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DETERMINACAO DE PROTEINAS TOTAIS DE PIRACUi: COMPARACAO ENTRE
DUAS METODOLOGIAS DE ANALISE E LOCAIS DISTINTOS DE AQUISICAO NA
CIDADE DE SANTAREM- PARA

Resumo

Objetivou-se avaliar duas metodologias de determinagcdo de proteina. As
amostras de piracui foram adquiridas em dois entrepostos comerciais distintos da
cidade de Santarém- PA. As analises foram realizadas em triplicata. Avaliou- se os
métodos de biureto e de Kjeldahl. Para o método de bioreto foi preparada uma
solucado 5% da amostra, deixada em repouso por 24h, foram rotulados trés tubos o
teste com 50uL do sobrenadante da amostra, o padrao com 50u de solugédo padrao
comercial labtest® e o branco com 50uL de agua destilada, em seguida foi
adicionado a todos 2,5 mL do reagente de biureto Labtest Diagnostica, deixas em
banho Maria por 10 minutos a 37°C £1 e lidas em espectrofotbmetro a 545 nm, o
branco foi utilizado e as concentragdes foram determinadas através de equacdes. A
proteina total foi determinada pela analise de Kjeldahl (AOAC, 2005) - utilizando-se
com fator de conversao de nitrogénio o valor de 6,25. Os dados foram submetidos
para comparagao por meio do programa estatistico ASSISTAT versao 7.7, em que
foram verificadas as pressuposi¢coes de analise e comparagao de médias pelo teste
de t, em 5% de probabilidade. Os valores de proteina total foram superiores na
metodologia de Kjedahl, com valores de 41,10+1,66%, e 10,20+1,32%, pelo método
do Biureto. Os valores do 1 para o método de biureto foi de 11,33% e Kjedahl de
42,52% e no local 2, biureto foi de 9,06% e Kjedahl 39,68%. O método de Kjedahl é
mais preciso. O local pode alterar o valor de proteina.
Palavras- chaves: Biureto; Bromatologia; Kjedahl.
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DETERMINATION OF TOTAL PROTEINS: COMPARISON BETWEEN TWO
ANALYTICAL METHODOLOGIES AND PLACES OTHER THAN ACQUISITION IN
THE CITY OF SANTAREM-PARA

Abstract

The objective of this study was to evaluate two protein determination methodologies.
The samples of piracui were acquired in two distinct commercial warehouses of the
city of Santarém-PA. The analyzes were performed in triplicate. The biuret and
Kjeldahl methods were evaluated. For the bioret method a 5% solution of the sample
was prepared, allowed to stand for 24 hours, the test tubes were labeled with 50 uL
of the supernatant of the sample, the standard with 50 uL of standard commercial
laboratory solution and the blank with 50 uL of water distilled, then 2.5 ml of
biodegradable Labtest Diagnostica reagent were added, left in a water bath for 10
minutes at 37 = 1 and read in a spectrophotometer at 545 nm, the blank was used
and the concentrations were determined by equations . The total protein was
determined by the Kjeldahl analysis (AOAC, 2005) - using a nitrogen conversion
factor of 6.25. The data were submitted for comparison using the ASSISTAT
statistical program version 7.7, in which the assumptions of analysis and comparison
of means by the t-test were verified in 5% of probability. The total protein values were
higher in the Kjedahl methodology, with values of 41.10 £ 1.66%, and 10.20 + 1.32%,
by the Biureto method. Values of 1 for the biuret method were 11.33% and Kjedahl of
42.52% and at location 2, biuret was 9.06% and Kjedahl 39.68%. Kjedahl's method is
more accurate. The location may change the protein value.

