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INTRODUÇÃO 

IMPORTÂNCIA DO DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIAS PARA A 

DETERMINAÇÃO DE PROTEÍNAS 

As proteínas desempenham papéis extremamente importantes 

em todos os processos biológicos verificando-se a participação delas como 

enZImas, hormônios, neurotransmissores, transportadores através das 

membranas celulares, dentre muitos outros. 

O desenvolvimento de metodologias para determinar proteínas 

tem, cada vez mais, se tornado de fundamental relevância em várias áreas do 

conhecimento, como por exemplo na área de análises clínicas, favorecendo o 

diagnóstico de certas doenças correlacionadas com a alteração da quantidade 

de proteínas nos fluídos biológicos; em nutrição animal, ressaltando-se o 

aproveitamento racional de nutrientes e problemas relacionados à nutrição, 

como obesidade, anorexia nervosa, desnutrição, devendo as dietas ter teor 

balanceado de proteínas. 

Em ciência e tecnologia de alimentos, em química fina de 

purificação de proteínas e enzimas, e em culturas de tecidos e de 

microrganismos, os mecanismos químicos e biológicos envolvidos 

apresentam direto .envolvimento com proteínas (1, 2), tendo-se como 

exemplo: medidas de atividade enzimática máxima, de distribuição da 

atividade enzimática intracelular e de velocidade de produção e utilização de 

substratos em um microrganismo, que são dadas em relação à quantidade 

total de proteínas do mesmo (2, 3), ou determinação da concentração de 

neuropeptídeos no cérebro, utilizando a técnica de "micropunch" para 
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microdissecção do tecido cerebral, que é tomada em relação à concentração de 

proteínas totais nos "micropunchs" em estudo (4). 

Em análises clínicas, a mudança na concentração de proteínas 

totais nos fluídos biológicos pode ser correlacionada com diferentes doenças. 

Doenças renais e diabetes mellitus alteram a permeabilidade dos capilares 

glomerulares provocando, com isto, um aumento na concentração da 

proteína urinária, o que se denomina proteinúria ou, mais comumente, 

albuminúria. No líquido encéfalo raquidiano (líqüor), a concentração de 

proteínas pode estar aumentada devido a algum dano ocorrido nas meninges, 

como na meningite bacteriana. No caso do plasma sangüíneo, uma 

hipoproteinemia pode ser um indicativo de diversos problemas fisiológicos, 

tais como: hepático, com a síntese de proteína diminuída; , renal, com perda de 

uma grande quantidade de proteínas pela urina; ou ainda, desnutrição 

quando o indivíduo passa por uma severa e prolongada fome. Outros fluídos 

biológicos tais como saliva e suco pancreático, também contém proteínas, . 

porém em menor concentração (1,5). 

A Academia Nacional de Ciências dos Estados Unidos da 

América (6), recomenda um consumo diário de 0,8 g de proteína por Kg de 

peso corpóreo; esta quantidade pode ser suprida por muitas fontes diferentes, 

sendo as mais importantes: carnes em geral (aves, gado, peixe, etc.), ovos, 

leite, produtos do leite (queijos, iogurtes, etc.) e sementes (feijão, milho, trigo, 

soja, etc.). 

Obviamente, nos dias atuais, muitos alimentos são processados 

para prolongar o tempo de consumo ou facilitar o transporte, ou são 

transformados em algum tipo de produto de maior aceitação pelo público. Por 

exemplo, carnes em geral podem ser desidratadas e transformadas em muitos 

tipos de pratos (sopas, feijoadas, risotos, etc.) ou alimentos como linguiças, 

salsichas, presuntos etc. Sementes são transformadas em farinhas que por sua 

vez são transformadas em pães, bolos, bolachas, etc., enquanto o leite, 
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processado, se transforma em queijos, iogurtes, manteigas, etc. Em todos estes 

produtos, a concentração de proteínas é um item de grande relevância para o 

fabricante, tanto na compra da matéria prima como na venda do produto, 

pois a margem de lucro do mesmo está intimamente relacionada com a 

questão de quanto é possível fabricar a partir de uma quantidade de matéria 

prima utilizada. Para o consumidor, a quantidade de proteínas indica o valor 

nutritivo do alimento e também favorece a fiscalização deste alimento contra 

possíveis fraudes (7). 

Na área de nutrição humana existe, nos dias de hoje, uma 

preocupação com relação ao que ingerir e o quanto ingerir, pois excessos na 

ingestão alimentar podem levar à obesidade e às doenças decorrentes da 

mesma; a ingestão inadequada de nutrientes, por outro lado, também pode ter 

conseqüências danosas para o organismo. Assim, em termos de valores 

energéticos, o conteúdo proteico é um item fundamental a ser considerado (1, 

5, 8) tanto no planejamento de dietas para seres humanos como na pesquisa 

básica de diferentes dietas para animais. 

Na área de purificação de proteínas ou de enzimas provenientes 

de animais, microrganismos ou plantas, a quantificação das mesmas em cada 

etapa do processo se faz necessária (9). Uma área que atualmente tem grande 

interesse em purificar enzimas, visando aplicação industrial, é a de 

bacteriologia (10), pois as condições de proliferação das bactérias, é muito 

variável; p:>r exemplo, algumas bactérias proliferam somente a elevadas 

pressões e ? temperaturas acima de 100·C, outras sobrevivem a temperaturas 

abaixo de O·C, como as dos mares gelados do Ártico, e outras em condições de 

pH abaixo de 2 ou acima de 11 . 

A determinação de proteínas totais é também importante em 

zootecnia e áreas correlatas, pois a concentração de proteínas totais de 

leguminosas ou de gramíneas pode indicar quais são as mais aceitáveis e 

rentáveis para a alimentação animal (11). 
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A área de ecologia é mais uma das áreas beneficiadas com 

metodologias para a determinação de proteínas totais, pois, é possível 

entender vários aspectos da vida dos animais silvestres relacionando o 

comportamento alimentar com a quantidade de proteínas ingeri da dos 

alimentos (12). 

Estas são apenas algumas das mais importantes aplicações 

analíticas para metodologias de determinação de proteínas totais; obviamente, 

existem muitas outras de grande relevância. 

MÉTODOS UTILIZADOS PARA A DETERMINAÇÃO E IDENTIFICAÇÃO DE 

PROTEÍNAS TOTAIS 

Os métodos para a determinação da concentração de proteínas 

totais são muito variados. As metodologias mais utilizadas são as 

espectrofotométricas no ultra-violeta/visível (UV-Vis), que serão discutidas 

em detalhes no próximo item. 

Além das metodologias espectrofotométricas no UV-Vis, muitas 

ou tras são propostas para a determinação e/ou identificação de proteínas 

totais, como por exemplo, baseadas no método de Kjeldahl, utilizando 

algumas das técnicas de cromatografia ou eletroforese, infra-vermelho e infra­

vermelho próximo, espectroscopia de massa, ressonânda magnética nuclear 

(RMN), métodos eletroanalíticos, etc. 

O método de Kjeldahl (13), apesar dos inconvenientes de ser 

demorado e determinar não somente o conteúdo proteico, continua sendo, 

nos dias de hoje, a metodologia mais utilizada pelas áreas de ciências de 

alimentos, tecnologia de alimentos e áreas correlatas, para a determinação de 

proteínas totais. A base do método é a digestão de proteínas com ácido 
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sulfúrico na presença de um catalisador (cobre, selênio, mercúrio), dando 

como produto de reação o íon amônio; este é neutralizado com base gerando 

amôniâ que é destilada e recolhida num frasco contendo um excesso de ácido, 

sendo o restante deste ácido determinado volumetricamente com base. 

De maneira geral, verifica-se maior utilização das metodologias 

cromatográficas para separação e purificação do que para determinação 

quantitativa de proteínas totais. 

Das técnicas cromatográficas, devemos destacar que a 

cromàtografia líquida de alta eficiência (CLAE) apresenta, em relação a outras 

técnicas cromatográficas, muitas vantagens: analisa uma grande variedade de 

substâncias, em uma ampla faixa de peso molecular; é uma excelente técnica 

preparativa e analítica, podendo identificar até 50 componentes numa mesma 

amostra; e utiliza equipamentos automatizados disponíveis no mercado. 

Assim, os equipamentos para CLAE são imprescindíveis em laboratórios 

envolvidos, dentre outras aplicações, com pesquisas de síntese, purificação e 

identificação de novas substâncias (fármacos, polímeros, etc.). 

Observa-se, entretanto, alguns inconvenientes nas técnicas 

cromatográficas, quando da sua utilização para a determinação de proteínas 

totais, sendo estes: tempo de análise demorado, podendo levar horas (a 

espectrofotometria, no UV -Vis, leva poucos minutos); uso de grande 

quantidade de solventes de elevada pureza principalmente quando se usa 

CLAE (na espectrofotometria, no UV-Vis, a reação é em meio aquoso); 

equipamento de elevado custo, especialmente no caso da CLAE (os 

espectrofotômetros UV-Vis são relativamente baratos); portanto, as técnicas 

cromatográficas são, na maioria das vezes, mais adequadas para a separação e 

purificação de proteínas do que para a determinação quantitativa da mesmas 

(9, 14). 

A eletroforese é, também, uma técnica que tem sido mais 

utilizada para separação e purificação do que para determinação quantitativa 

.. 
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de substâncias. A eletroforese capilar, desenvolvida nos últimos anos, 

apresenta diversas vantagens em relação às técnicas eletroforéticas 

tradicionais: diminuição do efeito Joule, uso de volume reduzido de amostra, 

automação da análise, compatibilidade com uma grande variedade de 

sistemas de detecção (9, 15). No entanto, com relação à determinação 

quantitativa de proteínas totais, observa-se para as técnicas eletroforéticas os 

mesmos inconvenientes relatados para as técnicas cromatográficas. 

Das técnicas baseadas no infra-vermelho, destacamos a que 

utiliza o infra-vermelho próximo (700 a 1.100 nm) como sendo uma das 

metoddlogias mais promissoras para a análise quantitativa de diversas 

substâncias, e, conseqüentemente, de proteínas totais, além de atualmente 

apresentar muitas aplicações na área de robótica (16). Esta técnica não exige, 

em muitos casos, preparo das amostras, pois a determinação analítica pode ser 

efetuada sem nenhum tipo de extração ou purificação prévia e permite, no 

mesmo equipamento, a combinação de uma ampla faixa de comprimentos de 

onda, desde 200 até 1.100 nm. Contudo, comparada com os métodos 

espectrofotométricos no UV-Vis, fornece espectros relativamente complexos 

dificultando a interpretação dos resultados e utiliza equipamentos 

relativamente dispendiosos (16). 

A espectroscopia de massa é mais uma importante ferramenta 

analítica para a identificação de proteínas, e inclusive sua aplicação em 

amostras biológicas, que era uma limitação do método, pois ocorria a 

destruição da amost~a durante o processo de volatilização, foi superado pelo 

desenvolvimento da técnica volatilização por "eletrospray" (17). Na área de 

síntese de peptídeos e proteínas, assim como em muitas outras áreas que 

envolvem síntese e purificação de novas substâncias, o espectrõmetro de 

massa tornou-se um equipamento indispensável. Entretanto, a espectroscopia 

de massa serve para identificação, não sendo utilizada para determinações 

quantitativas. 
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A técnica de ressonância magnética nuclear (RMN) é outra 

técnica espectroscópica que tem sido utilizada para a identificação e, 

principalmente, para estudos de conformação de proteínas e enzimas (18), 

visando compreender como funcionam sítios ativos de enzimas ou processos 

envolvendo a ligação de peptídeos e proteínas na superfície de enzimas (2, 3). 

Apesar de ser possível utilizar a técnica de RMN para determinações 

quantitativas, ela é somente utilizada para estudos de identificação, 

conformação, etc. 

Diversas metodologias eletroanalíticas (potenciometria, 

polarografia, amperometria, etc.) têm sido utilizadas para a determinação 

quantitativa de substâncias de interesse biológico (metais, aminoácidos, 

proteínas, ácidos graxos, etc.) (19). 

A aplicação mais conhecida da técnica de polarografia é para a 

determinação da concentração plasmática sangüínea de proteínas que não são 

precipitadas pelo ácido sulfossalicílico. Através desta análise, constatações de 

trocas na concentração proteica, quando comparado com um plasma 

sangüíneo normal, indicam a presença de doenças. Tumores, infecções e 

inflamações provocam um aumento na onda dupla devido a proteínas, 

enquanto que doenças do fígado provocam uma diminuição desta onda (20). 

Atualmente uma grande revolução está ocorrendo na Química 

Analítica com a combinação de técnicas de separação e identificação; por 

exemplo, a espectros copia de massa com a cromatografia gasosa, ou com a 

cromatografia líquida de alta eficiência ou com a eletrofÓrese são exemplos 

destas combinações. 
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. MÉTODOS ESPECTROFOTOMÉTRICOS MAIS UTILIZADOS PARA A 

DETERMINAÇÃO DE PROTEÍNAS TOTAIS 

A espectrofotometria no ultra-violeta/visível (UV-Vis) tem sido 

uma das técnicas analíticas mais difundidas devido a alguns aspectos que a 

tornam muito atraente: a) os equipamentos são relativamente baratos, 

quando comparados com outras técnicas; b) os princípios envolvidos na 

espectrofotometria são relativamente simples, não sendo necessário 

despender um longo tempo no treinamento de pessoal técnico; c) o tempo de 

medida é rápido e as metodologias podem ser facilmente automatizadas; d) 

tem sido amplamente utilizada para a determinação de todos os tipos de 

substâncias (metais, semi-metais, não metais, bio-moléculas, substâncias 

orgânicas, etc.) em diversos tipos de meios (bioquímica, ciências dos 

alimentos, análise clínica, poluição, etc.); e) e, por fim, apresenta boa 

sensibilidade com ajuda dos métodos de pré-concentração ou uso adequado de 

corantes e/ou quelantes (21). 

