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RESUMOD

Algumas publicagoes recentes descrevem metodos rapidos (por exem-
plo 4 - 6 minutos de aquecimento com agitagdo) de determinagao de
proteina em trigo e farinha de soja desengordurada, utilizando a
reagcao do biureto, seguidas de colorimetria ou espectrofotometria
0 método depende do aquecimento a 60 ou 700C durante curto espago
de tempo, com a finalidade de acelerar a dissolugdo e a formagao-
de complexo. Os resultados dependem, criticaménte, do tempo de a-
gitagao e da temperatura. Suspeitou-se que, elevando-se a tempera
tura com a finalidade de abreviar o tempo de reagao, atingir-se--
-ia o ponto em que pudesse ocorrer desnaturagao e hidrdolise da -
proteTna. Consequentemente, procedeu-se a um estudo destes fato -
res.

Os produtos empregados em primeiro lugar, foram um concentrado -
proteico de soja do comércio e trigo integral. Escolheram-se 0s
reagentes de Deacon (sulfato cuprico e NaOH 0,5 M em isopropanol.
a 30%) devido a facilidade de remogao do excesso de cobre por fil
tragao. Observou-se que a temperatura de 450C e acima, foi impos-
sivel obter absorbancia constante em fungao do tempo. Os melhores
resultados foram obtidos a 400C. A constancia foi boa a temperatu
ra ambiente e a 30°C, mas as absorbancias foram menores que as ob
tidas a 40°c.

Baseados nos resultados obtidos, estabeleceu-se um procedimento -
geral para graos de cereais, que emprega os reagentes de Deacon,a
gitagao a 40°C durante 30 minutos, filtragao e medigao da absor -
bancia a 550 nm contra um "branco" contendo a amostra, mas niao o
cobre. 0 método foi testado em varias amostras de arroz integral-
e brunido. As amostras foram tambem analisadas pelo metodo de
microkjeldahl para determinagao dos teores de nitrogenio. 0 coefi
ciente de correlagao entre o metodo espectrofotometrico e o meto-
do de Kjeldahl foi 0,999 e o erro padrao da estimativa de linha -
de regressao foi de 0,019 unidades de absorbancia.



SUMMARY

A number of recent publications have described rapid methods
(e.g. 4-6 minutes, exclusive of measurement)for determining-
protein in wheat and defatted soy meal using the biuret
reaction and colorimetry or spectrophotometry. A1l depend on
heating to 60° or 70° for a short, timed period to hasten -
dissolution and complex formation. Results are critically de
pendent on time of agitation and temperature.-It was suspected
that, in raising the temperature in order to shorten reaction
time, the point had been reached where protein denaturation-
and hydrolysis may be occurring. Consequently a study of -
these factors was undertaken.

Materials used first were a commercial soy protein concentra
te and whole wheat. The reagents of Deacon (copper sulfate -
and 0.5 M NaOH in 30% isopropanol) were chosen because of the
ease of removal of excess copper by filtration. It was found
that at temperatures of 45° and above, it was impossible to
obtain absorbance that was constant with time. Best results-
were obtained at 40°. At room temperature and 30°, constancy
was good, but absorbances remained less than those obtained
at 40°.

From the experience of these results, a general procedure for
cereal grains was devised, consisting of use of Deacon's rea
gents, agitation for 30 minutes at 40°, filtration, and mea-
surement of absorbance at 550 nm against a blank containing-
sample but no copper. It was tested on a series of samples -
of brown rice and milled rice. They were also analyzed for
total nitrogen by the microkjeldahl method. The coefficient-
of correlation between the spectrophotometric method and the
Kjeldahl method was 0.999 and standard error of estimate of
the regression line was 0.019 in absorbance units.



1. - INTRODUGAD

0 conteudo de proteinas em graos e seus produtos & comumente de-
terminado pelo metodo de Kjeldahl, ou qualquer uma de suas modi-
ficagoes. Este metodo apresenta inconvenientes, tanto em princi-
pio, como na pratica, pois determina o nitrogenio total, envolve
procedimentos complicados, e requer tempo con51derave1 Por es-
tas razoes, varios metodos colorimétricos ou espectrofotometr1 -
cos tem sido desenvolvidos, sendo o metodo de biureto o que -
maior atencao tem recebido por sua especificidade e simplicidade.

A reacao de biureto baseia-se na formagio, em meio alcalino, de
um complexo de coordenacao de cor violeta entre o Jon cuprico e
quatro atomos de nitrogénio das ligagbes peptidicas, dois de ca-
da cadeia de peptideos adjacentes.

Recentemente, varios métodos colorimétricos e espectrofotometri-
cos, baseados na reagao de biureto (4, 5, 8), que empregam alta-
temperatura (70 - 600C) para acelerar a reacao, tem sido publica
dos. Um destes metodos rapidos foi testado pelo curso de pos-gra
duagao, no Laboratorio de Analises de Alimentos, e deu resulta -
dos variaveis. Pensou-se que a causa poderia ser a alta tempera-
tura utilizada, pois nestas condigbes, € bem conhecido o fato -
que ocorre uma denaturagao das proteinas. A partir dai iniciou -
-Se uma pesquisa com os seguintes objetivos:

a) - Estudar o efeito da temperatura e tempo de agitacao na rea-
¢ao biureto com proteinas a fim de estabelecer a temperatura -
que dé suficiente velocidade de reagao para obter absorban-
cia constante num periodo de tempo conveniente;

b) - Estabelecer um metodo para a determinagao de proteinas em
graos de cereais, baseado na reagao biureto, que seja rapi-
do e preciso;



c) - Provar o método anteriormente estabelecido com uma série de
amostras de um cereal, analisadas pelo método Kjeldahl.



2. - REVISAO DA LITERATURA

A cor violeta-avermelhada, caracteristica do complexo biureto-co-
bre em meio alcalino, foi primeiramente observada por Wiedemann -
no ano de 1848, segundo citagao de Kurzer (10).

Pinkney (14), informa que a reagao de biureto foi adotada por -
Riegler em 1914, para estimar o conteudo de proteinas em fluidos-
biologicos, empregando albumina de ovo como pddrdo. Originalmente
Pinkney (14) utilizou esta reacao para determinar o conteldo de -
proteinas em graos e farinha de trigo, empregando solugao alcali-
na de hidroxido de potassio 0,05 N, para peptizar as proteinas e
tratando posteriormente o extrato com solugao alcalina de sulfato
cuprico e glicerol. A determinagao foi feita a temperatura ambien
te e com agitagao. Os resultados obtidos foram correlacionados -
com as porcentagens de proteina determinadas pelo metodo Kjeldahl e
com o volume de pao.

Jennings (7) modificou o método de Pinkney e aplicou-o para a de-
terminagcao do conteldo de nitrogéenio de algumas variedades de tri
go e cevada. Neste metodo modificado, a extragao das proteinas e
o desenvolvimento da cor do complexo biureto, ocorrem simultanea-
mente, numa solugao alcalina de cobre e tartarato, empregando tem
peratura ambiente e agitagao. 0 uso de tartarato de sodio e potas
sio, ao inves de glicerol, incrementou em 13% a sensibilidade do
metodo. 0 principal fator que afeta a correlagao entre o conteudo
de nitrogenio determinado pelo méetodo Kjeldahl e a cor produzida,
e a variagdo nas absortividades das proteinas extraidas. Outro fa
tor que diminui o grau de correlacido anterior, e a presen¢a da -
cor escura do grao de trigo e cevada.

