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1. INTRODUGAO

i

'

A produgao mundial de alimentos nao tem conseguido acom
panhar o crescimento da populagao, principalmente nos paises nao
desenvolvidos, onde as técnicas de produgao de alimentos e princi-
palnepte a adogao de politicas insuficientes de armazenamento edis
tribu?gio, sao ainda rudimentares e ineficientes, causando, princi
palmeﬁte na populagao jovem, a qual tem maiores requerimentos nu-

tricionais, sérios problemas, levando a uma ma formagao organica e

deficiencia no desenvolvimento intelectual.

Nos iltimos anos, a necessidade de ampliar o nimero de
opgoes de alimentos e aumentar a produgao de graos para O consumo

humano e animal, tem sido preocupacgao constante de pesquisadores

ligados & area de Melhoramento GenEtico, nao s0 o aumento de prody

¢ao como também melhorar os niveis de proteinas nestes graos.,

As proteinas sao definidas como polimeros macromolecula
res, cuja unidade basica sao os aminoacidos e sua molécula contém
carbono, hidrogénio, oxigénio, nitrogénio e geralmente enxofre. Al
gumas contém outros elementos adicionais, tais como o fosforo, fer
ro, %inco e cobre. A hidrdlise quimica ou enzimatica de proteinas
purificadas comprova facilmente a estrutura aminoacidica destes com

postos.



0 estudo das proteinas, teve sua intensificagdao no ini~-
cio do século XX, com a descoberta de que elas se apresentam sob
diferentes aminogramas nos alimentos e que a capacidade de promo-
ver o crescimento e manter o equilibrio de nitrogénio do organismo
nao de?ende dos aminoacidos presentes nas proteinas. Dessas obser-

vagaeﬂ surgiu o termo valor biologico.

| 0 valor biologico da proteina foi relacionado com a com-

'
!

posigao de seus aminoacidos, sendo este estudo iniciado por Hop-

kins, um pesquisador da Universidade de Cambridge.

08 aminoacidos foram entdao classificados em 3 grupos: o
primeiro grupo corresponde aocs aminoacidos essenciais; que deven
ser vefculados pela dieta, pois o organismo nao consegue sintetiza
-los, %u a velocidade de sintese & insuficiente para suprir as ne-
cessidades organicas. O segundo grupo corresponde ao dos aminoadci-
dos semi-essenciais, que, apesar de nac serem essenciais, estao
relacionados quimicamente a aminoacidos essenciais e na falta des-
tes comseguem substitui-los, assim, a tirosina € intimamente rela-
cionad@ com a fenilalanina, diferenciando-se desta pelo fato de um
hidrog?nio ser substituido por uma hidroxila; a cistina e a cistei
na estﬁo relacionadas quimicamente com a metionina, sendo esses
trés aminoacidos, os Unicos de origem protéica que contém enxofre
em sua molecula. O grupo dos aminoacidos nao essenciais & o tercei
ro grupo, e se constitui daqueles que o organismo pode prover apar

tir de cadeias hidrocarbonadas e grupos NH nao sendo portanto,do

2’
pOﬂtO de vista nutricional, um grupo que cause preocupagaes.



A determinagao dos aminoacidos nos alimentos & de difi-
cil execugao; na determinagao do triptofano, um aminoacido essenci
al temos alguns problemas, pois as etapas hidroliticas acidas afe-
tam de forma crucial este aminoacido. As hidrdlises enzimaticassao

limitadas pelas condigoes da proteina, e esta técnica requer umlon

|
| @ [3 |4 :
go periodo para a hidrolise, o que a coloca em desvantagem com ou-

tros metodos. A hidrolise alcalina oferece a vantagem de rapidez
i

na su§ execugaoj;diversas variacoes existem quanto a esta tecnica
!

e o aprimoramento da mesma & de grande importdncia nos trabalhos

de melhoramento genético. Pesquisaderes que trabalham com melhora-
mento genético de cereais visando a qualidade nutricional das pro-
teinag, terao mais uma técnica de determinagao deste  aminoacido
essen%ial. Com este trabalho propoem-se um novo processo de solubi
lizagao, através de modificagoes da etapa hidrolitica de SESSA et

alii (31), visando a determinagao do triptofano, com mais rapidez,

eficieéncia, sensibilidade e livre de interferéncia.



2, REVISAO DE LITERATURA

2.1. Extracao e hidrolise

A hidrolise de proteinas ou polipeptideos representa uma
importante etapa na determinacao dos aminoacidos presentes nas mes

mas.

Os atuais métodos quimicos para a determinacao quantita-
tiva de triptofano em alimentos de origem vegetal ou animal reque-
rem uma hidrolise inicial do material e posterior quantificacao do
aminoacido. Os agentes hidrolisantes causam problemas como no caso
de hidrolise acida, na qual h3 destruigao de alguns aminoacidos co
mo a serina, a treonina e especialmente, o triptofano, LIU &CHANG

(20).

A hidrolise enzimatica & limitada pelas condigoes da pro
teina, isto e, se no estado ativo ou desnaturado. As enzimas prote
oliticas tém sido usadas, mas apresentam sérias limitacgoes visto
que uma dada enzima nao hidrolisa todas as proteinas. Este tipo de
hidrolise foi melhorada com o uso de pronase, de acordo com SESSA
et alii (31). Entretanto, esta tecnica requer um periodo de até 24

horas o que constitui uma desvantagem em comparagao com outros pro



5.

cessos hidroliticos, principalmente quando se deseja técnicas rapi

das.

Em vista das desvantagens apresentadas pela hidrolise en
zimatica e acida, a hidrolise alcalina oferece a vantagem de rapi-
dez na sua execugao. Diversas variagoes existem quanto a esta téc-
nica ? o melhoramento da mesma, tornando-a mais rapida para a de-

'] Il hod - - - - -~
terminagao do triptofano e de grande interesse para a nutrigao.
!

Desta maneira o estudo das condigoes de solubilizagao e
hidrolise das proteinas de modo a tornar a determinagao de aminoa-
cidos mais rapida e/ou mais exata, sera sempre de grande utilidade
considerando-se a possibilidade de identificagao de proteinas de
alto yvalor bioldgico.

|

MILLER (25), desenvolveu um processo hidrolitico usando
hidroxido de bario como agente hidrolisante. Porém este processo a
presentou uma recuperagao de apenas 807 para o milho e de 84% para
o trigo, tornando-o de pouca utilidade. SLUMP & SCHRENDER (33) ape
sar dg introduzirem em seu método uma coluna de Sephadex G-25 tor-
nando-o caro e mais demorado, melhoram algumas etapas da hidrolise
de MI@LER (25). LOMBARD & LANG (21) apresentam um processo hidroli
tico!coq golugao de hidroxido de sddio, o qual apresenta etapas
longas de operagao, sendo que o tempo é um fator importante em ter
mos analiticos, Uma outra variagdo & mostrada por VILLEGAS & MERTZ
(44) apresentando hidrdlise enzimatica com a papaina utilizando tu
bo de ensaio, permitindo um grande nimero de analises por dia cu-
jos gesultados sao usados na triagem de amostras no programa de me

i
lhoramento do valor bhioldgico da proteina deste cereal no Inter-

nacional Maize and Wheat Improvement Center (CIMMYT). Entretanto a



6.
obtengao da enzima torna dificil esta marcha analitica. A técnica
de LIU & CHANG (2Q) tem um alto custo operacional, entretanto mos-
tra um aspecto pouco utilizado por aqueles que tém trabalhado com
a andlise de triptofano em alimentos. Estes autores mostraram acon
veni@ncia do uso de detergente na solubilizagao de proteinas e es-
ta € uma vantagem até aqui pouco utilizada. No entanto esta técni-
ca reéuer o uso de colunas de troca ionica, limitando o seu uso em

Largaiescala.

DANNO et alii (6) usaram o dodecilbenzosulfonato de so-
dio na solubilizagao de proteinas do trigo tendo conseguido solubi

lizar ate 78% do total de compostos nitrogenados.

WILLIAMS & BEVENUE (46) mostraram que potreinas de milho
| . - - .

e de arroz tem sido extraldas com detergentes e que esta tecnica

permite o subsequente uso do sobrenadante em determinagoes quimi-

cas.

4

VILLEGAS & MERTZ (44) nao utilizaram o detergente na eta
pa de: solubilizagao e hidrolise, fizeram a utilizagao de hidroxido
de 8ddio no ataque hidrolitico. Os trabalhos ja conhecidos de DAN
NO et&alii (6), LIU & CHANG (2Q), VAN SOEST (42), mostram a neces-
sidad; de um melhor estudo da solubilizagao de proteinas, visando

facilitar a analise de triptofano.

VAN SOEST (43) utilizou o detergente laurilsulfato de so
dio a 3% melhorando a etapa de extragao de sua conhecida marcha a-
nalitica. Esta subst@ancia tem vantagem sobre outros detergentes pe
lo fako de ser facilmente encontrada. Em fungao da ampla adogao do

metodo de VAN SOEST (42) tornou-se uma substancia padrao na anali-
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se de alimento, tao comum quanto o acido cloridrico e hidroxido
de sodio. Consequentemente surge a necessidade de estudar o proces
so de extragao de proteinas utilizando o lauril sulfato de sodio
com vgsta 2 determinagao do triptofano e outros aminoacidos.

i

2.2. Quantificagao do triptofano

E A determinagao quantitativa do triptofano & usualmente
feita por numerosos e diferentes métodos dentre os quais o procedi
mento colorim@trico de SPIES & CHAMBERS (36, 37); os procedimentos
espectrofotométricos de GOODWIN & MORTON (10) e de BARMAN & KOSH-

LAND (5).

3
|

g E interessante observar que o triptofano constitui cerca
de 1% dos residuos de aminoacidos na maioria das proteinas, descri

to por SMITH (34).