Muitos métodos espectrofotométricos, ao longo dos anos, têm 

sido propostos para a determinação de proteínas totais, mas não existe uma 

metodologia considerada de uso universal para todos os meios e, desta forma, 

vantagens e desvantagens de algumas das metodologias mais utilizadas serão 

discutidas a seguir. 

a método baseado na reação de biureto (22), onde íons cobre 

formam um complexo quadrado planar com a ligação peptídica (figura I), tem 

sido aplicado para determinar a concentração de proteínas totais em diversas 

matrizes, sendo el,as: soro ou plasma sangüíneo (23-25), líquido cérebro 

espinhal (líqüor) ~26-31), urina (32-34), alimentos (35-38), saliva (39), 

fibrinogênio (40) e tecido animal (41). Apesar de ser rápido, utilizar reagentes 

de baixo custo e não apresentar grande variação da absortividade específica 

para diferentes proteínas (22, 29, 30, 39), este método não é muito sensível, 
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Figura 1. Complexo quadrado planar formado entre cobre (lI) e a ligação 
peptídica (22). . 
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como foi destacado por diversos autores (27, 29, 34, 39), o que o coloca em 

grande desvantagem, em relação a outras metodologias, e por isto tem sido, 

ao longo dos anos, substituído por métodos com maior sensibilidade. 

Verifica-se que o método de biureto está sujeito às interferências 

de quaisquer substâncias que, de alguma forma, possam reagir com os íons 

cobre (lI), sendo alguns destes interferentes a bilirrubina e hemoglobina (30), a 

ampicilina (34), o dextran (42-44) e a melanina (45). Mesmo assim, este 

método tem sido recomendado para a determinação da concentração de 

proteínas totais em plasma sangüíneo pela Associação Americana de· Análises 

Clínicas e por diversos autores (23,24,42). 

O método de Lowry é o mais utilizado para a determinação de 

proteínas (46). O método se baseia no princípio de que uma mistura contendo 

molibdato, tungstato e ácido fosfórico, compondo o reagente Folin-Ciocalteau, 

reage com proteínas, na presença do catalisador cobre (lI), e produz um 

composto com absorção máxima em 750 nm, sendo a absorbância 

aproximadamente proporcional ao conteúdo de tirosina e triptofano das 

proteínas na reação. 

Chou e Goldstein (47) mostraram que em hidrolisados de 

albumina ocorre uma redução de 2/3 da absorbância em relação ao original da 

proteína sem hidrolisar, e, também que, dos 20 aminoácidos proteicos, 

somente a tirosina, o triptofano, a cisteína e, em menor grau, a histidina 

resultam em significante troca na absorbância, após reação com o reagente 

Folin-Ciocalteau. Os autores verificaram que o cobre não tem nenhum efeito 

sobre a reação dos aminoácidos individuais (tirosina, triptofano e histidina) 

mas bloqueia a reação com cisteína (cobre (lI) reage com o grupo sulfidril). Eles 

constataram, ainda, que os dipeptídeos estudados desenvolvem alguma 

coloração com o reagente Folin-Ciocalteau, e o mesmo não ocorre com os 

aminoácidos constituintes do dipeptídeo. Os autores também sintetizaram 

diversas séries de peptídeos com os aminoácidos glicina, alanina, valina e 

.. 
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leucina e descobriram que, quanto maior a cadeia de aminoácidos, maior a 

absorbância e que esta aumenta muito nas séries de peptídeos glicina e 

alanina, quando colocados os aminoácidos serina, treonina, metionina e 

asparagina. 

Os resultados obtidos por Chou e Goldstein (47) sugerem que a 

redução do reagente de Folin-Ciocalteau pode ocorrer diretamente através das 

cadeias laterais de alguns aminoácidos (tirosina, triptofano, cisteína e 

histidina) ou através da retirada de elétrons das proteínas, que é facilitada com 

a formação do quelato entre o cobre (II) e peptídeos/proteínas. Segundo estes 

autores (47), um dipeptídeo forma com o cobre (II) um quelato planar 

tridentado (figura 2A). Caso o dipeptídeo tenha um aminoácido, cuja cadeia 

lateral contenha nitrogênio, o quelato formado é quadridentado (figura 2B), 

enquanto para tri ou tetrapeptídeos o quelato quadridentado é formado mais 

facilmente, devido ao segundo nitrogênio da ligação peptídica. 

Legler e cols. (48), após extensivos estudos, concluíram que a 

oxidação dos complexos de proteínas-cobre pelo reagente Folin-Ciocalteau é 

uma desidrogenação (oxidação com dois elétrons) que ocorre em cada unidade 

do tetrapeptídeo. Outros agentes redutores são as cadeias laterais dos 

aminoácidos tirosina e triptofanoe, em menor grau, os aminoácidos histidina 

e asparagina os quais contribuem com quatro elétrons . 

No entanto, Smith e cols. (49) sugerem a formação de cobre (I) 

quando da reação de cobre (11) em meio alcalino com proteínas ou peptídeos, 

que posteriormente reduz o reagente de Folin-Ciocalteu produzindo o 

composto de coloração azul. Esta reação é a base do método de Smith e cols. 

(49), porém Legler e cols. (48) não detectaram cobre (I), mas sim cobre (111) que 

estaria participando da desidrogenação de cada unidade do tetrapeptídeo. 

A principal vantagem do método de Lowry é a sua alta 

sensibilidade e por isto tem sido utilizado para a determinação da 

concentração de proteínas totais em diversos meios, tais como: líqüor (27-29), 
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Figura 2. (a) Fór,-mula estrutural do complexo formado entre cobre (II) e o 
dipeptídeo Gly-Gly. (b) Fórmulá estrutural do complexo formado entre cobre 
(TI) e o dipeptídeo Gly-Asn (47). 
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plasma sangüíneo (24, 25), saliva humana (39), tecido animal (50-52), plantas 

(53-55), suco biliar (56), membranas (57,58) e produtos alimentícios (59-61). 

Devido ao extenso uso do método de Lowry e cols. (46), o mesmo 

tem sido automatizado (técnica de análise por injeção em fluxo - AIF) (62-64) e 

usado em "microtiter plates" (52, 65). No entanto, o mesmo possui algumas 

desvantagens, tais como: estar sujeito a muitos interferentes, apresentar longo 

tempo de análise, apresentar absortividade específica altamente variável para 

diferentes proteínas, e fornecer, apenas numa pequena faixa, uma relação 

linear entre os valores de absorbância e concentração de proteínas . 

Vários autores propõem modificações no método de Lowry para 

resolver os problemas acima citados. Para aumentar a velocidade da reação, 

Shakir e cols. (66) recomendam três minutos de aquecimento da amostra, a 

37°C, após a adição de sulfato de cobre alcalino, e mais três minutos após a 

adição do reagente de Folin-Ciocalteau. Larson e cols. (67) recomendam a 

adição de tri-1 ,4-dimercaptobutanodiol (DTI), 3 minutos após a adição do 

reagente Folin-Ciocalteau. Alam (68) sugere o controle do pH para a redução 

do tempo de análise. 

Hartree (69) fez várias modificações no método de Lowry 

melhorando a faixa de linearidade, diminuindo o tempo de análise e 

uniformizando as absortividades específicas para algumas proteínas; estas 

modificações (69) são as mais utilizadas, apesar de tornar o método de Lowry 

mais trabalhoso no preparo dos reagentes. 

Stauffer (70) recomenda a construção do gráfico de log Abs 

versus log microgramas de proteína e Hess e cols. (71) recomendam o uso de 

alta concentração do reagente Folin-Ciocalteau. Tais procedimentos, segundo 

estes autores, diminuem o tempo de análise, uniformizam as absortividades 

específicas para algumas proteínas e/ou aumentam a faixa de linearidade do 

método de Lowry e cols. (46). 
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Diversas substâncias interferentes no método de Lowry são 

citadas na literatura; estas normalmente causam aumento na absorbância do 

branco, diminuição da absortividade específica ou formação de algum tipo de 

precipitado. 

Bensadoun e Weinstein (72) listaram as seguintes substâncias 

como interferentes: fenóis (exceto nitro fenóis), glicina (0,5%), hidrazina 

(acima de 0,5 mg/l00 ml), sulfato de amônio (acima 0,15%), ditioeritritol, 2-

mercaptoetanol, citrato, triton x-l00, íons potássio (acima de 12 mM), ácido 

etilenodiamintetraacético (EDTA), tris-hidroximetil-aminometano / ácido 

clorídrico (Tris), ácido sulfônico 4-(2-hidroxietil)-piperazinaetano (Hepes), 

glutationa, penicilina, bicina, tricina, acetilacetona, sacarose, glucosamina, 

glicilglicina, ácido succínico, etileno glicol, glicerol, pirrolidina, polivinil, 

xilose, manose, glicose, frutose, sorbose, ramanose. Além destes citam-se: 

ciclodextrinas (73), 4-metilumbeliferona (56), melanina (45, 74), lipídeos (50), 

bilirrubina (29), taninos (53) e compostos de enxofre (75, 76). 

Verifica-se que a reação de Lowry é fotossensível (77) 

recomendando-se a exposição dos tubos à mesma quantidade de luz. Para a 

eliminação da maioria dos interferentes usuais do método de Lowry, sugere­

se a precipitação das proteínas com ácido tricloroacético e co-precipitantes (51, 

72, 78) ou misturas de metanol-clorofórmio-água (57) ou hexano-isopropanol 

(58) . Aconselha-se, quando o interferente for composto de enxofre, como 

mercaptanas, por exemplo, o uso de iodo acetato (75) ou a secagem a vácuo da 

amostra (76) e no caso de lipídeos e melanina a adição de detergentes (50, 74 

79) . Sargent (80) propôs uma modificação no método de Lowry que 

possibilitou o aumento da sensibilidade em cinqüenta vezes. 

Apesar de todos os esforços para melhorar o método de Lowry, 

este continua moroso e sujeito a inúmeros interferentes e, últimos anos, está 

sendo substituído pelo método de Comassie Blue, também conhecido por 

método de Bradford (81), que é baseado na interação entre a forma aniônica do 



15 

corante G-250 e macromoléculas de proteínas com aminoácidos de cadeias 

laterais básicas ou aromáticas (figura 3) (82). Este método é rápido e tão 

sensível quanto o de Lowry e aplicável a diversos me~os: plasma ou soro 

sangüíneo (24, 25), líqüor (28, 29, 83-86), saliva humana (39), produtos 

alimentícios (61, 87, 88), tecidos de plantas (53, 54), suspensões de células (89-

91), avidina e estreptavidina (92), urina (32, 34, 84, 93-95) e detergentes (96) . 

Algumas metodologias usando AIF (85, 97-99), "microtiter plates" (100) e 

"stopped flow" (101) estão tornando o método mais rápido. 

O método de Bradford (81) contudo, apresenta: variação da 

absortividade específica para diferentes proteínas, devido à pouca 

sQlubilização (102, 103) ou baixo peso molecular das mesmas (32, 93-95), 

fornece resultados nem sempre reprodutíveis devido ao corante e está sujeito 

a alguns interferentes. 

Para tentar tornar mais uniforme a absortividade específica de 

diferentes proteínas, algumas alternativas foram sugeridas: aumentar a 

concentração do corante (104); aumentar a solubilização das proteínas que vão 

reagir com o corante, usando detergentes (34, 84,89, 91, 105-107), hidróxido de 

sódio (108) ou fenol (109) e aquecendo com uréia e 2-mercaptoetanol (110). A 

falta de linearidade na lei de Beer (108, 111) tem sido observada, devido a uma 

variação do pH quando da adição do reagente BG-250. 

Pande e Murthy (90) descrevem que detergentes e lipídeos 

interferem com o método de Bradford e recomendam a precipitação das 

proteínas antes da sua determinação analítica. Xu e cols. (73) verificaram 

sérias interferências por ciclodextrinas. Outros interferentes do método são: 

taninos, fenóis e polissacarídeos (53, 54, 112), flavanóides e SDS (82). 

Um método proposto por Smith e cols . (49), ou também 

conhecido por método da BCA ("bichinchonic acid method"), se baseia na 

reação de cobre (TI) com proteínas, em meio alcalino, produzindo cobre (I) e 

formando um complexo com BCA, que absorve fortemente na região de 560 
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nm (figura 4). Este método tem a vantagem de ser tão sensível quanto os 

métodos de Lowry e cols . (46) e Bradford (81) e ser relativamente rápido, 

sendo aplicado na determinação da concentração de proteínas totais em saliva 

(39), proteínas celulares (113), interferons (102) e determinação de grupos ~ 

funcionais (114). Esta metodologia também tem sido adaptada para a 

determinação de proteínas totais por AIF (115) e "microtiter plates" (116). 

Porém, como desvantagens, é muito dependente da temperatura de incubação 

das amostras (49, 115), apresenta variação da absortividade específica para 

diferentes proteínas (39, 102, 115) e variação da absorbância com o tempo. 

Diversas substâncias, tais como: açúcares, quelantes e compostos de enxofre 

(49, 73, 102, 117), peróxido de hidrogênio (118), lipídeos (119), fenóis (120) e 

algumas drogas (121) interferem neste método. 

