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R E S U M O

O presente artigo  versa sóbre a dosagem do trip to fan o  em cereais e 
leguminosas usando hidrolise com papaina e procedim ento colorim étrico  
com paradim etilam inobenzalde ido. A  r e c u p e r a lo  conseguida foi superior 
a 90% .

INTRODU CÀO

O problema de dosagem do triptofano em produtos alimen­
tares, principalmente em cereais e leguminosas, nao tem en­
contrado até agora urna solugao satisfatória, que se preste à 
rotina, por método químico.

A hidrólise alcalina, muito divulgada para a liberando 
déste compósto, embora possa ser aplicada com sucesso no 
caso de proteínas puras (1, 2), apresenta inconvenientes que 
limitam sua aplicagào em alimentos (3).

O interèsse desta dosagem em cereais, como no caso do 
Milho Opaco-2, em que o teor de triptofano pode servir de 
contróle das experiencias para sua melhoria, é bastante acen­
tuado, principalmente porque éste aminoácido essencial apa­
renta ser limitante (4) em comp^ragao com a “proteína mo- 
dèlo da FAO” (5).

O procedimento ora publicado derivou de modificagóes 
progressivas das técnicas de Lombard & Lange (6 ) e de Spies 
& Chambers (7) visando superar dificuldades relacionadas
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com o doseamento do triptofano em cereais e leguminosas, tais 
como reprodutividade e recuperagáo.
Material e Método

Os reagentes usados foram da Merck (pa.), com excegáo 
dos fosfatos de sòdio e do hidróxido de potàssio que foram pro­
venientes da Reagem (Brasil). 
a— H2SO4 21.4N 
b— NalLPCb 0,05N 
c— Na2HP04 0,05N
d— Tampáo fosfato 0.05N pH 7,5 (recentemente preparado) 
e— KOH 0,1N 
f— CCI4
g— Solucoes padráo de triptofano:

Solugáo Do: Num becher de 200 mi colocar 130 mg de 
triptofano pesado exatamente. Adicionar aproximada­
mente 20 mi de NalLPCb 0,05N. Adicionar 1 mi de 
ácido ortofosfórico xaroposo. Agitar até solubilizagáo to­
tal. Levar a pH 7,5 com NaOH saturada. Transferir 
quantitativamente para um baláo volumétrico de 100 
mi e avolumar com tampáo pH 7,5. Esta solugáo náo 
deve ser usada se estiver turva.
1 mi solucáo Do = 1,3 mg de triptofano 
Solugáo Do’ : Transferir 10 mi da solugáo Do para um 
baláo volumétrico de 100 mi e avolumar com tampáo 
fosfato pH 7,5. O mesmo cuidado válido para a solugáo 
Do se aplica a esta solugáo.
1 mi solugáo Do’ = 130/xg de triptofano 

h— NaNOs 0,04(£ (recém preparada)
i— Solugáo de PDAB: 30 mg de paradimetilaminobenzal- 

deído/9 mi H.SCb 21,4N " 
j— Solugáo de papaína 2%. Homogeneizar e centrifugar a 

3000 rpm por 15 minutos. Usar o sobrenadante. Experien­
cias com papaína de outra procedéncia que náo Merck 
náo deram resultado^s^isfatórios.

Técnica da curva sébre a mostra
Tedas as amostras foram calculadas de forma a conter 

aproximadamente 0,02g de proteina (N. 6,25) e sofreram mí- 
cropulverizagào prèvia.

Em 6 ampólas de 10 mi cada e codificadas com os símbolos 
M, PM1, PM2, PM4, PM6 e PM8, colocamos amostra pesada
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exatamente. À ampóla PM8 adicionamos 0,5 mi da solugáo Do 
de triptofano, e ás ampólas PM1, PM2, PM4 e PM6 adiciona­
mos respectivamente 0,5, 1,0, 2,0 e 3,0 mi de solugáo Do’. Em 
todas as ampólas adicionamos 1 mi da solugào de papaina a 
2%, completamos o volume líquido adicionado a 5 mi e adi­
cionamos 1 góta de NaCN 5%. Simultáneamente preparamos 
outra sèrie de ampólas de mesma capacidade e codificads com 
os seguintes sómbolos: B, P, Pl, P2, P4, P6, e P8. As ampólas de 
P a P8 tiveram o mesmo tratamento das correspondentes de 
M a PM8 respectivamente, com apenas a diferenga de nao ter 
sido colocada amostra ñas mesmas. À ampóla B adicionamos 
apenas 5 mi de tampáo fosfato pH 7,5 e 1 gota de NaCN 5%.