HERNANDEZ & BATES (13) mostraram uma relagao entre trip-
tofano e lisina de 1:4 em amostras de endosperma de milho. Assim
além do conhecimento do teor de triptofano, a observagao de HERNAN
DEZ &EBATES (13) esta sendo usada como Indice para triagem na sele
¢ao dé variedade deste cereal em vista a pouca exatidao e da moro-
sidadé na determinagao de lisina total, Desta maneira somente aque

las amostras com uma alta percentagem de triptofano seriam submeti

das a determinagao de lisina total,

VILLEGAS & MERTZ (44) trabalham com uma técnica baseada

na reagao de Hopking—Cole hastante simplificada, Util para determi
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nagoes de numero elevado de amostras, como atualmente realizadas
no CIMMYT para a determinagdo do triptofano. O uso desta reagao as
sociada a uma melhor t&cnica de solubilizagao e hidrolise sera u-

til nos trabalhos de melhoramento genético.

A reacao de Hopkins-Cole (14) de acordo com OPIENSKA-
BLAUTH et alii (28) se processa na presenga de ion férrico em meio

acétiqo, com formagao do acido glioxilico. Este reage com o resi-

duo de triptofano da hidrolise proteica formando um cromoforo que
absorve em 545 nm. O mecanismo proposto para explicar a formacgao

do cromoforo & o seguinte:

CHO
2+ +
gt + cm.coom + Fet | + Fe’t + 21
3 COOH
1]
-3
P
-~ S
COOH
]
Residuo de Kc. Glioxilico
Triptofano




Leuco Dye (1)

NaNO

Cromofore (2)
Xmax ® 545 no

A reagao de Hopkins-Cole (14) tem sido amplamente estudada e as e-
quagaes acima mostradas constituem um possivel mecanismo para ex-
pllcar a formagao do cromoforo que absorve em 545 nm. Este compos-
to sgndo formado de duas moléculas de residuos de trlptofano e uma

de acido glioxilico. O leuco corante inicialmente formado e oxida-



1.9,
do a um cromoforo estavel pelo nitrito de sodio ou outro agente o-
xidante. E interessante observar que este cromoforo estavel, pare-
ce-se com o cromoforo da reagao de ninhidrina com aminoacidos (Pur
pura de Ruheman) que absorve luz no visivel conforme FRIEDMAN & SI

EGEL (9); NEUZIL et alii (27).

E importante observar que aldeidos como o metanal, eta-
nal e tambem o acido glioxilico formam derivados '"tetrahidro car-
boline" com a molécula integral do triptofano. Esta reagao ocorre
envolvendo o grupo aminico do triptofano e portanto nao deve rea-
gir com o residuo deste aminoacido a nao ser que o triptofano seja
N-terminal. A presenga do derivado "tetrahidro carboline" foi de-
monstrada por HARVEY et alii (12), bem como por JACOBS & CRAIG(16).
A estrutura do composto cromoforo resultante da oxidagao ainda nao
foi devidamente estabelecida. Porem admite-se o seguinte mecanismo

para a reagao:

R - H, CH,, COOH

. 0=—ci—=&
I

Triptofano

Oxidagdo
T

1
N

i H
Kcido Carboxilico-f-carboline-4 _ Leuco pye
fcido carboxilico 2,3,4,5-

(Cromoforo) tetrahidro-g-carboline—4
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VILLEGAS & MERTZ (44) e SESSA et alii (31) nao fazem ne-
nhuma observagao quanto a formagao de outros aldefdos a nao ser o
acido glioxilico.

SESSA et alii (31) tambhém usaram a reagao de Hopkins-Co-
le para determinar triptofano. E provavel que o estudo da solubili
zagEo!das proteinas modificando-se a solugao alcalina pela incorpo
ragﬁogde detergente melhore a referida técnica. Dados do efeito da
incor?oragﬁo desta substd@ncia nas solugoes para determinagao deste
aminoﬁcido, nao sao conhecidas na literatura numa tecnica simples
e acessivel, Uma técnica incorporando a marcha analitica de SESSA
et alii (31) acrescida de aquecimento em banho-maria em diferentes
tempgraturas com variagao do tempo, e a subsequente dosagem do ami
noicﬂdo, sera de utilidade nos processos de melhoramento genetico
de céreais. Portanto e de grande importancia o estudo da viabilida
de dé diminuig¢ao do tempo de extragao e posterior quantificacgao do

aminoacido referido.

As modificagoes que se propds neste experimento poderao
fornecer melhoramentos da técnica desenvolvida por SESSA et alii
(31)§de pouco custo e de facil adaptagao as mais simples condigoes

labozatoriais.

Outras técnicas de determinagao do triptofano sao conhe-
cidas com as de BAKRI & CARLSON (4), HOWE et alii (15), LIU &CHANG
(20), KNOX et alii (18), SPIES & CHAMBERS (36), LOMBARD & LANG
(21)’. ANDERSON & CLYDESDALE (2), GRUEN & NICHOLLS (11), MATSUBARA
& SASAKI (24), PENKE et alii (29), DE VRIES et alii (7), ete. As
referidas técnicas apresentam sofisticagao quanto a aparelhos ele-

tronicos, etapas hidroliticas de grande operosidade, algumas che-
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gam a afetar a estrutura do aminoacido. Sendo técnicas executadas

em lahoratorios de maior complexidade.

A reagao de Hopkins~Cole pela sua simplicidade & quemais
se presta as nossas condigoes de trabalho. Assim estudaremos o e-
feito da solubilizagao das proteinas de alimentos vegetais e seu
efeito na quantificagao do triptofano pela modificacao da extragao

hidrolitica da t@cnica de SESSA et alii (31).
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3. MATERIAL E METODOS

Q experimento foi realizado nos laboratorios do Departa-
mento de Ci€ncia dos Alimentos da Escola Superior de Agricultura de

Lavras (ESAL) - Lavras, MG.

3.1. Material

Agsvariedades analisadas foram: milhe AGROCERES - AG -40Q1

e sorgo AGROCERES AG-10Q11, fornecidas pela Sementes AGROCERES S.A.

Os rTeagentes utilizados neste estudo foram DL-triptofano,
eter depetroleo, hidroxido de sodio, cloreto férrico hexaidratauo,
lauril sulfato de Sodio, acido sulfirico conc., acido acético glaci
al, e caseina Hammarsten, todos de grau analitico, e antiespumante

L-500 formecido pela DREW.
As solugoes utilizadas foram:

Lauril sulfato de s6dio em concentragoes de 1,5%, 3,0%,
4,5%. Na sua preparagao foram adicionadas algumas gotas de antiespu

mante L-5QQ.

Hidroxida de s0dio em conecentragoes Q0,05N, Q,1QN e 0Q,15N.
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- - 2, + "
Acide acético glacial contendo 56 mg de Fe /litro (2,7g
de Fe C1,.6H,0, foi dissolvido em 5 ml de agua destilada, tomou-se
0,5 ml desta solugao, transferiu-se para balao volumatrico de 1.000

ml e completou—se o volume com acido acético glacial).

3.2. Métodos

3.2.1. Preparagao das amostras

3.2.1.1. Milho

0 milho foi preparado segundo o diagrama mostzado na figu
ra 2. A moagem foi feita utilizando um micromoinho Wiley, dotado de
uma peneira de malha (# = Q,6 mm), sendo em seguida dessecado por

1 hora em estufa a 60°C. Na delipidagao foi utilizado o extrator

SOXHLET.

MILHO

Y

MOAGEM

Y

PENEIRAGEM

T

DESSECAGEM

Y

DELTPIDAGAO

FIGURA 1 - Preparagao do milho.
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3.2.1.2, Sorgo

0 sorgo foli preparado segundo o diagrama mostrado na Figu
ra 3, o descorticamento do sorgo foi feito utilizando um equipamen-
to de teste de beneficiamento de arroz, (Testador de Arroz—- modelo
MT-84 - Maquinas SUZUKI S/A, Santa Cruz do Rio Pardo-Szo Paulo).Sen
do esta operagao necessaria para evitar o efeito dos fenolicos como

ressalta NEUCERE et alii (26) e FLIEDEL & KOBREHEL (8).

SORGO

v

DESCORTICAGAO

1

MOAGEM

PENEIRAGEM

v

DESSECAGEM

~

DELIPIDAGAO

FIGURA 2 - Preparacao do sorgo.
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3.2.1.3. Caselna

Caseina HAMMARSTEN de grau analitico, nao sendo aecessa-

ria nenhuma preparagao prévia, foi pesada determinada quantidade e

procedeu—-se hidrolise e quantificagao do triptofano.

3.2.2. Determinagao de proteina

Na determinagao da fragao proteica utilizou-se o método
de micro-Kjeldahl segundo AOAC(3), de modo a permitir a quantifica-

cao da tomada de ensaio, para obtencao do hidrolisado.

O controle feito por DANNO et alii (6) da peércentagem do
nitrogénio solubilizado sera feito por micro—Kjeldahl de acordo com
LOTT et alii (22). Este controle sera necessario para certificagao

da percentagem da extragzo dos compostos nitrogenados.

3.2.3. Obtengao hidrolisado

3.2.3.1. Procedimento para obtengao do hidrolisado

Pesou-se 1,00000 g de amostra preparada conforme o diagra
ma das Figuras 1, 2, e procedeu-se conforme o descrito nos Quadros

L, 2 ef 3.

Poram colocadas as amostras pesadas em triplicatas emfras
cos conicos de 125 ml, em seguida 1Q ml de NaOH nas concentragoes

ja referidas, ou quando utilizando o lauril sulfate de s6dio o volu
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me adicionado era 5 ml de cada solugae. Pesteriormente os frascos
foram tampados e levados ae banho-maria nas temperaturas requeridas
pelo tratamente, por um periodo de tempe de 3G, 60 e 90 minutos sen

do os mesmos agitados de quando em vez.