Pinkney (15) modificou seu método biureto para estimar o conteudo
de proteinas em trigo e farinha, com a finalidade de faze-lo mais
simples e exato. Utilizou o reagente alcalino de cobre estabiliza
do com tartarato de sodio e potassio para a extracao e reagao si-
multaneas. Ele chegou 3 mesma conclus3o que Jennings (7) de que o



tartarato e superior ao glicerol para estabilizar 0 cobre no rea-
gente bijureto.

Parial e Rooney (13) aplicaram o metodo modificado de Pinkney (14)
para estimar o conteudo de proteinas em arroz integral e brunido
e estabeleceram equacoes de regressao e coeficientes de correla-
¢ao entre proteina determinada pelo método Kjeldahl e absorban -
cia do biureto.

Johnson e Craney (8), desenvolveram um metodo simples e rapido -
para determinar o conteudo de proteinas em graos, empregando car
bonato basico de cobre em pd como fonte de cobre na reacao biure
to. A determinagao foi feita a temperatura ambiente e com agita-
¢ao.

Craney (3) propos o uso de liquidificador no metodo de Johnson e
Craney (8), para acelerar a reacao biureto na determinagao de -
proteinas em trigo. Segundo este metoro, o tempo da determinagao

por amostra pode ser reduzida a 10 minutos.
Deacon (4) modificou o metodo de Johnson e Craney (8) e aplicou-

-0 para a determinacdo de proteinas em soja desengordurada. As a
mostras foram agitadas em hidroxido de sodio 0,5 M, contendo al-
cool isopropilico ou normal e hidroxido de cobre a 70°C. A absor
bancia da solucdo filtrada foi l1ida a 550 nm contra agua e o con
teido de proteina foi obtido de uma curva de calibracao de absor
bancia do biureto, e a porcentagem de proteina determinada pelo

metodo Kjeldahl.
Greenaway e Johnson (5) estabeleceram um metodo baseado na rea -

¢ao biureto para determinar o contetudo de proteinas em trigo em
5 minutos, empregando alta temperatura (609C) e agitacgao magneti
ca. 0 metodo utiliza os reagentes de Johnson e Craney (8).

Mitzuda e Mitsunaga (11) encontraram que o amido, substancias co
lToridas e lipideos extraiveis com solucao alcalina do reagente -
biureto, interferem na determinagcao de proteinas em trigo, sendo
0 amido o que maior efeito teve no metodo biureto. Eles recomen-
dam o uso de alguns solventes organicos para retardar a solubili
zagao do amido e melhorar a correlacao entre proteina determina-
da pelo metodo Kjeldahl e a absorbancia do biureto.



Noll, Simmonds e Bushuk (12), reportaram refinamentos do método
de Johnson e Craney (8), para melhorar a velocidade e convenien
cia de uso. Eles propoem o uso de um reagente biureto modifica-
do, baseado na adigao de isopropanol em igual volume ao reagen-
te biureto de Jennings (7), melhorando assim a estabilidade, a
velocidade de reagao com proteina e a filtrabilidade. Recomenda
ram incubagdo a 40°C, sem agitacao, durante 10 a 30 minutos, pa
ra proteinas em solucadao ou proteinas de farinhas. Para seu pro-
cedimento rapido, propuseram 60°C durante 1 minuto.

Greenaway e Davis (6) adaptaram ao colorimetro de Udy, o metodo
biureto de 5 minutos para conteudo de proteinas em trigo (5) e
aplicaram-no a 50 amostras de sorgo, aveia, centeio, milho e -
trigo, analisadas pelo metodo Kjeldahl e calcularam seus coefi-
cintes de correlagao.

0 sub-comite de metodos em proteina da Associacao Americana de
Quimicos de Cereais (The AACC Protein Methods Subcommitee) es-
ta cooperando na padronizacao desse metodo e o conteudo de pro-
teTnas esta sendo determinado em 10 amostras de trigo por todos
0s membros
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- MATERIAIS E METODOS

Amostras Utilizadas

3.

3.

1.

1.

Concentrado proteico de soja "Proteimax 90" produ-
zido pela SANBRA (Sociedade Algodoeira do Nordeste
Brasileiro).

Trigo integral, variedade IAC-5, cultivado em Ma-
ringa, Parana.

. Arroz integral e brunido das variedades: Batataes,

Pratao precoce; IR-841-63-5-1-9-3-3-; IAC-47; IAC-
-1246; IAC-120; IR-665-4-5-5- ¢ IAC-435. Todas es-
tas variedades foram cultivadas na Fazenda Santa E

liza, Instituto Agronomico, Campinas, SP.

Reagentes

3.

2.

2.

Reagentes de Deacon (4):

3.2.1.1. Solugao alcoolica alcalina: Dissolver 20g.
de hidroxido de sodio em agua, agregar -
300 m1. de alcool isopropilico e diluir -
a 1.000 ml.

3.2.1.2. Solugao de sulfato de cobre (25% p/v): -
Dissolver 25 g. de sulfato de cobre penta

idratado em agua morna e diluir a 100 ml.
3.2.1.3, Klcool isopropilico _ _
Reagentes para determinagao de nitrogenio pelo me-

todo microkjeldahl:
3.2.2.1. Acido sulfurico concentrado 96%.

3.2.2.2. Catalizadores: sulfato de potassio e oxi-
do de mercurio.

3.2.2.3. Solucao concentrada de hidroxido de sodio
500 g/1.
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3.3.10

3.2.2.4. Solugao de tiosulfato de sodio 25%.
3.2.2.5. Solugao de acido borico 2%.
3.2.2.6. Solugao de acido cloridrico 0,02 N.

3.2.2.7. Solugao de verde de bromocresol mais verme-
Tho de metila (0,06 g. de vermelho de meti-
la, 0,15 g. de verde de bromocresol em 100
ml. de etanol absoluto.

3. Equipamentos

Descascador de amostras Mc Gill.
Brunidor de amostras Mc Gill no 3.

Moinho Weber, equipado com peneira de 0,024 polega -
das.

Banho-maria com temperatura controlada, W.A.T., -
Krakow, Typ UTU, ao qual adaptou-se uma caixa de iso
por de 20 X 20 X 20 cm., a fim de utilizar a agita-
¢ao magnéetica.

Agitador magnetico FisAtom.

Banho-maria com temperatura e agitacao mecanica con-
trolaveis, B. Braun Messungen, AG.

Incubadora com agitagao mecanica, New Brunswick -
Scientific Co. Modelo G-27.

Chapa agquecedora com temperatura e agitagao magnéeti-
ca controlaveis, Fisher Scientific Co., Modelo 118.

Panela metalica de 5 1.
Cronometro "Seiko"

Conjunto de filtracao a vacuo, usando cadinho de por
celana porosa Halden-Wanger 84.2P2 H.

Espectrofotometro UV-visible, Perkin-Elmer Coleman -
124 D, equipado com registrador Perkin-Elmer 56.
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Espectrofotometro Perkin-Elmer 402.

Estufa a vacuo, Fanem, modelo 099.

Digestor microkjeldahl, Fanem.

Destilador microkjeldahl de uma s6 pega, Thomas.