Keywords: Biuret; Bromatology; Kjedahl.
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Introducgao

O pescado quando comparado com outros produtos de origem animal é o que
apresenta melhor digestibilidade e uma excelente composi¢cao quimica (Ribeiro et
al., 2009). O consumo mundial per capita de pescado aumentou de 11,6 kg em 1971
para 17,2 kg em 2009 (FAO, 2010). No Brasil o consumo per capita de pescado em
2009 foi de 9,03 kg/hab/ano, com um crescimento de 8% em relagdo ao ano de 2008
(MPA, 2010).

A importancia do pescado esta baseada em suas proteinas, vitaminas e sais
minerais, entre outros elementos. Logo, considerando a importancia quanto a
ingestao de alimento proteico de origem animal, em muito o pescado pode contribuir
como produto de elevado valor nutricional (SILVA, 1981).

Um produto derivado do pescado muito consumido na regido amazoénica € a
farinha de peixe (“piracui”), sobre tudo nas areas interiorana. O prepara dessa
farinha de peixe na lingua indigena “Nheengatu” conste em pilar o pescado assado
envolto de folha e sobre a brasa, sem espinha até reduzi-lo a pd, e depois posto
sobre um forno denominado “nhaenpuma” ou “yapuna” esfarinhado com as méos até
ficar completamente enxuto e com textura floculenta (CASTRO, 1999). O acari- bodo
(Liposarcus pardalis), matéria prima do piracui, se mostra ideal para a fabricagao
dessa farinha devida sua composicdo quimica que é de baixo teor lipidico e uma
excelente fonte de proteina animal (MORRINI et al., 2006).

As proteinas encontradas no pescado tem um elevado valor biologico. Isso
ocorre devido a qualidade dos aminoacidos presentes, o que comprova e justifica a
riqueza nutricional atribuida ao pescado (MACHADO, 1984; NOGUEIRA; ALMEIDA,
1996; SALINAS, 2003). As proteinas tém papel importante na alimentagao devido ao
seu carater construtor, estruturador, hormonal, enzimatico, transportador e
imunolégico (KRAUSE; MAHAN, 2013).

As proteinas sdo compostas por polimeros de aminoacidos unidos por ligagdes
peptidicas (CAMPBELL-PLAT, 2015; NELSON; COC, 2011). Elas podem se unir a
componentes nao proteicos denominados protideos (MATISSEK et al., 1998). A
denominagéo proteina bruta envolve grande grupo de substancias com estruturas
semelhantes, no entanto eles se diferenciam nas suas fungdes fisioldgicas. Sabendo

que a porcentagem de nitrogénio na proteina é quase constante, em torno de 16%, o



que se faz é determinar o nitrogénio e, por meio de uma conversao, transformar o
resultado em proteina bruta (SILVA; QUEIROZ, 2009).

Para a determinagdo de proteina bruta, foram propostas durante os anos
algumas metodologias, porém nao ha uma metodologia considerada comum a todos
os meios. Algumas das metodologias propostas foram a do Biureto e Kjeldahl.

O que influencia na escolha do método a ser utilizado é a sensibilidade de cada
método. Sendo que alguns desses ensaios podem levar um maior tempo para a sua
execugao ou requerem maiores cuidados na quaritificagao (MIWA, 2003).

O método de Kjeldahl, que se baseia na transformacdo do nitrogénio das
substancias nitrogenadas, por ebuligdo com acido sulfurico concentrado (d=1,84) e
catalisadores, em sulfato de aménio. O método baseia-se em trés etapas: digestao,
destilacao e titulagao (IAL, 2008).

Quanto ao método do biureto é um método colorimétrico, cuja cor, varia de rosa
a purpura, sendo formada devido a complexdo de ions de cobre em meio alcalino,
com o nitrogénio das ligagbes peptidicas. Esses compostos tém absor¢do maxima
em 540 nm (FREIMAN, 1999).

A utilizacdo do método de biureto € descrita desde 1915, sendo reconhecido
como um método rapido e de baixo custo (ZAIA, 1998).