Apo6s o banho-maria o conteiddo dos frascos foram tramsferi
I

dos pa%a tultos de centrifuga e centrifugades a 3,500 rpm por um pe

riodo ée 15 minutos.
|

Este procedimento foi realizado para o milho e para o sox

go. Para a casefna nao houve necessidade da etapa de centrifugagao.

3.2.4, Curva de calibragao

!

|
i Dsando—se uma solugao estoque de DL-triptofano de concen-

tragsozso mg/100 ml, preparou-se solugoes de trabalho, de acordocom

setguinte procedimento: Pipetou-se 2, 4, 6, 8, 10, 12, 16 ml da solu

¢ao estoque e diluiu-se para 50 ml (balae velumétrico). As solugoes

de traﬁalho terao 20, 40, 60, 80, 100, 12Q, 140, 160 microgramaspor

milil itre.
|

! -~ °
preparada tomando-se 1 ml de cada uma das solugoes de trabalho; adi

A curva de calibragao (Figura 3) propriamente dita foi

. - . bk,

cionando 3 ml de dcido acético contende 56 mg Fe /litro e 1 ml de
acido sulfiirizo concentrado; volume final 5 ml. Apos IS5iminutos =na
auséncia de luz, foram feitas as determinagoes espﬁtttolos-igiri°

cas+Dds dados de leituras olitidos foi feita regressao linear segun-
|

do SERER (30}.
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Concentragao ~
Solugao Volume da de triptofano ~olugae Eetpaue
de solugaeo de em (ng/ml) .
trabalho trabalho nas solugoes pg;itzzo T;:g;g
(m1) de trabalho (m1) (mg)
A 50 20 2 1000
B 50 4Q 4 2000
c 5Q 60 6 3000
D 50 80 8 4000
E 50 100 . 10 5000
F 50 120 12 6000
G 5Q 14Q 14 7000
I 50 160 16 8000
0,800 |
0,700 Y, = 0,004891x,
R = 0,999401
0,600 |
<
-
S 0,500 |
<<
=
[
S 0,400
/m
<
0,300
0,200 |
0,100
20 40 60 80 100 120 140 160

TRIPTOFANO (ug)

FIGURA 3 - Curva de calibragao de DL-triptofano, 20-160pg, em volu

me final 5 ml.

(A dados observados),
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3.2.5. Quantificagao do triptofano

Foi utilizado para determinagao da absorvaancia um espec-
trofot?metro "Linear Absorbance Spectrophotometer Jumior II A Cole

| 20
man Modelo E/A Y.

i 3.2.5.1. Obtengae do hidrolisado 1limpido

Apos hidrdlise a solugao foi centrifugada a 3500-4000 rpm ~
por 15 minutos usando-se centrifuga de baixa rotagao modelo 204 - NR

FANEM - Sao Paulo, SP.

Em seguida transferiun-se o sohrenadante para tubos de en-

3.2.5.2. Determinagao do triptofano

Para a ohtengie do composto corado procedeu-se da seguin-

te forma:

: Do hidrolisado limpido obtido, tomou-~se 1 ml para determi
i

nagao |do triptofano pelo método colorim&trico de OPIENSKA-BLAUTH et

!
alii (28) medificado quanto a adigao de aeide sulfirico concentrado

|
que atua como agente oxidante. A i ml do hidrolisado adicionou-se
3 ml de solugao de acido acético com loms férricos, agitando-se o

tubo de ensaio, em seguida adicionou-ee 1 ml de dcido sulfiirico con

centrado aom agitagac vigorosa e deixzou~ge na auséncia de luz  por
15 miéucoa. A absorvancia foi medida no comprimento de onda de 565

mm, definide previamente ap8s uma varredura, na faixa de 385 nnm a
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700 nm com variagao de 5 em 5 nm utilizen-—se tr&s solugdées padrao
de triptofano de concentragae 0,08 mg/ml, 0,16 mg/ml e 0,24 mg/ml,
os espectros ohtidos apresentaram comportamento id&ntico ao apresen
tado por SPIES & CHAMBERS (37)]. Na Bigura 4, podemos observar o es~
pectro| obtide com a solugae padrio de triptofano de concentragao
0,16 m?/nl, sende a absorbancia maxima obtida 3 565 nm.

3.3. Delineamento experimental

Foi realizade tanto ne milho, sorgo come na caséina, tra-
tamento com lauril sulfato de sodio (LSNa]l em concentragoes de 0%Z,
1,5%, 3,0%, 4,5%, sendo estas concentragoes testadas com niveis de
Eider&do de Sodio 0,Q5N, Q,10N e Q,15N nas temperaturas 25°¢, 50°¢,
75% e%SBoc. Por um periodo de tempo de 30, 60, 90 minutos, como
mostraﬁ os quadros n?s 1, 2 e 3 a seguir (milho quadro n? 1, sorgo

quadro a? 2, caseina quadro nQ 3).

As andlises foram feitas ém triplicatas. O delineamento u

tilizaﬁo foi o inteiramente casmalizado. Foram feitas as analises

de vari@ncia pelo Programa AVBRPOL de LIMA & SILVEIRA (19) junto ao

Centrd de Processamento de Dados da Escola Superior de Agricultura

de Lav&as - MG. (Apéndice Quadros 4, 5, 6).



ABSORVANCIA

—f} t - ’ + -
400 500 600 700

COMPRIMENTO DE ONDA (nm)

FIGURA ,4 - Curva de absorgao do triptofano (conc. 0,16 mg/ml).

21.
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QUADRO 1 - Delineamento experimental do milho AG-401.

Conc. de Conc. de Temp . Tempo Hidrolisado

LSNa (Z) NaOH (N) (%83 (Min) I TT III

30 - B -
25 60 - - -
90 - - -

30 - - -
50 60 - - -
90

30 - - -
75 60 - - -
90 - - -

30 B - -
98 60 - - -
90 - - -

30 - - -
25 60 - - -
90 - - -

30 - - -
50 60 - - -
90 - - -

30 - - -
75 60 - - -
90 - - -

30 - - -
98 60 - - -
90 - - -

30 - - -
25 60 - - -
90 - - -

30 - - -
50 60 - - -
90 - - -

30 - - -
75 60 - - -
90 - - -

30 - - -
98 60 - - -
90 - - -
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Continuagao.

Conc. de Conc. de Temp. Tempo Hidrolisado
LSNa (%) NaOH (N) (°c) (Min) I 11 I1I
30 - - -
25 60 - - -
90 - - -
30 - - -
| 50 60 - - -
90
t 0,05 10 - _ -
‘ 75 60 - - -
i 90 - - -
30 - - -
98 60 - - -
90
30 - - -
25 60 - - -
90 - - -
30 - - -
50 60 - - -
: 90 - - -
1,5 - Q,10 30 _ - -
75 60 - - -
90 - - -
30 - - -
98 © 60 - - -
90 - - -
30 - - -
25 60 - - -
! 90 - - -
| 30 - - -
50 60 - - -
90 - - C -
a,15 30 _ _ _
75 60 - - -
90 - - -
30 - - -
98 60 - - -

90 - - -




Continuagao.
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Conc. de Conc. de

LSNa (Z) NaOH (N)

Temp.

°c) .

Tempo

(Min)

Hidrolisado

H

II

ELT

25

50

75

98

25

50

75

98

25

50

75

98

30
60
90

30
60
90

30
60
90

30
60
90

30
60
90

30
60
90

. 30
60
90

30
60
90

30
60
90

30
60
90

30
60
90

30
60
90




Continuacao.
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Conc, de Conc., de

LSNa (%) NaOH (N)

Temp.
c)

Tempo

(Min)

Hidrolisado

II

III

4,5 0,10

0,15

25

50

75

928

25

50

75

28

25

50

75

28

30
60
920

30
60
90

30
60
90

30
60
20

30
60
90

30
60
90

30
60
90

30
60
90

30
60
20

30

60
90

30
90
30

60
90
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QUADRO 2 - Delineamento experimental do sorgo AG-1011,

Conc. de Conc. de Temp. Tempo Hidrolisado

LSNa (%) NaOH (N) °c) (Min)

-

Il ITI

30 - - -
25 60 - - -
90 - - -

30 - - -
50 60 - - -
90 - - -

30 - - -
75 60 - - -
90 - - =

30 - - =
98 60 - - =
90 - ~ &

30 - - -
25 60 - - ~
90 - - -

30 - - @
50 60 - - =
90 - - -

30 - - -
15 60 - - -
. 90 - - -

30 - = m
98 60 - - -
90 - - -

30 - - s
25 60 - - .
90 - - =

30 - - -
50 60 - - .
90 - - -

30 - - Ee
75 60 - - -
90 - - -

30 - - =
98 60 - - -
90 - - -




Continuagao.

Conc. de Conec. de

LSNa (%) NaOH (N)

Temp.
°c)

Tempo

(Min)

Hidrolisado

27.

II

III

1,5 0,10

0,15

25

50

75

928

25

50

75

98

25

50

75

98

30
60

90

30
60
90

30
60
90

30
90

30
60
20

30
60
90

30
60
90

30
60
90

30
60
90

30
60

90

30
60

90

30
60
90




Continuacao

Conec. de Conc. de

LSNa (%) NaOH (N)

Temp.
e

Tempo

{(Min)

—prny

28.

Hidrolisado

II

III

0,15

25

50

75

98

25

50

75

98

25

50

75

98
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Continuagao.
Conc. de Conc. de Temp. Tempo Hidrolisado
LSNa (2) NaOH (N) °c) (Min) I 11 111
30 - - -
25 60 - - -
90 - - -
| 30 - - -
5 50 60 - - -
i 90 - - -
g 0,05
30 - - -
75 60 - - -
i 90 - - -
30 - - -
98 60 - - -
90 - - -
30 - - -
25 60 - - -
90 - - -
30 - - -
: 50 60 - - -
: 90 - - -
4,5 0,10
30 - - -
75 60 - - -
. 90 - - -
30 - - -
; 98 60 - - -
; 90 - - -
f 30 - - -
| 25 60 - - -
90 - - -
30 - - -
50 60 - - -
90 - - -
0,15
30 - - -
75 60 - - -
! 30 - - -
f 98 60 - - -

90 - - -
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Quadro 3 - Delineamento experimental da caseina Hammarsten.