Um método baseado na absorção das proteínas na região do 

ultra-violeta tem sido muito utilizado para quantificação das mesmas em 

experimentos de purificação e separação de proteínas (122). Este método é 

baseado no fato de que as proteínas mostram uma absorção na região de 280 

nm e outra na região abaixo de 220 nm, sendo que a primeira é devido aos 

anéis aromáticos de alguns aminoácidos (fenilalanina, triptofano, histidina e 

tirosina) e, a segunda, devido à ligação peptídica. Suas principais vantagens 

são não destruir a amostra e ser rápido, porém, está sujeito a muitos 

interferentes e é dependente de força iônica e pH (122, 123). 

Os métodos acima discutidos são os mais utilizados, porém, 

como estão sujeitos a limitações, a todo o momento continuam aparecendo, 

na literatura, modificações das metodologias já existentes, além de propostas 

de novas metodologias baseadas em compostos do tipo prata-proteína (124, 

125), ouro coloidal-proteína (126, 127) e eritrosina B-proteba (128). 
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MÉTODOS DE IDENTIFICAÇÃO E ESPECTROFOTOMÉTRICOS 

QUANTITA TIVOS MAIS UTILIZADOS PARA A DETERMINAÇÃO DE 

AMINO GRUPOS LIVRES EM SÍNTESE DE PEPTÍDEOS EM FASE SÓLIDA 

A figura 5 mostra as etapas necessárias para a síntese de 

peptídeos em fase sólida (SPFS), desenvolvida por Merrifield (129, 130). Em 

cada etapa, o peptídeo que está crescendo sobre a resina deve ter cada 

aminoácido ligado com um rendimento de acoplamento de pelo menos 99% 

do valor original de amino grupos livres disponíveis. Alguns métodos 

analíticos espectrofotométricos e analíticos qualitativos têm sido propostos 

para monitorar a síntese de peptídeos, sendo os mais utilizados discutidos a 

seguir. 

Gisin (131) propôs um método no qual ácido pícrico e amino 

grupos livres do peptídeo formam um sal que é deslocado por . uma base e 

determinado espectrofotometricamente (figura 6). Posteriormente, foi 

utilizado para a determinação de amino grupos em síntese automatizada de 

peptídeos (132, 133). Apesar de ter a sensibilidade requerida para ser usado em 

SPFS e ser de fácil realização, o mesmo apresenta um sério inconveniente que 

é a necessidade de muitas lavagens para retirar o excesso do ácido pícrico. 

Um método utilizando cloranil foi proposto por Christensen 

(134), mas apesar de ser rápido, possuir a sensibilidade requerida e ser sensível 

para todos os aminoácidos, não se verifica, na literatura, a sua utilização. 

Kaiser e cols. (136) desenvolveram um método qualitativo, 

baseado na reação da ninhidrina (135) que é até hoje o mais utilizado. Este 

método tem a vantagem de ser rápido e sensível, porém, é pouco sensível à 

prolina e apresenta resultado falso positivo para histidina. Posteriormente, foi 

modificado por Sarin e cols. (137) para ser utilizado na determinação 

quantitativa de amino grupos livres. Na figura 7, observam-se as reações 

envolvidas. 
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USOS FARMACOLÓGICOS E APLICAÇÕES ANALÍTICAS DE QUINONAS 

A classe das substâncias chamadas quinonas é definida como 

"dicetonas cíclicas que, em virtude da sua estrutura, podem se transformar, 

por meio de redução, em hidroquinonas ou fenóis e por serem altamente 

conjugadas, têm cor (ex: p-benzoquinona amarela)" (138). 

Muitas quinonas são utilizadas para a determinação analítica de 

diversas substâncias em diversos meios e algumas quinonas desempenham 

importantes papéis nos organismos vivos, sendo, portanto, importante a 

determinação analítica das mesmas. 

Na literatura estão desCritas determinações analíticas de 

quinonas que agem como vitaminas (139, 140), drogas anticancerígenas, 

antimaláricas (141-143) e antidiarréicas (144), assim como métodos de 

determinação de quinonas em geral (145, 146). 

Algumas quinonas são utilizadas nas determinações analíticas 

de drogas e metabólitos, tais como: adrenalina (147), drogas cardiovasculares 

(148), drogas usadas no tratamento do hipotireoidismo (149), antimicrobianos 

antibióticos (150-152), antimicrobianos quimioterápicos (153, 154) e 

anfetaminas (155-158). Outras são utilizadas para a determinação de metais 

em diversos meios: magnésio em água potável e plasma sangüíneo (159) e 

amostras sem aplicação específica (160-162); molibdênio em tecidos vegetais 

(163); vanádio em água do mar (164); titânio em amostras geoquímicas e ligas 

metálicas (165); alumínio em água do mar (166); e paládio em amostras 

sintéticas de minérios (167). 

Quinonas são também utilizadas para a determinação de: áminas 

alifáticas primárias e secundárias (158, 168); poluentes atmosféricos devido a 

aminas (169) e aminas aromáticas (170); aminoácidos em plasma sangüíneo e 

em urina (171, 172); proteínas (173); determinação simultânea de aminoácidos 

e proteínas (174); compostos orgânicos bromados e iodados (175); cianeto (176); 

.. 
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dióxido de cloro em água potável (177); além de indicador eletroquímico 

indireto em CLAE para aminas (178); e como pré-concentrador de metais 

(179). 

A produção de quinonas em diversas reações bioquímicas é 

utilizada para fins analíticos, como por exemplo, para medir a oxidação de 

glicose (180) ou a concentração de glicose (181) através de um eletrodo feito de 

glicose oxidase-benzoquinona-pasta de carbono. 

Hasebe e cols. (182) determinaram, espectrofotometricamente, 

catecol e diversas catecolaminas (L-dopa, dopamina, noradrenalina e 

adrenalina) baseado no fato de que polifenóis são enzimaticamente 

convertidos a ortoquinonas pela tirosinase e são quimicamente regenerados a 

fenóis pelo ácido ascórbico; este ciclo provoca um aumento do pH que pode 

ser medido, em espetrofotômetro, com azul de bromotimol. Rzpecki e Waite 

(183) utilizaram a reação entre prolina e quinonas, que é produto de reação de 

catecóis, para a determinação de catecoloxidases. Roy e Archibald (184) 

descreveram um método para a determinação de quinona oxiredutase. 

A maioria das metodologias acima citadas utiliza a 

espectrofotometria UV-Vis (144-158, 165, 167-172, 175, 177, 182-184), algumas 

utilizam a fluorometria (140, 142, 143, 152, 156, 159-163, 176) e metodologias 

eletroanalíticas também são descritas (164, 166, 177, 180, 181). 

Na presente tese utilizamos a p-benzoquinona (PBQ), VIa 

espectrofotometria, para a determinação da concentração de proteínas totais 

em diversos meios e para monitorar a quantidade de amino grupos livres em 

SPFS. Devemos ressaltar, no entanto, que PBQ já foi anteriormente utilizada 

para diversos fins analíticos, tais como: determinação de tiro xi na (149), 

cicloserina (152), antimicrobianos à base de sulfa (154), aminas primárias e 

secundárias (168), aminas aromáticas (170), aminoácidos (171, 172), cianeto 

(176) e determinação simultânea de aminoácidos e proteínas (174). 
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MECANISMOS DE REAÇÃO PROPOSTOS ENTRE QUINONAS E AMINAS, 

AMINOÁCIDOS E PROTEÍNAS 

A interação entre quinonas e aminas, aminoácidos e proteínas é 

objeto de controvérsia na literatura. Slifkin (185) e Birks e Slifkin (186), 

sugerem a formação de um complexo de transferência de carga (CTC), no qual 

ocorre uma transferência de carga do par de elétrons n do doador nitrogênio, 

para o aceptor quinona. A transferência de carga ocorre mesmo estando quase 

todo o aminoácido na forma zwitteriônica e em pH 7,0, porém, cerca de 1,0 % 

do aminoácido é neutro e age como uma amina primária. A forma 

positivamente carregada do nitrogênio não é apropriada para o complexo de 

transferência de carga em pH na região alcalina. 

Birks e Slifkin (186) observaram que a reação entre cloranil e 

diversas proteínas ocorre em pH alcalino, mas não em pH neutro ou ácido. 

Em pH básico ocorre aumento da velocidade de reação provavelmente por 

facilitar a desnaturação das proteínas expondo os grupos amínicos, os quais 

podem estar neutros favorecendo a formação de CTC. 

Foster (187), dentre outros, discorda da formação de CTC e 

propõe a formação de quinonas mono e dissubstituídas dependendo da 

relação aminoácido / quinona . Hassan e cols. (168) e Iskander e cols. (170), 

estudando a reação de PBQ e aminas alifáticas primárias e secundárias e 

aminas aromáticas, respectivamente, isolaram compostos mono e 

dissubstituídos. Hassan e cols. (168) propuseram um mecanismo de reação 

entre a piperidina e PBQ (figura 8) e Iskander e Medien (172), isolando 

compostos monossubstituídos da reação entre PBQ e aminoácidos, 

propuseram um mecanismo de reação (figura 9). Segundo diversos autores, a 

formação de compostos mono ou dissubstituídos depende da relação de 

concentração entre as substâncias envolvidas (ex. PBQ/ amina). 
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Apesar de todas as evidências experimentais, Slifkin (185) e 

outros sugerem a formação de CTC e, dependendo das condições de reação 

(pH, aquecimento, concentração relativa dos reagentes, etc.), a posterior 

transformação deste composto numa quinona mono ou dissubstituída. 

A reação entre quinonas e aminas, aminoácidos ou proteínas 

pode, portanto, resultar em complexo de transferência de carga (CTC), 

compostos mono ou dissubstituídos e compostos chamados bases de Schiff. 

Porém, os mecanismos envolvidos nestas reações não estão ainda bem 

estabelecidos necessitando-se maiores estudos. 

Na presente tese, também utilizamos a PBQ para identificar 

amino grupos livres em SPFS, já que a PBQ e aminoácidos reagem em estado 

sólido (188) formando compostos púrpuros que se tornam marrons, sendo o 

provável mecanismo a formação de um radical livre, como mostrou o sinal 

de EPR, e em seguida a decomposição para quinonas substituídas ou CTC 

(figura 10). 

METODOLOGIAS PROPOSTAS NO PRESENTE TRABALHO PARA A 

DETERMINAÇÃO DE PROTEÍNAS TOTAIS E DETERMINAÇÃO DE AMINO 

GRUPOS LIVRES EM SPFS 

A presente tese propõe metodologias utilizando a PBQ para 

determinar a concentração de proteínas totais em leite em pó desnatado, 

plasma sangüíneo e em diversos tecidos de rato, considerando o mecanismo 

proposto por Slifkin (185), onde a reação entre quinonas e aminas ou 

aminoácidos é uma reação de CTC cujos elétrons dos amino grupos seriam 

utilizados pelas quinonas para formar o complexo. Todas as metodologias 

propostas foram comparadas com as recomendadas ou com as mais utilizadas. 
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Para determinar a concentração de proteínas totais em diversos 

tecidos de rato, o método da PBQ foi comparado com o método de Lowry e 

cols. (46) modificado por Hartree (69) e com o FFDW (free fat dry weight) (189). 

Para determinar a concentração de proteínas totais em plasma sangüíneo, o 

método proposto foi comparado com o método de biureto (22), que é o 

recomendado pela Associação Americana de Análises Clínicas (23, 24, 42). O 

método desenvolvido para determinar a concentração de proteínas totais em 

leite em pó desnatado foi comparado com os métodos de Kjeldahl (13, 190) e 

de Lowry e cols. (46). Para a determinação de amino grupos livres em síntese 

de peptídeos em fase sólida (SPFS) o método da PBQ foi comparado com o 

mais utilizado, que é baseado na reação de Kaiser e cols. (136). 
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OBJETIVOS 

A presente tese teve por objetivos: 

a) desenvolver metodologia para a determinação de proteínas totais em 

várias matrizes; 

b) aplicar a metodologia desenvolvida na determinação de proteínas totais 

em diversas matrizes; 

c) comparar a metodologia desenvolvida nas matrizes com as 

metodologias recomendadas ou mais utilizadas; 

d) desenvolver uma metodologia para a determinação de amino grupos 

livres em síntese de peptídeos em fase sólida (SPFS); 

e) comparar a metodologia desenvolvida com a metodologia mais utilizada 

na determinação de amino grupos livres em SPFS. 
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MATERIAIS E MÉTODOS 

MATERIAIS E MÉTODOS UTILIZADOS PARA A DETERMINAÇÃO DE 

PROTEÍNAS TOTAIS EM PLASMA SANGÜÍNEO 

MATERIAIS 

EQUIPAMENTOS: 

Foi utilizado o espectrofotômetro Varian UV-Vis DMS-80 para 

obtenção dos espectros e o espectrofotômetro Shimadzu UV-Vis 100-02 para as 

determinações analíticas. 

SOLUÇÕES: 

Soluções utilizadas para a determinação de proteínas totais em plasma 

sangüíneo pelo método da p-benzoquinona (PBQ) : 

- proteínas: padrões contendo 1,500 g/l das proteínas albumina de soro 

bovino (BSA, fração V, INLAB, São Paulo), ovoalbumina (OA, grau lI, 

Sigma), tripsina (tipo I, Sigma), caseína (tipo Hammarsten, Merck), albumina 

de soro humano (HSA, fração V, Sigma) e pepsina (Sigma) foram usados. 