Outros equipamentos de uso comum no laboratorio, co-
mo balanga analitica, termometro, erlenmeyers, tubos
de ensaio, pipetas volumétricas, baloes aferidos e
de Kjeldahl, bureta, provetas, beckers, capsulas de
aluminio, dessecadores, etc.

Preparagao das amostras

3.4.2.

3.4.3.

Concentrado proteico de soja, Proteimax 90, nao reque
reu nenhuma preparacao, pois vem da industria, fina -
mente pulverizado. Trabalhou-se a base de uma amostra
de 250 g¢.

Trigo integral - foi obtida uma amostra de 1 kg. e
500 g. foram moidos no moinho Weber, de maneiraa atra-
vessar a peneira com orificios de 0,024 polegadas de
diametro. Conservou-se em um frasco de vidro tampado,
a temperatura ambiente.

Arroz - uma amostra de 2 kg. de arroz em casca, de ca
da variedade, foi obtida da seccao de Cereais do Ins-
tituto Agronomico de Campinas. Estas amostras foram -
descascadas no descascador Mc Gill e a metade do ar-
roz integral resultante, foi brunido no brunidor Mc
Gill n9 3, empregando-se um peso de 1 libra durante -
20 segundos. As amostras de arroz integral e brunido,
foram moidas no moinho Weber, até atravessarem a pe -
neira de 0,024 pol. e foram conservadas nas mesmas -
condigoes do trigo integral.
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5. Efeito de temperatura e tempo na reacao biureto com proteina
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3.5.1. Uso de Proteimax 90:

3.5.1.1.

3.5.1.2.

Uma amostra para cada temperatura e tempo. 0
seguinte procedimento foi ensaiado: Pesou-se
exatamente uma amostra de 120 mg. em papel -
parafinado e transferiu-se para um erlenmey-
er de 250 ml.; agregou-se 2 ml. de alcool i-
sopropilico, 100 ml. de solucao alcodlica al
calina e 1 ml. de solugao de sulfato de co-
bre. Colocu-se o erlenmeyer na panela com a-
gua (a qual estava sobre a chapa aquecedora)
a temperatura desejada.

Agitou-se magneticamente durante o tempo pre
fixado, depois do qual removeu-se do banho e
filtrou-se a vacuo, usando cadinho de porce-
Tana porosa. A absorbancia da solugao foi Ti
da a 550 nm contra agua no espectrofotometro
Perkin-Elmer Coleman 124 D.

As temperaturas dos ensaios estiveram na fai
xa de 26 a 700C (¥ 10C) e os tempos varia -
ram seqgundo a temperatura utilizada de 1 a
60 minutos. Os ensaios foram variaveis em -
tempo para cada temperatura, porem usando u-
ma amostra para cada tempo.

Uma amostra para cada temperatura e tomando-
uma aliquota da solugao para cada tempo.

0 seguinte procedimento foi ensaiado: Pesou-
-se exatamente uma amostra de 120 mg. em pa-
pel parafinado e transferiu-se para um becke
becker de 600 ml. Agregou-se 2 ml. de alcool
isopropilico e 100 ml. de solucao alcoodolica-
alcalina. Colocou-se o becker na caixa de i-
sopor adaptada ao banho-maria "Krakow".



3.5.2.

Aos 5 minutos agregou-se 1 ml. de solugdo de
cobre (tempo zero). A cada tempo desejado,to
mou-se aliquotas de aproximadamente 7 ml. u-
sando-se pipetas na posi¢ao invertida, e de
imediato, filtrou-se a vacuo, em porcelana -
porosa. A absorbancia da solugao filtrada -
foi lida a 550 nm contra agua, no espectrofo
tometro Perkin-Elmer 402.

As temperaturas dos ensafos estiveram na fai
xa de 25 a 70°C (¥ 0,59C) e os tempos varia-
ram segundo a temperatura utilizada de 1 a
112 minutos.

Uso de trigo integral:

Empregou-se o procedimento descrito em 3.5.1.2, exce-
to que o peso da amostra foi de 1.000 g. e a leitura
da absorbancia da solucao filtrada foi feita contra -
branco sem cobre. (0 branco sem cobre leva amostra e
0s reagentes, exceto solugao de sulfato de cobre).

As temperaturas dos ensaios estiveram na faixa de 30
a 500C (t 0,59C) e os tempos variaram segundo a tempe
ratura empregada de 1 a 60 minutos.

de procedimentos

Prova de precisao de um procedimento com trigo inte-
gral:

0 procedimento foi o seguinte: Pesou-se exatamente -
1.000 g. de amostra em papel parafinado e transferiu-
-se para um erlenmeyer de 250 ml. Agregou-se 2 ml. de
alcool isopropilico, 100 ml. de solucdo alcodlica al-
calina e 1 ml. de solugao de sulfato de cobre. Tampou
-se o erlenmeyer com papel de aluminio, e colocou-se-
na incumbadora com agitacao mecanica a 40°C, agitando
-se a 200 rpm durante 60 minutos. Em seguida,filtrou
-se a solugao a vacuo em cadinho de porcelana porosa.
A absorbancia da solucao filtrada foi 1ida a 550 nm.,
contra branco sem cobre no espectrofotometro Perkin -

- 10 -
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Elmer Coleman 124 D.

Foram efetuadas quatro repeticoes e calculou-se a ab-
sorbancia media, o desvio padrao e o coeficiente de
variacao (vide formulas em 3.12.).

3.6.2. Prova de precisao de um procedimento com Proteimax 90
0 procedimento foi descrito em 3.6.1., variando agora
somente o peso da amostra (140 mg.) e as leituras de
absorbancia das solugbes filtradas, que foram feitas
contra agua em lugar de branco sem cobre.

Foram feitas seis repeticoes e calculou-se a absorban
cia media, o desvio padrao e o coeficiente de varia-
¢ao (vide formulas em 3.12.).

3.6.3. Prova de cumprimento da lei de Beer de um procedimen-
to com Proteimax 90.
0 procedimento foi descritc em 3.6.7., variando o pe-
so das amostras empregadas {80; 100: 120; 140 e 160 -
mg.) e as leituras de absorbancia das solucoes filtra
das que foram feitas contra agua em lugar de branco -
sem cobre.
Foram feitas tres repeticoes para cada peso, e calcu-
lou-se a absorbancia media.

Procedimento sugerido para graos de cereais

Moer a amostra representativa que atravessa a peneira com o-
rificios de 0,024 pol. de diametro. Pesar num erlenmeyer de
125 m1. o cereal peneirado (0,500 g. de trigo; 1,000 g. de
arroz ou o peso correlacionado de outro cereal, de acordo -
com seu teor de proteina). Agregar 2 ml. de alcool isopropi-
lico, 50 ml. de solugao alcoolica alcalina e 1 ml. de solu -
¢ao de sulfato de cobre. Tampar o erlenmeyer, coloca-lo num
banho-maria com temperatura e agitacao mecanica controladas,
a 400C e agitar a 120 golpes/min.durante 30 minutos. (Pode -
-se tambem usar uma incubadora com agitacao mecanica a 40°C

e agitar a 200 rpm .) . Filtrar a vacuo, usando-
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cadinhos de porcelana porosa e tirar os primeiros mililitros

do filtrado. Recolher aproximadamente 15 ml. do filtrado num

tubo de ensaio, colocado dentro do Kitasato. Ler a absorban-
cia das solugoes coloridas (que contem o complexo proteina -

- cobre) contra o branco sem cobre, num espectrofotometro a

550 nm. Corrigir as leituras por grama de materia seca do ce

real.