Conc. de Conc. de Temp. Tempo Hidrolisado
LSNa (%) NaOH (N) c) (Min) I 1I I1I
30 - - -
25 60 - - -
90 - - -
30 - - -
5 50 60 - - -
- 90 - - -
! 0,05
30 - - -
75 60 - - -
90 - - -
30 - - -
98 60 - - -
90 - - -
f 30 - - -
] 25 60 - - -
' 90 - - -
30 - - -
50 60 - - -
90 - - -
0 0,10
30 - - -
75 60 - - -
: " 90 - - -
30 - - -
; 98 60 - - -
! 90 - - -
!
?; 30 - . -
: 25 60 - - -
90 - - -
30 - - -
50 60 - - -
90 - - -
0,15
30 - - -
75 60 - - -
90 - - -
| 30 - - -
- 98 60 - - -

90 - - -




Continuagao.
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Conc. de Cone. de

LSNa (%) NaOH (N)

Temp.
o
(c)

Tempo

(Min)

Hidrolisado

II

I1I

| 0,05

1,5 - 0,10

25

50

75

28

25

50

75

98

25

50

75

98

30
60
90

30
90

30
60
20

30
60
20

30
60
90

30
60
90

30
60
920

30
60
20

30
60
90

30
60
90

30
60
90

30
60
90
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Continuagao.

Conc. de Conc. de Temp. Tempo Hidfélisédo

LSNa (%) NaOH (N) °c) (Min) I I III

30 - - -

} 25 60 - - -

90 - - -

30 - - -

50 60 - - -

i 90 - - -
0,05

30 - - -

75 60 - - -

90 - - -

30 - - -

98 60 - - -

20 - - -

| 30 - - -

i 25 60 - - -

| 90 - - =

30 - - .-

‘ 50 60 - - -

| 90 - - -
3,0 | 0,10

30 - - -

75 60 - - -

© 90 - - -

30 - - -

' 98 60 - - -

%0 - - -

30 - - -

25 60 - - -

90 - - -

30 - - -

50 60 - - -

90 - - -
0,15

30 - - -

| 75 60 - - -

§ 90 - - -

30 - - -

98 60 - - -

90 - - -




Continuagao.

Conc. de Conc. de

LSNa (Z) NaOH (N)

Temp.

°c)

Tempo

(Min)

Hidrolisado

-

IT

I1I

4,5 0,10

25

50

75

98

25

50

7D

98

25

50

75

98

30
60
90

30
60
90

30
60
90

30
60
90

30
60
90

30
60
90

30
60
90

30
60
90

30
60
90

30
60
90

30
60

90

30
60
90
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4. RESULTADOS E DISCUSSA0

|
t
i
|
!

4.1, Teor de proteina da variedade de milho AG-401 e da varieda-

i

de de sorgo AG-1011

0 teor médio de proteina (N x 6,25) obtido para a varieda

de de milho AG-401 e de sorgo AG-1011 estaoc no Quadro 4.
i

QUADRO: 4 - Teor de proteina do milho AG-401 e do sorgo AG-1011.

— — e
Teor Medio de Proteina

Vartedade (ZN x 6,25)%
Milho 46-601 dessecado e desengordurado 9,54
S6tgo %G-IOII descorticado, dessecado e 9,65
@ desengordurado
|
* Send? esta determinagao necessaria para estimar a tomada de en-

saio,

4.2, Teer de triptofano da variedade de milho AG-401

: 0s resultados dos teores de triptofano no hidrolisado de
milho AG-401, com relagao a todos os tratamentos estao no Quadro 1

no apéendice.
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VILLEGAS (44) relata a vwariagao do teor de triptofano de
uma cultivar para outra. No Quadro 5 podem ser vistas as variagoes

de triptofano de acordo com a cultivar.

QUADRO § - Lisina e triptofano contido no endosperma desengordurado
|
! do milho opaco 2 e opaco 2 modificado.
! Milho opaco 2
| Milho Milho opaco 2 modificado
i comum (endosperma macio) (endosperma duro)
: (4856) (4855)
Lisina (%) 2,00 3,80 3,40
|
Triptof?no (2) 0,40 1,00 0,85
Protein% (ZIN x 6,25) 9,20 8,00 9,93

[
FONTE: VILLEGAS (37).

TAFURI et alii (39) em seu trabalho de avaliagao de trip-
tofano ém graos de milho demonstra téores diferentes do aminoacido

em relaéio a cultivares distintas. (Quadro 6).
i

QUADRO é - Teor de triptofano em varias amostras de milho.

Amostras® Triptofano nos graos (%)
Entrelagado N 0,046 * 0,004
Entrelagado N 0,046 = 0,002
Agroceres N? 1 O 0,091 + 0,016
Agrocergs NQ 2 0 0,085 ¢+ 0,007
Agroceres NQ 3 0 0,081 + 0,013

* N = Milho Normal; 0 = Milho Opaco 2.
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A quantificagao do triptofano foi realizada em funcao da

curva padrao de DL-triptofanc, que foi preparada utilizando solu~-
gaes padrao. 0 desenyolyimento do composto corado segundo o método

de OPIENSKA-BLAUTH et alii (28).

A analise de variancia, como mostra o Quadro 4 do apéendi-
ce com um valer abaixe de 1Q%, da uma visao da eficacia do méetodo
empregado na solubilizagao e quantificagao do triptofano. Apresen-

tando uma recuperagao de 917%.

Entre os tratamentos utilizados pode-se observar a influ-
encia do tauril sulfato de sodio na etapa de solubilizagﬁo, repre-
sentado nes graficos a seguir: Figura 5 até Figura 16, para o hidro

lisado de milho AG-401, dessecado e desengordurado.
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37.

15

7 de LSNa x 10

1

30

FIGURA 5 - Teor de triptofano em ug/ml no

401 segundo as condigoes:

—&-s#—— NaOH 0,05 N,
—&—e— NaOH 0,10 N,

+—~0—0— NaOH 0,15 N,

temperatura
temperatura

temperatura

1

hidrolisado

25°
25°

25°

C,
C,

C,

tempo

tempo

tempo

milho AG-

minutos.
minutos.

minutos.
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15

L .

30

%2 de LSNa x 10

FIGURA 6 - Teor de triptofano em ng/ml do

401 segundo as condigoes:

. ——A—Na0H 0,05 N,
' ——@—@—NaOH 0,10 N,

-—0—0~——NaOH 0,15 N,

temperatura
temperatura

temperatura

1

hidrolisado

25°C, tempo
25°C, tempo

25°C, tempo

de

60
60
60

milho AG-

minutos.
minutos.,

minutos.
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FIGURA 7

15 30 45

% de LSNa x 10}

- Teor de triptofano em ng/ml no hidrolisado

401 segundo as condigoes:
—dr—~—fg—NaOH 0,05 N, temperatura 25°C, tempo
—®—e——NaOH 0,10 N, temperatura 25°C, tempo

—O—O~— NaOH 0,10 N, temperatura 25°C, tempo

de

80
90

90

milho AG-

minutos.
minutos.

minutos.
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FIGURA 8 - Teor de triptofano em pg/ml no hidrolisado de milho AG-
401 segundo as condigoes:
—#—&—NaOH 0,05 N, temperatura SOOC, tempo 30 minutos.
—@—@—NaOH 0,10 N, temperatura SOOC, tempo 30 minutos.

—O—O0—NaOH 0,15 N, temperatura SOOC, tempo 30 minutos.
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170 |

120 ;1

70

Conc. de Triptofano ug/ml

4 2 -
T v

15 30 45
%2 de LSNa x 107}

-l

g

FIGURA 9 - Teor de triptofano em ug/ml no hidrolisado de milho AG-
401 segundo as condigoes:
; —a&—4&—NaOH 0,05 N, temperatura 50°C, tempo 60 minutos.
—®—— NaOH 0,10 N, temperatura SOOC, tempo 60 minutos.

—~0—O0—NaOH 0,15 N, temperatura 50°C, tempo 60 minutos.
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1.70*t

[
~N

Conc. de Triptofamo ug/ml

20

v
'

"
v

15 30 45
2 de LSNa x 10 '

FIGURA 10 - Teor de triptofanc em pg/ml.no hidrolisado de milho AG-
401 segundo as condigoes:
——a&— NaOH 0,05 N, temperatura 50°C, tempo 90 minutos.
—e—@—NaOH 0,10 N, temperatura 50°C, tempo 90 minutos.

-—~—O0—O0— NaOH 0,15 N, temperatura 50°C, tempo 90 minutos.
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FIGURA 12 - Teor de triptofano em pg/ml no hidrolisado
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FIGURA 13 - Teor de triptofano em pg/ml no hidrolisado de milho AG-
401 segundo as condigoes:
—a&—A— NaOH 0,05 N, temperatura 7500, tempo 90 minutos.
—@®—®—NaOH 0,10 N, temperatura 75°C, tempo 90 minutos.

) A
—0—O—NaOH 0,15 N, temperatura 75 C, tempo 90 minutos.
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FIGURA 14 - Teor de triptofano em pug/ml no hidrolisado de milho AG-
401 segundo as condigoes:
—a&—a—NaOH 0,05 N, temperatura 9800, tempo 30 minutos.
—@—@—NaOH 0,10 N, temperatura 980C, tempo 30 minutos.

