los mais comuns
comercializados sdo as membranas planas, com geordet tipo em folhas plana

simples, folhas e suporte e/ou em espiral.
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O modelo folha plana simples, pode dividir uma lkeékkom uma unica folha
estando esta em contato simultaneo com o lado daadweptor, isto o torna um
modelo ideal para médulos de pervaporagédo (SAE-KHOBOMENTAH, 2010).

Um pouco mais complexos sdo os modelos folha er&jpem que as folhas
planas encontram-se empilhadas umas sobre as migasladas por um material de
suporte; e o0 modelo em espiral, similar ao modelbaf e suporte, onde as folhas
intercaladas com os suportes sao enroladas em ttomeacilindro. Neste modelo, o
fluxo entra por uma das extremidades do cilindéodescartado na outra extremidade, e
0 material permeéavel é coletado em um tubo posaciomo centro do cilindro (SAE-
KHOW & SOMENTAH, 2010).

2.8.2 Pervaporacdo em sistemas de analises quimicas eoxd

Atualmente, sistemas FIA e SIA, sdo amplamente egaglos via analisadores
portateis, semi-automaticos ou automaticos ja coalerados. Em alguns casos este
sistemas sao constituidos de médulos que realizaoe$sos adicionais de tratamento
de amostras, eliminam interferentes de matriz pgrean as mesmas para o aparelho de
medicdo. Estes moddulos garantem a automaticidadetedstica dos sistemas FIA e
SIA, aumentando a sensibilidade e seletividade étodo de andlise. Mesmo para
amostras brutas, estes médulos desempenham sew@apeficiéncia, entretanto, para
este tipo de amostragem, processos continuos @eagép cromatografica se tornam
inviaveis, dando espaco aos processos ndo crordfitmgr tais como pervaporacao,
didlise e troca ibnica (MATTOS & LUQUE, 1994).

Quando aplicada a sistemas SIA a pervaporacaobidiasseparar de forma
direta ou indireta compostos da matriz. Na formeetdi os analitos de interesse
apresentam boa volatilidade na temperatura dellm@lgapodem pervaporar facilmente
através da membrana. Na forma indireta os anatisnteresse ndo apresentam
volatilidade necesséria para a pervaporacao. Desti, utiliza-se dos recursos dos
sistemas, ao que se refere a transporte de solgdmdica-se condicdes para a
ocorréncia de uma reacdo no compartimento doa@ofprina a produzir compostos
volateis que possam pervaporar (SAE-KHOW & SOMENTAB10).

Em ambas as formas, direta e indireta, ap0s a peragdo os analitos podem
seguir o fluxo diretamente para o detector ou pgssauma nova reacao ao longo do
sistema para garantir sua deteccdo, como por eremgacdes de complexacdo com
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reagentes  colorimétricos, frequentemente utilizadasm identificacdes
espectrofotométricas (WANG, CARDWELL, CATTRALL, CARO, & KOLEV,
2003); (PAIS, VIGIGAL, TOTH, & RANGEL, 2013). Entres diversos métodos de
analise com FIA e SIA constituidos de sistemas el@gporacdo podem ser citados:
Determinacdo de etanol em bebidas, diacetal enejegracetaldeido em alimentos,
formaldeidos em medicamentos e cosméticos, acid@sicos em vinho, entre outros
(SAE-KHOW & SOMENTAH, 2010); (PAIS, VIGIGAL, TOTH& RANGEL, 2013).
Considerando os benéficos aspectos dos sistemase SIA pervaporacdo, o
objetivo da presente dissertacéo € utilizar a tegfic de acoplar sistema SIA a modulo

de pervaporacédo para determinar aminoacidos emlisailos de proteina.
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3. OBJETIVOS

3.10bjetivo Geral

Desenvolver um meétodo rapido, automatico e de baugio, em analises da
composicao de aminoacidos em hidrolisados de mie soja, utilizando analise por
injecdo sequencial (SIA) com pervaporacdo e deézagdo ninhidrina-aminoacidos,
com monitoramento de G@roduzido na reagao.

3.20bjetivos Especificos

- Desenvolver método analitico para a quantificatgi@aminoacidos seguindo preceitos
da quimica limpa;

- Desenvolver método analitico capaz de quantificam precisdo e exatidao
concentracdes de aminoacidos préoximas as quangiegpelo método fotométrico de
Moore e Stein (MOORE & STEIN, 1948), empregandostia¢éégia de medir o GO
liberado apds a reacdo ninhidrina-amino&cidos;

- Reduzir o tempo da analise da composicdo de awithos em proteinas, empregando
a técnica de analise por injecdo sequencial e fdenmicro-ondas;

- Aplicar os principios de pervaporacdo para se@dar@ coleta de GQproduzido na
reacdo ninhidrina-amino&cidos, visando método @emlicom melhores limites de
quantificacdo que os apresentados por métodaséinicos (SLYKE, MACFADYEN,

& HAMILTON, 1941); (SMITH & AGIZA, 1951);

- Elaborar método analitico que permita a redugdoconsumo da amostra e dos
reagentes;

- Validar metodologia analitica para analise da posicdo de aminoacidos em
proteinas pela determinagéo dexdiBerado na reagao ninhidrina-aminoéacidos;

- Aplicar a metodologia desenvolvida e validada, &anostras reais de hidrolisados de
proteina de soja, e comparar os resultados conbtidos pelo tradicional método de
Kjeldahl.
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4. MATERIAIS E METODO
4.1 Reagentes

Agua desionizada foi utilizada no sistema SIA greparo de todas as solugdes.

Os padrdes certificados de aminoacidos utilizadosnii os L-enantidmeros de
Alanina, Arginina, Asparagina, Acido Aspartico, isa, Cistina, Acido Glutamico,
Glutamina, Glicina, Histidina, Isoleucina, Leucinasina, Metionina, Fenilalanina,
Prolina, Serina, Treonina, Triptofano, TirosinaliNa, do Kit N° LAA-21 do fabricante
Sigma-Aldrich.

Proteina concentrada de soja “SOI®AE acido metanossulfonico 98,0% (Carlo
Erba) foram utilizados para preparo do hidrolisddgroteinas de soja.

Citrato trissodico diidratado 99,5% (Merck) e Aciadtrico anidro 99,5%
(Synth) foram utilizados no preparo da solucao &np

Ninhidrina para cromatografia (Carlo Erba), Etilghool grau CG (Sigma
Aldrich) e Cloreto estanhoso diidratado 99% (C&tba) foram utilizados no preparo
das solucdes de ninhidrina.

Acido Sulfarico 98% (Synth) para preparo de acidléisico 1 mol L.

Acido Cloridrico 36-38% (Vetec) utilizado no prepate acido cloridrico 0,1

mol L.

4.2 Solugdes

Tampao Citrato 0,2 molt: Mistura de 205,0 mL de acido citrico 0,2 mdl &
295,0 mL de citrato de sédio 0,2 mot.LO pH do tampéo foi verificado com auxilio de
pHmetro, apresentando valor 5,0£0,1.