Relacionar as leituras corrigidas com o teor de proteina, me

diante os seguintes passos:

a) selecionar varias amostras do cereal analisado, com ampla
faixa de teor de proteina;

b) correlacionar as procentagens de proteina em base seca pe
lo metodo Kjeldahl, com as leituras de absorbancia corri-
gidas por grama de materia seca, e calcular a equacao da
linha de regressao;

c) da equagao, fazer o grafico para converter as leituras de
absorbancia corrigidas a porcentagem de proteina.

Aplicagao do procedimento sugerido no arroz integral e brunido
0 peso das amostras utilizadas, variou de 0,75 a 1,2 g. com
exatidao de 0,1 mg. Empregou-se o banho-maria com temperatu
ra e agitagao mecanica controladas "Braun" e o espectrofoto-
metro Perkin-Elmer Coleman 124 D. As leituras de absorbancia
das solucoes coloridas foram feitas contra agua, e, a parte,
foram lidas as absorbancias dos brancos sem cobre contra a-
gua.

Para as solucoes coloridas foram feitas, em geral, tres repe
ticoes, e para os brancos sem cobre, duas repetigoes.
Calculou-se a absorbancia por grama em base umida e por gra-
ma de materia seca.

A diferenca das absorbancias corrigidas por grama de materia
seca das solucoes coloridas e os brancos sem cobre, foi con-
siderada a absorbancia por grama de materia seca do complexo
proteina-cobre e calculou-se a media desta.

- 12 -
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Foram empregadas as variedades de arroz indicadas em 3.1.3.
nas quais determinou-se o conteudo de umidade e de protei-
na pelo metodo microkjeldahl como descreve-se em 3.9. e -
3.10. respectivamente.

Calculou-se a equagao da linha de regressao para correla -
cionar a porcentagem de proteina em base seca pelo metodo-
microkjeldahl e a absorbancia por grama de matéria seca do
complexo proteina-cobre. Tambem foi feito o grafico para -
converter as absorbancias por grama de materia seca do com
plexo proteina-cobre, em porcentagem de proteina em base -
seca e indicou-se os valores obtidos para arroz integral e
brunido das oito variedades analisadas.

Calculou-se tambem o coeficiente de correlacao entre a ab-
sorbancia por grama de matéria seca do complexo proteina -
- cobre e a porcentagem de proteina em base seca pelo meto
do microkjeldahl e o erro padrao da estimativa da linha de
regressao.

As formulas empregadas nesta analise estatistica, indicam-
-se em 3.12.

Determinagao da umidade do arroz

Seguiu-se o metodo nQ 14.003 da AOAC (1). As amostras -
foram pesadas em capsulas de aluminio e levadas a estufa a
vacuo de 25 mm. de Hg e 100°C até obtengdo do peso constan
te (5 horas). Depois de alcangar a temperatura ambiente no
dessecador, as amostras foram novamente pesadas, e a dife-
renca de peso foi tomada como o conteudo de umidade.

As determinagoes foram feitas em duplicata para arroz inte
gral e arroz brunido de cada variedade.

Determinagao do conteudo de proteina do arroz pelo metodo-

Seguiu-se o metodo 42.014 da AOAC (1) trocando as quantida
des de reagentes em forma proporcional ao peso de amostra-
utilizado.

- 13 -



3.

11

Usou-se o fator 5.95 recomendado por Jones (9) para a con-
versao do nitrogenio total a proteina, e calculou-se a por
centagem de proteina em base seca.

As determinagoes foram feitas com tres repeticoes para ar-
roz integral e brunido de cada variedade.

Registro do espectro de absorgdao do complexo proteina-co -

MRS MR D un Mn e SR ER D mr TP oar M s TR e G SR R W T R WE W SR D WS SN MR S GF N ER R SR R R Gr N AR N GR WO EE 4P GO Em e e Ge e W e e v
S D mm et m WD M E mn SR AP D R M em VR we R s SR We NP M P Gh A G A B G R N N e Gn GE R SR SR E MR W W MY E Em R M AR e G E e W e

Seguiu-se o procedimento descrito em 3.7., variando o peso
das amostras, segundo o material empregado. Utilizou-se o
banho-maria com temperatura e agitacao mecanicacontroladas
"Braun".

Os pesos das amostras foram os seguintes:

Proteimax 90 : 0,1121 g.
Trigo integral : 0,7882 g.
Arroz integral
(var. IR-665-4-5-5) 1,9075 g.
Arroz brunido
(var. IR-665-4-5-5) 1,9277 gq.

Para os brancos sem cobre, empregou-se os mesmos pesos de-
amostra.

0 registro foi feitono espectrofotometro Perkin-Elmer Cole
man 124 D, equipado com registrador Perkin-Elmer 56, sob -
as seguintes condigoes:

Velocidade de varredura : Rapida (Fast)
Escala de absorbancia : 0 -1

Largura espectral : 1 nm.
Velocidade do cilindro

do registrador : 60 mm/min.
Potencial : 10 mv



3.12. Analise estatistica segundo Alder e Roessler (2):

n
z Xi
X = i=1]
n
onde:
X = media
Xj = observagoes individuais
= somatoria
n = numero de observacoes

3.12.2. Desvio padrao

2

S = I (X - Y)__

n -1
onde
S = desvio padrao
Xj = observagoes individuais
X = media
n = numero de observacgoes

3.12.3. Coeficiente de variacgao

C.v = 2. 100
X
onde:
C.V = coeficiente de variagao em %
S = desvio padrao
X = media

3.12.4. Equacgao da linha de regressao

Y = a + bX (para qualquer linha reta)



3.12.5.

3.12.6.

a
b =
X

variavel dependente

intersecgao sobre a ordenada Y.

pendente da linha

variavel independente

Usou-se o metodo dos quadrados minimos para calcu-
lar esta linha:

b =

<0}
1]

onde

Y
X

X Ly
L Xy - n
b} x2 - gszz
n
Y - bX

media da variavel dependente

media da variavel independente

Coeficiente de correlagao

coeficiente de correlagao

variavel independente

ro= Ixy
\/Zx2 Z_y2

onde:

r =

X =

y =

variavel depente

Erro padrao da estimativa da linha de regressao

-y

onde

-

Se

ye

L(y-ye)?

n

erro standard da estimativa
variavel independente (valores experimentais)
variavel independente (valores calculados pe-

la equagao de regressao)
numero de pares de valores

16 -
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3.

- RESULTADOS

Efeito da temperatura e tempo na reacao biureto com protefna.
Nas figuras 2 e 3 apresentam-se os resultados obtidos do efei
to da temperatura e tempo na reagao biureto com Proteimax 90,
usando os procedimentos descritos em 3.5.1.1. e 3.5.1.2., res
pectivamente. A figura 6 mostra o efeito estudado com trigo -
integral, quando empregou-se o procedimento descrito em -
3.5.1.2. com leves modificagbes (vide 3.5.2.) |

Encontrou-se, deste estudo, que a temperatura de 40°C, deu a
maior constancia nas leituras de absorbancia com respeito ao
tempo de aquecimento.