~—0—O0—NaOH 0,15 N, temperatura 980(:, tempo 30 minutos.
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FIGURA 15 - Teor de triptofano em ug/ml no hidrolisado de milho AG-
4Ql segundo asAcondig3es:
—pr—ae—NaOH 0,05 N, temperatura 98°C, tempo 60 minutos.
—y—o—NaOH 0,10 N, temperatura 98°C, tempo 60 minutos.

—0—O=NaOH 0,15 N, temperatura 98°c, tempo 60 minutos.
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FIGURA 16 - Teor de triptofano em ug/ml no
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Pelos graficos apresentados obserya=—se uma marcada influ-

éncia do lauril sulfato de sodio, na solubilizagao das proteinas.

Entre as temperaturas estudadas, a mais alta (9800) apre-—
sentou um comportamento diferente quanto aos niveis de triptofano
quantificado. Observou-se a formagao de um gel que dificultou a ex-
tragao do sobrenadante. Assim sendo o sobrenadante foi obtido com
exaustiva centrifugagao. Apos quantificagao, niveis menores em rela
¢ao aos demais tratamentos foram observados. Na literatura, SMITH
& FRIEDMAN (35) mostraram em misturas de caseina com amido, sacaro-
se e glicose que a interagao de carboidratos e lisina provocava a
destruicao de outros aminoacidos. Neste trabalho observou-se,  para
98°C, um nivel menor de triptofano; acredita-se portanto que tal va
lor podera ser resultante da interacgao de carboidratos c~m a lisina
da proteina do milho. O acima relatado & visto nas Figuras 14, 15 e

16.

Entretanto observa—se que, se a ohtengao do hidrolisado o
correr no tempo minimo (30 minutos) com o hidroxido de sodio em con
centragao 0,10 N e lauril sulfato de sodio 4,5%, o resultado obtido
nao siferencia estatisticamente a nivel de 57 dos melhores tratamen
tos. Ja nas temperaturas inferiores, como a temperatura de 7SOC,cDm
lauril sulfato de sodio 4,57, hidroxido de sodio de 0,10N e Q,15N,
num periodo de 60 e 90 minutos, além de se obter maiores teores de
triptofano, da mais seguranga com relagao ao relatado por SMITH &

FRIEDMAN (35), e nao ha formagao de gel.

Entre estes tratamentos nao ha diferenga minima significa

tiva a nivel de 57, porém o tempo € um fator importante, em se tra-
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tando de analise, naFigura 17 paode~se analisar o efeito do tempo

negtes tratameantos.

Sendo o tempo, também um fator primordial, a andlise da
Pigura 17 d@ visao das melhores condigoes de obtengao do hidrolisa-

do.

Com as modificagoes que este trabalhe se propds a  fazer
o milho AG—-401 dessecado e desengordurado apresentou os seguintes

teores de proteina e de triptofano (Quadro 7).

QUADRO 7 - Teor de triptofano e de proteina no milho AG-4Q1 desseca

do e desengordurado.

i Proteina Triptofano
Amoatra ) g/100g de milho
Milho AG-40Q1 9,54 0,18

4.3. Toer de triptofano na variedade de sorgo AG-1011
0s resultados dos teores de triptofano no hidrolisado sor

go AG-1011 relativo a cada tratamento aplicado estao no Quadro 2 do

- -
apendice.

0 Quadro 8 apresenta teores de triptofano no sorgo segun-

do ALBINO et alii (1}.
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ETGURA 17 - Tempo de hidrolise do milho AG-401 dessecado e desengor
durado nos tratamentos: (-8—e—)NaOH 0,10N, GCaa— NaOH

—

0,15 N 3 75°¢c e LSNa 4,5%.
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QUADRO 8 ~ Valores de triptofano expressos com percentagem na base

da matéria natural e na bhase da matéria seca.

Triptofano
Grao Proteinas Matéria Natural Materia Seca
z) (%)
Sorgo ?ranifero I 8,1 0,07 0,08
Soxrgo éranifero IT 6,0 0,07 0,08

0s teores de aminoacido no sergo variam também de acordo
com as cultivares assim relatam os trabalhos de STEPHENSON et alii

(38); gOSEPH & CHEVASSUS AGNES (17); TEMCHENKO (40) e o de SINGHA-
NIA et alii (32).

0 sorgo AG-1Qll utilizado neste trabalho nao pode ter seus
resultados avaliados com relagao aos da literatura, tendo em vista

esta variagao.

Os niveis de triptofano no sorgo foram avaliados de acor-

do com a curva padrao do DL-triptofano (Figura 3).

AR amostras cujas leituras ficaram fora da faixa tiveram
a tomada de ensaio modificada para que ficassem dentro da faixa oti

ma de trabalho de acordo com a lei de Beer.

A .analise de variincia, mostrada no Quadro 5, do apéndice,
com um valor inferior a 10% demonstra a eficacia do método emprega-
do na solubhilizagao e quantificagao do triptofano, apresentando uma

recuperagao de 94%,
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Nos tratamentos realizados pode~se obhservar a influencia

do lauril sulfato de 0dio na etapa de seluﬁilizag?o, representada
nos grafices a seguir Figura 18 i Figura 26 para o hidrolisado de

sorgo AG-lOll, descorticado, dessecado e desengordurado.

; Nos tratamentos efetuados com o sorgo, nao obtivemos re-
| ‘ o - =

sultados com a temperatura de 98 ¢, pois houve a formagao de um gel

e nao foi possivel obter um sohrenadante para se fazer a quantifica

gao do /triptofanc. Nas demais temperaturas fei possivel obter um 80

brenadante pois nao se verificava a formagao do gel.

Nos graficos das Figuras 24, 25 e 26 observa-se um compor
tamento idéntico, e os tratamentos que resultaram as curvas do refe
rido g%ifico, demonstram que estes foram os que apresentaram uma.me
lhor s&luhilizagio, levando maiores ﬁoeres de triptofano no hidroli

sado, em relagao aocs demais tratamentos.

Outro fator ohservado foi que a temperatura teve influég
cia muito grande, uma vez que o aumento de temperatura associado
com tempo de hidrolise nos levou a resultados melhores. Isto pode

ser visto comparando os graficos da Figura 18 a FPigura 25.

; No grafico da Figura 25 pode-seobservar o tratamento que
levou 5 um maior teor de triptofano, consequentemente o que apresen
tou uma melhor solubilizagao. Este tratamento apresenta a seguinte
associagao hidroxido de sodio Q,15N, lauril sulfato de sddio 4,57
temperatura 75°¢ em um tempo de &0 minutos. As curvas do grafico da
Pigura 25 apresenta um comportamento semelhante ao apresentado por

FLIEDEL & KOBREHEL (8) que em seu trabalho mostra um estudo da seolu

bilizagao de proteinas de sorgo com detergente.
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18 - Teor de triptofano em pg/ml no hidrolisado de sorgo AG-
1011 segundo as condigoes:

~—&—&— NaOH 0,05 N, temperatura 25°C, tempo 30 minutos.
—e—e— NaOH 0,10 N, temperatura 25°C, tempo 30 minutos,
—~0—0-— NaOH 0,15 N, temperatura 25°C, tempo 30 minutos.
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FIGURA 19 - Teor de triptofano em' ug/ml no hidrolisado de sorgo AG
1011 segundo as condigdes:

—sb—4&~—NaOH 0,05 N, temperatura 25°C, tempo 60 minutos.

—&—e@—NalOH 0,10 N, temperatura 25°C, tempo 60 minutos.

—O0—0—N20H 0,15 N, temperatura 25°c, fempo 60 minutos.
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FIGURA 20 - Teor de triptofano em ug/ml no
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FIGURA 21 - Teor de triptofano em pg/ml no
1011 segundo as condigoes:

—&—4~-NaOH 0,05 N, temperatura
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FIGURA 22 - Teor de triptofano em pg/ml no hidrolisado de sorgo AG-
1011 segundo as condigoes:
—a&—4&—NaOH 0,05 N, temperatura 5,00(:, tempo ‘60 minutos.
—@—e—NaOH 0,10 N, temperatura SOOC, tempo 60 minutos.
—O—O0—NaOH 0,15 N, temperatura SOOc, tempo 60 minutos,
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FIGURA 23 - Teor de triptofano em pg/ml no hidrolisado de sorgo AG-

1011 segundo as condigoes:

—a&—#&—NaOH 0,05 N, temperatura SOUC, tempo 90 minutos.

—e—e—NaOH 0,10 N, temperatura SOOC, tempo 90 minutos,

0 .
—o0—0—NaOH 0,15 N, temperatura 50 C, tempo 90 minutos.
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FIGURA 25 - Teor de triptofano em jug/ml no hidrolisado

1011 segundo as

—&—a&—NaOH 0,05
—8—e—NaOH 0,10
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FIGURA 26 - Teor de triptofano em pg/ml no hidrolisado de sorgo AG-

1011 segundo as condigoes:

— L NaOH 0,05 N, temperatura ?SDC, tempo 90 minutos.

o—o NaOH 0,10 N, temperatura 75 C, tempo 90 minutos.

—O0—L0—— NaOH 0,15 N, temperatura 750C, tempo 90 minutos.
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A influéncia dos fenOlicos também foi observada, motivo
pelo qual, houve a necessidade de descorticamento. Porque quando a
amostra analisada se apresentava na forma integral, depois de se
passar por todos para se obter o hidrolisado, este se apresentava
com uma coloragao marrom devido a pigmentos que compoem a casca do
grao hem como a presenca dos fendlicos. Esta coloragao impedia a de

finigao da cor do composto corado, dando uma composicao.

Por outro lado os compostos fendolicos em grande quantida-
de complexam as proteinas, impedindo uma melhor solubilizacao das

mesmas.