Solucéo de ninhidrina: Dissolvidos 500 mg do ninhial e 20 mg de cloreto
estanhoso em 25 mL de etilenoglicol:tampéo citéeomol L* (1:1 v/v) [56].

Solu¢do Padrdo de Aminoéacido: Solugbes individyaisea cada um dos 20
aminoacidos foram preparadas por pesagem e digsoloizial com acido cloridrico
0,1 mol L'}, seguida por diluicio apropriada com tampéo citée® mol L%, atingindo-
se concentracgao final de 5,0 mmadl.L

Solucdo Padrédo Estoque de Aminoacidos: Prepardaanpstura volumétrica de
cada uma das 20 solu¢bes padrdo de amino&cidogmaanse assim a concentracao de
5,0 mmol ! de aminoécidos total em solucdo e 0,25 mmiopara cada aminoacido.
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Solucdes de Trabalho Aminoacidos: Todas as soluw@ésabalho utilizadas no
processo de otimizacdo e validagdo do método fqraeparadas a partir da solucao
padrdo estoque de amino&cidos, utilizando tamgéaiai0,2 mol ! como diluente.

Solucdo Amostra: A solucdo amostra refere-se awligsddo de proteina de soja
preparado segundo método proposto por CHIOU etain adaptacdes: Em tubo de
ensaio de vidro com tampa de rosca, com capacidad® mL, foram pesados 10 mg
da proteina concentrada de soja e adicionados 1@8evdcido metanossulfénico 4 mol
L1 Aplicou-se ao interior do tubo refluxo de gasragénio durante 1 min, sendo
vedado o tubo em seguida. A amostra foi aqueclgB02C por 45 min através de banho
de 6leo e chapa de aquecimento. Apds os 45 mimasstea foi retirada do banho e
aguardou-se o equilibrio com a temperatura ambi&meseguida efetuou-se a diluicdo
para 50 mL com solucéo citrato de sodio 0,2 mbl @ pH da amostra foi verificado

com auxilio de pHmetro, apresentando valor de )b+

4.3Equipamentos

As analises foram realizadas empregando-se sistlEmanalise por injecao
sequencial (SIA). O sistema SIA utilizado apresesetasquematizado na Fig. 10 e &
constituido de Valvula rotatéria (V) modelo Chennir@2-2006D Vici Valco (Houston,
USA); bomba de pistdo (BP) composta de seringa0D0@ 1L de capacidade da marca
Kloehen (Las Vegas, USA); valvulas solendides (MReserch Incorporation modelo
161P011; bomba peristaltica da marca Milan mod@; Zondutivimetro marca YSI
modelo 35; Multimetro marca Protek modelo 506, Bode micro-onda Electrolux
modelo ME28S, tensdo 127/220 V, poténcia de sab@aWatts, frequéncia 60 Hz;
linhas de transmissdo de polietileno e PTFE (0,8 dendiametro interno) foram
utilizadas no exterior e interior do micro-ondasspectivamente. Os componentes
foram controlados por microcomputador através de pamta paralela.

Espectrofotobmetro UV-Vis da marca Varian, modelayC80, equipado com
cubeta de quartzo de 1 cm de caminho 6tico, fbzatio durante o estudo do melhor
tempo de funcionamento do forno de micro-ondas paeorréncia da reacao.

Aparelho de Kjeldahl com destilador da marca Tecnabddelo TE-036/1 e
bloco digestor Quimis, modelo Q-327A242 foi utiipadurante determinacdo da
composicdo de aminoacidos em proteina concentradsojd através do método de
Kjeldahl.
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Figura 10. Sistema de analise por injecdo sequencial

Microcomputador

Na figura 10, as siglas correspondem a FT: fluaogportador; V: valvula de
selecéo; BP: bomba de pistdo; Y: confluéncia; B@bita coletora; A: amostra; D:
descarte; Acido: acido sulfdrico 1,0 mot;LRscids reciclo do acido sulfarico 1,0 mof L
1 CD: camara de difusdo; MP: médulo de pervaporat&o Coluna de Acido; VS,
VS1, VS2: valvula solendide onde “in” e “out” abeefecha o fluxo transportador, a
camara de pervaporacao, recicla a solucao acemspactivamente; R1 e R2: bobinas
de reacdo; FM: forno de micro-ondas; S1: frascadav de gases.

A camara de pervaporacdo foi construida em mat@aditetrafluoretileno
(PTFE) em formato cilindrico (Fig. 13) e o compaento da solucdo doadora (a) tem
as dimensdes de: 30 mm x 30 mm (externa); 15,7 nmxn (interna), resultando em
capacidade de aproximadamente 1,0 mL de solucaoorfipartimento da solucao
receptora (b) possui dimensdes de: 15 mm x 30 mtar(@) e 2 mm x 9 mm (interna).

A membrana utilizada na camara de pervaporacadeanaterial PTFE com
diametro de poro de 0,4pm fabricada pela Sartorius Stedim Biotech (Goettmg
Alemanha).

A céamara de pervaporacdo foi mantida durante tedasnalises na mesma

posicdo, no centro da cavidade do forno de micaasn
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Figura 11. Esquema da camara de pervaporacao

Na figura 11 (a) corresponde ao compartimento dacdo doadora, (b) ao
compartimento da solucdo receptora, (c) aos cores;t¢d) e (e) parafusos e porcas
fixadores da camara e (f) aos blocos de fixacathAdaara.

A camara de difuséo foi construida em acrilicogsesplicada modificacdo em
relacdo a trabalho anterior (BERTOZZI, 2013). Nestwo modelo a trajetéria das
solucdes no interior da camara foi projetada etm&bo espiral. A membrana utilizada
foi de PTFE com diametro de poro de Qb fabricada pela Sartorius Stedim Biotech
(Goettingen, Alemanha).

A cela de deteccdo condutométrica foi construidaando acrilico e chapas de
aco inoxidavel a partir de modificacbes de trabalaoteriores (BERTOZZI, 2013) e
contém 2 crhde area de contato, espacadas em 0,10 mm.
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Figura 12.Imagem da camara de difusao

4.3.1 Reacéo ninhidrina-aminoacido aplicada em SIA com pgaporacao

Os testes iniciais para aplicagdo das técnicagAle $ervaporacdo ao processo
de derivatizacdo ninhidrina-aminoacido empregaram prncipio as mesmas
concentracdes e proporcdes do método convencid@ORE & STEIN, 1948). Para
atender a limitacdo volumétrica do reator, os vasndas solugcbes reagentes
bombeadas ao compartimento da solugédo doadora fadmzidos proporcionalmente
para: 300uL da solugédo de ninhidrina, 250 da solucdo de trabalho de aminoacidos
0,2 mmol ! e 125uL de tamp&o citrato 0,2 molL Ap6s avaliacdo das respostas
obtidas para concentracdes de 0,2; 0,5; 0,7; 5,0 exmol L, optou-se pela utilizag&o
dos volumes de 300L da solucéo de ninhidrina, 3QQ de tamp&o citrato 0,2 molie
100 uL da solucéo padrdo estoque de aminoéacidos (5,0 mrfjopara a otimizagéo

instrumental e otimizac&o quimica.