Provas de procedimentos

A Tabela I mostra os resultados obtidos da prova de precisao-
do procedimento descrito em 3.6.1. com trigo integral.

Na Tabela II estao os resultados da prova de precisao do pro-
cedimento descrito em 3.6.1. com leves modificagoes (vide -
3.6.2.), quando foi aplicada a Proteimax 90.

Na Tabela III apresentam-se os resultados da prova de cumpri-
mento da lei de Beer do procedimento descrito em 3.6.1., com-
as modificagoes indicadas em 3.6.3., quando foi aplicada a -
Proteimax 90. A Figura 4 refere-se a Tabela III, a fim de co-
locar em evidencia a linealidade dos resultados.

Aplicagao do procedimento sugerido no arroz integral e brunido
Nas Tabelas IV, V e VI, encontram-se, respectivamente, os re-
sultados das absorbancias experimentais e calculadas das solu
coes coloridas, dos brancos sem cobre e do complexo proteina-
-cobre para o arroz integral, enquanto que as Tabelas IX, X e
XI mostram o anterior para o arroz brunido.

As Tabelas VII e VIII mostram, respectivamente, os resultados
de umidade e proteina pelo metodo microkjeldahl para o arroz-
integral; no entanto, as Tabelas XII e XIII apresentam o ante
rior para arroz brunido.



4.

4.

A Figura 9 corresponde a linha de regressao obtida entre os
valores de absorbancia por grama de materia seca do comple-
X0 proteina-cobre e as porcentagens de proteTna em base se-
ca, pelo metodo microkjeldahl para o arroz brunido e inte -
gral.

A equagao da linha de regressao foi:

Y = 0,055X - 0,116
0 coeficiente de correlagao (r) e o erro padrao da estimati
va da Tinha de regressdo (Se ou S y.x) em termos de absor -
bancia foram 0,999” " 0,019, respectivamente.

Registro dos espectros de absorgao

Nas Figuras 1, 5, 7 e 8 apresentam-se os espectros de absor
¢ao do complexo proteTna-cobre para Proteimax 90, trigo in-
tegral, arroz integral e arroz brunido, respectivamente.



TABELA I

PROVA DE PRECISAO DE UM PROCEDIMENTO COM TRIGO INTEGRALa)

n® repetigoes absorbancia abs. media desvio coeficiente
padrao de
variacao %

0,440 0,447 0,013 2,9
0,466
0,438
0,443

W NN -

a) vide procedimento em 3.6.1.

TABELA I1I

PROVA DE PRECISAO DE UM PROCEDIMENTO COM PROTEIMAX 90a)

n® repetigoes absorbancia abs. media desvio coeficiente
padrao de
variagao %
1 0,437 0,441 0,005 1,1
2 0,444
3 0,434
4 0,448
5 0,437
6 0,444

a) vide procedimento em 3.6.2.



TABELA III

PROVA DE CUMPRIMENTO DA LEI DE BEER DE UM PROCEDIMENTO COM
PROTEIMAX 90 &

g

n® repetigoes ?;Z? absorbancia abs;gg?gcia
h 80 0,246 0,249
2 80 0,256
3 80 0,245
4 100 0,344 0,329
5 100 0,333
6 100 0,311
7 120 0,353 0,376
8 120 0,379
9 120 0,396
10 140 0,475 0,457
11 140 0,445
12 140 0,450
13 160 0,511 0,512
14 160 0,513
15 160 0,512

a) vide procedimento em 3.6.3.



TABELA IV

APLICAGAO DO PROCEDIMENTO SUGERIDO NO ARROZ INTEGRAL. ABSORBANCIAS
EXPERIMENTAIS E CALCULADAS DAS SOLUGCOES COLORIDAS2)

Variedade amogiigtmﬁda A(b) A/g(C) bas:aE:Za A/g.m.s.(d)
(9)
Batataes 0,8171 0,538 0,658 1,139 0,749
0,8852 0,650 0,734 0,836
0,7508 0,537 0,715 0,814
1,0791 0,682 0,632 0,720
1,0894 0,724 0,665 0,757
Pratao Pre- 11,0421 0,695 0,667 1,135 0,757
coce 0,9276 0,569 0,613 0,696
1,0079 0,653 0,648 0,735
1,1145 0,710 0,637 0,723
1,0460 0,670 0,641 0,727
IR-841-63-5- 1,1136 0,634 0,569 1,126 0,641
L-9-3-3 0,9726 0,562 0,578 0,651
0,8261 0,504 0,610 0,687
1,0285 0,561 0,545 0,614
1,0994 0,632 0,575 0,647
IAC-47 1,1599 0,570 0,491 1,130 0,555
0,9790 0,509 0,520 0,588
0,9942 0,510 0,513 0,580
IAC-1246 0,9235 0,470 0,509 1,137 0,579
0,8706 0,476 0,547 0,622
0,8673 0,480 0,553 0,629
IAC-120 0,9181 0,467 0,509 1,138 0,579
0,9594 0,484 0,504 0,574
0,9768 0,484 0,495 0,563
IR-665-4- 1,1835 0,502 0,424 1,141 0-484
5-5 1,0270 0,479 0,466 0,532
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1,0268 0,426 0,415 0,474
[AC-435 1,0269 0,393 0,383 1,139 0,436
0,9490 0,405 0,427 0,486
1,0082 0,400 0,397 0,452
1,0467 0,446 0,426 0,485
1,0551 0,418 0,396 0,451
a) vide procedimento em 3.7. e variacoes em 3.8.
b) absorbancia da solucdo colorida contra agua.
c) absorbancia da solugdo colorida por grama em base umida.
d) absorbancia da solugdo colorida por grama de matéria seca.
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TABELA V

APLICACAO DO PROCEDIMENTO SUGERIDO NO ARROZ INTEGRAL. ABSORBANCIAS
EXPERIMENTAIS E CALCULADAS DOS BRANCOS SEM COBRE?)

Variedade peﬁ;i?jg\ostra A(b) A/g(c) _A/.g‘ f?):(sJZ A/g.m.s(
(9) media seca

Batataes 1,0221 0,111 0,109 0,103 1,139 0,117
1,0091 0,097 0,096

Pratao - 1,0928 0,120 0,110 0,104 1,135 0,118

Precoce 1,0675 0,105 0,098

IR-841-63- 1,0000 0,096 0,096 0,089 1,126 0,100

5-L-9-3-3 11,1176 0,092 0,082

IAC-47 1,0233 0,081 0,079 0,067 1,130 0,076
1,1718 0,064 0,055

IAC-1246 1,0500 0,138 0,131 0,122 1,137 0,139
1,1268 0,126 0,112

IAC-120 1,0522 0,104 0,099 0,128 1,138 0,146
1,0581 0,165 0,156

IR-665-4- 11,0690 0,052 0,049 0,047 1,141 0,054

5-5- 1,0566 0,048 0,045

IAC-435 1,0461 0,143 0,137 0,139 1,139 0,157
1,0402 0,146 0,140

a) vide procedimento em 3.7. e variagoes em 3.8.
) absorbancia do branco sem cobre contra agua.
c) absorbancia do branco sem cobre por grama em base umida

absorbancia do branco sem cobre por grama de materia seca.
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TABELA VI

APLICAGCAO DO PROCEDIMENTO SUGERIDO NO ARROZ INTEGRAL. ABSORBANCIAS
CALCULADAS DO COMPLEXO PROTEINA-COBRE.

