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Neste trabalho, teve-se como objetivo minimizar o efeito de in-
terferéncia provocado pelo pH, das concentragoes de albumina
de soro bovino (BSA) e do tampao fosfato sobre a concentragao
de proteinas totais determinada pelo método do Biureto, usan-
do um modelo estatistico obtido por metodologia de analise
de superficie de resposta (RSM). Os resultados mostraram que
os efeitos dos fatores estudados sdo muito significantes e que
para reduzi-los é necessario usar o tampao fosfato com pH 7
e concentracio de 0,01 mol/L. Ademais, a concentracio da
proteina nio deve superar ao 3 g/L.

Palavras-chave: Método do biureto. Otimizac3o.
Interferéncias. Proteinas. Tampao fosfato.
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1 Introducao

As proteinas sdo as moléculas organicas mais
abundantes nas células e constituem 50% ou mais
de seu peso seco. Sdo encontradas em todas as
partes de todas as células, uma vez que sdo fun-
damentais sob todos os aspectos da estrutura e
funcdo celular. Existem diversas espécies de prote-
inas, com fungoes bioldgicas diferentes.

O desenvolvimento de metodologias para
determinar proteinas tem sido de fundamental
relevancia em vdrias dreas do conhecimento, tais
como em andlises clinicas, favorecendo o diagnos-
tico de certas doencas correlacionadas a alteracao
da quantidade de proteinas nos fluidos bioldgicos;
em tecnologia e ciéncia de alimentos, objetivando
o aproveitamento racional da matéria-prima, e na
melhora de produtos novos e ja existentes na drea
de biotecnologia, objetivando purificar novas pro-
teinas (ZAIA; ZAIA; LICHTIG, 1998).

Para muitos tipos de andlise quimica, a ela-
boragio de uma metodologia analitica deve ser
feita com base em procedimentos de repostas ge-
radas pela avaliacdo de quantidades conhecidas
dos constituintes (chamados padrdo), de forma
que essas respostas possam ser interpretadas.
Para isso, normalmente é feita uma curva de
calibracdo ou curva analitica, que mostra a res-
posta de um método analitico como uma fun¢do
da quantidade da amostra-padrio a ser medida
(HARRIS, 2001).

Os métodos para a determinagdo da concen-
tracdo de proteinas totais sio muito variados; no
entanto, a metodologia mais usada é a espectro-
fotométrica no ultravioleta e no visivel (UV-vis)
(ZATA; ZATA; LICHTIG, 1998). A espectrofo-
tometria é um método analitico baseado na ab-
sor¢ao de luz por moléculas que passam para um
estado excitado. Quando a luz é absorvida por
uma amostra, a energia radiante do feixe de luz

diminui, sendo a absorbancia de luz diretamente

proporcional a concentracdo das espécies absor-
ventes de luz na amostra (HARRIS, 2001; ZAIA,;
ZAIA; LICHTIG, 1998).

Muitos métodos espectrofotométricos, ao
longo dos anos, tém sido propostos para a deter-
minagdo de proteinas totais, mas nio existe ne-
nhuma metodologia considerada de uso universal
para todos os meios. Um dos métodos mais utili-
zados é o do biureto, que se baseia na reacao do
reativo do biureto, constituido de uma mistura de
cobre e hidroxido de s6dio com um complexante
que estabiliza esse metal em solucdo, sendo o tarta-
rato de sédio recomendado por Gornall Bardawill
e David (1951). O cobre, em meio alcalino, reage
com proteinas, formando um complexo quadrado
planar com a ligagdo peptidica. O produto da re-
acdo apresenta duas bandas de absor¢io, uma em
270 nm e outra em 540 nm. Apesar de a banda,
na regido de 270 nm, aumentar seis vezes a sen-
sibilidade do método, na regiao de 540 nm, é a
mais utilizada para fins analiticos, porque diver-
sas substancias, normalmente presentes nos meios
analisados, absorvem na regido de 270 nm, cau-
sando muita interferéncia na resposta espectral do
método (ITZHAKI; GILL, 1964).

