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SUMMARY

ALMFEIDA, MEW. & SIMAO, AM. — Detection of aminoacids in protein hydrolysates of soybean
Determination of glutamic acid. Rev. Inst. Adolfo Lurz, 32:105-112, 1972,

Bidimensional paper chromatography was applied in order to separate the different
aminoacids of industrial soybean protein hydrofysates, with satisfactory results.

Some modification were introduced into the classical methods for aminoacid
detection and into the evaluation of glutamic acid.

The spots corresponding to the glutamic acid (standard and sample) had been cut
out, eluted, and its contents of glutamic acid were determined by means of spectropho-

tomelry.

INTRODUGAO

O emprego da soja e de produtos dela deri-
vados vem sendo cada vez mais difundido na
alimentacdo humana, com a finalidade de
substituir a protefna de origem animal ou de
complementar uma deficiéncia protéica.

Nos pafses asidticos, os produtos de soja
sd0 largamente empregados no preparo de ing-
meros alimentos, aos quais transmitem um
tipico flavor, como também fornecen, em ex-
tensdo considerivel, os aminodcidos necessd-
rios & dieta normal.

Sob o ponto de vista da nutricdo, a protef-
na de soja tem um alto valor bioldgico e, neste
aspecto, assemelha-se mais & proteina animal
do que qualquer outra vegetal”.

A literatura sobre o valor nutritivo da pro-
tefna de soja tem sido revista de maneira
exaustiva por varios antores,podendo-se citar
entre eles o excelente resumo de CIRCLE &
JOHNSON *.

Estudos mais recentes realizados por
ALTHOFF?, em seres humanos, indicam que
a proteina de soja é uma proteina completa e
pode substituir a animal na dicta humana,
necessitando, apenas, de um pequeno suple-
mento de metionina e lisina.

A farinha de soja é empregada no preparo
de numerosos produtos alimenticios, tais
como: pdes, bolos, biscoitos, bolachas, fari-
nhas l4cteas, produtos dietéticos, molhos ¢
outros. A tendéncia atual da industria, entre-
tanto, ¢ a de introduzir, além da farinha de
soja, hidrolisados de proteina de soja ndo s
para o enriquecimento protéico de produtos
alimenticios, como também por outras quali-
dades intrinsecas como agio espessante, sabor
caracteristico e pela sua maior assimilagfo.

Com a finalidade de avaliar a qualidade
protéica de hidrolisados de proteina de soja
existentes no comércio, analisamos vérias
amostras detectando os aminodcidos ¢ dosan-
do o 4cido glutdmico presente.

{1) Realizado no Servico de Alimentos do Instituto Adolfo Lutz.

€2} Do Instituto Adolfo Lutz.
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MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 9 amostras de hidrolisa-
dos de proteina de soja; todos os produtos,
enviados para andlise ao Instituto Adoifo
Lutz, foram preparados nas respectivas indis-
trias, por hidrélise dcida, a partir de farinha de
soja desengordurada.

Identificamos os aminodcidos por cromato-
grafia em papel e a dosagem do dcido gluta-
mico foi feita por espectrofotometria.

O método usado foi baseado em vérias
técnicas j4 publicadas %1% Entretanto,
foi introduzido um novo artificio para a iden-
tificagiio dos aminodcidos e foram estipuladas
novas condicBes de trabalho; montamos,
assim, um método, gualitativo e quantitativo
que, embora trabathoso, mostrou-se adequado
as necessidades do momento.

1. Eguipamento

Papel Whatimann n¢ 1 (20 x 20 ¢cm)
Cuba cromatogréifica de Thomas
Micro-seringas

Espectrofotometro Colleman Junior

2. Solventes

14 fase ou 19 solvente

n-butanol-dcido acético glacial-dgua
(4:1:5)
Coloque o butanol, o 4cido e a 4gua em
umn funil de separagio, agite, decante e utilize
a fase superior.

24 fase ou 29 solvente

Fenol-NH4OH 3% (4:1)
3.  Revelador

Solu¢#o de ninhidrina 0,2% em n-butanol
saturado de dgua.

4,  Preparc da amostra
Pese 100 mg de amostra, dissolva e dilna

com dgua a 10 mi (se houver dificuldade na
dissolugdo, adicione algumas gotas de HCI).
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Transfira 1 mi da solugfio para um outro ba-
{30 volumétrico de 10 ml e complete o volu-
me com édlcool isopropilico a 10%. Com esta
solugdo sdo preparados os cromatogramas.