4.3.2 Otimizacéo instrumental

O processo de automatizagdo do método convencpmial método proposto
exigiu avaliacdo das etapas necessarias para gociar da reacdo e determinacao
quantitativa dos aminoacidos.

O aquecimento da amostra, necessario para deagatzfoi realizado em forno
de micro-ondas doméstico, substituindo banho-mailiaado na literatura (MOORE &
STEIN, 1948). Esta forma de aquecimento permiteitanaaticidade do método com
reducdo do tempo de andlise. A avaliacdo do meaimpo de aquecimento para
ocorréncia da reacdo em forno micro-ondas foratzagas nos tempos de 30, 60, 90,

120 e 150 s de acionamento em poténcia maxima\200
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As amostras injetadas no sistema SIA foram avaiaditizando o método de
deteccdo fotométrico (espectrofotbmetro UV-Vis, 570 nm) e condutométrico
proposto, sendo que as amostras foram utilizadagltsneamente para a quantificagéo
por ambos os métodos de deteccdo. Para a angfisetrefotométrica as amostras
foram coletadas durante a etapa de descarte amasa@o; do coletado 200 pL foram
diluidos para 2,50 mL com etanol 60% (YOKOYAMA &RIAMATSU, 2003), sendo
realizada a leitura das amostras em duplicata.

Outro parametro avaliado remete ao efeito da vagianjecdo da solucdo
receptora na confluéncia Y. A vazéo da solucaopteca € responsavel pela pressédo na
camara de difusdo, cujo fenbmeno de pervaporagéituénciado por esta propriedade
fisico-quimica. As vazdes estudadas para o prockssgecdo na confluéncia foram de
30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 10D s™. Para este parametro utilizou-se 120 s de tempo de
acionamento do forno de micro-ondas.

Para ambos os testes de otimizacdo da vazéo caddddluxo foi avaliada em

triplicata.

4.3.3 Otimizacdo quimica

A otimizacdo quimica teve como objetivo avaliaredsitos de solvente, agente
redutor e ninhidrina na produgédo de L£@sultante da reacdo de derivatizagdo. Com
objetivo de seguir os preceitos da quimica limparforealizados estudos para reducéo
e/ou eliminacdo do uso de etilenoglicol (solvent&)reto estanhoso (agente redutor) e
ninhidrina (reagente) utilizados em métodos conwerais de derivatizagdo ninhidrina-
aminoacidos (STARCHER, 2001)[11,56]; (MOORE & STEI948).

Durante a otimizacdo quimica foram utilizadas asdo@es de 120 s de
acionamento do forno micro-ondas e 100 plL/s de ovakzzante injecdo da solucéo
receptora na confluéncia Y.

A avaliacdo do efeito do solvente foi testada ehucdes de ninhidrina 20
mg/mL dissolvidas em solucdes de etilenoglicol:tampitrato 0,2 mol £ nas
proporcdes de 0:100, 25:75, 33:67, 40:60 e 50:60 v/

Para a avaliacdo do efeito do agente redutor rgoetram realizados testes
com duas solug¢des de ninhidrina a 20 mg/mL, umé&odo cloreto estanhoso e outra
sem o agente redutor. Uma terceira solu¢ao dedrinhifoi preparada utilizando acido
ascorbico como agente redutor alternativo, segulitgoatura (YOKOYAMA &
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HIRAMATSU, 2003). A solucdo de ninhidrina com acidscorbico foi preparada
dissolvendo-se 200 mg de ninhidrina e 60 mg deoaascérbico em 60 mL de
etilenoglicol.

O consumo de ninhidrina pelo método proposto fodide em ensaios com
solugbes de ninhidrina nas concentragcbes de 10,205,25 e 30 mg/mL em
etilenoglicol:tamp&o citrato 0,2 mof'L(50:50 v/v). Todas as solucdes contendo cloreto
estanhoso.

5. VALIDACAO DA METODOLOGIA ANALITICA

A validagcdo da metodologia analitica foi realizpda avaliacdo dos parametros
de Limite de Detecgdo, Limite de Quantificagdo, eandade, Especificidade
(Seletividade), Preciséo (repetibilidade) e Exatida

5.1Especificidade

O parametro de seletividade avalia a capacidadméodo em quantificar o
analito de interesse, em presenca de outros coagp@ss como impurezas, produtos de
degradacédo e componentes de matriz ((ANVISA), 20D8%te modo, a especificidade
do método foi testada frente a amostras ndo congatas, e amostras contaminadas
com anilina (composto que possui em sua estrutargrupo amina, também reage com
ninhidrina produzindo o composto RP) ou frutoselo@rato utilizado para simular
componente comum de matriz, reage com ninhidrin@ngl® complexos, e com
aminoacidos segundo reacdo de Maillard). Estasedade compostos séo relatadas em
literatura como interferentes em analises da coip@osle aminoacidos via método de
derivatizacdo com ninhidrina (FRIEDMAN, 2004); (ANBOUZ, TCHIAKPE, ORE,
BENAJIBA, & PUIGSERVER, 2001). As amostras “solucé@o contaminada”
(solugdo de trabalho de aminoacidos 1,0 mmé), l'solucdo de AAs+fenilamina”
(solugdo de trabalho de aminoacidos 1,0 mmbdl+L fenilamina 1,0 mmol £) e
“solugcdo de AAs+frutose” (solugdo de trabalho dénaicidos 1,0 mmol t + frutose
2,0 mol L'Y) foram analisadas em triplicata. O coeficientesaigéacdo (CV) das leituras

foi empregado para verificacao da seletividade dtodo.
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5.2Linearidade

A linearidade corresponde a capacidade do métododemonstrar que 0s
resultados obtidos sdo proporcionais a concentragd@nalito na amostra. Sendo
recomendada sua determinacdo em, no minimo, 5 miwacées diferentes ((ANVISA),
2003). As solucdes utilizadas na determinacaorseatidade foram preparadas a partir
da solucéo estoque de aminoacidos, nas concergrded@,5; 1,0; 1,5; 2,5 e 3,5 mmol
L2,

5.3Preciséao

A precisao no nivel de repetibilidade foi testagdt@valiacdo da proximidade
dos resultados obtidos em uma série de medidasnie solucdo amostras de
hidrolisado de proteina de soja, com preparo carmdodescrito no item “Solucdes”.
Sendo realizadas 6 (seis) determinacdes da sodmastra. A precisdo do metodo foi
determinada através do célculo do desvio padradivel (dpr), segundo a equacao
abaixo.

X(x —X)?
n—1
DPR = ~——=— x100 (14)

o

Em que:
X; € a sinal analitico obtido na analise da “i” amast
X € a média dos sinais analiticos obtidos nas &salias amostras 1;xxz,...%";

n € o numero de avaliacdes.