Todas as ampólas foram aquecidas em banho-maria a 70°C 
por 5 minutos e a seguir seladas com auxilio de magarico. Agi­
tamos levemente para forgar a mistura da amostra com o meio 
hidrolisante. Deixamos por 12 horas em estufa a 70°C. Após 
éste período resfriamos as ampólas à temperatura ambiente 
e as abrimos. Transferimos seus conteúdos para tubos de 
centrifuga gáo prèviamente marcados com a mesma simbolo­
gia das ampólas correspondentes. Lavamos as ampólas com 
solugáo de KOH 0,1N, sendo usados exatamente 5 mi para 
um total de 6 lavagens em cada ampóla. Os líquidos de lava- 
gem foram recolhidos juntamente com o hidrolizado no tubo 
correspondente. Em cada tubo adicionamos 3 mi de tetraclo- 
reto de carbono. Agitamos a mistura enérgicamente por 3 mi­
nutos. Centrifugamos por 15 minutos a 3000 rpm. De cada 
tubo retiramos 1 mi de solugáo sobrenadante e o transferimos 
para tubos de ensaio, prèviamente mamados com a simbolo­
gia adotada, maniendo as respectivas correspondencias. Em 
outro tubo de ensaio, que codificamos com o símbolo BM, co­
locamos 1 mi de solugáo sobrenadante do tubo de centrifu- 
gagáo simbolizado por M. A tódos os tubos, com excegáo dos 
tubos B e BM, adicionamos 9 mi de solugáo de PDAB. Aos 
tubos B è BM adicionamos 9 mi de H2SO4 21,4N. Agitamos 
tódos os tubos enérgicamente  ̂ abrigo da luz e os deixamos 
no escuro por 90 minutos à temperatura ambiente. Findo este 
período, adicionamos a cada tubo 0,1 mi de NaNCL 0,04%. 
Novamente agitamos os tubos enérgicamente ao abrigo da 
luz e os deixamos no escuro por 30 minutos à temperatura 
ambiente. Lemos as absorbáncias em colorímetro Lumetron a 
580 m/j. contra água.
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Técnica sem curva sobre a amostra
As amostras foram calculadas de forma a conter aproxi­

madamente 0,02 g de proteína (Nx6,25) e sofreram micropul- 
verizacao prévia.

Aqui também procedemos da forma anteriormente mencio­
nada com relagáo aos tubos B, P, Pl, P2,P4, P6 e P8. Os tu­
bos M, BM e PM2 foram realizados conforme procedimento 
anterior, porém em duplicata para trabalharmos com o valor 
da absorbáncia média. A leitura das absorbáncias foi feita 
como anteriormente a 580 m/j- contra água.
Resultados

A Fig. 1 foi realizada com os dados de urna experiéncia com 
milho opaco-2 segundo o procedimento da curva sobre a amos­
tra. A amostra continha 10,5% de proteína (Nx6,25), e a cada 
ampóla M, PM1, PM2, PM4, PM6 e PM8 foram adicionadas 
exatamente 0,2 gramas da amostra micropulverizada.

Os tubos da série simbolisada por P permitiram o tragado 
da “curva padráo” de triptofano e os tubos da série simboli­
sada por PM fornaceram dados que permitiram o tragado da 
“curva sobre a amostra” . Os tubos B e BM sao “Blanks” .

Aparentemente a recuperagáo nao é constante com relagáo 
ao triptofano adicionado. Entretanto, podemos determinar o 
ponto de recuperagáo máxima e/ou liberagáo(*) máxima de 
triptofano, que é aquéle em que a “curva sobre a amostra” se 
afasta mais da “curva padráo” . Na experiéncia reportada, 
a recuperagáo foi máxima no ponto PM1. Por éste ponto, ti­
ramos urna paralela á “ curva padráo” e sua intersegáo com 
o eixo das absorbáncias corresponde ao teor de triptofano na 
amostra em um máximo de recuperagáo e/ou liberagáo.