Este trabalho teve como objetivo avaliar quantitativamente duas metodologias
usuais para analise de proteina, visando comparar os resultados analiticos, e

localidade de aquisigao do piracui.



Material e Métodos

O experimento foi conduzido nos Laboratérios de Bromatologia, Sanidade e
Nutricdo Animal — LARSANA, e de Tecnologia de Produtos de Origem Animal -
LTPOA do Instituto de Biodiversidade e Florestas — IBEF, da Universidade Federal
do Oeste do Para, campus de Santarém — PA, em fevereiro de 2017. O material de

foi adquirido na municipio de Santarém- PA.

Material biolégico
O material biologico utilizado foi o concentrado proteico de piracui, obtidos de
duas amostras adquiridas em dois entrepostos comerciais distintos da cidade de

Santarém- PA. As analises foram feitas em triplicata.

Analise de proteinas
Método do biureto

A andlise de proteinas foi realizada pelo método do biureto (ltzhaki & Gill,
1964). Para tanto inicialmente foi preparada uma solugédo 5% (Albumina 48/dl +
azida sodica) da amostra e pesada em balanga analitica (Shimadzu mod. AUY220) e
foi deixada em repouso por 24h. Entdo foram rotulados trés tubos o teste com 50uL
do sobrenadante da amostra, o padrao com 50uL de solugdo padrdo comercial
labtest® e o branco com 50uL de agua destilada, e entdo adicionado 2,5 mL do
reagente de biureto Labtest Diagnostica. Em seguida foram colocadas em banho
maria Nova Instruments mod. N1245 por 10 minutos a 37°C %, e a absorbancia lida
em espectrofotdbmetro (Merck spectroquantpharo300) a 545 nm. Também foi
realizada a leitura do branco e descontado da leitura das amostras. As
concentracdes foram determinadas através da Equacgao 1:

Proteinas Totais= (Absorbancia liquido da amostra/Absorbéncia padrao) x
4g/dl (equagéao 1) (Itzhaki & Gill, 1964).

A partir da concentragdo calculou-se parte centesimal das proteinas na
amostra pela relagao entre titulo e concentracao (Equacéao 2) (Itzhaki & Gill, 1964).
CxV=Txmx 100



Onde:

C= concentragao
V= volume

T= Titulo

m= massa da solugao

Método de Kjeldahl

A proteina total foi determinada pela analise de Kjeldahl (AOAC, 2005) -
utilizando-se com fator de conversao de nitrogénio o valor de 6,25.

Ao utilizar os dois métodos as resultados de proteina encontrado na pesquisa
foi expresso em porcentagem.

A metodologia de analise de proteinas por Kjedahl foi utilizada conforme
padronizagdo para tecidos animais. No entanto, a metodologia do biureto foi
adaptada para a amostra. Foram necessarias altera¢cdes na filtragem da amostra,
para que o sobrenadante ficasse translicido e assim executar a leitura em
espectrofotometria.

Analise Estatistica

O delineamento foi inteiramente casualizado (DIC). Os dados obtidos foram
tabulados em planilha do programa Microsoft Excel®, do pacote de programas
Microsoft Office©. Os dados foram submetidos para comparagdao por meio do
programa estatistico ASSISTAT versdo 7.7, em que foram verificadas as
pressuposicoes de analise e comparacdo de médias pelo teste de t, em 5% de

probabilidade.



Resultados e Discussao

Os resultados obtidos de proteina total, pelos métodos de Kjedahl e Biureto,
encontram-se na Tabela 1. Houve diferenca significativa (p<0,05) entre as amostras,

quando comparados os métodos e a localidade de aquisicdo da amostra.

Tabela 1. Teores médios de proteina total e desvio padrdo, em porcentagem, de

piracui adiquirido em duas localidades comerciais de Santarém, PA.