- p-benzoquinona (PBQ): foi preparada, em dimetil sulfóxido, uma solução 

0,1 M de PBQ (Riedel, Hannover, GE) (purificada por sublimação), podendo 

ser utilizada por no máximo uma semana. Cuidado foi tomado com a 

sublimação de PBQ, pois exposição crônica ao seu vapor pode causar danos à 

córnea. 
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- interferentes: como interferentes no método da PBQ foram estudados o 

citrato de sódio, a heparina e o ácido etilenodiamintetraacético (EDTA), que 

são usados como anticoagulantes do sangue. Foram usados heparina em 

solução aquosa ( Liquemine 50 mg/mL, Roche, Rio de Janeiro, RJ), e soluções 

de EDTA e citrato de sódio 1,000 g/L (Reagen, Rio de Janeiro, RJ) preparadas 

em água destilada. Momentos antes do uso, as soluções foram diluídas em 

água destilada em diversas concentrações. 

- tampão: foi usada uma solução 0,1 M de fosfato (Na2HP04/NaH2P04), pH 

6,0 como tampão. 

Soluções utilizadas para a determinação de proteínas totais em plasma 

sangüíneo pelo método de biureto (22): 

- reagente de biureto: foram dissolvidos 3,00 g de sulfato de cobre penta­

hidratado em cerca de 500 mL de água destilada e adicionados 9,0 g de tartarato 

de sódio e potássio e 5,0 g de iodeto de potássio. Após a solução estar clara, 

foram adicionados 100 mL de hidróxido de sódio e completado o volume para 

1 litro com água destilada. 

- proteína: albumina de soro bovino (BSA, fração V, INLAB, São Paulo), 

contendo 20 g/L foi preparada com água destilada. 

MÉTODOS 

Amostras de plasma sangüíneo: 

Foram utilizados 40 ratos machos, adultos, da linhagem Wistar, 

pesando entre 180 e 220 g. Os animais, provenientes do Biotério Central da 

Universidade Estadual de Londrina , foram mantidos no Biotério do 
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Departamento de Ciências Fisiológicas, em gaiolas individuais, em ambiente 

de temperatura (23°C) e luz (ciclo claro/escuro de 12 horas) controladas e com 

livre acesso ao alimento (ração comercial Purina) e à água. Os ratos foram 

sacrificados por decapitação, o sangue foi colhido em tubos contendo heparina 

(0,2 mg/mL de concentração final) e imediatamente centrifugado (3.000 r.p .m ., 

por 30 minutos). Todo o plasma obtido foi separado em alíqüotas de 0,5 mL e 

armazenado a -18°C até utilização. 

Método de Biureto (22): 

Foram transferidos 100 IlL de plasma para um tubo de ensaio e 

adicionados 900 IlL de água destilada. Uma alíqüota de 200 IlL desta solução 

foi transferida para outro tubo e 4,0 mL do reativo de biureto adicionados. A 

curva padrão foi preparada pela diluição de BSA (20,0 g/L) nas concentrações 

0,0; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 e 3,0 g/L, com volume final de 4,2 mL, após a adição do 

reativo de biureto. As amostras foram mantidas, por 20 minutos, em 

temperatura ambiente e as leituras feitas em 560 nm contra o branco (0,0 g/L). 

Método da PBQ: 

Foram transferidos 100 IlL de plasma para um tubo de ensaio e 

1,0 mL de tampão fosfato (pH 6,0) foi adicionado. Alíqüota de 100 IlL desta 

solução foi transferida para outro tubo de ensaio e o volume completado para 

5,0 mL com tampão fosfato (pH 6,0). A curva padrão foi preparada pela 

diluição de albumina de soro bovino (1,500 g/L) com tampão fosfato (pH 6,0) 

nas concentrações de O, 60, 120, 180 e 240 Ilg/mL, sendo 5,0 mL o volume final 

para cada tubo. Foram adicionados 50 IlL do reagente PBQ (0,1 M) em todos os 

tubos, os quais foram agitados, cobertos com pérolas de vidro e aquecidos em 

banho-maria, por 20 minutos, a 100°C. Após resfriamento, na temperatura 

ambiente, as leituras foram feitas em 350 nm contra o branco (0,0 J.1,g/mL). 
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MATERIAIS E MÉTODOS UTILIZADOS PARA A DETERMINAÇÃO DE 

PROTEÍNAS TOTAIS EM DIVERSOS TECIDOS DE RATO 

MATERIAIS 

EQUIPAMENTOS: 

Os espectros foram obtidos com o espectrofotômetro Varian UV­

UV-Vis 100-02. Centrífugas: Incibras, model spin VI e Sorvall e 

homogeneizador de tecidos. 

SOLUÇÕES: 

Soluções utilizadas para a determinação de proteínas totais em diversos 

tecidos de rato pelo método da p-benzoquinona (PBQ): 

- proteínas: solução padrão de 1,500 g/L de albumina de soro bovino foi 

preparada em água destilada. 

- p-benzoquinona (PBQ): foi preparada, em dimetil sulfóxido, uma solução 

0,1 M de PBQ (Riedel, Hannover, GE) (purificada por sublimação), podendo 

ser utilizada por no máximo uma semana. Cuidado foi tomado com a 

sublimação de PBQ, pois exposição crônica ao seu vapor pode causar danos à 

córnea. 

- tampão: uma solução 0,2 M de fosfato (Na2HP04/NaH2P04), pH 6,5, foi 

usada como tampão. 
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homogeneizador de alta velocidade. As amostras foram subdivididas, sendo 

uma parte centrifugada em baixa velocidade de rotação (2.000 r .p.m.) e a outra 

em alta velocidade de rotação (18.000 r.p.m.), por 15 minutos, a 4°C e o 

sobrenadante separado em alíqüotas, com pipeta Pasteur, armazenadas em 

tubos Eppendorf de 0,5 mL a -18°C até o uso. 

Determinação de proteínas totais pelo método de FFDW (free fat dry weight) 

(189): 

o material graxo foi extraído do tecido e o peso seco medido foi 

considerado como a quantidade de proteínas totais do tecido. Para extrair o 

material graxo, acetona e éter etílico foram usados. Acetona a 4°C foi 

adicionada ao tecido homogeneizado, na proporção de 10 mL de 

homogeneizado de tecido e 67 mL de acetona, sendo a mistura agitada por 10 

minutos. O precipitado formado foi sedimentado por centrifugação, a 2.000 

r.p.m. , por 10 minutos, a 4°C. A acetona foi cuidadosamente retirada com 

uma pipeta Pasteur e o sedimento foi homogeneizado e extraído mais duas 

vezes, sendo uma das extrações com acetona e outra com éter etílico. O 

precipitado foi seco em estufa a 60°C até peso constante. 

Determinação de proteínas totais pelo método de Lowry modificado por 

Hartree (69): 

Para os tecidos fígado, rim, baço, coração, músculo gastrocnêmio 

e cérebro, 100 !lL d~? homogeneizados foram diluídos para 1 mL com água 

destilada e uma alíqüota de 100 !lL foi utilizada para a análise; para gordura 

epididimal foram utilizados 20 !lL sem diluição. Todas as amostras foram 

posteriormente diluídas para 1 mL com água destilada e 0,9 mL da solução A 

foi adicionado. Os tubos foram colocados em banho-maria, a 50°C, por 10 

minutos, e depois resfriados em temperatura ambiente; então 0,1 mL da 

solução B foi adicionado; após repouso por 10 minutos, foram adicionados 3,0 
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mL da solução C e os tubos aquecidos em banho-maria, a 50°C, por 10 

minutos . As amostras foram resfriadas e as absorbâncias lidas em 650 nm, 

contra o branco (0,0 g/L), em cubetas de 1 cm de caminho ótico. A curva 

padrão foi preparada com BSA nas concentrações de 0,0; 5,0; 10,0; 15,0; 20,0 

Ilg1 mL e submetidas aos mesmos procedimentos das amostras. 

Determinação de proteínas totais em diversos tecidos de rato pelo método da 

p-benzoquinona: 

Para a gordura epididimal foram usados 100 IlL do 

homogeneizado e para todos os outros tecidos foram utilizados 25 IlL dos 

homogeneizados; a seguir o volume foi completado para 5,0 mL com tampão 

fosfato (pH 6,5). A curva padrão foi preparada pela diluição de albumina de 

soro bovino (1,500 g/L) com tampão fosfato (pH 6,5) nas concentrações de O, 

30, 60, 90 e 120 Ilg/mL, sendo 5,0 mL o volume final para cada tubo. Foi 

adicionado 50 IlL do reagente PBQ (0,1 M) em todos os tubos os quais foram 

agitados, cobertos com pérolas de vidro e aquecidos em banho-maria, por 20 

minutos, a 100°C. Após resfriamento, à temperatura ambiente, as leituras 

foram efetuadas em 350 nm contra o branco (0,0 Ilg/mL). 

MATERIAIS E MÉTODOS UTILIZADOS PARA A DETERMINAÇÃO DE 

PROTEÍNAS TOTAIS EM LEITE EM PÓ DESNATADO 

MATERIAIS 

EQUIPAMENTOS: 

Os espectros foram obtidos com o espectrofotômetro Varian UV­

Vis DMS-80 e as determinações analíticas com o espectrofotômetro Shimadzu 

UV-Vis 100-02. 
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SOLUÇÕES: 

Soluções utilizadas para a determinação de proteínas totais em leite em pó 

desnatado pelo método da p-benzoquinona: 

- proteínas: uma solução de 0,5 g/L de caseína (Riedel) foi preparada em água 

deionizada e usada como padrão em todas as determinações analíticas 

espectrofotométricas. 

- p-benzoquinona: p-benzoquinona (PBQ) (Riedel, Hannover, GE) foi 

purificada por sublimação e urna solução 0,1 M da mesma foi preparada em 

dimetil sulfóxido, podendo ser esta utilizada por uma semana no máximo. 

Cuidados devem ser tomados com a sublimação de PBQ, pois exposição 

crônica ao seu vapor pode causar danos à córnea. 

- tampão: soluções 0,2 M de fosfato (Na2HP04/NaH2P04) combinados, com 

pH 6,0 e 6,5, foram usados corno tampões. 

Soluções utilizadas para a determinação de proteínas totais em leite em pó 

desnatado pelo método de Lowry (46): 

- proteínas: uma solução de 0,10 g/L de caseína (Riedel) foi preparada em 

água deionizada e usada corno padrão em todas as determinações analíticas 

espectrofotométricas. 

- solução A: uma solução 2,0 % de carbonato de sódio foi preparada em 0,10 M 

de hidróxido de sódio. 
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- solução B: uma solução 0,5 % de sulfato de cobre penta-hidratado foi 

preparada em 1,0 % de tartarato de sódio ou potássio. 

- solução C: 50 mL da solução A foi misturado com 1,0 mL da solução B 

(solução válida por 1 dia) . 

- solução D: foi preparado pela diluição (2 vezes) do reagente de Folin­

Ciocalteau (sigma). 

Soluções utilizadas para a determinação de proteínas totais em leite em pó 

desnatado pelo método de Kjeldahl (190): 

- solução padrão de hidróxido de sódio (0,10 M): foram dissolvidos 4,0 g de 

hidróxido de sódio em 200 mL de água destilada previamente fervida e 

completado o volume para 1 litro. Esta solução foi padronizada com a 

solução padrão de ácido clorídrico no dia do uso e sempre mantida em frasco 

de polietileno. 

- solução padrão de ácido clorídrico: foram adicionados 6,2 mL de ácido 

clorídrico concentrado P.A. em 200 mL de água destilada e o volume 

completado para 1 litro. A solução foi padronizada com carbonato de sódio 

previamente seco a peso constante. 

- solução 30 % de hidróxido de sódio: foram dissolvidos 30 g de hidróxido de 

sódio em 100 mL de água destilada e a solução mantida em frasco de 

polietileno. 

- solução 0,6 M de tiossulfato de sódio: foram dissolvidos 9,5 g de tios sulfato 

de sódio em 200 mL de água destilada e o volume completado para 1 litro. 
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MÉTODOS 

Determinação de proteínas totais em leite em pó desnatado pelo método da p­

benzoquinona (curva padrão): 

Foi preparada uma solução de 0,5 g/L de leite em pó desnatado 

em tampão fosfato (pH 6,0) e 3,0 mL transferidos para balão volumétrico de 10 

mL e completado o volume com tampão. As concentrações de caseína da 

curva padrão foram: O; 25; 50; 100; 150; 200 e 250 ~g/mL. Foram transferidos 3,0 

mL de cada ponto da curva padrão e da amostra problema para tubos de 

ensaio e 20 ~L de PBQ (0,1 M) adicionados; os tubos foram selados, aquecidos a 

100°C, por 10 a 20 minutos, resfriados e a leitura das absorbâncias feita em 350 

nm contra o branco (0,0 ~g/mL de caseína). 

Determinação de proteínas totais em leite em pó desnatado pelo método da p­

benzoquinona (adição de padrão): 

Foi preparada uma solução de 0,5 g/L de leite em pó desnatado, 

em tampão fosfato (pH 6,0), seis alíqüotas de 3,0 mL desta transferidas para 

seis balões volumétricos de 10 mL, adicionado caseína nas concentrações de O; 

25; 50; 75; 100 e 125 ~g/mL e o volume completado com tampão fosfato . 

Foram retirados 3,0 mL de cada solução, colocados em tubos de ensaios (3,0 

mL de tampão fosfato foi usado como branco), adicionados, em cada tubo, 20 

~L de PBQ (0,1 M), selados, aquecidos a 100°C, por 10 minutos, resfriados e a 

leitura feita em 350 nm contra o branco (0,0 ~g/mL de caseína). 