Em razdo de o método do biureto ser um dos
mais empregados para determinar a concentracao
de proteina total, apresentando andlise por com-
paracdo de padroes, qualquer comportamento da
amostra que seja diferente das solucdes de refe-
réncia pode produzir interferéncias que, posterior-
mente, levardo a erros nos valores das amostras
analisadas (GONCALVES, 1996). Logo, neste
trabalho, objetivou-se minimizar o efeito de in-
terferéncia provocado pelo pH, concentragio de
tampdo fosfato e do soro de albumina bovina
(BSA) sobre a concentragdo de proteina total de-
terminada pelo método do biureto, para aplica-
¢oes posteriores em andlise de alimentos, por meio
de uma otimizacao pela Metodologia de Analise
de Superficie de Resposta (RSM).
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2 Metodologia

2.1 Preparo de solugcoes

Foram preparadas solugdes tampdes fosfa-
to seguindo a metodologia descrita por Morita
e Assumpcao (1995). Para isso, prepararam-se
solugdes-padrio de 4cido fosférico, fosfato mo-
nobdsico de potdssio e fosfato dibdsico potdssio,
e misturou-se tudo em um béquer, contendo um
eletrodo de prata cloreto de prata, para medir o
pH do meio até atingir o pH desejado.

As solucées-padrio de soro de albumina bo-
vina (BSA) e a solu¢ao de biureto, bem como suas
curvas analiticas foram feitas segundo a metodo-

logia descrita por Zancan (1999).

2.2 Modelagem da interferéncia

Neste item, avaliou-se o efeito da interferén-
cia provocado pelo pH, concentracdo do tampdo
fosfato (C,) e do soro de albumina bovina (C,)
sobre a resposta, que, nesse caso, € o erro relativo
a curva analitico-padrio, solucao de BSA em dgua,
(Y). Para isso, elaborou-se um planejamento fato-
rial do tipo 23 (Tabela 2). Os cdlculos matriciais
para a obtengdo das estimativas dos parametros
dos modelos foram feitos pelo método de minimos
quadrados, a avaliagdo do ajuste desses modelos
foi feita pela metodologia de andlise da varidncia
(ANOVA), e a otimizagdo, pela metodologia de
analise de superficie de resposta (RSM), todos des-
critos em Barros Neto, Scarminio e Bruns. (1995
e 2001). As varidveis codificadas utilizadas nesse

planejamento fatorial foram as seguintes:

X, = C,.-0,25
0,24 M

x,=pH-7,0
)

x;=Cpe - 2,0
3
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2 Resultados e discussao

As curvas analiticas, obtidas por regressio
linear (absorbancia versus concentraciao da solu-
¢do-padrdo), sio mostradas na Figura 1, em que
¢ possivel perceber a influéncia do pH e da con-
centra¢do do tampao por meio das curvas anali-
ticas para os experimentos mostrados na Tabela
1, quando comparados com a curva analitica-pa-
drio (“controle”), solucdo de BSA em dgua deio-
nizada. Como foi possivel observar na Figura 1,
todas as curvas apresentaram boa linearidade e
todos os coeficientes de correlagdo de equacdo da
reta estao proximos de 1,0 (valor tido como 6ti-
mo), conforme mostra a Tabela 1. Isso possibilita

uma boa quantificacio dos analitos pelo méto-
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Figura 1: Curvas analiticas do método de
biureto para todas as condi¢gdes experimentais,
comparando-as com a curva “controle”, feita
com dgua deionizada

Fonte: Os autores.
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do de biureto (GONCALVES, 1996; HARRIS,
2001). A curva analitica para a 4gua apresentou
um coeficiente de correlacio 0,999 e teve como
equagao da reta 'y = 0,0437x + 0,0062.

Tabela 1: Caracteristicas das curvas analiticas

TCon(z. EQUacao Coeficientes

ampdo PH da reta de (Eorrelo-

(mol/L) 6o (0
0.01 6,00 0,0452x-0,0003 0,9993
0.01 8.00 0,0436x + 0,0075 0,9991
0.49 6,00 0,0525x - 0,0005 0,9995
0.49 8.00 0.0511x-0,0029 0,9986
0.25 7,00 0,0579x-0,0014 0,9990
0,25 7,00 0,0536x-0,0029 0,9994
0.25 7,00 0,0521x + 0,0008 0,9993
0.25 5,32 0,0452x-0,0033 0,9996
0.25 8,68 0,0658x-0,0185 0,9980

Fonte: Os autores.