Amostra % Kjeldahl % Biureto
1 42,52+0,22* 11,32+0,71*

2 39,68+0,33* 9,06+0,10*
Média Total 41,10+1,66** 10,20+1,32**

* Médias diferiram estatisticamente entre si, pelo teste de t Student, ao nivel
de 5% de probabilidade

Existem poucos estudos com composi¢cao centesimal do piracui (Silva Junior
et al., 2017; Rodrigues et al., 2017; Santos, 2008).

As médias dos valores de proteina total foram superiores na metodologia de
Kjeldahl, com valores de 41,10+1,66%, e 10,20£1,32%, pelo método do biureto. Pelo
método Kjeldahl, valores de 66 a 69% de proteina total foram obtidos por Rodrigues
et al. (2017) ao trabalhar a qualidade nutricional do piracui, assim como por Santos
(2008) e Silva Junior que obtiveram médias de 69,1% e 66,7 respectivamente, em
suas pesquisas a composicao centesimal da farinha de peixe “piracui”.

Os teores de proteina do alimento varia principalmente de acordo com sua
composi¢cao de amimoacidos e propriedades funcionais (CAMPBELL-PLATT, 2015)

O método de Kjeldahl, apesar de ser o mais usual em bromatologia, permite a
determinagao da proteina total, inferindo um valor aproximado e nao reflete o teor
exato de proteina no alimento. Apesar da vantagem da metodologia ser difundida
nas analises bromatolégicas, ha a desvantagem da estimagido estar super ou
subestimada (CAMPBELL-PLAT, 2015).

O método de biureto tem sido aplicado para determinar a concentragcao de



proteinas totais em diversos meios, como sangue e plasma, liquor, urina, alimentos,
saliva, tecido animal. Apesar de ser rapido, utilizar reagentes de baixo custo e ndo
apresentar grande variacdo da absortividade especifica para diferentes proteinas,
este método ndo é muito sensivel, colocando-o em desvantagem em relagdao a
outras metodologias mais sensiveis. Mesmo assim, o método de biureto continua
sendo recomendado para a determinacdo da concentracdo de proteinas totais em
plasma sanguineo pela Associagao Americana de Analises Clinicas, bem como para
a determinagao de proteinas totais em saliva, e leite, quando comparado com outros
métodos (ZAlA et al, 1998).

Algumas substancias podem interferir na determinacdo de proteinas totais
pelo método de biureto (ZAIA et al, 1998). Uma dessas substancias sao lipideos, em
que provoca turbidez nas amostras, interferindo na absor¢éo, no momento da leitura
das amostras por espectrofotometria. O piracui apresenta teores lipidicos altos, em
estudos apresentando valores superiores a 8% (RODRIGUES et al., 2017), sendo
assim, sugere-se que, apesar de nao ter sido quantificado no presente trabalho, é
possivel que substancias como os lipideos, podem ter interferido nos resultados.

Em ambas as metodologias, houve diferenga significativa (p<0,05) entre as
amostras coletadas em localidades comerciais distintas, no municipio de Santarém
(Tabela 1). Apesar das diferengas, os valores apresentaram mesmo comportamento,

ao analisar as metodologias (Figura 1).

Piracui
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Figura 1. Teores médios de proteina total em porcentagem, de piracui adquirido em
duas localidades comerciais de Santarém, PA.

As diferencas encontradas entre as procedéncias das amostras podem ser
devido o processamentos diferentes do piracui. Sendo que o processamento
influencia a composi¢ao do pescado (RODRIGUES, 2012).

Desta forma fica evidente que o processamento feito para obtencéo do piracui
€ importante para o alto valor biolégico de proteina no produto. A digestdo de
proteinas, especialmente em fontes animais, inicia-se com o cozimento, pois o calor
permite uma digestibilidade maior da proteina (CAMPBELL-PLAT, 2015).