5. PadrGes dos aminodcidos

Prepare de maneira idéntica 4 da amostra
¢ nas mesmas condigGes.

6. Desenvolvimento do cromatograma
Foram colocados sobre o papel 20 ul da

solugdo da amostra e 10 ul da solugio padrio,
de acordo com a fig. 1
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Fig 1.~ Bsquema de aplicagdo da amostra e do padrdo

8 Amostra
¢ Padric
-~ Limite superior a que o solvente deve alcangar

Assim procedendo, os aminoacidos fo-
ram identificados pela posi¢iio indicada pelo
padrdo no préprio cromatograma e ndo pelos
R¢ ou pela posi¢io relativa das manchas, como
se faz ysualmente.

Foram observadas as seguintes condicdes:
a} O fenol ndo deve apresentar alteragio de
cOr.



ALMEIDA, M.EW. & SIMAO, A.M. — Aminodcidos de hidrolisados de proteina de soja. Dosagem de dcido
glutdmico. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 32:105-112, 1972.

b) Apbs o desenvolvimento do cromatograma
com a 12 fase, o papel é secado em estufa a _ a0
400C e, logo em seguida, desenvolvido com 2 *Tj §
a 24 fase (ndo deixe para correr o cromato- g ' ;
grama com o solvente fenol no dia e i
seguinte). P )
- - : 8
i ! .
¢) Apbs o desenvolvimento com a 22 fase, o : %
cromatograma pode ser revelado no dia :
seguinte, mas deve ser guardado ao abrigo 3 :
da luz. Antes de revelar, se necessério, H g
seque o cromatograma a 40°C. @ e
2" Solvente

Tmitie= 1972

d) Revele o cromatograma com a solugdo de
ninhidrina, seque em estufa a 400C durante

2 horas, sendo os aminoécidos identificados Fig. 3 - Identificagdo da histidina

no cromatograma de acordo com a posi¢do ; iﬁsgdin:t g- Lisina

o . = . Acido glutimico . Arginina

1f1d1cada pelo .pont(? de intersec¢do de N 7. Triptofano

linhas ortogonais partindo das manchas cor- 4. Alanina 8. Leucina ¢ isoleucina
respondentes aos padrdes (fig. 2 a 10). © Amostra e Padrio: Histidina e lisina
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Fig. 2 — Identificagdo da lisina Fig. 4 — Identificagdo do dcido glutimico
1. Histidina 5. Lisina 1. Histidina 5. Lisina
2. Acido glutdmico 6. Arginina 2. Acido glutimico 6. Arginina
3. Treonina 7. Triptofano 3. Treonina 7. Triptofano
4. Alanina 8. Leucina e isoleucina 4, Alanina 8. Leucina e isoleucina
©® Amostra e Padrdo: Lisina ©® Amostra e Padrdo: Acido glutimico
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Fig. 5 — Identificagdo da treonina Fig. 7 — Identificagdo da arginina
1. Histidina 5. Lisina 1. Histidina 5. Lisina
2. Acido glutdmico 6. Arginina 2. Acido glutimico 6. Arginina
3. Treonina 7. Triptofano 3. Treonina 7. Triptofano
4. Alanina 8. Leucina e isoleucina 4. Alanina 8. Leucina e isoleucina
© Amostra @ Padrdo: Treonina © Amostra e Padrio:Arginina
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Fig. 6 — Identificagdo da alanina

1. Histidina

2. Acido glutdmico
3. Treonina

4. Alanina

© Amostra
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5. Lisina

6. Arginina

7. Triptofano

8. Leucina e isoleucina

e Padrio: Alanina

Fig. 8 — Identificagdo do triptofano

1. Histidina

2. Acido glutdmico
3. Treonina

4. Alanina

© Amostra

5. Lisina

6. Arginina

7. Triptofano

8. Leucina e isoleucina

@ Padrio: Triptofano
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Fig. 9 — Identificagdo da leucina

2
"
0
5
S .
= 6
1 5 &
- il g
ik
2°Solvente

Emina . 972

Fig. 11 — Aminodcidos de hidrolisados de cabelo
humano (amostra a)

1. Histidina 5. Lisina

2, Acido glutdmico 6. Arginina

3. Treonina 7. Triptofano

4. Alanina 8. Leucina e isoleucina © Amostra

© Amostra e Padrdo: Leucina
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Fig. 10 — Identificacdo da leucina e isoleucina

