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RESUMO - O triptofano € um aminoacido aromatico essencial, e contribui efetivamente na sintese
protéica e na regulacdo de importantes mecanismos fisiol6gicos, além de ser o precursor da
serotonina. Esta presente em diversos tipos de alimentos, porém em baixas concentragdes. O
objetivo principal deste estudo foi a implementacdo da metodologia para quantificagdo de triptofano
submetido a hidrélise alcalina e por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), utilizando
Fenilisotiocianato (PITC) como reagente derivatizante. Para efeito de comparagéo, em paralelo foi
utiizado o método enzimatico espectrofotométrico. Os resultados dos teores de triptofano
encontrados nas amostras pelo Método_1 (espectrofotométrico) e Método-2 (cromatografia liquida
de alta eficiéncia) apresentaram diferencas estatisticas (p <0,05) somente para as amostras de
tilhpia-B e C. Adicionalmente, os métodos mostraram-se eficientes para os produtos analisados, de
acordo com as condicBes estabelecidas para as quantidades de aminoacidos essenciais do

alimento, no caso o triptofano, segundo as exigéncias da RDC 54/12.

Palavras-chave : triptofano, derivatizacédo, padréo interno, hidrélise alcalina.

1 Autor, Bolsista CNPq (PIBIC): Graduacao em Eng. de Alimentos, FAJ, Jaguariina - SP, brunagabriela28@hotmail.com
2 Colaborador: Pesquisador, CCQA/ITAL, Campinas — SP
3 Orientador: Pesquisador, CCQA/ITAL, Campinas-SP, vera.silva@ital.sp.gov.br



8° Congresso Interinstitucional de Iniciacdo Cienti  fica — CIIC 2014
12 a 14 de agosto de 2014 — Campinas, S&o Paulo

ABSTRACT — Tryptophan is an essential aromatic amino acid, contributes effectively in protein
synthesis and regulation of important physiological mechanisms, and besides being the precursor of
serotonin. It is present in many types of food, but in low concentrations. The main objective of this
study was to implement the method for quantification of tryptophan subjected to alkaline hydrolysis
and liquid chromatography (HPLC) using phenylisothiocyanate (PITC) as derivatizing reagent. For
comparison, in parallel the enzymatic spectrophotometric method was used. The results of the
levels of tryptophan found in the samples by Método 1 (spectrophotometric) and Method-2 (high
performance liquid chromatography) showed statistical differences (p <0.05) only for samples of
tilapia B and C. In addition, the methods were effective for the products analyzed in accordance with
the conditions set for the quantities of essential amino acids from food, if tryptophan, as required by
RDC 54/12.

Key-words: tryptophan, derivatization, internal standard, alkaline hydrolysis.

1 INTRODUCAO

O triptofano € um amino&cido aromatico essencial, e contribui efetivamente na sintese
proteica e na regulacdo de importantes mecanismos fisiol6gicos, além de ser o precursor da
serotonina. Diversos estudos tém mostrado que a serotonina tem participagdo na modulacdo da
motilidade gastrointestinal, tbnus vascular periférico, tbnus vascular cerebral, além de exercer
importante funcdo plaquetaria e na fisiopatologia de diversas desordens de humor, vOmito,
enxaquecas, sindrome do intestino irritavel e hipertensdo sistémica e pulmonar (MOHAMMAD-
ZADEH et al., 2008).

As principais fontes deste aminoacido sédo alimentos de origem animal como peixes, frutos
do mar (mariscos, ostras), aves (carne escura de frango e peru) e carne bovina e em alguns
alimentos de origem vegetal (soja, nozes, feijdo). Sua quantificacdo tornou-se indispenséavel apos
dezembro de 2012, com o estabelecimento da RDC 54/2012 pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) para o0 uso das alegacdes de fonte e alto teor de proteinas, as proteinas do
alimento devem atender a um critério minimo de qualidade, de acordo com o0s niveis de
aminoacidos preconizados pela FAO/WHO (2007). O presente Regulamento Técnico se aplica a
Informacdo Nutricional Complementar (INC) contida nos rotulos dos alimentos embalados
produzidos e comercializados no territério dos Estados Partes do MERCOSUL, ao comércio entre
eles e as importagbes extrazona, embalados na auséncia do cliente e prontos para oferta aos
consumidores (ANVISA, 2012).
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O triptofano pode ser quantificado por espectrofotometria (SPIES, 1967), cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) com derivatizacdo pré-coluna com fenilisotiocianato (WHITE;
HART; FLY, 1988; HAGEN; FROST; AUGUSTIN, 1989) ou derivatizacdo pés-coluna com ninidrina
(SPACKMAN, STEIN e MOORE, 1958). Dentro deste contexto, o presente trabalho teve como
finalidade, quantificar o teor de triptofano por CLAE com derivatizacdo pré-coluna com
fenilisotiocianato em matrizes alimentares complexas, os resultados obtidos foram comparados
estatisticamente aos obtidos pelo método espectrofotométrico e adicionalmente foi verificado se os

mesmos atendiam as exigéncias estabelecidas pela ANVISA na RDC 54/2012.
2 MATERIAIS E METODOS