5.4Limite de Detecgéo e Limite de Quantificagéo

O limite de deteccéo ou limite 6timo de deteccd@l), menor quantidade de
analito presente na amostra que pode ser detectmd@m ndo necessariamente
quantificada, foi estimado com os sinais analitiolidos em 6 determinacbes de
amostra branco, aplicando os dados de desvio p&gyrdas determinacdes e inclinacao
de curva de calibragéo (S) a equacao do LOD ((AMY,12003); (Acreditacdo, 2010).

3c
LOD = < (15)
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O limite de quantificacdo ou limite 6timo de quéndcdo (LOQ), menor
guantidade de analito presente em amostra que gerddeterminada com preciséo e
exatidao, foi estimado com os sinais analiticosdolstem 6 determinacdes de amostra
branco, aplicando os dados de desvio padsjadés determinacfes e inclinacdo de
curva de calibracéo (S) a equacao do LOD ((ANVISAN3); (Acreditacdo, 2010).

LOQ = - (16)

5.5Exatidao

A exatiddo do método SIA com pervaporacdo foi testpela avaliacdo da
recuperacdo de aminoacidos em hidrolisado de peotencentrada de soja, sendo os
resultados comparados com o método de Kjeldahlpmrendado pela A.O.C.S.
(American Oil Chemists Society) (FIRESTONE, 2006peeito pelo Ministério da
Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA) em lise& de proteina total em

alimentos.

(%) = Teor de AAs por método SIA 100 17
recuperag */~ Teor de AAs por método de Kjeldahl * (17

5.6 Procedimento

Durante as analises os comandos executados pele&lAs apresentados na
tabela abaixo. Os comandos foram transmitidos stersa por software desenvolvido
em linguagem Basic, compilado em QuickBasic ezatildo MS-DOS como sistema
operacional. O interfaceamento foi efetuado porcalaontroladora construida em
estudos anteriores (BERTOZZI, 2013).
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Tabela 4.Eventos executadas pelo sistema SIA.

= Linha de Comando Descricao da acao

01 LP 3 Valvula VS1 abert:

02 LP 1® Valvula VS abert:

03 S®) 60 100 ¢ Aspira 600uL da solicdo tamp&o (FT) na vaz&o de ‘uL s¥;

04 V3 Posicédo 3 da valvula de selegéo é habili

05 S 300 50 Aspira 300uL da solicdode Ninhidrina na vazdo de uL s

06 V2 Posicéo 2 da valvula de selegéo é habili

07 S 100 100 Aspira 100uL da soli¢éc de trabalho na vaz&o de 1pL s*;

08 LP E Vélvula VS2 aberti

09 V5 Posicao 5 da valvula selecdo é habilitac

10 S 1000 100 Injeta 1000QuL da nistura na V5 na vazéo de 1uL s?;

11 V1 Posicao 1 da valvula de selecao é habili

12 LP 4 Forno de micr-ondas € acionac

13 ts 12( Tempo de funcionamento do forno de m-ondas d 120 segundo

14 DP £ Desliga o forno de mic-ondas

15 LP 1 Valvula VS abert:

16 S 200 100 Aspira 20CuL do tamjdo na vazado de 1(uL s*;

17 V5 Posicao 5 da valvula de selecao é habili

18 S 200 100 Injeta 200uL do tamp&o na V5 na vazéo de JuL 1@,

19 ts 1( Aguardo de 10 segundos para estabilizacdo d

20 V4 Posicéo 4 da valvula de selegéo é habili

21 S 1000 100 Aspira 1000uL da soli¢io receptora na vaz&o de uL s

22 ts £ Aguardo de 5 segundo para estabilizagéo do gBC,;

23 LP235 Fluxo da bomba peristéltica é reduzido de 3,0 nth fisb mL min';
Vélvulas VS1 e VS2 séo acionac

24 V6 Posicdo 6 da valvula de selecédo é habili

25 S 1000 100 Injeta 100CuL da solicdo receptora néonfluéncia Y na vazdo de 1L s

26 V5 Posicdo 5 da valvula de selecédo é habili



27 S 1000 100 Aspira 1000uL da soucgédo doadora na vazdo de L s

28 V1 Posicdo 1 da valvula de selecdo € habilitaddescarte

29 S 1000 100 Injeta 100QuL da soucdo doadora na vaz&o de ‘uL s?;

30 DP 2 Fluxo da bomba peristéaltica é retomado paremL min™;

31 V5 Posicao 5 da valvula de selecéo é habili

32 S 1000 100 a Aspira 10Q0. na vazdo de 10QL s! para total esvaziamento do compartimento da
solucéo doadora e linha de transmis

33 V1 Posicao 1 da valvula de selecéo é habilitada &°adite)

34 S 1000 100 Injeta 100QuL do descarte na vazéo de uL s

35 LP 1 Valvula VS e acionad

36 S 1000 100 Aspira 1000uL da sducéo tamp&o na vaz&o de JuL s?;

37 V5 Posicao 5 da valvula de selecao é habili

38 S 1000 100 Injeta 100QuL do tamj&o (lavagem) na vaz&o de JuL s?;

39 S 1000 100 Aspira 1000uL do tamjdo (lavagem) na vazao de IuL s?;

40 V1 Posicdo 1 da valvula de sele¢céo (descarte) é taalai

41 S 1000 100 Injeta 1000uL do tamj&o (levagem) na vazdo de 1ul s?;

@0s comandos com recuo a direita foram executadws germanéncia da a¢do do primeiro comando antein recuo®Seringa. 300 uL dos quais correspondem ao
volume morto da linha de transmiss&® inje¢do de 20QL do tampé&o resulta no total de 900 de solugdo enviados ao compartimento da solugadata, forcando a
passagem dos gases produzidos na reacdo atravesrdaana até a solugéo receptora.
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A bomba peristéltica corresponde ao Unico compenetd sistema que
permanece em funcionamento constante durante augieade todas as etapas e
intervalos entre leituras. Ela € responséavel peticio da solugcdo receptora (acido
sulfarico 1,0 mol ) e passagem continua de &gua desionizada pela cela
condutomeétrica, mantendo a estabilidade da linHaade.

A etapa 25 corresponde a injecdo da solucdo raeeptmtendo didéxido de
carbono liberado na reacdo. No entanto, o sindit&oacomeca a ser obtido logo apos
a execucao da etapa 30. A variacdo de tempo eirijecdo e a detec¢cado € necessaria e
ocorre devido a reducdo de vazdo da bomba pddatald reducdo da vazao é
indispensavel para evitar o aumento da pressadintes de transmissdo durante a
injecdo da solucdo receptora na confluéncia Y. Athsto, o fluxo reduzido permite
que a solucao receptora passe mais lentamentefeiara de difusédo, favorecendo a
passagem de G@ela membrana de PTFE.