Determinação de proteínas totais em leite em pó desnatado pelo método de 

Lowry (46): 

Foi preparada uma solução de 0,500 ou 1,000 g/L de leite em pó 

desnatado em água destilada, 100 ~L desta solução pipeta dos para um tubo de 

ensaio, adicionado 1,0 mL da solução C, misturado, deixado em repouso por 

... ... 
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10 minutos à temperatura ambiente, 100 JlL da solução D adicionados, 

misturado e deixado em repouso por 30 minutos à temperatura ambiente. As 

concentrações de caseína da curva padrão foram: 0,0; 25; 50; 75 e 100 Jlg/mL. 

As leituras foram feitas em 650 nm contra o branco (0,0 Jlg/mL de caseína). 

Determinação de proteínas totais em leite em pó desnatado pelo método de 

Kjeldahl (190): 

Foi pesado 1,000 g de leite em pó desnatado, colocado no frasco 

de digestão, adicionado 0,5 g de sulfato de cobre, 15 g de sulfato de potássio e 25 

mL de ácido sulfúrico, misturado, aquecido por 2 h e esfriado; 25 mL de 

tiossulfato 0,6 M, em 200 mL de hidróxido de sódio, foram adicionados (balão 

sempre mantido em banho de gelo), o frasco conectado imediatamente ao 

sistema de destilação (a saída do condensador sempre mantida imersa em 200 

mL da solução padrão de ácido clorídrico), agitado e o aquecimento iniciado. 

Foram colocadas de 5 a 7 gotas de indicador vermelho de metila na solução 

padrão de ácido clorídrico. Amônia foi destilada até o volume mínimo de 150 

mL e o excesso de ácido titulado com a solução padrão de hidróxido de sódio. 

MA TERIAIS E MÉTODOS UTILIZADOS PARA A DETERMINAÇÃO DE 

AMINO GRUPOS LIVRES EM SÍNTESE DE PEPTÍDEOS EM FASE SÓLIDA 

MATERIAIS 

EQUIPAMENTOS: 

Espectrofotômetro UV-Vis Kontroy, placa de aquecimento e 

Shaker para síntese foram utilizados. 
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REAGENTES E SOLUÇÕES: 

Reagentes utilizadas para a determinação de aminogrupos livres em síntese 

de peptídeos em fase sólida (SPFS) pelo método da p-benzoquinona (PBQ): 

- quinonas: p-benzoquinona (PBQ) [Matheson Coleman e Bell] e 2,6 dicloro-p­

benzoquinona (2,6 dicloro-PBQ) [Eastman Kodak Company] foram purificadas 

por sublimação. As quinonas: 2,5 dicloro-p-benzoquinona (2,5 dicloro-PBQ) 

[Kodak]; tetracloro-p-benzoquinona (p-cloranil) [Sigma]; 2,5 dicloro-o­

benzoquinona (o-cloranil) [Sigma]; indole-2,3 diona (isatin) [Sigma] e 

benz(a)antraceno-7,12 diona [Kodak] foram usadas sem prévia purificação. 

Reagentes e soluções utilizadas para a síntese de peptídeos estudados (130): 

- resina: 4 meti! benzilhidralamino (MBHA) adquirida da Bachem (Califórnia) 

- Boc-aminoácidos: ter-butiloxicarbonil-aminoácidos (Boc-AA) adquiridos da 

Peptide Institute Inc., sendo eles: Boc-Ala-OH, Boc-Asn-OH, Boc-Arg (Tos)­

OH, Boc-Pro-OH, Boc-His (Tos)-OH, Boc-Asp (OcHex)-OH e Boc-Met-OH. 

- Fmoc-aminoácidos: 9-fluorenil-metoxicarbonil-aminoácidos (Fmoc-AA) 

adquiridos da Peptides International, sendo eles: Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Met­

OH, Fmoc-Asn-OH, ~moc-Arg (Tos)-OH, Fmoc-Asp (oBzI)-OH; e Fmoc-Pro­

OH adquirido da Bachem (Califórnia). 

- solução de ácido trifluroacético (TFA): solução 50% TFA/50% diclorometano 

(V IV) utilizada para remover o grupo BOC. 
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- solução de ácido acético anidro: solução 50% ácido acético anidro/50% 

piridina (V IV) utilizada para acetilação. 

- solução de piperidina: solução 50% de piperidina/50% de dimetilformamida 

(V IV) utilizada para remoção do grupo Fmoc. 

- solução de diisopropiletilamina: uma solução 5% de diisopropiletilamina 

foi preparada com dic1orometano. 

Soluções utilizadas para a determinação de amino grupos livres em síntese de 

peptídeos em fase sólida (SPFS) pelo método da ninhidrina (137): 

- solução 1: foram misturados 40 g de fenol com 10 mL de etanol, aquecido até 

dissolver, adicionados 4 g de resina Amberlite MB-3, a solução agitada por 45 

minutos e filtrada . 

- solução 2: foram dissolvidos 65 mg de cianeto de potássio em 100 mL de 

água. Foram diluídos 2 mL da solução de cianeto de potássio para 100 mL com 

piridina, adicionados 4 g de resina Amberlite MB-3, a solução agitada por 45 

minutos e filtrada. 

- solução a: as soluções 1 e 2 foram misturadas. 

- solução b: foram dissolvidos 2,5 g de ninhidrina em 50 mL de etanol 

absoluto e a solução armazenada em frasco âmbar. 
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MÉTODOS 

Metodologia utilizada na preparação das amostras de Boc-aminoácido (Boc­

AA) e Fmoc-aminoácidos-Resina (Fmoc-AA-Resina) e peptídeos-Resina (130): 

No preparo das amostras de Boc-AA e Fmoc-AA-Resina foi 

utilizada a resina MBHA (0,5 g, 650 Ilmoles/ g de resina), que foi colocada em 

um frasco apropriado (15 mL) para SPFS e o mesmo fixado num "shaker", 

utilizando-se para o acoplamento as misturas de Boc-AAs e Fmoc-AAs, como 

segue: Boc-AA; Boc-AA(10 eq) e Fmoc-AA(l eq); Boc-AA(100 eq) e Fmoc-AA(l 

eq); Boc-AA(100 eq) e Fmoc-AA(O.5 eq) na resina. No caso da síntese dos 

peptídeo-Resina também foi utilizada a resina MBHA (650 Ilmoles/ g de 

resina), mas variando a massa de acordo com o peptídeo a ser sintetizado. Em 

todos os casos, foi utilizada, para o acoplamento, a seguinte relação equimolar: 

2,5 AA: 2,5 DCC: 2,5 HOBt, considerando a quantidade de amino grupos livres 

da resina igual a um. A utilização da mistura DCC/HOBt tem mostrado uma 

aceleração das reações evitando a racemização (130). 

Os acoplamentos foram realizados em diclorometano (DCM) ou 

misturas de DCM/DMF (dimetilformaamida) dependendo da solubilidade do 

aminoácido a ser acoplado. Foram efetuados dois acoplamentos de duas horas 

cada, porém para alguns aminoácidos (VaI, Thr, Ile) foi necessário um maior 

número de acoplamentos. Os aminoácidos acima citados são ~-ramificados, o 

que provoca impedimento estérico dificultando o acoplamento (130). 

A tabela 1 mostra o esquema usado para acoplar, lavar e 

neutralizar o peptídeo-Resina, assim como para retirar o grupo Boc no caso da 

síntese dos peptídeos-Resina mostrados na tabela 10. Após cada acoplamento e 

lavagem do peptídeo-Resina, o teste da ninhidrina, desenvolvido por Kaiser e 

cols. (136, 137), foi utilizado para verificar se algum grupamento amino 

permanecia livre. Para a síntese de Boc-AA e Fmoc-AA-Resina (tabela 9), as 

etapas de 1 a 5 foram seguidas e, em caso de teste de ninhidrina positivo, 
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TABELA 1 

Procedimento utilizado para a síntese de Boc-AA e Fmoc-AA-Re"sina e 

peptídeo-Resina. 

Etapa Procedimento N° de Tempo 
vezes (minutos) 

1 Acoplamento; AA 2,5/DCC 2,5/HOBt 2,5 1 120 

2 lavar com DCM 3 1 

3 lavar com propanol-2 2 1 

4 lavar com DCM 5 1 

5 teste da ninhidrina 

6 retirar grupo Boc; 50 % TF A/50 % DCM 1 1 

7 retirar grupo Boc; 50 % TFA/50 % DCM 1 24 

8 lavar com DCM 2 1 

9 lavar com metanol 2 1 

10 lavar com DCM 2 1 

11 lavar com metanol 2 1 

12 lavar com DCM 2 1 

13 neutralizar com 5 % de DIEA em DCM 3 3 

14 lavar com DCM 1 1 

15 lavar com metanol 1 1 

16 lavar com DCM 3 1 

DCM: diclorometano; TFA: ácido trifluroacético; DIEA: diisopropiletilamino; 

DCC: N, N' diciclohexilcarbodiimida; HOBt: 1-hidroxibenzotriazol; AA: 

aminoácido; Boe: terc-butiloxicarbonil; Fmoc: N, a-fluorenilmetiloxicarbonil; 

R: 4-metil-benzilidralamina (MBHA). 
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executadas as etapas de 13 a 16 e, mais uma vez, as etapas de 1 a 5. Para a 

síntese dos peptídeos-Resina da tabela lO, após cada acoplamento (etapa 1), e 

teste de ninhidrina positivo, foram feitas as etapas de 13 a 16 voltando à etapa 

I, porém, se negativo, repetidas as etapas de 6 a 16 e então para a etapa 1 com o 

novo aminoácido a ser ligado ao peptídeo-Resina. A resina, em todos os casos, 

passou por um tratamento prévio antes do primeiro aminoácido ser ligado à 

mesma, isto é, foi submetida às etapas de 6 a 16. 

Acetilação das amostras Fmoc-AA e Boc-AA-Resina (130): 

No caso do preparo destas amostras, mesmo com teste de Kaiser 

e cols. (136, 137) negativo, a acetilação foi feita utilizando o esquema mostrado 

na tabela 2. Todas as amostras mostradas na tabela · 9 foram submetidas à 

acetilação, que foi efetuada no frasco onde a amostra foi sintetizada. 

Retirada do grupo Fmoc, das amostras Fmoc-AA e Boc-AA-Resina (130): 

Após a acetilação, foi retidado o grupamento Fmoc das amostras 

da tabela 9, conforme protocolo mostrado na tabela 3 . O procedimento foi 

realizado no mesmo recipiente em que a amostra foi sintetizada e acetilada, 

sendo esta uma das grandes vantagens da técnica de SPFS, pois não é 

necessário transferir as amostras de um recipiente para outro e, portanto, não 

há perda da amostra. Após este procedimento, as amostras foram seca das a 

vácuo, por 12 h, e armazenadas em câmara fria para futuro uso. 

Determinação de amino grupos livres em síntese de peptídeos em fase sólida 

(SPFS) pelo método da p-benzoquinona: 

Foram pesados em torno de 4 a 6 mg de peptídeo-Resina e 

colocados em tubo de ensaio de 10 x 75 mm. Foram adicionados 15 mg de PBQ 

misturando com uma espátula e aquecendo, a 100oe, por 20 minutos (o 

trabalho foi sempre executado dentro da capela). O tubo de ensaio foi esfriado 

.. .. 
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TABELA 2 

Procedimento utilizado para a acetilação das amostras da tabela 9. 

Etapa Procedimento N° de Tempo 
vezes (minutos) 

1 50 %piridina/50 % ácido acético anidro 1 1 

2 50 %piridina/50 % ácido acético anidro 1 120 

3 lavar com ácido acético 5 1 

4 lavar com diclorometano 5 1 
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TABELA 3 

Procedimento utilzado para a retirada do grupo Fmoc. 

Etapa Procedimento N° de Tempo 
vezes (minutos) 

1 retirar o grupo Fmoc com 50% DMF / 50% piperidina 2 2 

2 lavar com DMF 3 2 

3 lavar com DCM 3 2 

4 retirar o grupo Fmoc com 50% DMF/50% piperidina 3 2 

5 lavar com DMF 3 2 

6 lavar com DCM 3 2 

DMF: dimetilformamida; DCM: diclorometano. 
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à temperatura ambiente e comparado com o branco. O teste foi considerado 

positivo quando a coloração da amostra era vermelha ou amarelo-escura. O 

branco, podendo ser PBQ ou Boc-Ala-Resina, foi submetido ao mesmo 

procedimento da amostra (a determinação prévia da ninhidrina não pode · 

conter acima de 0,380 J..lmolesl g de resina de amino grupos livres pois, neste 

caso, o teste da PBQ poderá apresentar resultado positivo e a resina não 

poderá ser usada como branco). 

Determinação qualitativa de amino grupos livres em síntese de peptídeos em 

fase sólida (SPFS) pelo método da ninhidrina (137): 

Foram aquecidos 2 a 6 mg de amostra de peptídeo-Resina com 

100 J..lL do reagente a e 25 J..lL do reagente b num tubo de ensaio de 10 x 75 mm, 

por 10 minutos, a 100eC. Esfriou-se A solução foi esfriada em temperatura 

ambiente. O teste qualitativo foi considerado positivo quando o peptídeo­

Resina ou a solução era azul. 