1. Histidina

2. Acido glutdmico
3. Treonina

4. Alanina

© Amostra

5. Lisina

6. Arginina

7. Triptofano

8. Leucina e isoleucina

@ Padrdo: Leucina e isoleucina

Fig. 12 — Aminodcidos de hidrolisados de cabelo
humano (amostra b)

© Amostra
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1. Dosagem do deido glutdmico

Logo ap6s a identificagio do 4cido gluta-
mico, as manchas correspondentes ao padrfio e
a0 4cido sdo recortadas, observando-se as mes-
mas dreas do papel de filtro; o mesmo foi feito
com um branco retirado de um ponto do
papel do préprio cromatograma.

Para facilitar a extracfo, as 4reas retira-
das sfo repicadas, colocadas dentro do tubo
do aparetho de Colleman e tratadas com a
seguinte solugdo:

Solucio de Cu SO4.5 H,0 (Solugdo esto-

que) . . . . 20 mg/100mli

No momento de usar, transfira 25 mida
solucdo estoque pdra um baldo volumétrico de
100 ml e complete o volume com dlcool
absoluto.

Adicione a0 tubo 4 ml da solucfo acima,
agite durante 30 minutos apds os quais 08 pe-
dagos de papel, descorados, sdo retirados.

Para leituras espectrofotométricas conve-
nientes, eluimos as manchas de trés cromato-
gramas, correspondentes portanto a 60 ug da
amostra e a 30 pg do padrio (procedemos de
tal maneira porque nfo dispunhamos de cubas
cromatogrificas maiores; a condigio ideal
seria colocar toda a amostra de uma s6 vez). O
resultado final é a média de 3 leituras corres-
pondendo a um fotal de 9 cromatogramas. As
jeituras sfo efetuadas no comprimento de
onda de 570 mg.

As leituras em transmitincia foram trans-

formada em absorbancia e o célculo feito por
meio da leitura do padréo.

RESULTADOQS

Em todas as amostras analisadas foram
identificados os seguintes aminoicidos: dcido
glutimico, alanina, lisina, histidina, tripto-
fano, arginina, treonina e leucinas (fig. 2 a 10
e quadro I}. Apenas em um produto composto
contendo pequena quantidade de hidrolisado

de proteina de soja ndo foi detectada a presen-
¢a de treonina. O teor de icido glutimico
determinado em 5 amostras encontra-se reuni-
do no quadro IV,

DISCUSSAO

Naturalmente o processo empregado tem
possibilidades limitadas, pois ndo identifica
outros aminodacidos existentes na soja. Entre-
tanto, como os hidrolisados ndo foram por
nds preparados, mas sim manufaturados pelas
inddstrias, ndo sabemos até que ponto a hidrd-
lise foi atingida ou se alguns dos aminodcidos
existentes foram destruidos pelas condigGes
do processo.

Na literatura consultada, comparando os
nossos resultados com os encontrados por
MIERZEJEWSK] & SKULMOWSKI®, que
também pesquisaram aminodcidos em hidroli-
sados de protefna de soja por cromatografia
em papel, observamos que os autores trabaltha-
ram com 3 pares de solventes. Com o 19 par
{(fenol—dgua 1:1 e piridina—butanol--dgua
25:45:40) identificaram serina, glicina, tirosi-
na, alanina, arginina e triptofano; com o 20
par (butanol tercedrio—metiletilcetona—4gua
442 e butanol—metanol—dgua 4:5:1) identifi-
caram alanina, triptofano, metionina, tirosina,
valina, leucina e isoleucina; com um 39 par de
solventes (fenol-dgua 7:3 e propanol-dgua 7:3)
separaram e identificaram 4cido aspértico, dci-
do glutdmico, histidina, treonina, prolina e
alguns dos previamente citados, mas ndo sepa-
raram valina, metionina, leucina e isoleucina.

Verificamos assim que o par de solventes
por nés empregado separa satisfatoriamente os
aminodcidos existentes no hidrolisado de soja,
embora tenha sensibilidade limitada, pois ndo
conseguimos detectar metionina que &, segun-
do alguns autores, o aminodcido limitante da
soja.