Para que o analito comece a chegar a cela de @etscgnente apos toda a
solugéo receptora ter passado pela camara de difasiinha de transmissao entre a
camara de difusdo e a cela de deteccédo apreseathabima em material polietileno. A
etapa 30, correspondente ao aumento da vazdo dhabparistaltica, é realizada
exatamente apos toda a solucdo receptora ter papséad camara de difusdo. O £0
difundido através da membrana e dissolvido em &gelnanece na bobina de
polietileno até o aumento da vazdo, este aumentluge provoca uma passagem
rapida do analito pela cela de deteccao, evitahad@amento do sinal. O sinal da
condutividade elétrica gerado durante a passageeiedlito na cela de deteccao é
registrado pelo condutivimetro e convertido emderedétrica ou diferenca de potencial
(DDP), sendo transmitido por saida analogica adimetro que, faz o registro do sinal
em milivolts (mV) e entdo transmite ao microcompotavia porta paralela, sendo

registrado pelo software Protek 506, fornecido fetbwicante do aparelho.

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

As analises iniciais visando a adaptacdo do méttissico de determinacao de
aminoacidos por derivatizacdo com ninhidrina ao oeh@&tautomatizado indicaram
respostas positivas jA nos primeiros testes. Raspei-se o volume do reservatorio da
solugéo doadora, os testes realizados em sistemaddh pervaporacdo, seguindo as

mesmas concentracdes e propor¢cdes das empregdmasgbedo classico (Ninhidrina
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20 mg mLt: AAs 0,2 mmol [!: Tamp&o 0,2 mol £ 12:10:5 v/v/v), permitiram a
confirmacédo da geracao dos produtos RP e CO

O produto RP pbde ser confirmado inicialmente denfovisual durante etapa
de descarte da solucdo doadora que, aplOs reaca@ésemjmu coloracdo purpura,
caracteristica do composto. Posteriormente, formtuadas coletas desta solucdo que
era descartada e foi realizado espectro de absongfecular na regido UV-Vis. Os
méaximos e minimos de absor¢cdo na faixa de 200-800 coincidiram com o0s
apresentados na literatura, ocorrendo absorcdommagmi 570 nm (FRIEDMAN,
2004).

O CO também apresentou indicativos visuais de sua gémddurante a reacéo
com ninhidrina e injecdo da solucéo receptora mdwéncia Y, a grande quantidade de
bolhas na tubulacéo de PTFE indicou a presencasioQysinal analitico obtido na cela
de deteccdo, apOs a etapa de difusdo, confirmotesenga de eletrélito na agua
desionizada. Durante analises do branco nenhum imftisativos visuais foram
observados. Um sinal analitico de baixa intensidageoximadamente 30 mV, foi
registrado pela cela de deteccdo para a analiseralico. Durante investigacdes
verificou-se que este sinal era resultante da gExtdo do equilibrio da vazdo do
sistema provocada pelo retorno da vazao normas, epté permanecer por um intervalo
de tempo definido em vazéo reduzida (etapas 23 30atesso).

Os aldeidos, produzidos durante a reacédo ninhidnmaoacidos, ndo foram
detectados. A instabilidade desta classe de cowgastsuas reacdes paralelas com
ninhidrina (FRIEDMAN, 2004) dificultaram o procesde coleta destas substancias no
compartimento da solugéo receptora. Um teste caminoacido alanina, precursor do
aldeido etanal, foi realizado no sistema utilizamdoeagente dimetilsulféxido como
solucéo receptora, posterior a etapa de coletaldeé® receptora foi realizada etapa de
extracao do aldeido com dietil éter e injecao dagséras em sistema cromatogréfico de
fase gasosa acoplado a espectrometro de massaBl$L@-acoplado a detector de
captura eletronica (CG-DCE), ndo sendo detectapieesenca de etanal nas amostras
por nenhum dos detectores. Entretanto, estes adesltpreliminares nao eliminam a
possibilidade de quantificacdo de aminoacidos peinrdestes produtos. Metodologias
envolvendo cromatografia em fase gasosa para desgédo de aminoacidos por
quantificacdo de seus respectivos aldeidos prodsizgfio técnicas ja conhecidas
(ZLATKIS, ORO, & KIMBALL, 1960).
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Complementando os testes de adaptacdo do metvdm fealizadas avaliagbes
de sinal analitico em fung&o da concentracdo da&zdolde AAs na faixa de 0,2 a 5,0
mmol L%, com volume fixo de injecdo de 100 destas solucbes. A andlise teve como
objetivo estimar a melhor concentracédo e sinalitc@lpara realizacdo dos testes de
otimizacao quimica e instrumental. Como resultdate\e-se um melhor sinal analitico
com a injecdo de 100L da solugdo estoque de AAs 5,0 mmdi, BOOuL da solugéo
de ninhidrina e 30QL de tampdo citrato 0,2 mol L Deste modo, estas foram as
concentracdes e volumes empregados durante a ati@oizio meétodo.

Como o método de deteccéo registra sinais traesiepbssiveis oscilacbes na
linha de base, comuns em longos periodos de detsgao, foram consideradas em
correcBes da intensidade do sinal analitico. Asaiimtensidade do sinal analitico foi
considerada como o resultado da subtracdo entremadmtensidade do sinal registrado

e o sinal da linha de base anterior a saida dogpictodas as analises.

6.10timizag&o instrumental

Os resultados dos estudos referentes ao tempo ideaaento do forno de
micro-ondas e da vazdo de injecdo da solucdo mweepta confluéncia Y sao
apresentados em forma de grafico de barras, coraspgctivos desvios padrbes das

leituras. Todas as analises foram realizadas @fc#ia.

6.1.1 Vazao durante injecao da solucao receptora na conncia Y

A alteragéo na camara de difusdo em relagéo acesmnt@rior realizado com o
mesmo sistema SIA (BERTOZZI, 2013), tornou necéssama nova avaliacdo da
vazao durante injecao da solucao receptora naugodia Y. Vazdes muito altas podem
gerar sinais analiticos baixos devido a rapidaguesa da solucdo receptora, contendo
0 CO pela camara de difusdo. Vazbes muito baixas pquenocar alargamento do
sinal analitico por efeito de dispersédo ao longdirdea de transmissao entre a camara
de difusédo e a cela de deteccdao, reduzindo a idtefesdo sinal analitico.

A Fig. 13 apresenta os resultados dos sinais eoalibbtidos durante o estudo
da vazéo de injecdo da solucéo receptora na cocflu&, a faixa de vazdo avaliada
compreende de 30 a 1@ st A faixa de 60 e 10QL s apresentou os melhores

resultados, sendo que 0 menor desvio padrio feraido para a vazio de 1,00s™.
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Figura 13. Estudo da vazéo durante injecdo na confluéncia Y

6.1.2 Tempo de acionamento do forno de micro-ondas

As amostras injetadas no sistema para o estuderdpot de acionamento do
forno de micro-ondas nos intervalos de tempo de6B8090, 120 e 150 s, e avaliadas
utilizando os métodos de deteccdo fotométrica (@bseia emA 570 nm pelo
composto RP) e condutométrico (proposto), apresant@ mesmo perfil de formacéo
para os produtos RP e gQlemonstrando que as etapas de pervaporagcaocaaitus
deteccgéo constituintes do sistema SIA foram exdagtaom éxito e o sinal responde de
forma proporcional as mudancas de concentracadd@i@duzido na reacao.