Determinação quantitativa de amino grupos livres em síntese de peptídeos 

em fase sólida (SPFS) pelo método da ninhidrina (137): 

- baixa concentração de amino grupos (0-0,1 J..l moles): 

Foram pesados de 2 a 5 mg de amostra em um tubo de ensaio e 

adicionados 100 J..lL da solução a e 25 J..lL da solução b . Ao branco foram 

adicionados somente os reagentes. Os tubos foram agitados e colocados em 

uma placa de aquecimento a 100eC, por 10 minutos. Após resfriados, foi 

adicionado 1,0 mL de 60% de etanol em água e agitados. A mistura foi filtrada. 

em uma pipeta Pasteur contendo lã de vidro, e lavada duas vezes com 0,2 mL 

de Et4NCI 0,5 M em diclorometano. O volume foi completado para 2,0 mL 

com 60% de etanol e a absorbância do filtrado medida contra o branco em 570 

nm . 
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- elevada concentração de amino grupos (0,1-2,0 ~ moles): 

A amostra foi tratada como descrito no item anterior, porém 

diluída com 2,0 mL de 60% de etanol. A mistura foi lavada duas vezes com 0,5 

mL de Et4NCI 0,5 M em diclorometano. O volume foi completado para 25 mL 

com 60% de etanol e a absorbância do filtrado medida contra o branco em 570 

nm . 

TESTES ESTATÍSTICOS UTILIZADOS NO PRESENTE TRABALHO (191) 

As diferenças entre as médias foram testadas em significância 

pelo método de variância "ANOV A-one way" e os valores de F obtidos foram 

dados. A comparação específica entre as médias individuais foram testadas 

através dos testes de múltipla faixa, Student-Newman Keuls ou Dunnett, e as 

médias foram consideradas estatisticamente diferentes para p<0,05. 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

DETERMINAÇÃO DE PROTEÍNAS TOTAIS EM PLASMA SANGüíNEO 

Diversos métodos têm sido propostos para determinar proteínas 

totais e alguns têm sido aplicados em plasma sangüíneo baseando-se nos 

métodos de biureto (23,24,42-44), Lowry (192), Bradford (89) e infra-vermelho 

próximo (193), sendo que o recomendado é o de biureto (23, 24, 42). 

No presente estudo, utilizamos a p-benzoquinona (PBQ) para a 

determinação da concentração de proteínas totais em plasma sangüíneo, 

sendo que o espectro de absorção devido ao produto de reação entre PBQ e 

albumina de soro bovino (BSA) ou plasma sangüíneo, apresenta duas bandas, 

uma com máximo de absorção em 280 nm e outra em 350 nm, sendo esta 

última a banda utilizada para fins analíticos (figura 11). A banda de absorção 

com máximo em 350 nm segue a lei de Beer na faixa de 4-240 ~g/mL de BSA 

(tabela 4), de acordo com o critério de Ringbom (194). A absorção em 350 nm 

deve-se, provavelmente, a uma transição eletrônica por transferência de carga 

(185), pois em todas as concentrações de PBQ ou BSA/proteínas plasmáticas e 

tempos de aquecimento estudados (figuras 12 e 13), não observamos a 

formação de um precipitado marrom, o qual, segundo Slifkin e outros (185), 

deixaria de ser CTC e passaria a ser um composto mono ou dissubstituído (de 

cor marrom) em quinonas. Tal composto marrom foi por nós observado em 

pH 7,0, com tempos de aquecimento superiores à 20 minutos, a 100eC, ou com 

caseína em pH 6,5 com tempo de aquecimento acima de 60 minutos, a 100ec. 

A reação entre PBQ e BSA foi estudada em diversos tampões 

(tabela 5), sendo que seus espectros mostram que os tampões fosfato, 

fosfato/citrato e citrato apresentam idênticos resultados ou seja, os espectros 

obtidos possuem uma banda com máximo em 350 nm e outra com máximo 
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Figura 11. Espectro de absorção dos produtos de reação entre 1 mM de PBQ e 
BSA (a: 120 J..lg/ml) ou plasma sangüíneo (b: 2 J..ll/ml) . As amostras foram 
aquecidas à 100°C, por 20 minutos, em 0,1 M de tampão fosfato, pH 6,0 e 
volume final de 5,0 ml. 
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TABELA 4 

Absorbância específica a 350 nrn dos produtos de reação entre p-benzoquinona e 
proteínas. 

Absorbância 
Específica 

(cm2 Ilg-1 10 3) 

Desvio Padrão 

Limite de 
Detecção 

(llg/mL) 

BSA OA 

2,61 2,59 

0,31 0,26 

(8) (8) 

3,8 3,9 

HSA CASEÍNA TRIPSINA PEPSINA 

3,05 2,11 5,33 1,89 

0,28 0,09 0,24 0,15 

(3) (8) (8) (8) 

3,3 4,7 1,9 5,3 

As curvas padrão, para cada uma das proteínas, foram efetuadas na faixa de ° à 

240 Ilg/mL e as absortividades específicas (350 nrn) calculadas a partir da 

inclinação das curvas, sendo o caminho ótico igual a 1,0 em. O coeficiênte de 

correlação para todas as curvas foi sempre maior do que 0,98. Valores expressos 

como média, em cm2llg-1 103, e desvio padrão. O número de curvas é dado 

entre parênteses. Cada curva foi construída com cinco diferentes concentrações 

de proteínas. BSA = albumina de soro bovino; OA = ovo albumina; HSA = 

albumina de soro humano. 
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TABELA 5 

Estudo do efeito do tampão sobre a absorbância dos produtos de reação entre 

p-benzoquinona (PBQ) e albumina de soro bovino (BSA). 

Concentração Absorbância 

de 
Tampão Tampão ·Tampão Tampão 

BSA fosfato fosfato e citrato ftalato 

citrato 
(llg/mL) 

120 0,321 ± 0,020 0,495 ± 0,020 0,306 ± 0,009 0,446 ± 0,017 

(4) (4) (4) (4) 

180 0,510 ppt 0,468 0,583 

(1) (2) (2) 

240 0,704 ± 0,019 ppt 0,662 ± 0,004 0,832 ± 0,016 

(4) (5) (5) 

absortividade 

específica 
3,19 2,97 3,22 

(cm2Ilg-1103) 

As amostras foram aquecidas por 20 minutos, a 100·C, com 1 mM de PBQ em 

pH 6,0. O número de amostras . 
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em 280 nm, porém, o espectro das amostras no tampão ftalato apresentou 

apenas uma banda com máximo em 350 fim. O tampão fosfato/citrato não foi 

utilizado, pois nas concentrações de 180 e 240 Ilg/mL de BSA, o produto de 

reação precipitou. Os outros três tampões apresentaram resultados de 

absortividades específicas semelhantes e, portanto, optamos pelo tampão 

fosfato por ser um dos mais utilizados nesses casos. 

A figura 12 mostra o efeito de diferentes concentrações de PBQ 

sobre a absorbância de plasma sangüíneo e de BSA. Para a concentração mais 

elevada de BSA testada (240 Ilg1 mL), a absorbância aumentou quase que 

linearmente com o aumento da concentração, que foi de até 2,0 m.M de PBQ. 

Acima de 4,0 mM ocorreu apenas um pequeno aumento da absorbância. Para 

as concentrações de 60 e 120 Ilg/mL de BSA, bem como de plasma sangüíneo, 

ocorreram pequenos aumentos das absorbâncias nas concentrações de PBQ 

maiores do que 2,0 mM. A lei de Beer foi seguida para todas as concentrações 

de PBQ testadas, até mesmo para as tão baixas como 0,2 mM. Deslocamentos 

da banda, com máximo em 350 fim, não foram observados para quaisquer das 

concentrações de PBQ testadas . No entanto, para concentrações de PBQ 

maiores do que 2,0 mM, observou-se um significativo aumento da banda com 

máximo em 280 nm e o surgimento de uma banda com máximo em 520 nm 

(efeitos observados tanto para o plasma sangüíneo como para a BSA). 

As absorbâncias dos produtos de reação entre PBQ (1,0 mM) e 

proteínas aumentaram acentuadamente durante os primeiros 20 minutos de 

aquecimento, a 100DC, porém, pouco aumento foi observado após este tempo 

(figura 13) e, portanto, o tempo de 20 minutos, a 100DC, foi utilizado para 

determinar proteínas totais em plasma sangüíneo. O tempo de aquecimento, 

das amostras testadas na figura 13, não mudou os espectros de absorção. 

Os produtos de reação entre PBQ e BSA ou plasma sangüíneo 

(figura 14) e reativo de biureto com BSA ou plasma sangüíneo são estáveis 

por diversas horas. Amostras aquecidas por 20 minutos, a 100·C, e mantidas 
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Figura 12. Dependência da absorbância com a concentração de PBQ. As 
amostras de plasma sangüíneo (Â = 2 ~l/ml) ou BSA (. = 60 ~g/ml; ~ = 120 
).l.g/ml; O = 240 ).l.g/ml) foram aquecidas à 100·C, por 10 minutos, em 0,1 M de 
tampão fosfato, pH 6,0. 



A 
0,80 

0,60 

0,40 

0,20 

° 20 

Tempo 

53 

40 60 

(m;n) 

Figura 13. Dependência da absorbância com o tempo de aquecimento. As 
amostras de plasma sangüíneo (.Â. = 2 /ll / ml) ou BSA (. = 60 /lg / ml; L1 = 120 
/lg / ml; O = 240 /lg / ml) foram aquecidas à 100°C, em 0,1 M de tampão fosfato , 
pH 6,0 e contendo 1 mM de PBQ. 
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Figura 14. Estabilidade dos produtos de reação entre PBQ e BSA (120 ~g/ml) 

ou plasma sangüíneo (2 ~l / ml); As amostras foram mantidas à 4°C (~= BSA; 
O = plasma sangüíneo) ou à 30°C ( .... = BSA; • = plasma sangüíneo) . As 
amostras, em 0,1 M de tampão fosfato , pH 6,0, 1,0 mM de PBQ, foram 
aquecidas à 100o e, por 20 minutos, e as absorbâncias, no tempo zero, foram 
consideradas como 100%. 

~ 
~ 



60 

tanto a 4 como a 30°C, mostraram, após 2 horas, somente uma pequena 

diminuição da absorbância, seguida de um pequeno aumento nas próximas 48 

horas; para o método de biureto, observamos, após 2 horas, um pequeno 

aumento nas absorbâncias das amostras mantidas tanto a 4°C como a 30°C. 

Para o método da PBQ, os espectros de absorção, obtidos nos 

mesmos tempos da figura 14, não mostraram nenhum tipo de alteração. 

Portanto, o tempo de espera após o aquecimento não é um fator crítico para 

determinar proteínas totais no plasma sangüíneo pelo método da PBQ. A 

reação entre PBQ e soro e PBQ e plasma sangüíneo apresentaram o mesmo 

comportamento com relação à estabilidade (resultados não mostrados). 

A figura 15 mostra que a determinação . de proteínas totais do 

plasma sangüíneo, pelo método da PBQ, não é susceptível à interferência dos 

anticoagulantes mais comumente usados e nas concentrações recomendadas. 

Após diluição, pelo procedimento da PBQ, a concentração final de heparina é 

cerca de 0,2-0,4 mg/mL. Esta concentração de heparina, ou mesmo uma 

concentração 10 a 20 vezes maior, não interfere com o método da PBQ; o 

mesmo é válido para o EDTA e citrato (figura 15). 

A tabela 6 mostra uma comparação entre os métodos da PBQ e 

biureto (22). O erro padrão da média (EPM) observado com o método da PBQ, 

usando volumes de plasma sangüíneo de 10 ou 20 IlL, foi menor do que o 

observado com o método de biureto. Os resultados mostrados na tabela 6 não 

são significativamente diferentes entre si ; com isto podemos concluir que a 

metodologia proposta está em boa concordância com a metodologia mais 

utilizada (22). A equação da reta relacionando absorbância (Y) e concentrações 

de proteína no plasma (X), considerando-se de zero a 1.500 Ilg/mL após a 

diluição, foi Y = 0,00233 X + 0,0222 (N=4; coeficiente de correlação r=O,9987) 

para o método da PBQ e Y= 0,000217 X - 0,00819 (N=4; coeficiente de correlação 

r=O,9996) para o método de biureto (22). Embora a relação entre absorbância e 
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CITRATO 

• • 
I 

I I I 

20 40 60 (j.J9/ml) 

, 

I 
I 
I 

•• • EDTA 

I I 

10 20 (j.Jg/ml) 

• • HEPARINA 

I I 

2,0 4,0 (j.J9/ml) 

Figura 15. Efeito de anticoagulantes sobre as absorbâncias dos produtos de 
reação entre PBQ e BSA (120 Ilg/ml). As amostras foram aquecidas à 100°C, 
por 20 minutos, em 0,1 M de tampão fosfato, pH 6,0, contendo 1,0 mM de 
PBQ, e as absorbâncias foram normalizadas com relação às absorbâncias obtida 
com amostra sem anticoagulante (considerada como sendo 100%). 
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TABELA 6 

Proteínas totais em plasma sangumeo de ratos pelo método da p­

benzoquinona (PBQ) e do biureto (22). 

média 

erro padrão 

da média 

2,0 

66,6 

2,8 

(10) 

PBQ 

Plasma de rato 
(~L) 

5,0 10,0 

65,6 63) 

2) 1,3 

(12) (11) 

BIURETO 

Plasma de rato 
(~L) 

20,0 20,0 

65) 64,0 

IA 2,3 

(12) (6) 

Os volumes de plasma de rato (~L) correspondem aos volumes utilizados 

no volume total de reação, o qual foi de 5 mL para o método da PBQ e 4,2 

mL para o do biureto. Valores expressos como média, em g/L, e erro padrão 

da média. O número de ensaios é dado entre parênteses. BSA foi usada 

como padrão. F=1,05 e p=0,399. 
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concentração, obtidos para ambos os métodos, seja linear, a maior inclinação 

obtida pelo método da PBQ indica sua maior sensibilidade. 