Os teores de tanino encontrados no grao do sorgo AG-1011
descorticado foram de 207,20 mg/100g e esta quantidade nao interfe-
riu na analise em tratamentos com temperatura mais elevada, mas em
temperaturas mais baixas e tempo de solubilizacao maiores, impedi-
ram provavelmente uma melhor solubilizagao das proteinas. Isto pode
ser ,observado nos graficos iniciais apresentados para o sorgo AG-

1011 descorticado, dessecado e desengordurado.

0 sorgo descorticado, dessecado e desengordurado apresen-—

tou os seguintes teores de proteina e de triptofano. (Quadro 9).

QUADRO 9 - Teor de triptofano e de proteina no sorgo AG-1011 descor

ticado, dessecado e desengordurado.

‘ 7 1 /100
Amostra Proteina (7) Triptofano g/100g
de sorgo AG-1011

Soexgo AG-10Q1l1 9,65 0,23
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4.4, Teor de triptofano na caseTna

Os resultados dos teores de triptofano na caseina com re-

lagio a todos os tratamentos estao no Quadro 3 no apeéendice.

Os graficos da Pigura 27 a Figura 37 mostram o comporta-
mento do hidrolisado quanto ao teor de triptofano com relagao aos

tratamentos aplicados.

Nos tratamentos iniciais ja se observa para proteina pu-
ra um melhor comportamento com hidrdxido de sodio Q,10 N para todos

os niveis de lauril sulfato de sodio.

Quando ha o aumento de temperatura pode—se observar uma
influéncia negativa com relagao aos niveis de triptofano, devido
talvez a uma destruigzo do mesmo, como relatam LUCAS & SOTECO £23)
mostrando os efeitos da concentragao de alcalis, temperatura e tem-
po de hidrolise em proteinas puras, onde o aumento de temperatura
causa uma destruigao de 5% do triptofano original, e sob as condi-
¢oes que sao citadas nesse trabalho concluem que um tempo maximo de
hidrolise para triptofano em proteinas puras ou isolados proteicos

e de 4 horas e 8 horas para outros alimentos,

Entre os tratamentos para protefna pura o que apresentou
melhor solubilizagao foi o tratamento com hidroxido de sodio 0,10N,
lauril sulfato de sodio 4,5%, temperatura SOOC, no tempo de 90 minu
tos~-

Nestas condigoes ohtém~se teores de triptofano dentro da-

queles relatados na literatura, TURNER (41).
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FIGURA 28 - Teor de triptofano em pg/ml do hidrolisado de - caseina
Hammarsten segundo as condigoes:
—a&—&—NaOH 0,05 N, temperatura ZSOC, tempo 60 minutos.
—e—e-—NaOH 0,10 N, temperatura 2500, tempo 60 minutos,

—O»—0—NaOH 0,15 N, temperatura 2500, tempo 60 minutos.
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FIGURA 29 - Teor de triptofano em ug/ml do hidrolisado de caseina
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FIGURA 31 - Teor de triptofano
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FIGURA 32 - Teor de triptofano
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FIGURA 34 - Teor de triptofano em pug/ml no hidrolisado de caseina
Hammarsten segundo as condigoes:

——ik—+NaOH. 0,05 N, temperatura 75°c, tempo 60 minutos.

: ~—e—o—NalOH 0,10 N, temperatura 75°C, tempo 60 minutos.

~—O—0--NaOH 0,15 N, temperatura 75°C, tempo 60 minutos.
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FIGURA 35 - Teor de triptofano em pug/ml no hidrolisado de caseina
Hammarsten segundo as condicoes:

1 —&—A—NaOH 0,05 N, temperatura 75°C, tempo 90 minutos.

[ ————@-—NaOH 0,10 N, temperatura 75°C, tempo 90 minutos,

——0—NaOH 0,15 N, temperatura 75°C, tempo 90 minutos.
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FIGURA 36 — .eor de triptofano em ug/ml no hidrolisado

Hammarsten segundo
————ii— NaOH 0,05 N,
—e—e—NalOH 0,10 N,

—o0—0—NaOH 0,15 N,

as condigoes:-
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FIGURA 37 - Teox de triptofano em ng/ml no hidrolisado
Hammaxsten segundo as condigoes:
)
, ——i—NaOH 0,05 N, temperatura ?8 C, tempo
—e—o—NaOH 0,10 N, temperatura 98°C, tempo
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FIGURA 38 - Teor de triptofano
Hammarsten segundo
—-t-—‘_NaOH 0,05 N,

| —e—eo—NaOH 0,10 N,

—0—O0—NaOH 0,15 N,

72 de LSNa x 10

30
1

em pg/ml no hidrolisado
as condigoes:

o
temperatura 98 C, tempo
temperatura 98°C, tempo

temperatura 98°C, tempo

de caseina

90 minutos.
90 minutos.

90 minutos.
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5. CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos, com as diversas variagoes
de concentragao de lauril sulfato de sodio associado &s concentra-
~ . - . - . . o
Goes de hidroxido de sodio, com variagoes de temperatura e tempo pa

ra solubilizagao das proteinas.
Conclui-se que:

= 0 lauril sulfato de sodio, atuou de forma significativa
nos diferentes niveis de aplicagao, diminuindo o tempo de solubili-

zagao.

- A solubilizagao pode ser processada em temperatura rela
tivamente baixa em relagao a outras técnicas que utilizam temperatu

ras mais elewadas.

Entre os diversos tratamentos utilizados para a determina
gao do triptofano, pode-se seguir a seguinte marcha analitica: Colo
car em um frasco conico de 125 ml, 0,5 g a 1 g de amostra finamente
pulverizada, que ja tenha sido dessecada e desengordurada, juntar 5
ml de solugao 4,5% lauril sulfato de sodio, agitar, em seguida adi-
cionar 5 ml de hidroxido de sodio 0,15 N. Tampar o frasco e colocar
em banho maria a 75°C por 60 minutos, agitando de vez em quando. A-

pos esta etapa centrifugar por 15 minutos de 3500-4000 rpm. Retirar
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o sobrenadante, Pipetar 1 ml do sobrenadante para tubo de ensaio,
adicionar 2 ml de solugao (1) e 1 ml de solugao (2). Deixar na -au-
séncia de luz por 15 minutos. Em seguida efetuar leitura em espec-

trofotometro em 565 nm.

— - - - - - ++
Solugao (1): acido acetico glacial contendo 56 mg Fe * /

litro (0,27g de FeCl 6H,0 dissolvido em 0,5 ml de H20).

3 " 2

Solugao (2): acido sulfurico concentrado.
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i
|
I
|

6. RESPMO

|

i Este trabalho teve por objetivo estudar o efeito do 1lau-
ril sulfato de sddio na solubilizagao de proteinas, visando uma mo-
dificagio da etapa hidrolitica de SESSA et alii (31), para quantifi
cagao do aminoacido triptofano. Foram feitos varios tratamentos mo-
dificando niveis de lauril sulfato de sodio, hidroxido de sodio,tem

peratura e tempo.

As condigoes dos tratamentos foram: lauril sulfato de 8o~
dio 0%; 1,5%; 3,0%; 4,5%; hidroxido de sodio 0,05N, 0,10N e 0,15N;
temper?tura de estudo 25°C; 50°C; 75°C; 98°C, por um periodo de 30;

60 e 9b minutos.

E As amostras de milho e sorgo foram moidas, dessecadas e

delipigadas, sendo que o sorgo, teve seus graos discorticados para

| . -
evitargefe1tos dos fenolicos.

Foi utilizada uma proteina pura (caseina Hammarsten) co-

mo controle e para a curva padrao utilizou-se DL-triptofano.

0 delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado,

sendo feita analise de variancia pelo programa AVBRPOL.

|
|
L
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A dosagem da proteina foi feita pelo m&tedo micro—Kjel-

dahl (N x 6,25].

Pelos resultados obtidos, verificeuwse o efeito acentuado

do lauril sulfato de sddio na solubilizagao das proteinas de milho

:

o
e sorgo. Entre as temperaturas, a 75°C foi a que apresentou melhor
|

resultddo, sendo o periodo de 60 minntos.

Na temperatura mais alta 98°¢ verificou—-se a formagao de

um gel |que impediu a sepamagdo do sobrenadante.

0 uso de lauril sulfato de sodio contriBuiu para melhorar

a solubilizagao das proteinas, e efetivamente para determinagao

do triﬁtof&no, com decréecimo no tempo e baixa temperatura.

!
|
|
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7. SUMMARY

This work studied here is the effect of sodium lauryl sul
phate (LSNa) on protein solubilization modifying SESSA et alii (31)
technique for tryptophan determination. The experimental design used
different levels of LSNa; sodium hydroxide; temperature and time

extraction.

Treatment conditions were: sodium lauryl sulphate at 0,
1,5, 3,0 and 4,5%Z; sodium hydroxide at 0,05, 0,10 and 0,15 N; tempe

rature of 25, 50, 75 and 9800; time of 30, 60 and 90 minutes.

Samples of corn and sorghum were ground, dried; fat ex-—

tracted; sorghum grain was previously decorticated.

Casein was used as a control, and for standard curve ac-

cording to Beer's law DL-tryptophan was used.

Results from a completely randomized experimental design

were analysed using the AVBRPOL program.

Protein content was determined by micro-Kejeldahl from
the results obtained it is concluded that sodium lauryl sulphate
was very effective on corn and sorghum protein solubilization for

posterior triptophan determination.
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Among temperatures the best results were obtained at?Soc

o ; ;
at 98 C protein hydrolised was not extracted due to the gel forma-

tion.
The best extraction time was 60 minutes.

The use of LSNa improved protein extraction contributing
effectively to tryptophan determination due to the decrease in time

extraction and use of low temperature.
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UAD = eédio i
Q RO 1 Teor medio' de triptofano no hidrolisado de milho AG-401

dess i
ecado e desengordurado, relativo a cada tratamento

NaOH LSNa Temperatura Tempo Medias

N (o] .