Para melhor compreensio das respostas
dos experimentos foi feito um planejamento ex-
perimental do tipo 23, como mostrado na Tabela
2. Nela, constam os erros relativos a curva ana-
litica-padrdo, resposta Y, obtida para cada
ensaio. Esses dados serviram de base para re-
gressdo pelo método dos minimos quadrados e
obtencdo dos modelos, bem como sua posterior
avaliacdo pela metodologia ANOVA, como serd
visto a seguir.

Os resultados apresentados na Tabela 3
mostram a andalise estatistica da validade do
modelo quadritico, utilizando a metodologia da
analise de variancia, descrita por Barros Neto
Scarminio e Brums (1995 e 2001), para a ob-
tenc¢do do modelo empirico que descreve o com-
portamento do sistema em estudo. Nessa tabela,
encontram-se os valores de analise da variancia
e da mdxima explicdveis, e a correlagao multipla
(R?). Quanto mais préximos de 100 estiverem
os valores da variancia e da mdxima explicdveis,

e a correlacdo multipla proxima de 1,0, menor

Tabela 2: Matriz de planejamento experimental

Conc.de Conc.
Ensaio | X, X, X, | tampGo | pH | de BSA Yexp Yoo
(mol/L) (o/L)
1 1) -1 -1 0,01 | 600 | 100 | 6167 | 5258
2 -1 1 -1 0,01 | 800 | 100 | 4587 | 4768
3 1A 1 0,01 | 6,00 | 3,00 | 4204 | 4,452
4 -1 1 1 0,01 | 800 | 3,00 | 2,064 | 2,544
5 1| - -1 049 | 600 | 100 | 9524 | 9755
6 1 1 -1 049 |800| 100 | 7436 | 7900
7 1| - 1 049 | 6,00 | 3,00 | 9841 | 8949
8 1 1 1 049 |800| 3,00 | 5479 | 5677
9 0] 0 0 025 | 700 | 2,00 | 12,435 10,828
10 0] 0 0 025 | 700 | 2,00 | 10541 | 10,828
1 0] O 0 025 | 700 | 200 | 8637 | 10828
12 0 |-1.68] O 025 |532| 200 | 12,058 | 12,408
13 0 |168] 0O 025 |868 | 200 | 10470 | 9248
14 0| O [-1,68] 025 | 700 | 032 |22056 | 22,076
15 0| O [1,68] 025 | 700 | 368 | 19550 | 19,531
Fonte: Os autores.
Tabela 3: Andlise da varidncia do modelo
estatistico
Fonje (jie Son]q Qrous de Méqiq r F
variag@o quadrdtica | liberdade | quadrdtica cale tab
Regressdo 403,944 7 57,706
Residuos 11,340 7 1,620 35,622 | 379
FSJ'L(;T? 4126 5 0,825
Erro puro 7213 2 3,607 0,229 | 1925
Total 415,291 14
% de varidncia explicada = 97,27
% maxima variancia explicdvel = 98,26
Coeficiente de determinagdo (R?) = 09727

Fonte: Os autores.

serd a quantidade de erros acumulada no mode-
lo. Percebe-se que os valores encontrados para
os dois pardmetros se enquadram no esperado.
Entdo, por seu conceito, pode-se afirmar que o
modelo apresenta baixos erros devido a regres-
sdo (variancias e R?).

As duas colunas finais da Tabela 3 regis-
tram os testes F. A primeira apresenta o valor

calculado apds o ajuste do modelo, e a segun-
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da, dados que constam da literatur (BARROS
NETO et al., 2001). A divisio entre os dois
primeiros valores de cada (F_ /F ), de acordo
com Barros Neto et al. (1995 e 2001), indica
que o modelo € significativo, ou seja, os dados
preditos se aproximam dos experimentais. Ja a
divisdo entre os dois segundos valores, em que
oF

dados estdo ajustados e descrevem bem a super-

¢ denominador (F_,/F_ ), indica que os

tab calc)

ficie de resposta. Para a validagdo do primeiro
teste, ¢ necessario que o valor do F__(calcula-
do) seja no minimo quatro vezes maior que do
F , (tabelado), mostrando, assim, que o mode-

lo é significativo, uma vez que o F_, foi apro-

cale
ximadamente nove vezes maior que o F_,. No
caso do segundo teste, a validade é inversa, ou

seja, F_ precisa ser, no minimo, quatro vezes

cale
menor que F . Observa-se que o F_, chegou a
ser aproximadamente 84 vezes menor que o F_;
isso significa que os dados conseguem descrever
bem a superficie de resposta (BARROS NETO;
SCARMINO; BRUNS, 1995 e 2001).