A/g.m.s;(a) A/g.m.s.(b) A/g.m.s. _
Variedade da solugao do branco do complexo Media (€)
colorida sem cobre proteina-cobre

Batataes 0,749 0,117 0,632 0,658
0,836 0,719
0,814 0,697
0,720 0,603
0,757 0,640
Pratao - 0,757 0,118 0,639 0,610
Precoce 0,696 0,578
0,735 0,617
0,723 0,605
0,727 0,609
Ik-841-63-5- 0,641 0,100 0,541 0,548
L-9-3-3 0,651 0,551
0,687 0,587
0,614 0,514
0,647 0,547
IAC-47 0,555 0,076 0,479 0,498
0,588 0,512
0,580 0,504
IAC-1246 0,579 0,139 0,440 0,471
0,622 0,483
0,629 0,490
IAC-120 0,579 0,146 0,433 0,426
0,574 0,428
0,563 0,417
IR-665-4- 0,484 0,054 0,430 0,443
5-5 0,532 0,478
0,474 0,420
IAC-435 0,436 0,157 0,279 0,305
0,486 0,329
0,452 0,295
0,485 0,328
0,451 0,294

a) Vide Ultima coluna da tabela IV.
b) vide ultima coluna da tabela V.

c) refere-se ao complexo proteina-cobre.
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TABELA VII

CONTEUDO DE UMIDADE NAS VARIEDADES DE ARROZ INTEGRAL

peso amostra peso materia umidade Fator
Variedade umida seca umidade media base
(9) (9) % % seca
Batataes 1,4478 1,2707 12,23 12,17 1,139
1,4289 1,2558 12,11
Pratao precoce 1,7030 1,4989 11,99 11,90 1,135
1,6243 1,4327 11,80
IR-841-63-5-L- 11,5443 1,3716 11,18 11,18 1,126
9-3-3
IAC-47 1,5245 1,3498 11,46 11,52 1,130
1,3857 1,2253 11,58
IAC-1246 1,4765 1,2986 12,05 12,06 1,137
1,4485 1,2737 12,07
IAC-120 1,4836 1,3029 12,18 12,16 1,138
1,4036 1,2333 12,13
IR-665-4-5-5 1,3181 1,1572 12,21 12,39 1,141
1,2613 1,1029 12,56
IAC-435 1,8021 1,5843 12,09 12,18 1,139
1,9606 1,7202 12,26
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TABELA VIII

CONTEUDO DE PROTEINA EM ARROZ INTEGRAL PELO METODO MICROKJELDAHL

Peso Volume de Proteinad) Proteinab) Fator ProteinaC)
Variedade amostra HC1 0,02174 N y media base media
umida gasto (ml) % seca %
(9) _
Batataes 0,3224 21,6 12,13 12,21 1,139 13,91
0,3625 24,6 12,29
Pratao - 0,3123 20,0 11,60 11,61 1,135 13,18
Precoce 0,2724 17,5 11,63
0,2730 17,5 11,61
IR-841-63-5- 0,2719 15,4 10,26 10,24 1,126 11,53
L-9-3-3 0,2627 14,8 10,20
0,2593 14,7 10,27
IAC-47 0,3734 20,2 9,80 10,75 1,130 11,47
0,3101 18,4 10,75
0,3309 18,1 9,91
IAC-1246 0,2814 14,4 9,27 9,25 1,137 10,52
0,2452 12,5 9,23
0,2487 12,7 9,25
IAC-120 0,3776 18,0 8,63 8,78 1,138 9,99
0,2961 14,6 8,93
0,3153 15,3 8,79
IR-665-4-5-5 0,2457 11,4 8,40 8,61 1,141 9,82
0,2424 11,8 8,82
IAC-435 0,3047 12,4 7,37 7,39 1,139 8,42
0,2886 11,7 7,34
0,3157 13,0 7,46

a) N x 5,95; % em base umida
b) % em base umida
C) % em base seca
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TABELA IX

APLICAGAQ DO PROCEDIMENTO SUGERIDO NO ARROZ BRUNIDO. ABSORBANCIAS
EXPERIMENTAIS E CALCULADAS DAS SOLUGOES COLORIDASa)

Peso amostra b) fator d
Variedade umida A A/gc) base A/g.m.s.)
(9) seca

Batataes 0,9633 0,591 0,614 1,136 0,698
0,9174 0,516 0,562 0,638
1,2136 0,628 0,517 0,588
_ 1,0660 0,607 0,569 0,647
Pratao Precoce 1,3234 0,640 0,484 1,137 0,550
0,9816 0,496 0,505 0,574
1,0561 0,616 0,583 0,663
1,1606 0,624 0,538 0,611
IR-841-63-5-L- 1,0585 0,500 0,472 1,134 0,535
9-3-3 0,9810 0,486 0,495 0,561
1,0531 0,472 0,448 0,508
IAC-47 0,9800 0,471 0,481 1,136 0,546
1,0298 0,473 0,459 0,521
1,0117 0,487 0,481 0,546
IAC-1246 1,1643 0,444 0,381 1,134 0,432
1,0798 0,488 0,452 0,513
0,9836 0,410 0,417 0,473
IAC-120 1,0120 0,410 0,405 1,137 0,460
1,1136 0,450 0,404 0,459
1,1615 0,458 0,394 0,448
IR-665-4-5-5 0,9806 0,382 0,390 1,135 0,443
0,9486 0,379 0,400 0,454
1,0300 0,426 0,414 0,470
IAC-435 1,0557 0,328 0,311 1,141 0,355
1,0706 0,350 0,327 0,373
1,0653 0,350 0,329 0,375

a) vide procedimento em 3.7. e variagoes em 3.8.
b) absorbancia da solugao colorida contra agua
c) absorbancia da solugdo colorida por grama em base umida

d) absorbancia da solugao colorida por grama de materia seca
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TABELA X

APLICACAO DO PROCEDIMENTO SUGERIDO NO ARROZ BRUNIDO. ABSORBANCIAS
EXPERIMENTAIS E CALCULADAS DOS BRANCOS SEM COBREa)

Vard Peso_amostra b) c) 5/9 fator d)
edade umida A A/g media base A/g.m.s.
(9) ] seca

Batataes 1,0511 0,050 0,048 0,044 1,136 0,050
1,0310 0,040 0,039

Pratao precoce 11,1477 0,041 0,036 0,035 1,137 0,040
1,0941 0,036 0,033

IR-841-63-5-L- 11,1063 0,028 0,025 0,047 1,134 0,053

9-3-3 1,0402 0,072 0,069

IAC-47 1,0454 0,066 0,063 0,058 1,136 0,066
1,3705 0,071 0,052

IAC-1246 1,1531 0,061 0,053 0,051 1,134 0,058
1,0314 0,051 0,049

IAC-120 1,0038 0,026 0,026 0,025 1,137 0,028
1,2006 0,029 0,024

IR-665-4-5-5 1,0654 0,030 0,028 0,024 1,135 0,027
1,1819 0,024 0,020

IAC-435 1,0494 0,040 10,038 0,049 1,141 0,056
1,0163 0,060 0,059

a) vide procedimento em 3.7. e variacoes em 3.8.
b) absorbancia do branco sem cobre contra agua
c) absorbancia do branco sem cobre por grama em base umida

d) absorbancia do branco sem cobre por grama de matéria seca
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TABELA XI