Conclusao
Ao avaliar quantitativamente duas metodologias para analises de proteina, para
piracui 0 método de Kjedahl é mais sensivel. Além disso, os valores de proteina séo

influenciados pela localidade de aquisicao do piracui.
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ANEXO
Diretrizes para Autores - Revista de Educacao, Saude e Ciéncias do Xingu
CATEGORIAS DE ARTIGOS

A"RESCX"publica artigos originais, revisdes e relatos de experiéncia, nas areas da
educagéao, saude, ciéncias humanas e tecnoldgicas.

Os artigos devem ser submetidos em arquivos doc ou docx, configurado em papel
A4, fonte Arial 12, com espagamento entre linhas 1,5, margens direita e inferior
2,0cm, esquerda e superior 3,0 cm, incluindo referéncias. Deveréo estar de acordo
com a NBR 6022/2018 e conter: Titulo no idioma do documento (portugués), titulo
em outro idioma (inglés), resumo (em portugués e inglés), palavras chave (em
portugués e inglés), introducao, desenvolvimento, consideracdes finais e referéncias.
Artigos originais:"sdo contribuicdes destinadas a divulgar resultados de pesquisa
original inédita, com no minimo 10 laudas e no maximo 20 laudas (incluindo as
ilustracbes, graficos, tabelas, fotografias etc). As tabelas e figuras devem ser
limitadas a 5. Recomenda-se que o numero de referéncias seja de, no maximo 30. A
estrutura é a convencional, contendo introducdo, metodologia, resultados e
discusséao e conclusdes ou consideracdes finais.

Revisodes: trata-se de uma avaliagao critica sistematizada da literatura ou reflexao
sobre determinado assunto, devendo conter conclusdes. Os métodos adotados e a
limitacdo do tema precisam estar incluidos, devendo ter no minimo 8 e no maximo
12 laudas.

Relatos de experiéncia:"texto que descreve exatamente uma dada experiéncia que
seja capaz de contribuir de forma relevante para sua area de atuacao. A estrutura
deve acompanhar as mesmas normas exigidas para artigos originais, como no

minimo 8 laudas e no maximo 12.

FORMA E PREPARO DO MANUSCRITO
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A RESCX aconselha que os trabalhos sigam as orientagdes das Normas da ABNT
para elaborar lista de referéncias e indica-las junto as citagdes, utilizando o sistema
autor-data (NBR 10520/2002), como nos exemplos: Silva (1989); Silva (1989, p.43);
(SILVA, 1989) ou (SILVA, 1989, p.95). Diferentes titulos do mesmo autor ou autor
homonimo, publicados no mesmo ano, deverédo ser diferenciados adicionando-se
uma letra depois da data, por exemplo: (GARCIA, 1995a), (GARCIA, 1995b) etc.
Pagina de identificacdo:"titulo e subtitulo do artigo com maximo de 15 palavras
(conciso, porém informativo) nos dois idiomas (portugués, e inglés); nome do(s)
autor(es), maximo 06 indicando em nota de rodapé o principal titulo académico,
Cidade, Estado e endereco eletrbnico.

Resumos e Palavras chave:"o resumo em portugués e inglés, devera conter de 150
a 250 palavras em espaco simples, com objetivo da pesquisa, metodologia,
principais resultados e as conclusdes. Abaixo do resumo, incluir 3 a 5 palavras chave
relacionadas a tematica.

llustragdes:"as ilustragdes (tabelas, figuras, graficos, fotografias, desenhos, etc.)
devem ser apresentadas no interior do texto, devendo ser numeradas e tituladas, e
ainda, apresentar indicacéo das fontes que |hes correspondem.

Notas de Rodapé:"as notas de rodapé devem ser exclusivamente explicativas. Todas
as notas deverdo ser numeradas e aparecer no pé de pagina (usar comando
automatico do processador de textos: Inserir/Notas).

Lista das Referéncias:"as referéncias devem vir ao final do artigo, cujo os elementos
essenciais e complementares devem ser apresentados em sequéncia padronizada
de acordo com a NBR 6023/2002.