(N) (%) ¢ €) (min.) Teor de Triptofano Leituras

(pg/ml) Absorvincia

0,05 0 75
0,05 0 75 i i fre
0,10 0 50 60 29.53 o143
0,05 1,5 98 60 31,16 i
0,05 0 75 90 33,49 0 Tes
0,05 R,5 98 90 33’78 i
0,05 0 25 30 34.19 81
0,05 1,5 25 30 34 .41 S
0,05 0 25 60 35.82 Raio
0,05 1,5 75 30 36,23 i
0,05 0 25 90 36.98 welt
0,05 1,5 25 60 40 .89 o 160
0,05 1.5 25 90 &1 %6 e i
0,10 0 75 30 41,92 50
0,10 0 50 90 41,94 5250z
0,05 0 98 60 4496 @
0,10 0 75 60 " 58T o121
0,05 0 50 30 46,71 o
0,05 0 98 90 46,71 =
0,10 0 50 30 47.59 o 345
0,10 0 25 30 49,51 g
0,05 1,5 98 30 50.09 S
0,15 0 25 60 ' 50,09 | 0’%25
0,10 0 25 60 50,56 0’245
0,10 0 25 90 54,46 o
0,15 0 50 60 55,22 0.270
0,05 0 98 30 56,21 0.275
0,10 1,5 .25 30 58.83 0,288
0,15 0 25 90 59.00 0,289
0,10 @,5 25 60 59.18 0.28
0,10 1,5 50 30 59.23 o 250
0,10 1.5 75 30 60.01 0.294
0,15 0 50 30 60.98 0,298
0,15 1,5 25 30 61.04 0.299
0,15 0 25 30 61.45 0,301
0,05 1,5 75 60 62.50 0,306
0,10 1,5 25 90 62,61 0,306
0,i5 0,5 25 60 62.61 0,306
0,10 0 75 90 63,29 0,310
0,15 1,5 25 90 63,29 0,310
0,15 0 75 30 64 .94 0,318
0,10 0 98 90 65,68 0,321
0,05 0 50 - 90 65,82 0,322
0,05 0 50 60 67,10 0,328
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Continuagao.
NaOH LSNa Temperatura Tempo Medias
(N) (%) °c) (min,) Teor de Triptofano Leituras
(ug/ml) Absorvincia
0,15 0 S0 90 68,26 0,334
0,15 0 75 90 69,87 0,342
0,10 H,S 50 60 74,10 0,362
0,05 1,5 75 90 74,03 0,362
0,10 0 98 30 74,64 0,365
0,15 o 98 30 75,13 0,367
0,15 0 98 60 76,20 0,373
0,05 1,5 50 30 77,64 0,380
0,15 1,5 50 30 79,33 0,388
0,15 0 75 60 79,57 0,389
0,10 1,5 75 60 80,15 0,392.
0,15 0 98 90 80,64 0,394
0,15 1,5 98 60 81,13 0,397
0,10 0 98 60 81,63 0,399
0,05 1,5 50 60 81,78 0,400
0,10 1,5 98 30 82,45 0,403
0,10 1,5 50 90 84,34 0,413
0,15 1,5 98 30 85,00 0,416
0,10 1,5 98 90 86,89 0,425
0,15 1,5 98 90 88,86 0,435
0,15 1,5 50 60 8%,52 0,438
0,05 1,5 50 , 90 90,63 0,443
0,10 1,5 75 90 92,15 0,451
0,15 1,5 50 90 95,29 - 0,466
0,10 1,5 98 60 , 95,85 0,469
0,05 3,0 25 30 96,42 0,472
0,05 3,0 25 60 99,05 0,484
0,15 1,5 75 30 102,01 0,499
0,10 4,5 25 30 102,34 0,501
0,05 4,5 25 30 103,91 0,508
0,10 3,0 25 30 104,07 0,509
0,10 3,0 25 90 105,88 0,518
0,10 4,5 25 90 106,86 0,523
0,10 3,0 25 60 107,77 0,527
0,05 3,0 25 90 108,10 0,529
0,05 4,5 25 90 108,67 0,532
0,15 1,5 75 60 108,92 0,533
0,15 3,0 25 30 109,08 0,534
0,15 4,5 98 60 110,40 0,540
0,15 3,0 98 30 111,62 0,546
0,05 4,5 25 60 111,88 0,547
- 0,10 4,5 25 60 112,45 0,550
0,15 1,5 75 90 112,62 0,551
0,15 4,5 25 30 115,08 0,281%*
0,10 3,0 50 60 117,75 0,288%*
0,15 &5 25 90 118,04 0,289%
0,15 3,0 - 98 : 60 : 119,12 0,291%*
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QUADRO 2 -~ Teor médio de triptofano no hidrolisado de sorgo AG=1011
descorticado, dessecado e desengqrdurado, relativo a ca-

da tratamento,

NaOH LSNa Temperatura Tempo Medlas
|
(N) } (2) (°c) (min.) Teor de Triptofano Leituras
; (ng/ml) Absorvancia

0,05 | 0 75 30 25,22 0,123
0,05 ' 0 75 60 32,37 0,158
0,05 0 50 60 34,55 0,169
0,05 4,5 25 30 35,44 0,173
0,05 | 0 50 90 36,12 0,177
0,15 | 0 50 30 36,60 0,179
0,05 | 0 50 30 37,69 0,184
0,05 3,0 25 60 39,05 0,191
0,05 3,0 25 30 39,32 0,192
0,05 [3,0 25 90 40,21 0,197
0,10 | 0 50 90 42,94 0,210
0,10 ' 0 75 30 43,62 0,213
0,10 : 0 50 60 44,64 0,218
0,10 3,0 25 30 © 44,64 0,218
0,10 | 0 50 30 45,18 0,221
0,05 | 0 75 90 45,32 0,222
0,05 4,5 25 90 46,00 0,225
0,15 : 0 25 30 46,14 0,226
0,10 4,5 25 30 46,34 0,227
0,05 4,5 25 60 , 47,37 0,232
0,15 0 50 60 51,45 0,252
0,10 © 75 60 52,14 0,255
0,05 0 25 30 53,70 , 0,263
0,10 3,0 25 60 54,52 0,267
0,15 [0 75 30 55,20 0,270
0,15 ' 0 50 90 56,84 0,278
0,15 | 0 25 60 58,13 0,284
0,15 ' 0 25 90 59,16 0,289
0,10 0 75 90 60,65 0,297
0,05 3,0 50 30 61,34 0,300
0,05 0 25 60 63,04 0,308
0,10 4,5 25 60 63,38 0,310
0,15 O 75 60 64,06 0,313
0,10 O 25 60 65,09 0,318
0,10 3,0 25 - 90 67,47 0,330
0,10 4,5 25 _ 90 67,47 0,330
0,05 .0 25 90 | 68,15 . 0,333
0,05 3,0 50 90 68,15 0,333
0,05 3,0 - 50 60 68,15 0,333
0,15 &,5 25 30 68,49 0,335
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Continuagao.
NaOH LSNa Temperatura Tempo Medias
(N) (2) °c) (min.) Teor de Triptofano Leituras
(ng/ml) Absorvancia
0,05 4,5 50 30 69,52 0,340
0,10 |0 25 30 70,20 0,343
0,10 EO 25 90 71,36 0,349
0,05 r,S 50 60 74,28 0,363
0,15 ‘ 75 90 74,28 0,363
0,05 1,5 50 60 75m31 0,368
0,05 1,5 50 30 75,65 0,370
0,05 1,5 50 90 77,35 0,378
0,15 3,0 25 30 77,35 0,378
0,05 4,5 50 90 79,74 0,390
0,15 3,0 25 60 81,10 0,397
0,10 1,5 50 30 82,26 0,402
0,05 1,5 75 30 84,65 0,414
0,15 4,5 25 60 87,58 0,428
0,10 1,5 50 60 88,40 0,432
0,10 3,0 50 30 88,60 0,433
0,15 1,5 50 30 88,94 0,435
0,15 1,5 50 60 91,46 0,447
0,10 1,5 50 90 91,67 0,448
0,05 1,5 75 90 91,67 0,448
0,05 1,5 75 60 91,94 0,450
0,05 1,5 25 30 92,75 0,454
0,15 3,0 25 90 . 93,71 0,458
0,15 4,5 25 90 94,05 0,460
0,15 3,0 50 30 . 101,07 0,494
0,05 1,5 25 60 102,02 0,499
0,10 4,5 50 30 107,00 0,523
0,15 4,5 50 30 107,00 0,523
0,10 »0 50 60 107,00 0,523
0,15 3,0 50 60 109.25 0,534
0,10 1,5 25 30 109,45 0,535
0,10 4,5 50 60 110,75 0,542
0,15 1,5 50 90 111,56 ) 0,546
0,10 3,0 50 90 112,52 0,550
0,05 1,5 25 90 112,59 0,551
0,15 1,5 25 30 113,88 0,557
0,15 3,0 50 90 116,88 0,286%
0,15 4,5 50 60 122,20 0,299%
0,05 3,0 75 30 123,70 0,303=*
0,10 4,5 50 90 123,70 0,303%
0,15 4,5 50 90 123,70 0,303%*
0,10 1,5 25 60 125,54 . 0,307%
0,15 1,5 25 90 128,60 0,314*
0,15 1,5 25 60 128,94 0,315%
0,10 1,5

75 30 129,15 0,316%*
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Continuagao.