A tabela 4 mostra a absortividade específica dos produtos de 

reação entre PBQ e diversas proteínas. O limite de detecção, com o uso do 

método da PBQ (4 I-lg/mL), é cerca de dez vezes maior do que com o método 

de biureto, (45 I-lg/mL, limites por nós obtido). Algumas modificações têm 

sido propostas para aumentar a sensibilidade do método de biureto, corno a 

adição do reagente de Folin-Ciocalteu (40) e a utilização da técnica de 

"stopped-flow" (195); estas metodologias melhoraram o limite de detecção do 

método de biureto em cerca de dez vezes, o que atribui a ele a mesma 

sensibilidade da metodologia aqui proposta, porém, com a desvantagem de 

utilizar o reativo de Folin-Ciocalteu (40), que é sujeito a muitas interferências 

(29, 43, 62-69) e utilizar um equipamento que não é comum em laboratórios 

de análises clínicas, corno o usado na técnica de "stopped-flow" (195), cujo uso 

dependeria do controle de diversos fatores para ser eficiente. 

DETERMINAÇÃO DE PROTEÍNAS TOTAIS EM DIVERSOS TECIDOS DE 

RATO 

Diversas metodologias têm sido desenvolvidas para determinar 

proteínas totais em tecidos ou partes de células; tais métodos são baseados nos 

métodos de Lowry (50, 51, 196), Bradford (90) e turbidimetria (197), sendo o 

método de Lowry o mais utilizado. 

Observamos que o método de Lowry e cols. (46), modificado por 

Hartree (69), é linear para concentrações de BSA entre 5 e 115 mg (69), e o 

limite de detecção é de 0,58 I-lgI mL, nas nossas condições experimentais; o 

método da PBQ é linear de 4 a 450 I-lg/mL e seu limite de detecção é de 2,63 

I-lg / mL. Apesar do método de Hartree (69) ter maior limite de detecção, o 

método da PBQ é linear numa ampla faixa de concentração de proteína. 
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Observamos que (tabela 7) pelo método de Hartree (69), elevada 

(18.000 r.p.m.), em relação à baixa (2.000 r.p.m.) velocidade de centrifugação do 

homogeneizado, reduziu, acentuadamente, a quantidade de proteínas totais 

do fígado (25%), rim (24%), baço (45%), coração (33%), músculo gastrocnêmio 

(18%), cérebro (39%) e gordura epididimal (13%). Pelo método da PBQ, por 

outro lado, elevada velocidade de centrifugação do homogeneizado provocou 

menor redução da quantidade de proteínas totais do fígado (3,0%), rim (17%), 

baço (46%) e coração (27%) e aumento nas concentrações do músculo 

gastrocnêmio (7%), cérebro (17%) e gordura epididirnal (24 %). Pelo método da 

PBQ, os valores de proteínas totais, com baixa e alta velocidade de 

centrifugação, não foram estatisticamente diferentes para fígado, músculo 

gastrocnêmio e cérebro, o mesmo acontecendo somente para o músculo 

gastrocnêmio pelo método de Hartree (69). 

Os resultados indicam que elevada velocidade de centrifugação 

pode causar, por precipitação por exemplo, urna substancial remoção das 

proteínas ricas em tirosina e/ou triptofano do homogeneizado e, 

conseqüentemente, mudar acentuadamente o conteúdo de proteínas totais . 

Estes resultados mostram mais urna vez a grande inconveniência de se 

utilizar o método de Lowry e cols. (46) modificado por Hartree (69). 

Com exceção do cérebro e gordura epididimal, a quantidade de 

proteína, após baixa velocidade de centrifugação do homogeneizado, foi 

sempre menor pelo método de Hartree (69) do que pelo método da PBQ para 

fígado (34%), rim (47%), baço (42%), coração (38%) e músculo gastrocnêmio 

(31 %). Os resultados obtidos mostram que o método proposto forneceu 

resultados muito mais próximos do método FFDW (189), adotado corno 

padrão, do que o método de Hartree (69). Para o rim e coração, com baixa 

centrifugação e para a gordura epididimal, em alta velocidade de 

centrifugação, a concentração de proteínas totais pelos métodos FFDW (189) e 

PBQ não foram estatisticamente diferentes entre si . Porém, o método de 
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TABELA 7 

Conteúdo de proteína, em mg/ g de tecido fresco, pelos métodos da p­

benzoquinona (PBQ), Hartree (69) e FFDW (189). 

MÉTODO DA PBQ MÉTODO DE LOWRY FFDW 

Tecidos LSC HSC LSC HSC LSC 

fígado 173 ± 11 168 ± 9 115 ± 2 * 86 ± 5,0 * 205 ± 8 * 

nm 155 ± 9 128 ± 8 # 82 ± 2# 62 ± 0,8 # 165 ± 2 

baço 183 ± 13 f 99 ± 4 107 ± 2 59 ± 3,0 f 142 ± 4 f 

coração 162 ± 12 t 118 ± 8 § 101 ± 3 § 68 ± 1,0 § t 142 ± 6 t 

músrulo 
72 ± 41; gpstTomêmio 77 ± 5 I; 50 ± 2 t 41 ± 1,0 t 128 ± 8 tI; 

cérebro 42 ± 5 49 ± 4 f 36 ± 2 e 22 ± 1,0 ef 101 ± 5 ef 

gordura 25 ± 3S 31 ± 1+' " 23 ± 1 ô + 20 ± 0,5 S' 31 ± 2 +' " 
epididimal 

A quantidade de proteína dos homogeneizados foi determinada pelos 

métodos de Hartree (69) e da PBQ após baixa velocidade de centrifugação (LSC) 

ou alta velocidade de centrifugação (HSC) das amostras e pelo método FFDW 

(peso seco livre de gordura) (189). Os resultados são apresentados como média 

e erro padrão da média de sete e dez determinações para LSC e HSC, 

respectivamente, e seis determinações para FFDW. * significativamente 

diferentes (F=38,48; p<O,OOOl); # significativamente diferentes (F=58,48; 

p<O,OOOl); f significativamente diferentes (F=61,83; p<O,OOOl); t § 

significativamente diferentes (F=28,39; p<O,OOOl); I; t significativamente 

diferentes (F=54,75; p<O,OOOl); e f significativamente diferentes (F=62,04; 

p<O,OOOl); Ô + ' " significativamente diferentes (F=11,11; p<O,OOOl); 

.~ 
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Hartree (69), em nenhum dos casos, apresentou resultados estatisticamente 

iguais (figura 16). Analisando o princípio dos dois métodos, podemos sugerir 

urna explicação para os resultados obtidos. Apesar da discordância (47, 48, 49) 

sobre os tipos de intermediários formados pela reação do método de Lowry, os 

grupos laterais dos aminoácidos tirosina e triptofano, que reagem com o 

reagente de Folin-Ciocalteau, podem contribuir significativamente para a 

absorbância final da solução. 

Estes aminoácidos conseguem reduzir urna mistura ácido-metal 

do reagente, pela remoção de átomos de oxigênio do molibdato, e produzir 

um composto de cor azul com leitura no visível (46) . Assim, a quantificação 

de proteínas totais nos tecidos pode variar conforme a quantidade dos 

aminoácidos tirosina e triptofano das proteínas a serem determinadas. 

Esta é urna desvantagem do método de Lowry e cols. (46) que as 

modificações de Hartree (69) não corrigiram. Em contraste com o reagente de 

Folin-Ciocalteau, PBQ reage com todos os aminoácidos proteicos (171, 172, 

174), o que torna a PBQ um reagente ideal para detectar proteínas com baixos 

teores de tirosina, triptofano, cistina, cisteína e histidina. Portanto, as medidas 

de proteínas totais dos tecidos, pelo método da PBQ, são mais exatas do que as 

obtidas pelo método de Hartree (69). 

DETERMINAÇÃO DE PROTEÍNAS TOTAIS EM LEITE EM PÓ DESNATADO 

o método de Kjeldahl (13, 190), devido à sua simplicidade, 

continua sendo, até os dias de hoje, o mais utilizado nas áreas de ciências de 

alimentos, tecnologia de alimentos e áreas afins, porém, outras metodologias 

têm sido estudadas. Para determinar proteínas totais em leite, o método de 

Kjeldahl (13) é utilizado corno referência. 
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Figura 16. Concentração de proteínas totais em diversos tecidos de rato . 
Valores calculados a partir dos resultados de baixa velocidade de centrifugação 
dos homogeneizados de fígado, rim, baço, coração, músculo gastrocnêmio, 
cérebro e gordura epididimal, como mostrado na tabela 7. A concentração de 
proteínas foi determinada pelos métodos da PBQ e de Lowry (46) modificado 
por Hartree (69), sendo considerado como 100% o método de FFDW (189). 



68 

Keller e Neville (61) compararam os métodos de Kjeldahl (13), 

Lowry e cols. (46), Bradford (81 ) e Smith e cols. (49), concluíndo ser o método 

da BCA o mais aceitável para determinar proteínas totais no leite. Verheul e 

Cornelissen (198) sugeriram a utilização do método de biureto, Bergqvist (87) 

o método de Bradford (81); e Lbnnerdal e cols. (199) o método de Lowry e cols. 

(46). Não existe, portanto, um concordância sobre qual o melhor método 

espectrofotométrico para determinar proteínas totais em leite. 

Church e cols . (200) estudaram a aplicação de uma metodologia 

baseada na reação entre aminoácidos, o-ftaldialdeído e ~-merca ptoetanol 

formando um aduto que absorve fortemente em 340 nrn, após hidrólise das 

proteínas do leite . O método de biureto (22) também foi usado por Owen e 

Andrews (38), assim como o de Lowry e cols. (46) por Patton e Hutson (60). 

A figura 17 mostra o espectro de absorção dos produtos de reação 

entre a PBQ e a caseína. A banda com máximo em 350 nm, segue a lei de Beer 

até o limite superior de 250 !lg/ mL de caseína, podendo então ser utilizada 

para fins analíticos. Para análise das amostras, pelo método da adição de 

padrão, o período de aquecimento foi de 10 minutos, podendo ser extendido 

até 40 minutos (pH 6,0), sem ocorrer destruição do composto formado . Pelo 

método de curvas padrão, o período de aquecimento foi de 20 minutos devido 

à maior concentração de proteínas na amostra. 

Pela figura 18 observa-se um grande aumento da absorbância nos 

pnmeuos 20 minutos de aquecimento, seguido de um pequeno aumento 

após mais 20 minutos; a reação se completa em 25 minutos, a 100·C. Se 

aquecermos todas as amostras, inclusive o branco, em tempos iguais, as 

absorbâncias seguem a lei de Beer. O fator tempo de aquecimento suplanta o 

ganho na sensibilidade, pois apenas 10 minutos de aquecimento fornece 0,12 

de absorbância e 20 minutos fornece 0,20. 

A figura 19 mostra o efeito da concentração de PBQ sobre a 

absorbância, onde a lei de Beer foi obedecida e as mesmas bandas observadas 



._--- -

A 

0,4 

0,3 

0,2 

0,1 

69 

350 

520 

300 400 500 

À (nm) 

Figura 17. Espectro de absorção dos produtos de reação entre 50 (a), 100 (b) ou 
125 (c) j..Lg/mI de caseína e 20 j..LI de PBQ (0,1 M), 10 minutos de aquecimento, à 
100°C, em tampão fosfato 0,2 M, pH 6,0. 
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Figura 19. Dependência da absorbância com a concentração de PBQ. As 
amostras (caseína, 100 !lg/ml) foram aquecidas com diferentes quantidades de 
PBQ (0,1 M) em tampão fosfato, pH 6,0, à 100°e, por 10 minutos. 
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para todas as concentrações de PBQ utilizadas . A reação entre PBQ e caseína 

foi realizada em pH 6,0 e 6,5, porém, acima de pH 7,0 forma-se um precipitado 

marrom, devido à destruição de CTC, tornando a reação inaceitável para fins 

analíticos, corno preconizado por Slifkin (185) . 

Os dados obtidos com o método da PBQ foram comparados com 

os métodos de Lowry e cols. (46) e Kjeldahl (13, 190) (tabela 8). Os melhores 

resultados com o método da PBQ foram obtidos com a adição de padrão, em 

pH 6,0; o método de Lowry (46) apresentou um desvio comparável ao da PBQ, 

e pelo de Kjeldahl (190) obteve-se o menor desvio padrão. O método de 

Kjeldahl (190), portanto, forneceu os menores valores de proteínas totais, 

sendo estatisticamente diferentes de quaisquer outros valores de proteínas 

totais . Em relação às metodologias espectrofotométricas, com exceção da 

adição de padrão (pH 6,0; 0,5 g/l) e Lowry 1,0 g/l, todos os outros valores são 

iguais entre si. Corno o método da adição de padrão não é prático para analisar 

um grande número de amostras, a curva padrão pode ser utilizada (tabela 8). 

Possivelmente o leite, embora desnatado, ainda deveria conter 

pequena concentração de gordura o que pode ter ocasionado interferência. 

Diversos autores (61, 199) observaram que metodologias espectrofotométricas 

superestimam a concentração de proteínas totais quando comparadas com o 

método de Kjeldahl (13, 190). 