A Equacgio 4 descreve o modelo para obten-
¢do das condi¢hes 6timas que minimizam o efeito
dos interferentes, avaliando a influéncia da con-
centragdo do tampao (x,), do pH (x,) e da concen-
tracdo de BSA (x

analitica-padrio.

,) sobre o erro relativo a curva

Y = 10,8282 + 1,9074x, - 0,9406x, - 0,7575x, - 0,3412x x, + ...

- 0,3542x x, - 8,1996x 2 + 3,5342x 2
@

A partir da Equacao 4 foi possivel obter as
Figuras 2, 3 e 4 que representam as superficies
de resposta em 2D e 3D. Nessas figuras, perce-
be-se que o erro relativo diminui a medida que
os valores de pH e concentracdo de BSA tendem
a valores centrais e extremos da concentracao de

tampao fosfato. A otimizagao RSM determinada
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pela analise das figuras indicou que, para redu-
zir os efeitos de interferéncia dos fatores usados,
deve-se analisar as proteinas usando o método
do biureto na regido compreendida entre o pH
7,0, 3,0 g/L (BSA) e 0,01 mol/L de concentracio
de tampao fosfato, havendo, com isso, menor

gasto de reagente para o caso estudado.

x, Concentfragdo de BSA

[ ks
2
118
= 14
B 10

®)

Figura 2: Curvas de niveis (a) e superficie

de resposta (b) que descrevem o efeito da
interferéncia do pH e da concentragdo de BSA
sobre a curva analitica-padrdo

Fonte: Os autores.
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Figura 3: Curvas de niveis (a) e superficie
de resposta (b) que descrevem o efeito da
interferéncia do pH e da concentra¢cdo do
tampdo sobre a curva analitica-padrdo

Fonte: Os autores.

3 Consideracoes finais

Os estudos mostrados ao longo deste traba-
lho, para minimizar os efeitos dos interferentes na
determinacdo de proteina total pelo método do
biureto, permitiram as seguintes conclusdes:

— As curvas analiticas apresentaram desvios

em ambos os lados da curva-padrio. A andlise

x, Concentragdo de BSA

‘20 5

-1,0 -0,5 -0 05 10 15 20
x, Concentragcdo do tampdo
@
(b)

Figura 4: Curvas de niveis (a) e superficie
de resposta (b) que descrevem o efeito da
interferéncia da concentracdo de BSA e da
concentra¢do do tampdo sobre a curva
analitica-padrdo

Fonte: Os autores.

ANOVA apresentou, como modelo mais ajustado,
o quadrdtico, e a andlise RSM registrou, como me-
lhor regido, para se determinar a concentragdo de
proteina total, aquela que tendia para os valores
centrais de pH, concentracdo de BSA e extremos
da concentracdo de tampao fosfato.

— Comprovou-se que essa interferéncia € sig-

nificativa e que se deve usar, como faixa de con-
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centracdo dos reagentes e pH para reduzir esse
efeito, a regido compreendida entre o pH 7,0, 3,0
g/L (BSA) e 0,01 mol/L de concentracdo de tam-
pao fosfato, havendo, com isso, um menor gasto

de reagente para o caso estudado.

Interference of the pH,
BSA and of phosphate
buffer concentration on the
response in the total protein
determination by the biuret
method

In this work, the aim was to minimize the inter-
ference effect provoked by pH and the bovine
serum albumin (BSA) and the phosphate buffer
concentration on the total protein concentra-
tion determined by the biuret method, using
a statistical model, established by response
surface methodology (RSM). Results showed
that the factors effects on protein concentration
analysis were very significant and, in order to
reduce these effects, it is necessary to use 0.01
M phosphate buffer at pH 7 and the protein
concentration must be inferior, at 3 g/L.

Key words: Biuret method. Optimization.
Interferences. Proteins. Phosphate buffer.
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