Entretanto, wsando o mesmo par de sol-
ventes, trabalhando com 2 amostras de cabelo
humano, cujo hidrolisado foi por nés prepara-
do, conseguimos reproduzir 2 cromatogramas
semelhantes, separando 12 aminodcidos (fig.
11e12).
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QUADRO I

Aminodcidos de hidrolisados de protefng de soja

Acido glutdmico Leucinas
Alanina Lisina
Arginina Treonina
Histidina Triptofano

Obtencdy. kidrolise deida
Identificacdo: cromatografia em papel

GUADRO 11

Aminodcidos de tortay de sofa
(KUTKEN & LYMANS)

Acido ghstdmico Lisina
Azginina Metionina
Fenilatanina Treonina
Histidina Triptofano
Leucinas Valina

Obtencio: hidrdlise deida
Identificacéo : métoda microbiclégico

QUADRC 1T

Aminodcidos de moltho de soja
(TSUNODA et alii '}

Acido aspirtico Lisina
Acido glutdmico Metionina
Arginina Prolina
Cistina Serina
Fenilalanina Tirosina
Glicina TFreonina
Histidina Triptofanc
Leucinas Valing

Obtengdo: hidrilise enzimdtica
Identificagdo: método microbioldgico

QUADRG 1V

Teor de deido glutdmico em hidrolisados
de proteinas de soja comercigis

Acido glutimico %
Amostra
Declarado Encontrado
a 5.5 6,2
b 7.1 83
< 7 a5 8 ,2
d 17,8 16,5
g 4.3 44

Ainda na bibliografia consultada, no tra-
balho de KUIKEN & LYMAN ® encontramos
0s seguintes aminoAcidos na composicio da
proteina de 20 variedades de soja {(quadro II),
obtida por hidrolise dcida e alcalina, determi-
nados, porém, por métodos microbiolégicos.
Para molho de soja, obtido por hidrolise enzi-
mdtica, no trabalho de TSUNODA et alji !?
foram encontrados e determinados por proces-
so microbiolégico 17 aminodcidos (quadie
HH).

A dosagem do dcido glutimico foi efe-
tuada nesses produtos comerciais com a finali-
dade de ser controlada a quantidade de mono-
glutamato de sédio neles declarados. Os me-
thores resultados para as leituras no espectro-
fotdmetro foram obtidos usatido-se a solugfio
de sulfato de cobre em dlcool em vez de eluir
simplesmente com acetona ou dlcool a 50% as
manchas reveladas com ninhidrina.

O emprego de glutamato monossdico,
como condimento em alimentos, foi estudado
pelo COMITE MISTO FAO/OMS DE EXPER-
TOS EN ADITIVOS ALIMENTARIOS %*, na
sua 132 reunifio, que discutiu o problema de
sua avaliagdo como aditivo alimentar e chegou
& conclusdo de que poderia ser dada ao gluta-
mate monossddico uma ingestdo didria aceitd-
vel (IDA) de 120mg/kg para individuos em
geral, excecdo feila a criancas menores de um
anc. Com a finalidade de verificar se estd sen-
do ou ndo ultrapassada a ingestdo didria acel
tével, seria de interesse efetuar sempre a dosa-
gem do glutamato monossodico em alimentos.

CONCLUSAO

Nas condicBes em que trabalhamos, com
o par de solventes utilizade conseguimos sepa-
rar am namero razodvel de aminodcidos de
hidrolisado de proteina de soja, comparando
com os dados da literatura consultada.

O presente método, dentro de determina-
dos Himites, aplica-se a diferentes hidrolisados
de protefnas.

Com relagdo ao 4cido glatamico, a sepa-
ragio foi bastante satisfatoria em todos os cro-
matogramas; quanto o seu doseamento, obti-
vemos valores que satisfizeram as nossas neces-
sidades imediatas.
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RESUMO

ALMFEIDA, M.E.W. & SIMAO, AM. — Aminodcidos
de hidrolisades de proteina de soja. Dosagem
de 4dcide glutimico, Rev, Inst, A4dolfo Luiz,

32: 105-112, 1972.

Cromatografia bi-dimensional em papel
foi aplicada com a finalidade de separar os
diferentes aminodcidos de hidrolisado de pro-
teina de soja.

Foi introduzido, com resultados satis-
fat6rios, um novo artiffcio para identificacéo
dos aminodcidos, e foram feitas algumas modi-
ficagdes na determinagio do 4cido glutimico.
As manchas correspondentes ao dcido glutimi-
co (padrio e amostra) foram recortadas, eluf-
das ¢ o 4cido glutamico foi determinado por
espectrofotometria.
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