COMPOSICAO CENTESIMAL
DETERMINACAO DE PROTEINA

METODO DE KJELDAHL

Nitrogénio da amostra é transformado em amonio
Amonio é separado por destilacao e dosado por titulacao

Primeira Etapa

Digestao: conversao do N organico a sulfato de amoénio
Amostra + catalisador + H,SO,

H,SO,
Matéria organica - S0, + CO, + H,O0 + (NH,),SO,
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Sequnda etapa

Destilacao

Aquecimento direto ou arraste de vapor

(NH,),SO, + 2 NaOH > 2 NH,OH + Na,SO,

NH,OH > NH; + H,0

* NH; é recolhido em recipiente contendo acido borico

NH, + H,BO, > NH,H,BO,
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Terceira etapa

Titulacao de NH;H,BO,; com HCI M padronizado

NH,* + H,BO; - H;BO; + NH,CI

%N= (HCI utilizado-branco) x M (molaridade) x 14 (PM
do N) x 6,25 (FC) /| massa da amostra x 100
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ANALISE DO NITROGENIO

Considera que as proteinas tém 16% de nitrogénio
em meédia

16 g N > 100 g proteina
ngN — xgproteinas

~ nx100
16

X =nx6,25g proteinas

Fator de conversao geral = 6,25
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Teor proteico e fator especifico para alguns alimentos

Alimentos %N N x 6,25 Fator N x fator
na proteina no alimento especifico especifico
Trigo 17,2 2,06 12,9 5,81 12,0
Aveia 17,2 1,68 10,5 5,83 9,8
Milho 16,0 1,54 9,6 6,25 9,6
Leite 15,8 0,53 3,3 6,33 3,4
Gelatina 18,0 1,46 9,12 5,55 8,1
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VANTAGENS

e Aplicavel a qualquer alimento
e Simples e barato

 Exato

* Micro kjeldahl - mede quantidade de microgramas de
proteinas

DESVANTAGENS

e O método determina nitrogénio total (proteico e nao
proteico)

 Analise longa

* Reagentes corrosivos
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METODO DE BIURETO

e fjons cupricos sio complexados ligacdes peptidicas
e Formacao de complexos de cor purpura

* Meio deve ser alcalino

e Espectrofotometro UV / vis a 540 nm

e Intensidade de absorbancia é proporcional a
concentracao de proteina

e Curva padrao - albumina de soro bovino
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Leitura de absorbancia a 550 nm
Cor: purpura
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METODO DE BIURETO - VANTAGENS

 Simples e barato
e Rapido (30 minutos)
e Pouco susceptivel a interferentes

 Detecta nitrogénio somente de fontes peptidicas
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METODO DE BIURETO - VANTAGENS

e Requer de 2 a 4 mg de proteina para analise
* Pigmentos e carotendides interferem na absorbancia
e Acucares redutores interferem (reduzem o cobre)

e Interferéncias por altas concentracoes de
sais de amonio

e Carboidratos e lipideos - turbidez

e Quantificacao requer curva de calibracao
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METODO POR FENOL - FOLLIN-CIOCALTEAU-LOWRY
Interacao das proteinas com o reagente fenol e cobre
em meio alcalino

- Reacao positiva para proteina contendo aminoacidos
aromaticos com desenvolvimento de cor azul
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e
METODO POR FENOL - FOLLIN-CIOCALTEAU-LOWRY

VANTAGENS

* Mais sensivel que a determinacao por UV (10 a 20 vezes)
*Mais sensivel que a determinacao por biureto (100 vezes)
e Especifico

DESVANTAGENS

e Variacao da intensidade da cor com a composicao da
proteina analisada em aminoacidos

 Lento e destrutivo

Periodo de incubacao entre a adicao de reagentes

* Necessidade de elaboracao de curva padrao
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METODO POR ESPCTROFOTOMETRIA ULTRAVIOLETA

 Proteinas: maioria apresenta absorcao UV em 280 nm

VANTAGENS

e Rapido
e Simples
e Nao destrutivo

DESVANTAGENS

e Nao é muito preciso
e Interferéencia de acidos nucleicos
e Preparo de amostra é longo