Da faixa de intervalo de tempo testado, 120 s dstnaun ser satisfatorio para
realizar as analises, pois para esta condicao efsebom sinal analitico e baixo valor
de desvio padréo entre as leituras em ambos oslogte deteccdo. Na figura abaixo

(a) corresponde a detec¢do condutométrica, e {bygio fotométrical(570 nm).
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Figura 14. Estudo do tempo de acionamento do forno de micda®n



6.2 Otimizac&o Quimica
6.2.1 Efeito do agente redutor

A solucdo de ninhidrina preparada contendo &cidwrbEo como agente
redutor apresentou para o branco sinal analitich4®33 = 23,79 mV. A degradacao
do acido ascorbico a temperatura de 190-192°C gerda causa dos altos sinais obtidos
para o branco. Ainda, dados literarios apresentesnltados de potencializagdo da
degradacdo de &cido ascoérbico pela acdo de midasofVIKRAM, RAMESH, &
PRAPULLA, 2005). Assim, o uso de acido ascoOrbicdapa método proposto
demonstrou-se inadequado, ndo sendo aplicado dousmagente em testes posteriores.

Os sinais analiticos obtidos para as leituras dadar e dos padrées nas analises
realizadas com solu¢do de ninhidrina sem agentgaeé com cloreto estanhoso séo
apresentados na Fig. 15. Os resultados demonstraabiidade de quantificacdo dos
aminoacidos pelo método proposto sem a utilizaggdondnhum agente redutor;
seguindo assim, um dos principios da quimica veadezducdo ou ndo utilizacdo de
reagentes toxicos ou nocivos a saude humana e ao aniente (ANASTAS &
WARNER, 1998).

A adicdo de um agente redutor a solucdo de nimEdiem por finalidade
estabelecer um equilibrio entre as formas hidratadaeduzida da ninhidrina
(hidrindantina) (MOORE & STEIN, 1948). A molécul& dhidrindantina e a aménia
proveniente do aminoacido sdo as precursoras dopasi;m RP, gerado pela
condensacdao destas moléculas. Esta etapa da remgice somente apos a
descarboxilacdo, etapa irreversivel do processéEBPRAN, 2004). Assim, 0 uso de
agente redutor para o método proposto ndo apredmaiddade, uma vez que a
quantificacéo é realizada pela analise de @é@rado na reacdo. No entanto, mesmo
sem esta necessidade aparente, a retirada do ageuiier poderia resultar em alteracéo
no equilibrio da reacédo. Deste modo, o efeito dmtegredutor para o método proposto
foi avaliado.
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Figura 15. Efeito do agente redutor no sinal analitico

6.2.2 Avaliagéo do efeito do solvente e concentragéo dmhidrina

A avaliacdo do efeito do solvente etilenoglic@alizada por alteracdo de sua
propor¢do na solugdo de ninhidrina e consequentenren mistura reacional, gerou
resultados que demonstram sua importancia pararaéacia da reacdo. Apresentados
na literatura como agentes estabilizantes paraagdoede derivatizacdo ninhidrina-
aminoacido (STARCHER, 2001), solventes tais conilergtglicol, dimetilsulfoxido e
Metil Cellosolvé® elevam o ponto de ebulicgdo da mistura durante apaetde
aguecimento e aumentam a solubilidade de ninhidanidrindantina no meio
reacional. A reacdo de derivatizacdo ocorre em éeayras superiores a 100°C, sendo
esta praticamente instantanea a 140°C [29]; destaafetilenoglicol age como aditivo
para 0 meio aquoso, permitindo que a amostra atemgoeraturas elevadas sem que
ocorra ebulicdo tumultuosa.

Entre as proporcdes avaliadas, etilenoglicol:tangi@ato 0,2 mol [* 0:100 v/v
resultou em sinais analiticos préximos aos obtidasa o branco, demonstrando a
necessidade do solvente etilenoglicol para a ocolaé&a reagcédo. A proporgéo 25:75
v/v resultou em decréscimo do sinal analitico dieéa fervorosa da mistura durante a
etapa de aquecimento, evidenciada pela presengangfmosto RP na solugéo receptora.
Para as proporcdes 33:67; 40:60 e 50:50 v/v nenhuamacédo significativa do sinal

analitico pode ser observada.
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Os ensaios envolvendo variacbes de concentracasaliasdes de ninhidrina
(10, 15, 20, 25 e 30 mg ) apresentaram resultados que confirmam como melhor
condicdo de andlise a concentracdo de 20 nig aelLninhidrina, conforme descrito em
literatura (MOORE & STEIN, 1948).

350

300

250

DDP (mV)

Concentragao de Ninhidrina (mg/mL)

Figura 16. Efeito da concentracéao de ninhidrina no sinal &nali

6.3Validacao do método

A validacdo do método de quantificacdo de aminaécidilizando sistema SIA
com pervaporagcao foi realizada considerando osltael®s obtidos na otimizagéo
quimica e instrumental. Para as condi¢des quinelt@snou-se o uso do agente redutor
cloreto estanhoso, mantendo-se a concentracdo degnL! para solugdo de
ninhidrina solubilizada em etilenoglicol : tamp&drato 0,2 mol ! 50:50 v/v
conforme método convencional (MOORE & STEIN, 1948)j.condi¢des instrumentais
utilizadas foram: vazéo durante injecdo da solue&@eptora na confluéncia Y de 100
uL st e tempo de acionamento de forno micro-ondas des120frequéncia analitica

pode ser determinada durante a validac&o, resoltamdaxa de 12 amostras. h

6.3.1 Especificidade
Os compostos utilizados como interferentes fru@sanilina, representam o0s
carboidratos e aminas que segundo literatura (FRIER, 2004) dificultam a
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quantificacdo dos aminoacidos através dos meétoeoXjdldahl e fotométrico. A
avaliacdo da seletividade do método proposto fren@mostras de aminoécidos e
amostras de aminoacidos contaminadas com carbmidraimina resultou em dpr de
3,01%. As amostras de carboidrato e amina semadigZaminoacidos apresentaram
sinal analitico similar ao do branco, comprovandelatividade do método para o fim a
gue ele se propde.

O baixo efeito de interferéncia para as amostrataotinadas se deve a escolha
do produto de reagdo monitorado, £8m analises fotométricas, onde € monitorado o
produto RP, aminas causam interferéncia porquedangroduzem o0 mesmo composto
RP ao reagir com ninhidrina (FRIEDMAN, 2004); (HARIS V. J., 1916). Entretanto
para esta classe de compostos o0 mecanismo de redch@presenta etapa de
descarboxilagéo, conforme ocorre para os aminogcldgo ndo ha formacao de £0
A interferéncia causada por carboidratos se deviermacdo de complexos que
absorvem no comprimento de onda utilizado na date¢c 570 nm) (FRIEDMAN,
2004).

