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DETERMINACAO DE PROTEINAS EM ALIMENTOS

- Determinacao de um elemento quimico elementar (C, N);
- Determinacao de grupo especifico da proteina (aminoacido, ligacao
peptidica). A conversao para conteudo de proteina é feita através de um

fator.

ANALISES ELEMENTARES

A. Anadlise de carbono

edigestao mais facil do que para o nitrogénio;

emenores erros no resultado por causa da maior quantidade em relacao ao
nitrogénio;

efator de correcao mais constante do que o nitrogénio;

eDesvantagem: maior dificuldade em separar os carbonos

pertencentes a proteina dos carbonos de outros componentes.



B. Analise de nitrogénio

eé a determinacdo mais utilizada;

econsidera que as proteinas tém 16% de nitrogénio em média (vai
depender do tipo de proteina);

efator geral na transformacao de nitrogénio para proteina é de 6,25.

Este fator de conversdao gera erros quando o conteudo em N de um
alimento é muito diferente de 16%. Nestes casos, existem os fatores de

conversao especificos para cada alimento



Metodo de Kjeldahl

Desenvolveu em 1883 o processo basico para
determinacao de nitrogénio organico total. Os passos
incluem:

Johann Kjeldahl .DigeStéO: HZSO4 (conc.) a 350-400°C + catalisador

1849-1900 o TP
( ) *Neutralizacao e Destilacao

Titulacao

«Conversao do teor de N total para teor de
proteina



Metodo de Kjeldahl

HZSO4 (conc.) + KZSO4

\ 4

Proteina (NH,),SO,

A + catalisador

K,SO, : Aumenta o Ponto de Ebulicdo do H,SO, (de 337 para mais de 400°C)

|

Digestao mais eficiente

CuSO, : Catalisador. Acelera o processo de oxidagao da matéria organica




Amostra ANTES da digestao

Amostra DEPOIS da digestao




Metodo de Kjeldahl

Neutralizacao e Destilacao

(NH,),SO, + 2NaOH + [2NH |+ Na,SO, + 2H,0

NH, + H,BO, + NH,H,BO,

Borato de amonio




Metodo de Kjeldahl

Titulacao




Metodo de Kjeldahl

1 Eq HCI 1 Eq Nitrogénio
1N (1Eq9/1000 mL) 14 g Nitrogénio

1N (1mL) 0,014g Nitrogénio
0,1N (1mL) 0,0014g Nitrogénio
Logo:

1mL (0,1N) 0,0014g Nitrogénio

Vol. de HCI Xg Nitrogénio




Metodo de Kjeldahl

A maioria das proteinas possui em média 16% de nitrogénio, se

levarmos em conta apenas o N das ligacoes peptidicas

Portanto:
16g N 100g proteinas
1g N Xg

Xg = 100/16 = 6,25

O teor de proteina bruta de um alimento € obtido pela multiplicacao

do teor de N - total pelo fator de conversao (6,25).



Aminodcidos bésicos ]
Triptofano
Lisina Arginina Histidina (Trp, W)
{Lys, K) (Arg, R) (His, H)

Aminodacidos com grupo amida

Asparagina Glutamina
(Asn, N) (Gln, Q)
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CH,

Levando em conta o N nas cadeias laterais de aminoacidos como Lys, Arg, His,
Trp, Asn e GIn, o teor de N sera diferente, logo o fator de corregcao também!



Metodo de Kjeldahl

Conhecendo a composicao de AAs de um produto,
é possivel propor fatores mais especificos.

% de N na proteina Fator
Ovo ou carne 16,00 6,25
Leite 15,70 6,38
Trigo 17,15 5,83
Milho 17,70 5,65
Aveia 18,66 5,36
Soja 18,12 5,52
Arroz 19,34 5,17







Metodo de Kjeldahl

Vantagens
«Aplicavel a muitos tipos de alimentos
*Relativamente simples
*Nao é caro
‘Preciso. Trata-se de um método oficial para a determinacao de
proteinas

* Pode analisar microgramas de proteina em um alimento (micro
Kjeldhal)

Desvantagens
‘Mede Nitrogénio organico total, nao apenas nitrogénio de proteinas
‘Demorado
Utiliza reagentes corrosivos.