APLICACAO DO PROCEDIMENTO SUGERIDO NO ARROZ BRUNIDO. ABSORBANCIAS
CALCULADAS DO COMPLEXO PROTEINA-COBRE

A/g.m.sd) A/g.m.sb) A/g.m.s
Variedade da solugao do branco do complexo Médiac)
colorida sem cobre proteina-cobre
Batataes 0,698 0,050 0,648 0,593
0,638 0,588
0,588 0,538
0,647 0,597
Pratao precoce 0,550 0,040 0,510 0,560
0,574 0,534
0,663 0,623
0,611 0,571
IR-841-63-5-L- 0,535 0,053 0,482 0,482
g-3-3 0,561 0,508
0,508 0,455
IAC-47 0,546 0,066 0,480 0,472
0,521 0,455
0,546 0,480
IAC-1246 0,432 0,058 0,374 0,415
0,513 0,455
0,473 0,415
IAC-120 0,460 0,028 0,432 0,428
0,459 0,431
0,448 0,420
IR-665-4-5-5 0,443 0,027 0,416 0,429
0,454 0,427
0,470 0,443
IAC-435 0,355 0,056 0,299 0,312
0,373 0,317
0,375 0,319

a) vide ultima coluna da Tabela IX
b) vide ultima coluna da Tabela X
c) refere-se ao complexo proteina-cobre
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TABELA XII

CONTEUDO DE UMIDADE NAS VARIEDADES DE ARROZ BRUNIDO

Peso amostra Peso materia Umidade Umidade Fator

Variedade umida seca media base

(9) (9) % % seca

Batataes 2,1147 1,8620 11,95 .11,95 1,136

Pratao precoce 12,1227 1,8648 12,15 12,07 1,137
1,5608 1,3739 11,98

IR-841-63-5-L- 11,9982 1,7715 11,35 11,78 1,134
9-3-3 2,2804 2,0020 12,20

IAC-47 1,4377 1,2661 11,94 11,95 1,136
1,6314 1,4364 11,98

IAC-1246 1,4536 11,2792 12,00 11,82 1,134
1,3481 1,163¢ 17,64

IAC-120 1,7612 1,5496 12,01 12,02 1,137
1,6140 1,4198 12,03

IAC-665-4-5-5 1,6512 1,4539 11,95 11,93 1,135
1,8765 1,6532 11,90

IAC-435 2,1634 1,8974 12,30 12,32 1,147
1,6074 1,4091 12,34
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TABELA XIII

CONTEUDO DE PROTEINA EM ARROZ BRUNIDO PELO METODO MICROKJELDAHL

Peso amostra Volume de ProteTnab) Fator Protein§’
Variedade umida HC1 0,02174 N ProteTna®) media base media
(9) gasto (ml) % % seca %
Batataes 0,2600 17,1 11,91 11,86 1,136 13,47
0,2648 17,35 11,87
0,2303 15,0 11,80
Pratao precoce 0,2419 14,5 10,86 10,74 1,137 12,21
0,2782 16,2 10,55
0,2767 16,5 10,80
IR-841-63-5-L- 10,3142 17,3 9,97 9,87 1,134 11,20
9-3-3 0,2669 14,4 9,77
IAC-47 0,2588 13,1 9,17 9,17 1,136 10,42
0,2485 12,6 9,18
0,2073 10,5 9,17
IAC-1246 0,2504 11,8 8,53 8,56 1,134 9,71
0,2829 13,5 8,64
0,3181 14,95 8,51
IAC-120 0,2969 12,4 8,41 8,48 1,137 9,64
0,1986 9,4 8,57
0,2722 12,7 8,45
IR-665-4-5-5 0,2776 13,1 8,55 8,44 1,135 9,58
0,3133 14,4 8,32
0,2164 10,1 8,45
IAC-435 0,2381 8,8 6,69 6,78 1,141 7,73
0,2880 10,85 6,82
0,2519 9,5 6,83

a) N x 5,95; % em base umida
b) 4 em base umida
¢) % em base seca
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ABSORBANCIA (550 nm)

TEMPO (min.)

FIGURA 2.- EFEITO DA TEMPERATURA E TEMPO NA REAQAO BIURETO

COM PROTEIMAX 90, USANDO UMA AMOSTRA PARA CADA
TEMPERATURA E TEMPO
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ABSORBANCIA (550 nm)
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FIGURA 3.~ EFEITO DA TEMPERATURA E TEMPO NA REAQKO BIURETO COM
PROTEIMAX 90, USANDO UMA AMOSTRA PARA CADA TEMPERA-
TURA E TOMANDO ALIQUOTA PARA CADA TEMPO
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ABSORBANCIA (550 nm)
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FIGURA 4.- ABSORBANCIAS MEDIAS CONTRA PESOS DE PROTEIMAX 90,
SEGUNDO TABELA III
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ABSORBANCIA (550 nm)
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FIGURA 6 .- EFEITO DA TEMPERATURA E TEMPO NA
COM TRIGO INTEGRAL
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ABSORBANCIA (550 nm)

0,6

-
o arroz integral
4 arroz brunido
| | I l I 1 |
8 9 10 11 12 13 14
% PROTEINA (em base séca)
FIGURA 9 .- ABSORBANCIA DO COMPLEXO PROTEINA-COBRE CONTRA

CONCENTRACAO DE PROTEINA PELO METODO MICROKJEL-
DAHL .Y = 0,055X - 0,116 ( S& = 0,019; r = 0,999 *%*)
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5.

5.

1.

- DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Efeito da temperatura e tempo na reagao biureto com proteina.
Os reagentes de Deacon foram escolhidos pela facilidade de
remogao do excesso de cobre por filtragao.

Nas Figuras 2, 3 e 6 pode-se observar que a absorbancia aumen
ta com incremento de temperatura ate um certo limite, devido,
provavelmente, a maior reatividade entre.proteina e cobre, e
pela maior facilidade de extracao ou solubilizagao das protei
nas. Entretanto, a partir de uma certa temperatura, ou de um
determinado tempo, a absorbancia diminui, devido, possivelmen
te, ao fenomeno de desnaturagao, que abaixa a solubilidade -
das proteinas. Com o fim de explicar o novo incremento de ab-
sorbancia a partir de um certo tempo, deve-se pensar que )
meio do reagente e fortemente alcalino, o qual produzira hi-
drolise das proteinas, e, por tanto, expondo maior numero de
ligagOes peptidicas que causara aumento de reatividade.

E importante fazer notar que a 45°C, ou temperaturas mais ele
vadas, nao foi possivel obter constancia nos resultados de ab
sorbancia com relagao ao tempo de agitagao. No entanto, foi a
40°¢ que se obteve os melhores resultados.

K temperatura ambiente e a 30°C, também encontrou-se boa cons
tancia, mas sempre menor do que a a 40°c.

Este estudo demonstra que a temperatura e o tempo de agitagao
tem um efeito significante na reagao biureto com proteinas, e
que o0 uso de temperaturas elevadas (60-70°C), como alguns au-
tores propoem (4, 5, 6, 8) nao sao adequadas para fazer a de-
terminagao de proteinas baseada na reagao biureto.

Nolls, Simmonds e Bushuk (12), recomendam tambem empregar tem
peratura de 40°¢ para proteinas de farinhas, mas para maior -
rapidez, propoem 60°c.