Para o método de Kjeldahl, os interferentes coomdem a qualquer composto
que contenha nitrogénio, uma vez que o metodazatdiecomposicdo de amostras e
evolugdao de amonia (American Association of Cer€akemists, 1995). Para as
condi¢cbes estabelecidas no presente método, a foita de CQ é a reagédo de
derivatizacao de ninhidrina-aminoacidos, visto gée ha processos de decomposicao
da amostra nem a formacdo deste produto por reggietelas de ninhidrina com
componentes de matriz ou interferentes. Assimpiesferentes tradicionais citados em
literatura (aminas e carboidratos) ndo provocarderagdo no sinal analitico para o

método proposto.

6.3.2 Linearidade

A linearidade avaliada para 5 concentra¢fes decduidos na faixa de 0,5 a 3,5
mmol L' apresentou equagdo da reta y = 82,4713x + 125,88&ificiente de
correlaco linear’r0,9912 e valor de F 1460,9693.
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Figura 17 - Analise de linearidade para 5 niveis de concertrdedAAs na faixa de 0,5

a 3,5 mmol [

A verificagdo da linearidade foi realizada pelaliseédo ¢ e do valor de F. O°r
representa o quanto a reta pode ser considerada @onodelo matematico do grafico
em questdo, sendo o valor minimo aceita¥el ®,99 ((ANVISA), 2003). O valor de F
indica a significancia da regresséao linear, ondesado para testar a hipotese nula de
que a variancia total em y € igual a variancia deote do erro, de maneira que a
regressao € significativa quando o valor de F fande (SKOOG, HOLLER, & WEST,
2006). Com um nivel de confianca de 95% o valoalfelado é 3,48 (BARBETTA,
2010). Os valores de e F obtidos cumprem com as especificagdes, de modaoa
regressao e significativa e a faixa de concentragacear.

A faixa de linearidade do método proposto permitangjficar concentracdes de
aminoéacidos em solugdo entre 0,5 e 3,5 mmigloLque corresponde a 65,9 e 461,1 mg
Lt em amostras hidrolisadas de proteina de soja. fEista de concentragdo possui
limite préximo ao determinavel pelo método fotorioéty 0,2 mmol [!, sendo que um
aumento da capacidade volumétrica do compartimdatsolucdo doadora poderia
favorecer a formacdo de @@ permitir limites de quantificagdo inferiores &85

mmol L' obtidos com o volume utilizado.

58



6.3.3 Limite de deteccao e Limite de quantificacao

Os limites de detecc¢ao e quantificacdo calculadi@sf estimados com base nos
resultados obtidos em leituras consecutivas de aasg%branco”. As 6 determinacdes
de branco produziram os seguintes sinais analitiébs 43, 42, 37, 45 e 45 mV,
resultando em dpr de 2,85. Deste modo, o métodsilplite. detectar e quantificar

amostras em concentracées de 0,10 e 0,35 mMaokkpectivamente.

_30_3x2,85_ 1
LOD = <5 = 8247 0,10 mmol L
10c 10x2,85 1
LOQ = S = 82,47 = 0,35 mmol L

6.3.4 Precisdo Repetibilidade

A repetibilidade de seis determinagfes da solwagéostra de hidrolisado de
proteina de soja resultou em dpr de 4,83, atendaodg@ritérios de precisdo descritos
em normativas de validacdo de meétodos analitichs\((SA), 2003); (Acreditacao,
2010), onde o valor aceitavel corresponde a<dpp.

A figura abaixo apresenta as leituras realizadaande a analise dos parametros
de Precisdo, LOD e LOQ.
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Figura 18. Andlise de LOD, LOQ e Precisao repetibilidade

6.3.5 Exatidao

O método desenvolvido foi aplicado a quantificagd® aminoacidos e
determinacao do teor de proteina em amostras dalisatlo de proteina concentrada de
soja. Os resultados foram comparados com aquele®slatravés do meétodo oficial de
Kjeldahl instituido pelo Ministério da Agricultur®ecuéria e Abastecimento (MAPA),
como método para a determinacgdo do teor de preteidarelo de soja (FIRESTONE,
2006).

A andlise da exatiddo pelo método proposto envolvamaliacdo das amostras
frente curva de calibracdo. Cada nivel de conogidrada curva foi analisado em

triplicata, e as amostras em duplicata.
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Figura 19. Andlise de exatidao pelo método SIA - Pervaporacdo

Os valores para a composicdo de aminoacidos perndieacdo via método de
Kjeldahl foram obtidos aplicando-se os dados danatidade do acido cloridrico, fator
de padronizacdo do &cido, volume (mL) da solucédoacido cloridrico gasto na
titulacdo da amostra e massa (mg) de amostra tieimmaconcentrada de soja. Os dados
foram aplicados a equacéo convencional para detagéo de nitrogénio de proteina
via método de Kjeldahl. Apds a estimativa do N(%)amostra, aplicou-se o fator de
conversao nitrogénio de proteina (N:P) para detexgdio do teor de proteina na

amostra bruta.

Quadro 1. Determinacao de N(%) na amostra por método de &lld

m
Amostra (“) V (mL) f N N(%)  N(%) médio DPR(%)

mg
1 200,1 32,3 11,24

2042 348 0,9951 0,05 11,87 11,65 2,47
3 209,7 35,6 11,83

VxNxfx14
N(%) =

a
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O Racional da equacédo presente no Quadro 1 € tdesam “Revisédo
bibliografica > Determinacéo do contetdo de pr@gior método de Kjeldahl”.

O fator de conversao (N:P) convencional assumelgée da massa da proteina
corresponde a nitrogénio. Assim, os dados obti@okl@b) na analise pelo método de
Kjeldahl demonstram que a amostra possui segundiand@s trés (3) determinacoes:
11,65 nitrogénio percentual. Deste modo, a estiaatio conteddo de proteina na
amostra corresponde a 72,81%, conforme calculsaptado abaixo.

N(%)experimental 1 1,65
100 =
N:P *

%Teor proteina = x 100 = 72,81%

Em que:
N(%)experimentar- COrresponde ao percentual de nitrogénio obtido
experimentalmente;

N: P : corresponde ao fator de converséo N:P traditiona

Para o método por sistema SIA com pervaporacdmal analitico indica a
concentracdo de aminoacidos na amostra em mrhisehte a curva de calibracdo. Esta
resposta entdo é convertida ao correspondente eteina. Para esta conversao e
necessario conhecer as fragdes dos residuos (AAmpteina em analise. Para proteina
de cultivares brasileiras de soja, tem-se a egtimalas propor¢cdes mencionadas na
tabela abaixo.