Metodo de Kjeldahl

Outras possiveis fontes de N na amostra:

*Amino acidos livres
*Pequenos peptideos
*Acidos nucleicos

Amino acgucares

 Porfirinas
; *Algumas Vitaminas

: *Alcaloides
 *Ureia
: °lons Amonio

Cianocobalamina

; ﬁ) (Vit. By,)

: CH

Lol
—P—0 HO

HCT N 0-P=0 Y o

Clorofila ©




Metodo de Kjeldahl

1. Digestao: H,SO, o) @
350-400°C + catalisador

2. Neutralizacao e Destilacao
3. Titulacao

4. Conversao do teor de N total
para teor de proteina



METODO DE DUMAS

O método proposto por Jean-Baptiste Dumas (1831) determina N total, apos
combustao da amostra a 700 - 900 °C e medida volumétrica do N gasoso (impreciso).
Equipamentos recentes completam a analise em 3 minutos e com boa precisao, pois
consegue eliminar a agua e CO, presentes, analisando em detector de condutividade
térmica (TCD) apenas o N elementar.

https://www.youtube.com/watch?v=]yoOnnyhoas

)

Kjeldahl vs. Dumas Chemistry elementar
ENWOMM Kieldahl ___________|Dumas
organic  c,0 Reduced / Sample digested in sulfuric acid and a catalyst Sample is introduced into a furnace at high
CuO compound ; }cc;zg:r E) for 1-2 hours temperature in the presence of oxygen, in a
gauze | \ ﬂig 3 inert gas stream. Digestion time: < 1 min
- : .:. 2 (CHNO) + H,SO, > CO, + SO, + H,0 + NH;* Formation of N, and NO, as well as other
—CE)’ i E products of combustion
2 = Neutralization of sulfuric acid with sodium Reduction of NO, to N,, trapping or removal of
—————————— hydroxide, formation of ammonia gas and other gases, detection of N, on a TCD detector

distillation of ammonia
NaOH + NH,* - NH; + H,0 + Na*

Nitrometer

Mercury.seal Ammonia is typically trapped in a boric acid

solution to form ammonium borate and titrated
with sulfuric acid.




ANALISE POR GRUPOS FUNCIONAIS

METODO POR ESPECTROFOTOMETRIA ULTRAVIOLETA
Proteinas absorvem UV em 280 nm.
Aminoacidos aromaticos: tirosina, triptofano

\ ==
METODO POR BIURETO —
ligacoes peptidicas formam um complexo de cor roxa com sais de cobre em solugoes

alcalinas
protein (mg/mi)

0 0.1 0.4 2 10

METODO DE LOWRY (reagente de FOLLIN-CIOCALTEAU)
reagente fenol e cobre em condi¢des alcalinas: aminoacidos aromaticos
10 a 20X mais sensivel que UV, 100X mais sensivel que o método por biureto



ANALISE POR GRUPOS FUNCIONAIS

METODOS TURBIDIMETRICOS
A medida € baseada na turbidez causada pela proteina precipitada por algum agente
precipitante L

[ Turbidimetric Assay j

Turbidimetric Assay
Turbidimetric assays measure the intensity of the transmitted light as shown below.

Early turbidimetric assay

Were Not sensitive enough

To Measure low levels of

Serum proteins.

However, significant [ . B
improvements in newer 3

8
automated analyzer ¥ b g Turbidimetry Principle
have made Turbidimetric R 2=t
assays equivalent to y Based 7""‘9 anb ol
nephe lometric measuring the intensity
analysis 4% of transmitted light.
< A. IncomingLight
A N - gLig

B. Transmitted Light

METODO DYE-BINDING (ligacdo de corante)
Corante que forma um complexo colorido com a proteina: “Bradford”

T”"’ CHy HyC ft“s
@ + OO0
Basic and Aromatic Na03§ 80,
Side Chains

. Coomassie G-250

0C,Hg

465 nm

Protein-Dye Complex

Amax = 595 nm
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