2.1. Matéria-prima: Padrdo de triptofano marca SIGMA com 99% de pureza. Neste estudo, a
denominacao “matrizes alimentares complexas”, foi utilizada para classificar os alimentos passiveis
em dificultar a acdo das enzimas durante a hidrélise enzimatica, ou seja. matrizes alimentares de
dificil homogeneizag¢do devido sua heterogeneidade, paredes celulares resistentes ou formar
complexos coloridos, 0s quais podem mascarar a leitura espectrofotométrica, entre outros
aspectos. Para tanto, os produtos selecionados para o estudo foram alimentos reconhecidos como
fontes de triptofano, a farinha de soja por apresentar facilidade de homogeneizacdo, pescados
(tilhpia) e aves (frango) devido a heterogeneidade de ambos. Foram adquiridas trés marcas

diferentes denominadas como A, B e C oriundas do comercio da regido de Campinas - SP.

2.2. Métodos: Determinacdo de proteina AOAC (2010), quantificacdo de triptofano por hidrélise
enzimatica (SPIES, 1967) e por cromatografia liquida de alta eficiéncia (WHITE; HART; FLY, 1988;
HAGEN; FROST; AUGUSTIN, 1989) apds sofrer hidrélise alcalina.

2.3. Solugéao Padrdo de Triptofano:  Foi utilizada uma massa referente ao padréo de triptofano
com precisdo (51,0 £ 0,05 mg) e transferida quantitativamente para um baldo volumétrico de 100
mL e dissolvida em acido cloridrico 0,1M para obtencdo de uma solu¢cdo-méae com concentrado 2,5
mmol.L™. Posteriormente foram utilizadas massas referentes a 0,0642g; 0,1327g; 0,3132g; 0,79969
e 1,5827¢, as quais foram adicionadas em balBes volumétricos com capacidade para 5 mL, foram

adicionados também 0,5 mL de padréo interno (acido a-aminobutirico) nos cinco pontos da curva.

2.4. Derivatizacdo pré-coluna do padrdo: Com auxilio de uma seringa de 100uL foi transferida
uma aliquota de 40uL para o tubo de vidro para o procedimento da derivatizacdo (reacdo pré-
coluna com Fenilisotilcianato-PITC). O tubo foi colocado no vial de secagem. Posteriormente,

adicionado 22uL e solugdo de re-secagem, a amostra entdo, foi homogeneizada e seca
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novamente. Depois de seco, adicionou-se 22uL de solucao derivatizante. As cinco concentracfes
do padrdo de triptofano foram homogeneizadas e permaneceram em repouso por 20 minutos, e
posteriormente foram secas por 30 minutos. Em seguida, foram adicionados 500uL de diluente, e
levadas ao ultrasom por 10 minutos e posteriormente homogeneizadas em vortex e centrifugadas
por 5 minutos a 3.000 rpm., e finalmente transferidas frascos de injecdo especificos para
cromatografia liquida (HAGEN; FROST; AUGUSTIN, 1989).

2.5. Pardmetros Cromatograficos : A temperatura da coluna foi de 50C, a fase modvel foi
composta por: acetonitrila: acetato de sédio. A fase mével foi filtrada através de um sistema de
filtracdo Millipore vacuo equipado com um filtro de 0,45 uM, e desgaseificadas em ultrason. O
detector UV foi ajustado para 254nm (WHITE; HART; FLY, 1988).

2.6. Determinacdo de triptofano (TRP) nas amostras: As amostras foram analisadas em
triplicatas pelos dois métodos propostos. O Método_1 (espectrofotométrico): O TRP foi
determinado apds hidrélise enzimatica com pronase a 40 °C durante 22-24 horas, seguido de
reagdo colorimétrica com 4-dimetilaminobenzaldeido (DAB) em acido sulfarico 21,1N e leitura em
espectrofotbmetro a 590 nm. O teor de triptofano foi calculado a partir de uma curva padrdo de
TRP. O Método-2 (cromatografia liquida de alta eficiéncia): A amostra foi submetida a hidrolise
alcalina com NaOH 4N, e reacao pré-coluna com Fenilisotilcianato (PITC) e quantificacdo em CLAE
fase reversa utilizando-se como padrdo interno, o &cido a-aminobutirico e deteccdo por UV a
254nm.