Tabela 5.Fracdes de aminoacidos em proteinas de cultivaasfdiras de soja

AAs Massa Cultivar “Rio Balsas” Cultivar “Bays”
Molar g AAs/100 g | mol AAs/100 g/ g AAs/100 g | mol AAs/100 g
(g/moal) Protein: Protein Protein: Protein:
Asp 132,10 11,3¢ 0,08¢ 11,8t 0,09(
Thr 119,10 3,81 0,032 3,7€ 0,032
Ser 105,0¢ 4,2 0,04( 4,5C 0,04:
Glu 146,1: 18,3( 0,12¢ 19,02 0,13(
Pro 115,1: 5,3: 0,04¢ 5,31 0,04¢
Gly 75,0¢ 3,8¢ 0,052 3,7¢ 0,05(
Ala 89,0¢ 4,2t 0,04¢ 4,1C 0,04¢
Cys 121,1¢ 1,65 0,01: 1,44 0,012
Met 149,20 1,3¢ 0,00¢ 1,5C 0,01(
Val 117,1¢ 4,6¢€ 0,04( 4,6( 0,03¢
lle 131,1¢ 3,7¢ 0,02¢ 3,75 0,02¢
Leu 131, 1¢ 7,6€ 0,05¢ 7,65 0,05¢
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Tyr 181,1. 5,02 0,02¢ 4,75 0,02¢
Phe 165,1¢ 6,08 0,031 5,82 0,03t
His 155,1¢ 3,04 0,02( 2,9 0,01¢
Lys 146,1¢ 6,5 0,04: 6,65 0,04:
Arg 174,1¢ 8,52 0,04¢ 7,91 0,04¢
Trp 204,2: 0,54 0,002 0,6¢ 0,002
Total N/A 100,0( 0,75¢ 99,9¢ 0,75¢

Os valores tabelados das fracdes de cada aminoéeoidmo na oleoginosa e
suas respectivas massas molares permitem a estnaiconcentracdo mmottlde
AAs na amostra analisada, considerando hipoteticEangue a amostra é constituida
unicamente de proteina, ou seja, que 100% de sasantarresponde ao polipeptidio.
Esta estimativa € entdo confrontada com a cong@&traxperimental, resultando no
teor (%) real de proteina na amostra. A concertrgeg@rica foi estimada pela aplicacédo
dados da tabela 5 na equagé&o abaixo.

mg, x 0,759

AAs na amostra (mol) = 100

Em que:
m,. massa da amostra (g);
0,759 : correspondente em mol de AAs em 100 g.

A partir da quantidade estimada de AAs nas raplitas solu¢cbes amostra e
dos valores experimental obtidos pela metodologiaistema SAI com pervaporacéo, o
teor (%) de proteina foi determinado, e posteriotmeomparado com o teor(%) de

proteina segundo o método de Kjeldahl.

Quadro 2. Determinacéo de teor (%) de proteina na amostrangdodo de SIA com
pervaporacao

Fator de Concentracdc Concentracac Teor (%)
Mg . » : Teor (%) .
Amostra Diluicao tedrica experimental i médio DPR
(mg) Proteina )
(mL) (mmol LY (mmol LY Proteina
1 10,0 1,5180 1,09 71,81
2 9,9 50 1,5028 0,99 65,88 70,03 4,20
3 10,1 1,5332 1,11 72,40
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Os resultados obtidos pelo método de Kjeldahl e @it pervaporacdo foram

aplicados a equacao descrita para o parametralasati

Teor de AAs por método SIA
Teor de AAs por método de Kjeldahl

recuperaGéo(%) = x 100 = 96,20 %

Os valores médios de teor de aminoacidos obtidoe/és de anlise em
triplicata das amostras de proteina concentradgajdeforam de 72,79% para método de
Kjeldahl e 70,03% para SIA com pervaporacdo. Assamgexatiddo do método
corresponde a 96,20%, e demonstra coeréncia conetodm classico de Kjeldahl
amplamente utilizado nas analises de determinagi@rdteinas totais. Ainda, 0s
valores obtidos correspondem as estimativas dascdin literatura, onde a forma
concentrada de proteina de soja contém 70% oudugisoteina. Proteina concentrada
de soja contém ainda 0,3% de acidos graxos pdalitinsdas (acido linoléico, acido
oleico e acido linolénico) e 6,7% de umidade, sendodemais 22% constituidos
basicamente de carboidratos insoltuveis e fiboraNGH, KUMAR, SABAPATHY, &
BAWA, 2008). Todos estes componentes de matriz egtdo compreendidos nas
classes de substancias que podem causar inteifeegsgper estimacéo do conteudo de
proteina em analises através do método de Kjel@UUIHARA, KASUGA, &
AOYAGI, 2001) e deste modo os resultados analitpamdem ser considerados isentos
destes erros, correspondendo a quantificacdo dagieoteina.

A intima relacdo entre os resultados obtidos péles metodologias e para 0s
parametros validados demonstram que o método pgmpgosapaz de quantificar com
exatiddo e precisdo o conteudo de aminoacidos eteipas e, consequentemente, 0
teor de proteina total em amostras hidrolisadagprdéeina de soja. Com reducéo
significativa do gasto de amostra, a determinagaocSpA com pervaporacédo pode ser
empregado em determinagfes onde ha limitacdes dsti@gem, as quais Kjeldahl ndo

pode ser utilizado.
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7. CONCLUSOES

O uso do sistema SIA automatizou a andlise de csiggm de aminoacidos,
possibilitando atingir-se frequéncia analitica @eainostras/h com reducdo do uso de
reagentes e solucdes quando comparado aos métidogefrico e Kjeldahl. Frente ao
meétodo fotométrico a anadlise em sistema SIA permit@inar do uso de Cloreto
estanhoso como agente redutor, reduzir em 10 @exetume de solucéo de AAs e 4
vezes 0 volume de solucdo de ninhidrina. Ao serftuadas comparagdes frente ao
método de Kjeldahl, os valores para o consumo dgerges e solucdes pelo sistema
SIA é muito inferior, dado aos procedimentos deodgmsicdo de amostra e titulacdo
empregados no método de Kjeldahl. Deste modo, @mdoéproposto demonstra-se
vantajoso e “limpo” quando comparado as métodosvarmionais de andlise de
aminoacidos e proteinas (American Association ake@eChemists, 1995); (SLYKE,
MACFADYEN, & HAMILTON, 1941); (SMITH & AGIZA, 1951) (MOORE &
STEIN, 1948).

As determinacdes de aminoacidos em hidrolisadograleina concentrada de
soja por sistema SIA com pervaporacao apresentultados de teor de aminoacidos
na amostra semelhantes aos obtidos quando daagditizdo método convencional de
Kjeldahl, amplamente aplicado em andlises de alioseremonstrando que o método
proposto é capaz de determinar quantitativamentfordea precisa e exata o teor de

aminoacidos em hidrolisados de proteina de soja.
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