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Introducao

O leite € um alimento de elevado valor biolégico,
podendo ser fonte de boa parte das necessidades
diarias de proteinas, que tém papel fundamental no
organismo humano. Para a determinacdo de
proteinas em soro de leite, quatro métodos
espectrofotométricos classicos ((Biu) Biureto', (Bra)
Bradford®, (Lo) Lowry’ e (LM) Lowry modificado?)
foram avaliados e comparados com relacdo a
sensibilidade e algumas fontes de incerteza, como
repetitividade (u,), reprodutibilidade (ug) e incerteza
da curva (ugna). Para tal, utilizou-se a albumina
bovina como padrédo e o soro do leite integral (UHT)
bovino como matriz de analise.

Resultados e Discussao

As medidas foram realizadas em espectrofotometro
Thermo Scientific, modelo Evolution 600, seguindo
condigbes de cada método. A Tabela 1 resume os
diferentes reagentes utilizados.

Tabela 1. Métodos e reagentes empregados

(Nach:; 1,05 M, CuS0Oq4 0,052 Me N3306H507.2H20

Biu 0,57 M) + NaOH 50%

Bra| Coomassie Briliant Blue + etanol 95% e H3PO4

A (KNaC4H40e'4H20, N32CO3 e NaOH 1,0 M) +
Lo B (KNaC4H4Os'4H20, CUSO4.5H20, NaOH 1,0
M) + C (Folin-Ciocalteau e H20 1:15 v/v)

LM NaQCO:;, Hzo, CuS04.5H20 + KNaC4H406-4H20

acrescido de SDS, NaOH 1 M e Folin-Ciocalteau.

Curvas analiticas foram obtidas a partir do padrao
de albumina bovina, sendo, entdo, calculadas as
figuras de mérito e incertezas de cada método
(Tabela 2). Amostras de soro do leite foram
preparadas a partir de 200 mL de leite bovino
integral (UHT) aquecido a 45°C, aos quais foram
adicionados 10,0 mL de &cido acético P.A., para
precipitagdo total da caseina. Apds filtragdo da
caseina em papel de filtro Qualy (12,5 ¢), o soro foi
centrifugado a 6000 rpm por 30 min e utilizado para
determinagbes de proteina (Tabela 3). Andlise de
Variéncia indicou que havia diferenca entre os
valores obtidos pelos diferentes métodos, o que
certamente é devido aos resultados do método de
Bradford. As médias de cada método foram sempre
inferiores ao obtido pelo método de Kjeldahl,
considerado como referéncia (Tabela 3). Teste-t
(p=0,05; n = 6) indicou que estes valores eram
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sempre significativamente diferentes que os obtidos
pelo método de Kjeldahl.

Tabela 2. Figuras de mérito dos métodos estudados

Biu Bra Lo LM
A (nm) 550 595 650 750
@ (coef. angular)| 0,0003 0,0319 0,0177 | 0,0034
b (coet. linear) 0,0012 0,0518 0,0753 | 0,0505
R? 0,9984 0,9863 0,9901 0,9951
LD* 1,08x10° | 3,35x10* [3,72x10*[1,17x 107
LQY 358x10° | 1,12x10° [1,24x10°[3,89x 107
Ucurva 3,26 x10° | 2,97 x10° [4,11x10°[1,79x 10"
ur 0,39% 0,45% 0,47% 0,36%
UR 1,94% 0,75% 7,36% | 23,16%

X = 3.Sprancd/M; Y = 10.Sprancd/M, ONde Spranco € 0 desvio padrdo de dez
medidas do branco e m é a inclinagédo da curva. Valores em %m/v.
Tabela 3. Percentagens (m/v) de proteina no soro
de leite bovino obtidas pelos diferentes métodos

Proteinas, % (m/v). |Erro %, (referéncia = 0,71%)
Biu 0,54 + 0,14 25 + 0,20
Bra 0,22 + 0,01 69 + 0,02
Lo 0,56 + 0,04 21 +0,07
LM 0,61 + 0,13 15+ 0,18

*Média dos resultados obtidos pelo método de Kjeldahl.

Conclusoes

Os métodos estudados, apesar do baixo custo e da
simplicidade, apresentaram diferentes sensibilida-
des. No entanto, a precisdo, avaliada por sua
repetitividade, nao variou significativamente. Com
excegdo do método de Bradford, apesar dos
resultados obtidos com os outros métodos terem
sido similares ao reportado no rétulo da embalagem
(3,0% de proteina total, sendo 0,6% de albumina no
soro), eles apresentaram diferencas significativas
quando comparados com o método de referéncia
(Kjeldahl), como comprovado pelo teste t. Os
resultados obtidos sugerem que os métodos
estudados podem levar a estimativas distintas para
as concentracbes de proteinas em uma mesma
amostra de soro de leite.
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