O ponto de intersegáo da “curva sobre a amostra” com o 
eixo das ordenadas para a experiéncia apresentada corres­
ponde a urna absorbáncia de 0,186 considerando-se que a 
“curva sobre a amostra” já foi langada no gráfico descontándo­
se as interferéncias color’méílS^as devidas ao milho, ou seja, 
o valor da absorbáncia (DO) no gráfico é dado por: DO = 
DO(lido) — BM + B, onde BM e B sáo os “blank” da amos­
tra e dos reagentes respectivamente. Entrando-se com éste 
valor na “curva padráo” , encontramos finalmente o teor de
(*) O térmo “ liberagáo” foi usado no sentido de “ disponibilidade do triptofano para 

reagáQ com o PDAB” . Nao implica em triptofano livre.



AR C H IV O S LA TIN O AM ERICAN O S DE N U TRIC IO N 287

Figura 1.— C urva de absorbáncia X  concentracáo de trip to fan o  determ i 
nada com padráo e com am ostra de m ilho  opaco-2.

triptofano no milho opaco-2, ou seja, 0,67 g de triptofano/ 
100 g de proteína (Nx6,25).

Para o cálculo da recuperagáo no ponto máximo, procede­
mos da seguinte maneira:
Leitura para o milho opaco-2 (extrapolada e descontadas as in­
terferencias) : 0,186 unidades de absorbáncia
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Leitura correspondente no eixo das abcissas: 14 n-g — 14xl0_o g 
ría amostra
Leitura no ponto PM1 (descontadas as interferencias) : 0,217 
unidades de absorbáncia
Leitura correspondente no eixo das abcissas: 20,4xl0-5 g na 
amostra.
Recuperagao: (20,4 — 14,0) x 10~r’/6,5 x 10-5 =  0,98 = 98%.

A Tabela 1 apresenta alguns resultados encontrados se­
gundo o presente procedimento com a mesma amostra de 
milho opaco-2.

T A B E L A  1

Exp. %  trip to fano  recuperaeáo %  m èdia desvio padráo

21 0,71 92
22 0,67 98
25 0,65 (§) 0,68 ±  0,026
26 0,60 (§)

(§ ) O máximo de liberacáo do triptofano foi encontrado sobre o eixo das 
absorbáncias.

Testes com feijáo prèto, caseína e milho comum foram 
realizados e sao apresentados na Tabela 2. Entretanto, para 
o feijao e a caseína os dados foram obtidos com o procedi­
mento sem curva sobre a amostra. A leitura mèdia da absor­
báncia dos tubos M (descontadas as interferencias) langada 
contra a curva padráo, nos permitiu a determinagáo do teor 
em triptofano das amostras. A recuperagao foi determinada 
com auxilio da leitura mèdia das absorbáncias dos tubos PM2 
descontadas as interferencias.

T A B E L A  2

A m ostra  %  trip to fan o  recuperapáo %  va lor da lite ra tu ra

Feijáo préto 1,2 95 1,07(8)
Caseína 1,3 109 1,2 (9)
Milho comum 0,5 93 0,6(8) a 0,3(10

Discussño dos Resultados
Testes iniciáis, nao reportados no presente artigo, em con- 

. cordáncia com as afirmagoes de Lombard & Lange, mostra- 
ram que a digestáo com papaína seguida de clarificagáo com
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tetracloreto de carbono nao altera o conteúdo de triptofano 
livre.

A aplicagáo da hidrólise em pH neutro, com algumas modi- 
ficagoes no método de Lombard & Lange e utilizando urna 
fase colorimétrica sugerida por Spies & Chambers, nos permi- 
tiram a determinagáo do teor de triptofano no millio, em fei- 
jáo e em caseína com boa reprodutividade e recuperagáo.

O procedimento da “curva sobre a amostra” aplicado ao 
milho, , que apresenta recuperagáo e/ou liberagáo de tripto­
fano variável com teor de triptofano adicionado, nos possibi- 
litou a determinagáo do teor de triptofano na amostra ñas 
condigoes de máximo de recuperagáo do aminoácido.

A  recuperagáo no feijáo e na caseína náo sofrendo influen­
cia táo acentuada da presenga de triptofano livre, nos permitiu 
dispengar o procedimento da curva sobre a amostra, apresen­
tando tambem urna recuperagáo elevada.

Na Tabela 2 apresentamos ainda, para fins comparativos, 
dados da literatura para os alimentos considerados. Como 
pode ser observado, os dados sáo concordantes.

S U M M A R Y

Tryp to ph an  analysis in foods 
A  method based on a h idrolysis w ith  papain fo llow ed of a co lorim etric  

reaction w ith  p -d im e th y la m in o  benzaidehyde in cereals and legumes, is 
described.
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