-4 -



5.

5.

2.

3.

Outros autores (7, 14, 15), tem desenvolvido métodos de de-
terminagao de proteinas baseados na reagao biureto e reco -
mendam o uso de temperatura ambiente.

Craney (3) propoe o uso de liquidificador a uma velocidade-
e tempo determinados. No entanto, encontrou-se que, o tempo
de liquidificagao foi critico, pois a temperatura da solu -
¢ao variou com o tempo de agitagao (dados nao apresentados)

Provas de procedimentos

0 procedimento descrito em 3.6.1., apresentou com trigo in-
tegral, boa precisao (Tabela I), pois o desvio padrao e o
coeficiente de variagao das leituras de absorbancia foram -
0,013 e 2,9% respectivamente.

Aplicando o procedimento anteriormente citado, com as modi-
ficagoes descritas em 3.6.2., a Proteimax 90 (Tabela II), a
presentou melhor precisao, como indicam os valores de des -
vio padrao (0,005) e o coeficiente de variagao (1,1%). Ade-
mais, pode-se observar na Figura 4, o cumprimento da lei de
Beer (vide valores individuais na Tabela III).

Isto parece confirmar os resultados obtidos no estudo de e-
feito da temperatura e tempo, pois, em geral, foi obtida -
maior constancia a 40°C com Proteimax 90, do que com trigo-
integral (Vide Figuras 3 e 6).

Procedimento sugerido para graos de cereais

Depois de ter estabelecidas as condigoes de temperatura e
tempo mais adequadas para fazer a determinagao de proteinas
baseada na reagao de biureto e de ter testado procedimentos
com Proteimax 90 e trigo integral, sugeriu-se um procedimen
to, que pode ser aplicado para a determinagao do conteudo -
de proteinas em qualquer cereal.

0 procedimento toma em consideragao a eliminagao de interfe
rencias devidas a outras substancias que podem dissolver-se
no reagente nas condigoes usadas, pois, fazendo-se as lTeitu

- 42 -



5.4.

ras das solugoes coloridas (que contem o complexo proteina-
-cobre e substancias interferentes) contra o branco sem co-
bre (que contéem as substancias interferentes), obtem-se a
leitura correspondente ao complexo proteina-cobre. Por ou-
tro lado, encontrou-se que o branco normal (que contem to-
dos os reagentes, mas sem amostra) forneceu leituras insig-
nificantes de absorbancia contra agua (dados n3o apresenta-
dos) e portanto, a quantidade de [ﬁu(OH)4I'2, que fica na -
solugao colorida, interfere muito pouco na determinagao.

0 tempo sugerido para a determinagao & de 30 minutos, ao in
vées de 1 hora, como foi testado nas provas de procedimentos
Mas, tambem foi demonstrado no estudo do efeito da tempera-
tura e tempo na reagao biureto com proteina, que o tempo de
30 minutos e suficiente para obter-se absorbancia constante

Aplicagao do procedimento sugerido no arroz integral e brunido

A fim de mostrar que a absorbancia das solugdes coloridas -
nao so se deve ao complexo proteina-cobre, mas tambem a -
substancias interferentes, extraidas com o reagente alcooli
co alcalino, acreditou-se conveniente, fazer, por separado,
as leituras contra agua das solugoes coloridas e dos bran -
cos sem cobre. A diferenga destas leituras corresponde a ab
sorbancia do complexo proteina-cobre, como recomendado por
Mitzuda e Mitsunaga (11).

No caso do arroz integral, das oito variedades estudadas, -
obteve-se, para as solugoes coloridas e os brancos sem co-
bre, maiores valores de absorbancia por grama de materia se
ca (vide ultima coluna das Tabelas IV e V), que os corres -
pondentes para arroz brunido (vide ultima coluna das Tabe -
las IX e X).

As medias das absorbancias por grama de materia seca, rela-
tivas ao complexo proteina-cobre, de arroz integral (quarta
coluna da Tabela VI), foram levemente maiores do que as cor
respondentes para o arroz brunido (quarta coluna da Tabela-
XI1) em cada uma das oito variedades.



A porcentagem de proteina em base seca pelo metodo micro-
kjeldahal, para arroz integral (Tabela VIII) variou de
13,91% na variedade Batataes atée 8,42% na variedade IAC-435
Para arroz brunido (Tabela XIII) esteve entre 13,47% (va-
riedade Batataes)e 7,73% (variedade IAC-435).

No arroz integral encontrou-se porcentagens de proteina -
levemente maiores que no arroz brunido, o qual indica a -
distribuigiao heterogénea das proteinas no grao, pois  ao
brunir o arroz integral a proporgao de proteina baixou.

0 coeficiente de correlagao entre as absorbancias por gra
ma de matéria seca do complexo proteina-cobre e as porcen
tagens de proteina em base seca pelo metodo microkjeldahl
do arroz integral e brunido das oito variedades analisa -
das, foi altamente significativo (r = 0,999**). 0 erro pa
drio da estimativa da linha de regressao (Se) em termos -
de absorbancia foi 0,019.

Parial e Rooney (13) aplicaram para o arroz, o metodo biu-
reto modificado por Pinckney (15) e encontraram que 0s coe
ficientes de correlagao entre proteina pelo metodo Kje'ldah?
e a absg:bﬁncia do biureto foi 0,981** para arroz integral
e 0,964 para arroz brunido.

Pode-se dizer que o procedimento desenvolvido neste traba-
Tho da resultados satisfatorios quando e aplicado para ar-
roz integral e brunido, com as seguintes vantagens:

a) E relativamente rapido, pois pode-se fazer muitas deter
minagoes ao mesmo tempo, sem ter que filtrar de imedia-
to. Se um tecnico dispoe de materiais e equipamentos su
ficientes, pode fazer em media, uma determinagao em 10
minutos, quando previamente ja tem preparada a equagao-
de regressao.

b) As interferencias devidas a outras substancias soluveis
no reagente alcoolico alcalino sao eliminadas.

..44_



5.5,

Registro de espectros de absorgao

Com a finalidade de comprovar o comprimento de onda, onde-
obtem-se a maxima absorbancia, foram feitos os registros -
dos espectros de absorgao para Proteimax 90, trigo in-
tegral, arroz integral e arroz brunido (Figuras 1, 5, 7 e
8, respectivamente). Encontrou-se que a maxima absorbancia
esta entre 540 e 550 nm; porem, 550 nm & comumente utiliza
do, e foi selecionado para fazer as leituras. Os picos fo-
ram muito largos, e portanto, o comprimento de onda utili-
zado nao e muito critico.
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6.

b)

- CONCLUSOES

Demonstrou-se que a temperatura e o fator mais importante para
se obter resultados bons na determinagao de proteinas pela rea

¢ao do biureto.

Escolheu-se a temperatura de 40°c, pela suficiente velocidade-
de reagao para obter absorbancia constante num periodo de tem
po conveniente.

Encontrou-se que o procedimento sugerido para fazer a determi-
nagao de proteinas em grdos de cereais, deu correlagao altamen
te significante com a porcentagem de proteina pelo metodo mi-
crokjeldahl, quando foi aplicado no arroz integral e brunido.

0 procedimento sugerido, elimina as inteferencias devidas a
outras substancias soluveis no reagente alcodolico alcalino.
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