NaOH LSNa Temperatura Tempo Medias

o - Teor de Triptofano Leituras
™ (%) §. 76 {mLng) (ng/ml) Absorvancia
0,10 1,5 25 90 130,71 0,320%
0,10 11,5 75 60 136,30 0,333%
0,05 4,5 75 30 136,51 0,334%
0,05 3,0 75 60 138,69 0,339%
0,05 3,0 i 90 143.12 0,350%
0,10 1,5 75 90 141,19 0,345%
0,05 4,5 15 90 149,93 0,367%*
0,05 4,5 75 60 152,32 0,372%
0,10 3,0 75 30 154,02 0,377%
0,10 W,5 75 30 154,84 0,379%
0,15 1,5 75 30 172,42 0,422%
0,10 3,0 75 90 173,24 0,424%
0,10 1,5 75 90 173,78 0,425%
0,15 QB.,5 75 90 175,14 0,428%
0,10 3,0 75 60 177,88 0,435%
0,15 1,5 75 60 180,60 0,442%
0,10 4,5 75 60 187,42 0,458%
0,15 B,0 75 60 198,04 0,484%
0,15 &,5 75 30 201,72 0,493%
0,15 B,0 75 30 201,74 0,494%
0,15 4,5 75 90 209,10 0,511%
0,15 3.0 75 60 220,82 0,540%
0,15 4,5 75 60 227,82 0,557%
Diferenga minima significativa, pelo teste de Tukey (5%Z) = 21,43,

* Tomada de ensaio de 0,50000g, para que a leitura ficasse na faixa
otima, na curva padrao.
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QUADRO 3 - Teor médio de triptofano na caseina Hammarsten, relativa

a cada tratamento.

NaOH ©LSNa Temperatura Tempo Medias
(N) (%) (°c) (min.) Teor de Triptofano Leituras
(pg/ml) Absorvancia

0,10 0 75 30 16,65 0,081
0,05 0 75 30 17,05 0,083
0,05 0 25 60 17,46 0,085
0,05 1,5 98 60 17,46 0,085
0,05 0 98 30 18,68 0,091
0,05 0 7 ) 60 18,68 0,091
0,05 0 75 90 18,68 0,091
0,15, 0 75 30 19,08 0,093
0,05 3,0 98 60 19,45 0,095
0,15 4,5 98 30 20,59 0,101
0,05 0 25 30 2.0, 7L 0,101
0,15 0 75 90 20,71 0,101
0,10 0 75 60 21,11 0,103
0,10 0 25 90 21,11 0,103
0,10 0 75 90 21,13 0,103
0,15 0 50 30 21;1% 0,103
0,05 3,0 75 60 23535 0,104
0,05 3,0 75 90 21 .35 0,104
0,15 3,0 75 60 21,35 0,104
0;10 0 50 30 21,68 0,106
0,15 o 25 30 21,76 0,106
0,05 0 50 60 ) 21,92 0,107
0,10 0 50 90 21,92 0,107
0,10 0 25 30 21,92 0,107
0,15 4,5 75 90 22511 0,108
0,05 0 50 30 22,33 . 0,109
0,15 0 75 60 22,313 0,109
0,15 4,5 75 60 22,50 0,110
0,10 0 50 60 22,73 0,111
0,05 0 50 90 22,73 0,111
0,05 1,5 75 60 22.73 0,111
0,05 3,0 75 30 22,87 0,112
0,10 0 25 60 23,14 0,113
0,05 0 25 90 23,14 0,113
0,05 0 98 90 23,14 0,113
0,15 0 25 90 23,39 0,114
0,15 0 50 90 23,455 0145
0,05 3,0 98 90 23,64 0,116
0,15 0 25 60 23,64 0,116
0,15 0 98 30 23,95 0,117
0,05 3,0 98 30 23,95 0,117

O

0,05 98 60 24,36 0,119




Continuagao,

100.

NaOH LSNa Temperatura Tempo Hedoas
(N) (%) ¢y (min.) Teor de Triptofano Leituras
(1g/ml) Absorvancia

0,15 0 50 60 24,36 0,119
0,10 3,0 98 30 24,40 0,119
0,15 B,0 98 30 24,40 0,119
0,10 4,5 98 60 24,79 0,121
0,10 4,5 98 90 24,79 0,121
0,10 0 98 30 25,01 05122
0,15 4,5 98 60 25,16 0,123
0,05 1,5 98 30 25,17 0,123
0,15 3,0 75 90 25,32 0,124
0,15 3,0 75 30 26,31 0,129
e,15 B,0 98 60 26,31 0,129
0,10 38,0 98 90 26,80 0333
0,05 1,5 98 90 26,80 0,131
0,10 3,0 98 60 27,07 0,132
0,10 4,5 98 30 295,36 0,144
0,15 4,5 75 30 29,36 0,144
0,05 4,5 75 90 29,74 0,145
0,05 §,5 98 30 30,50 0,149
0,05 4,5 98 90 30,88 0,151
0;15 B,0 25 60 31,88 0,156
0,15 4,5 98 90 32,03 0,157
0,15 3,0 98 90 32,79 0,160
0,10 0 98 60 32,89 0,161
0,10 4,5 75 60 33,17 0,162
0,05 4,5 25 30 34,32 0,168
0,05 3,0 25 90 34,32 0,168
0,05 4,5 50 30 34,70 0,170
0,15 1.5 75 90 35,73 0,175
0,10 4,5 75 90 36,22 0,177
0,15 4,5 25 60 36,45 0,178
0,05 3,0 50 90 36,60 0,179
0,10 0 98 90 36,95 0,181
0,05 4,5 98 60 36,99 0,181
0,10 4,5 75 30 37,21 0,182
0,15 3,0 50 60 37,75 0,185
0,05 1,5 25 30 37,76 0,185
0,15 3,0 25 90 38,13 0,186
0,15 4.5 29 90 38,51 0,188
0,05 4,5 50 90 38,89 0,190
0,10 3,0 15 90 38,89 0,190
0,05 1,5 50 60 38,98 0,191
0,05 4,5 75 90 38,98 0,191
0,15 3,0 25 30 39,66 0,194
0,15 0 98 60 39,79 0,195
0,10 %,S 50 90 39,79 0,195




101.

Continuagao.

NaOH LSNa Temperatura Tempo Medias
(N) (%) (OC) (min.) Teor de Triptofano Leituras
(pg/ml) Absorvancia

0,05 B,0 25 60 40,04 0,196
0,15 B,0 50 30 40,04 0,196
0,10 B,0 75 30 40,42 0,198
0,05 R,5 25 60 40,60 0,199
0,15 §f.5 50 30 40,60 0,199
0,15 8,5 50 60 40,80 0,200
0,10 1,5 50 60 41,41 0,203
0,15 0 98 ; 90 41,41 0,203
0,10 1,5 25 30 42,15 0,206
0,15 8,5 25 30 42,15 0,206
0,15 1,5 98 30 4:2.,.15 0,206
0515 8,0 50 90 42,32 0,207
0,05 g,5 75 60 42,32 0,207
0,10 3,0 75 60 52,32 0,207
0,15 §,5 50 30 42,32 0,207
0,05 3,5 50 90 43,04 0,211
0,10 1,5 50 30 43,04 0,211
0515 155 25 30 43,36 0,292
0,3 1,5 50 60 43,44 0,212
0,05 1,5 50 30 43,85 0,214
0,15 1,5 98 60 43,85 0,214
g,10 3,0 50 60 44,23 0,216
0,05 1,5 25 90 44,66 0,218
0,10 %X,5 98 ' 90 44,66 0,218
0,05 4,5 75 30 . 44,76 0,219
0,10 3,0 25 90 44,99 0,220
0,15 4,5 50 90 44,99 0,220
0,10 3,0 50 30 46,14 0,226
0,10 1,5 98 30 46,69 0,228
0,10 1,5 98 60 46,69 0,228
0,15 1.5 25 60 46,86 0,229
0,05 Z.,5 75 30 47,10 0,230
0,5 3,5 25 90 47,10 0,230
0;10 3,0 50 90 47,28 0,231
0,05 3,0 50 60 48,04 0,235
0,05 3,0 50 30 48,43 0,237
0,100 %,5 25 30 48,43 0,237
0,10 3,0 Z:5 60 48,80 0,239
0,10 1,5 75 90 49,53 0,242
0515 B,5 75 60 49,53 0,242
0,05 3,0 25 30 49,53 0,242
0,15 1,5 50 90 49,94 0,244
0,10 1,5 25 90 50,35 0,246
0,10 3.0 25 60 51,16 0,250
0,10 11,5 75 60 51,16 0,250
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Continuacgao.

NaOH LSNa Temperatura Tempo Hedlas
(N) (%) °c) (min.,) Teor de Triptofano Leituras
(pg/ml) Absorvancia

0,15 |1,5 98 90 51,97 0,254
0,10 14,5 25 60 52,24 0,256
0,10 4,5 25 90 53,38 0,261
0,10 1.5 75 30 53,59 0,262
0,05 14,5 50 60 53,59 0,263
0,10 4,5 25 30 54,91 0,269
0,05 14,5 25 60 59,67 0,272
0,15 1,5 75 30 56,03 0,274
0,05 14,5 25 90 56,44 0,276
0,10 4,5 50 30 57,20 0,280
0,10 4,5 50 60 62,91 0,308
0,10 4,5 50 90 66,73 0,326

Diferenga minima significativa, pelo teste de Tukey (5%) = v 8 U
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QUADRO 4 ~ Analise de vyariancia - Milho AG-401.

Causas de Variagao G .Ls Q.M. Nivel de Significancia
Tratamento 143 4891,784668 < 0,00017

Erro 288 64,25537872

TOTAL 431

Coeficiente de Variagao = 8,197

Média Geral = 97,876

QUADRO 5 - Analise de variancia - Sorgo 1011.

Causas de Variagao Gl Q.M. Nivel de Significancia
Tratamento 107 7039,439941 <0,00017

Erro 216 34, 11227753

—Totail- 323

6,127
96,276

I

Coeficiente de Variacgao

Media Geral
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QUADRO 6 - Analise de variancia - Caseina.

Causas de Variagao o 7 Q.M. Nivel de Significancia
Tratamento 143 422,0527649 < 0,00017

Erro 288 10,66451263

TOTAL 431

[l

Coeficiente de Variacao
Media Geral

9,137
35,088