2.7. Analise estatistica: Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA)
e ao teste de Tukey (Pimentel Gomes, 2009), para determinacéo da diferenca significativa entre as
médias (nivel de significancia de p<0,05), utilizando o programa SAS — Statistical Analysis System
(SAS, Cary, USA).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Curva padréao de triptofano

Os cromatogramas dos padrfes injetados foram integrados utilizando o software do
computador acoplado ao equipamento, obtendo, assim, as areas dos picos em cada concentracao
do aminoacido (Figuras 1, 2 e 3). Dando origem a curva de calibragdo (Figura 4) de triptofano,
baseado na equacéo da reta (y = ax + b). As concentragbes dos componentes do padrdo em 5

niveis foram calculadas como: C(g/100 mL ou 100g)= 2,50 x 10 x PM x massa do padrdo (g) /
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vol(g). O PM refere-se ao peso molecular do triptofano. A curva padrdo elaborada com cinco

concentracdes apresentou R® =

0,9990. Na Figura 1 estdo apresentados 0s cromatogramas

referentes as concentracdes de triptofano e a curva padréo gerada, a qual apresentou R? = 0,9990;

sendo, portanto este valor um indicativo da qualidade da curva analitica.
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Figura 1. Cromatogramas das concentracdes de triptofano nos cinco niveis (1, 2, 3, 4 e 5) e a curva padréao de triptofano.
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3.2. Resultados de proteina

Tabela 1. Teor médio de proteina (g/100g de amostra) encontrado nas matrizes alimentares estudadas.

Amostras A B C

Tilapia 19,71 +0,01° 19,93 +0,43° 19,29 + 0,59 °
Frango 17,72 +0,36° 17,84 £0,91° 18,00 £1,70°
Farinha de soja 35,90+ 0,142 34,53+1,38°2 35,75+0,76 2

*Resultados expressos como média + desvio padrdo das andlises em triplicata. Médias
seguidas por uma mesma letra na mesma linha ndo diferem significantemente entre si pelo
teste de Tukey (p <0,05).

3.3. Resultados dos teores de triptofano encontrado s nas amostras pelo método

espectrofotométrico e 0 método de cromatografia liq uida de alta eficiéncia (CLAE).

Para a andlise estatistica as amostras foram avaliadas individualmente, somente para
efeito de comparacdo entre os dois métodos para a mesma amostra. Na Figura 2 estdo
apresentados o0s resultados dos teores de triptofano encontrados nas amostras: Método 1
(hidrélise enzimatica/espectrofotométrico) e Método-2 (hidrolise alcalina/CLAE) somente as
amostras de tilapia B e C apresentaram diferencas estatisticas (p < 0,05), embora no ensaio
espectrofotométrico os valores numéricos tenham sido inferiores aos obtidos na CLAE, mas nao
influenciaram na resposta final, ou seja, os valores esperados para o pescado estudado. Para
melhor compreensédo na Tabela 2 estdo relacionados alguns parametros importantes observados

durante o estudo para efeito de comparagéo entre os dois métodos.

Para as matrizes alimentares utilizadas, os métodos mostraram-se eficientes, ou seja,
permitiram a quantificacdo do triptofano presentes nas amostras, desta forma o fabricante podera
classificar seus produtos de acordo com as condicOes estabelecidas para as quantidades de

aminoacidos essenciais do alimento, no caso o triptofano, segundo as exigéncias da RDC 54/12.

Tabela 2. Comparacao entre os métodos estudados.

Método-1: Espectrofotométrico Método-2: CLAE
Facilidade de execucéo Técnico muito bem treinado em CLAE
Cor do extrato pode interferir na reacdo Cor do extrato ndo interfere na reagéo
Insumos de médio custo Insumos de alto custo
Facil interpretacao resultados Dificil interpretagcdo dos cromatogramas
Produto reacéo estavel Produto da reacéo instavel*
Sem derivatizacéo Derivatizagdo pré-coluna**

*Devido a derivatizagdo pré-coluna, os produtos da reagdo sdo muitas vezes instaveis e podem afetar os resultados de
guantificagdo. **O reagente de derivatizagdo é misturado diretamente com a amostra e pode reagir com componentes
coexistentes na matriz da amostra.
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Figura 2. Teores triptofano (mg/100g de amostra) obtidos no Método_1 (hidrdlise enzimatica/espectrofotométrico) e no
Método-2 (hidrélise alcalina/CLAE). Valores médios + desvio padrdo das andlises em ftriplicata. As letras iguais para a
mesma amostra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

A hidrélise alcalina seguida por CLAE para determinacao de triptofano podera ser utilizada
como ferramenta adicional para comprovacdo do teor de triptofano, em casos especificos como:
amostras resistentes a hidrélise, por exemplo, a queratina bruta (I& de carneiro) ou em situacdes
onde a coloragdo inerente a amostra possa acarretar em resultado falso positivo. Nestes casos, 0
laboratério podera utilizar as duas metodologias para efeito de comparacdo e garantir o resultado
final, visto que atualmente tanto a hidrdlise alcalina seguida por CLAE como a hidrélise enzimética
seguida pela leitura no espectrofotbmetro sdo técnicas instrumentais muito utilizadas por
pesquisadores e laboratérios analiticos.

4 CONCLUSAO

Os resultados evidenciaram um bom desempenho do método de CLAE com derivatizacao
pré-coluna em relagdo ao método enzimatico espectrofotométrico, porém o estudo revelou

parametros importantes que devem ser considerados para selecao do método analitico.
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