DETERMINAÇÃO DE AMINO GRUPOS LIVRES EM SÍNTESE DE 

PEPTÍDEOS EM FASE SÓLIDA (SPFS) 

A quinona, 2,3,5,6-tetracloro-p-benzoquinona (cloranil), foi 

utilizada por Christensen (134), para monitorar a síntese de peptídeos pela 

técnica de SPFS e o método mostrou sensibilidade igual a do método de 

Kaiser e cols. (136), o mais utilizado. No presente trabalho, desenvolvemos 
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urna metodologia, para tal, baseada na reação em estado sólido entre a PBQ e o 

peptídeo ligado à resina; essa reação foi observada em estado sólido entre PBQ 

e aminoácidos livres sendo o composto formado um radical livre (188). 

A tabela 9 mostra os resultados dos testes qualitativos para 

amino grupos livres com oito quinonas, além dos resultados da análise 

quantitativa pelo método baseado na reação da ninhidrina (137), indicando 

que a PBQ é sensível a todos os aminoácidos e a todas as concentrações de 

amino grupos livres estudados (10% a 0,5%). 

As quinonas 2,6-dicloro-PBQ e 2,5-dicloro-PBQ foram sensíveis a 

todos os aminoácidos testados, mas não para concentrações de 1,0% de irnino 

grupos livres da prolina, mesmo aquecendo por 50 minutos (cor vermelha 

após 24 horas) . 

As quinonas indicadas por nc (p-cloranil, ácido cloranílico, 0-

cloranil, isatin e benz[a]antraceno-7,12-diona) não apresentaram nenhuma 

troca na coloração, mesmo quando aquecidas por 24 horas, exceto o p-cloranil 

que apresentou reação com Boc-Asp[10 eq.]-Fmoc-Asp[l eq.]-Resina, após 72 

horas (cor vermelha), e com Boc-Met[10 eq.]-Fmoc-Met[l eq.]-Resina, após 48 

horas (cor amarelo escuro). Mas, ocorrência de reação não é descartada já que a 

própria cor de algumas delas pode ter obscurecido qualquer outra cor formada. 

Assim, foi realizada a reação das quinonas nc com as substâncias 

MBHA-Resina (625,5 ± 12,6 ~moles / g) , Boc-Ala-Resina (0,732 ± 0,025 

~moles / g), Boc-Pro[10 eq.]-Fmoc-Pro[l eq.]-Resina e Boc-Ala[100 eq.]-Fmoc­

Ala[l eq.]-Resina (9,45 ± 0,03 ~moles/ g), a 100°C, por 30 minutos, e o excesso 

de quinona que não reagiu foi dissolvido: em di cloro-metano, para o-cloranil 

e benz[a]antraceno-7,12-diona; em 2-propanol, para ácido c1oranílico e isatin; e 

em dirnetil-sulfóxido, para p-c1oranil. 

O benz[a]antraceno-7,12-diona não reagiu com qualquer das 

substâncias estudadas; isatin reagiu somente com Boc-Pro[10 eq.]-Fmoc-Pro[l 

eq.]-Resina, o que era esperado, pois, é um reagente específico para prolina 



TABELA 9 

Determinação qualitativa de amino grupos livres com quinonas. 

aminoácido-

resina Boc 

ABCD 

Ala-R a / a / a / nc 

0,343 ± 0,044 

0,055% 

Met-R a/a / a/nc 

0,384 ± 0,025 

0,061 % 

Pro-R a / a / a / nc 

Asn-R a / a / a / nc 

0,337 ± 0,107 

0,054% 

Arg-R a / a / a / nc 

0,324 ± 0,018 

0,052% 

Asp-R a / a / a / nc 

0,566 ± 0,042 

0,090% 

Grupos protetores nos aminoácidos-resina 

Boc 10 eq. 

Fmoc 1 eq. 

ABCD 

v / ve / vc / nc 

58,5 ± OA 

9,35% 

v /ve/v /nc 

64) ± 0,1 

10,3% 

Boc 100 eq. 

Fmoc 1 eq. 

ABCD 

vc / v / ae/nc 

9A5 ± 0,03 

1,51% 

vc / v /vc/nc 

6,98 ± 0,12 

U2% 

ve / ve / ve/nc v / a / a/nc 

v / ve / v / vc/nc vc / v / ae/nc 

75,0 ± 0,1 

12,0% 

v / v / v / nc 

60,7± U 

9,7% 

v / v / v / nc 

111,2 ± 0,8 

17,8% 

6,06 ± 0,09 

0,97% 

v / v / vc/nc 

7A6 ± 0,27 

1,19% 

vc / v /v/nc 

10,00 ± 0,2 

1,60% 

Boc 100 eq. 

Fmoc 0,5 eq. 

ABCD 

ae / ae/ae/nc 

3,33 ± 0,08 

0,53% 

ae/ae/ae/nc 

3,80 ± 0,03 

0,61% 

v / a/a/nc 

vc / v/ae/nc 

2)4 ±0,05 

0,44% 

v/ v/vc/nc 

4,26 ± 0,06 

0,68% 

vc / v/vc/nc 

4,55 ± 0,10 

0,73% 

Os aminoácidos-resina protegidos foram tratados com uma solução de 50% de 

piperidina / 50% de dimetilformamida para remover o grupo Fmoc. Após, em estado sólido, 

uma mistura entre quinona e amostra (4,0 - 6,0 mg) foi aquecida por 20 minutos, à 100°C e a 

cor da amostra foi observada. a = amarelo, ae = amarelo escuro, v = vermelho, ve = 
vermelho escuro, vc = vermelho claro, nc = nenhuma troca na coloração. A (p­

benzoquinona), B (2 ,6-dicloro-PBQ) , and C (2,5-dicloro-PBQ); and D (p-cloranit ácido 

clorarúlico, o-cloranit isatin, ou benz[a]antraceno-7)2-diona). A determinação quantitativa 

dos amino grupos livres foi feita pelo método da ninhidrina (137). Todos os valores são 

médias de três análises e as unidades são expressas em Ilmoles/g. As porcentagens dos 

valores das aminas foram calculados considerando o teste de ninhidrina para a resina como 

100% (625,5 ± 12,6Ilmoles/g). 
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(130); o-cloranil , p-cloranil e ácido cloranílico reagiram com MBHA-Resina, 

mas somente o o-cloranil foi sensível a concentrações de amino grupos livres 

do Boc-Ala[100 eq.]-Fmoc-Ala[l eq.]-Resina, o-c1oranil e ácido cloranílico 

foram sensíveis para Boc-Pro[10 eq.]-Fmoc-Pro[l eq.]-Resina. 

A cor vermelha permaneceu, em qualquer das concentrações de 

ammo grupos, mesmo com aquecimento por 24 horas, indicando que a 

substância vermelha da reação com amino-acil-resina é estável, mas não para 

aminoácidos livres, pois a coloração mudou de púrpura para marrom, à 

temperatura ambiente (188) . 

A reação de PBQ com a histidina (His) foi testada, pois o teste de 

Kaiser (136, 137) apresenta reação falso positivo para His. Boc-His(Tos)-Resina 

foi preparado pelo acoplamento de Boc-His(Tos) com DCC (por três vezes, 3 

horas cada). A concentração de amino grupos livres, pelo teste da ninhidrina 

(137), foi 8,77 ± 0,41 ~moles / g e a PBQ não mostrou troca na coloração após 20 

minutos de aquecimento, porém, após 30 e 40 minutos de aquecimento a cor 

apresentada foi amarelo escuro e vermelho, respectivamente. 

O Boc-His(Tos)-Resina foi, então, acetilado e a concentração de 

amino grupos livres foi de 5,75 ± 0,18 ~moles/ g, porém, a amostra tornou-se 

marrom escuro devido à acetilação, porém, quando a amostra foi aquecida 

com PBQ, obteve-se a cor amarelo escura. Entretanto, mesmo com o 

aquecimento de 3 horas, a cor vermelha não foi observada. Com estes 

resultados podemos concluir que PBQ não apresenta teste falso positivo para 

histidina, durante o período de até 20 minutos de aquecimento. 

A tabela 10 mostra os resultados dos testes da ninhidrina e PBQ 

para peptídeos e aminoácidos ligados à resina MBHA. Estes resultados 

indicam que a metodologia proposta tem sensibilidade suficiente para ser 

usada em SPFS e que esta sensibilidade depende do aminoácido envolvido, 

pois, para Boc-Ala-Resina foi possível conseguir um resultado positivo, mas o 

mesmo não ocorreu para Boc-Asn-Resina. 
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CONCLUSÕES 

DETERMINAÇÃO DE PROTEÍNAS TOTAIS EM PLASMA SANGüíNEO 

Pelos dados apresentados conclui-se que o método da PBQ é 10 

vezes mais sensível do que o método de biureto; que os produtos de reação 

entre PBQ e proteínas do plasma são estáveis por várias horas; que as 

absorbâncias específicas são similares para diferentes proteínas; e que as 

substâncias comumente usadas como anticoagulantes, não interferem com a 

reação da PBQ. Portanto, o método da PBQ é sensível, simples e conveniente 

para determinar proteínas totais no plasma sangüíneo. 

DETERMINAÇÃO DE PROTEÍNAS TOTAIS EM DIVERSOS TECIDOS DE 

RATO 

Diversas vantagens podem ser citadas para a utilização do 

método da PBQ, apesar de ser 4 a 5 vezes menos sensível que o de Lowry (46), 

modificado por Hartree (69): 1) PBQ reage com todos os aminoácidos proteicos 

quantificando proteínas com maior precisão; 2) tem custo quase três vezes 

menor (cálculo a partir de catálogos Sigma e Aldrich); 3) utiliza menor 

período de tempo para fazer o ensaio; 4) é muito fácil de ser conduzido. 

DETERMINAÇÃO DE PROTEÍNAS TOTAIS EM LEITE EM PÓ DESNATADO 

Comparando o método da PBQ com os de Lowry (46) e Kjeldahl 

(13, 190), concluímos que, apesar dos desvios padrões serem um pouco 

maiores, o método da PBQ é muito mais simples e de rápida execução; é feito 
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basicamente numa única etapa (aquecimento da PBQ com proteína); utiliza 

reagentes de menor custo que os outros dois métodos; pode ser usado em 

análise de rotina para determinar proteínas totais em leite em pó desnatado. 

DETERMINAÇÃO DE AMINO GRUPOS LIVRES EM SÍNTESE DE 

PEPTÍDEOS EM FASE SÓLIDA (SPFS) 

Diversas vantagens podem ser citadas para justificar o uso do 

método da PBQ ao invés do método de Kaiser (136), em SPFS: 1) não é 

necessário preparar nenhuma solução; 2) não mostra reação falso positiva 

para histidina; 3) é sensível à prolina; 4) possui a sensibilidade para ser usado 

em SPFS. Portanto, podemos concluir que a metodologia proposta é adequada 

para detecção de amino grupos livres em SPFS. 

PERSPECfIVAS DE TRABALHOS 

A utilização da PBQ para determinação de proteínas pela 

espectrofotometria resultou em uma metodologia que demonstra rapidez e 

sensibilidade, sugerindo ser possível sua utilização na determinação de 
. . 

proteínas em outras matrizes; em outros estudos sistemáticos avaliando, 

como por exemplo, a causa de resultados com 15% a menos de proteínas no 

método de Kjeldahl; ou a utilização do método da PBQ em AIF. 
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SUMÁRIO 

o presente trabalho apresenta metodologias utilizando a p­

benzoquinona (PBQ) para a determinação de proteínas totais em diversas 

matrizes . As metodologias propostas foram comparadas com os métodos 

recomendados ou os mais utilizados, conforme o caso. 

O método aqui proposto, para determinação de proteínas totais 

em plasma sangüíneo, foi comparado com o método de biureto, mostrando-se 

adequado e com sensibilidade dez vezes maior que a do biureto. 

Para a determinação de proteínas totais em diversos tecidos de 

rato, o método proposto foi comparado com os métodos de Hartree e FFDW, e 

apresentou resultados mais próximos do FFDW do que o método de Hartree 

e, também, mostrou ser mais rápido, barato e de fácil realização. 

O método desenvolvido para determinação de proteínas totais 

em leite em pó desnatado foi comparado com os métodos de Kjeldahl e Lowry 

e cols., sendo mais simples e rápido que as metodologias de Lowry e Kjeldahl. 

Para determinação de amino grupos livres em síntese de 

peptídeos em fase sólida, a metodologia proposta foi comparada com o 

método de Kaiser e cols . O método proposto apresentou diversas vantagens 

sobre o método de Kaiser, sendo estas: o método é sensível a prolina, não 

precisa preparar nenhuma solução, não apresenta falso positivo para 

histidina e é rápido. 
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ABSTRACT 

The present thesis describes the utilization of p-benzoquinone 

(PBQ) for assay of total protein in several samples. The methods presented 

here were compared with those mostly used or recommended depending on 

the case. 

For determination of total proteins in the blood plasma, the 

proposed method was compared with biuret method, and it was 10 times 

more sensitive than biuret method and convenient method for 

determination of total proteins in plasma. 

The assay of total proteins in several rat tissues with the 

proposed method, was compared with Hartree and FFDW methods, and it 

shows doser proteins content to FFDW method than Hartree method, besides 

it was faster, less expensive and easier to be used than Hartree method. 

The method developed for determination of total proteins In 

skin milk powder, was compared with Kjeldahl and Lowry methods and 

showed to be more simple and faster than these methods. 

For determination of free amino groups in solid phase peptide 

synthesis, the proposed method was compared with Kaiser method. The 

proposed method showed several advantages than Kaiser method, such as: it 

is sensitive for proline, it is not necessary to prepare any solution and it does 

not show a false positive test for histidine. 
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