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A determinacdo da proteina total dos liquidos biolégicos se faz,
por via de regra, por meio da dosagem do azoto protéico pelo método
de KJELDAHL e ulterior multiplicacdo do valor achado pelo fator 6.25.
O aproveitamento de uma das reagdes coloridas das substidncias pro-
téicas para fins de analise quantitativa, porém, simplificaria nota-
velmente o problema desde que, bem estabelecido, o processo permi-
tisse a obtencdo de resultados seguros. Para tanto, porém, a reacio
da ninhidrina, apesar da sua sensibilidade, nio seria aconselhavel, pois
ésse reagente reage também com corpos que nenhum parentesco apre-
sentam com as proteinas. A de MILLON se deve aos grupos fen6licos
que se encontram na molécula protéica, como o da tirosina, v.g., de
sorte que, sdbre nio ser de ordem absolutamente geral, apresenta a
desvantagem de dar coloraciio com corpos que nio se situam no qua-
dro dos proteicos. Além disso, a lei de LAMBERT-BEER néo é obedecida
e numerosas dificuldades se apresentam, que tornam muito delicada
a aplicacdo do reativo de MILLON a andlise quantitativa das proteinas.
Consideracoes semelhantes se poderiam fazer com referéncia a reacao
xantoprotéica, & de ADAMKIEWICZ, a4 de MOLISCH, por ex.. Muito
mais geral e mais caracteristica é a chamada “reacéo do biureto™ que
se deve, provavelmente, aos grupos peptidicos, ou a éstes juntamente
com complexos que encerrem o radical NH,, o que é particularmente
importante para a caracterizacdo das substancias protéicas e de seus
derivados polipeptidicos. Foi essa, alids, a escolhida por RIEGLER (1),
por AUTENRIETH e MINK (2), por AUTENRIETH (*), para determinar
colorimétricamente as proteinas do séro sanguineo, as da urina e as
do ligquido ascitico. Objecdo séria ao emprégo do método proposto,
porém, era a dificuldade de se conseguir soluto padrido conveniente,
e a solucao sugerida por HILLER, Mc, INTOSH e VAN SLYKE foi cri-
ticada por FINE (%) que usou, para fins de comparacdo, soro sangui-

{*) 'Trabalho realizado com o auxilio dos “Fundos Universitirios de Pesquizas", da Universi-
dade de Bido Paulo,
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neo diluido de modo a conter 0.24% de proteina medida por meio da
dosagem do azoto protéico pelo método de KJELDAHL.

AUTENRIETH (?) acha que iguais quantidades de albumina e de
globulina do soéro sanguineo déo iguais intensidades de coloracio, ao
passo que FINE (4) encontra leve diferenca a favor da ultima, tao
pequena, porém, que praticamente se situa dentro dos érros de me-
dida. LIEBEN e JESSERER (°) concluiram das pesquisas, que realiza-
ram, serem, sob certas condicées bem definidas, a forca da cor e o
tom desta as mesmas para iguais concentracdes de proteina, indepen-
dentemente da grandeza molecular e dos amino-dcidos presentes.
RoBINSON e HOGDEN (f) acham que a densidade 6tica, a 560 myp da
cor dada pela reacdo do biureto é praticamente a mesma, desde que
as concentracoes de proteina sejam iguais, no caso dos protéicos to-
tais e da albumina do séro; dos da urina, em casos patolégicos; dos
do liquido ascitico; dos do séro do sangue do homem, do cido e do
coelho.

As vantagens apresentadas pela reacdo do biureto levaram-nos
a estudar a sua aplicacdo a dosagem das proteinas por meio do foto-
metro gradual de Zeiss-Pulfrich,

METODO
Solucdes necessirias:
a) Cl Na a 9%/
b) CCl;COOH a 10%
¢) Na OH 0.75 N
d) S04Cu, 5 aq. a 209%

Num tubo de centrifugacdo graduado a altura de 1.5 — 2.5 —
5 — 7.6 — 10 e 15 cm?® pdem-se 0.5 cm? de (a) e 0.03 — 0.3 em3 do
soro que se vai analisar. Lava-se 'repetidamente a pipeta com a so-
lucdo de CINa que se encontra no tubo e em seguida dilui-se, por
meio de (a), de sorte que a diluiciio final seja de uma parte de séro
para 25 de volume total. Ajunta-se, entdo, igual quantidade de (b).
O desproteinizante deve ser posto as gotas, e a mistura deve fazer-se
cautelosa e completamente; para tanto, faz-se o tubo rolar entre as
palmas das maos. Deixa-se éste em repouso durante cérca de 40 mi-
nutos, e centrifuga-se energicamente por espaco de um quarto de
hora, & velocidade de 2500 - 3000 r.p.m.; o coagulo se separa inteira-
mente e o liquido sobrenadante é perfeitamente incolor e limpido.
Decanta-se éste e inverte-se o tubo sobre uma f6lha de papel filtro,
para bem escorrer o resto do liquido. Enxuga-se a boca do tubo e
ajuntam-se algumas gotas do reativo (¢). Com o auxilio dum basto-
nete fino, de vidro, ou dum tubo estirado & maneira de pipeta de
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Pasteur e fechado na extremidade aguda, mistura-se o contetdo do
tubo, de sorte a formar-se uma pasta; adiciona-se certa quantidade
de (c¢) e agita-se bem, usando-se um dog agitadores descritos, até que
o precipitado se dissolva perfeitamente e que néo haja gramulo algum.
Lava-se o bastonete com algumas gbtas do solvente e por meio déste
dilui-se convenientemente a solucdo do protéico. Adiciona-se, entéo,
o reativo (d), na proporcio de 0.25 em? déste para o volume total de
10 em® e, por meio do reagente (c¢), perfaz-se exatamente o volume
final escolhido. Arrolha-se o tubo e agita-se energicamente durante
cérca de 1 minuto para que a cor se desenvolva. Deixa-se em repouso
por espaco de 10 - 30 minutos e centrifuga-se durante 10 minutos, a
velocidade de 2500-3000 r.p.m.. Ao mesmo tempo, e sob iguais
condicoes, faz-se um branco, que servird de liquido de compensacéio.
Por meio de pipeta de ponta fina, cuidadosamente, para ndo distur-
bar o precipitado, transfere-se a solug¢do colorida para uma cuba de
espessura apropriada e determina-se a extingdo dada pelo fotémetro
de Pulfrich, interpondo-se o filtro 8 — 55.

EsCcoLHA DO FILTRO E INFUENCIA DO BRANCO. Uma solucio
corada, obtida de acordo com a técnica descrita, tendo sido usado séro
de sangue de cavalo, revelou, ao determinar-se a transparéncia dada
pela interposicao de varios filtros S, e tendo-se usado a Agua como
liquido de compensacio, as extingdes que se vém no quadro seguinte:

QUADRO I

Transparéncia dada pela mesma solucado corada, em vérias regides do espectro.
Compensagdo: agua distilada.

‘Filwo | D | k |Filteo | D | k | Filtro | D k
s-43 | 48 0319 | s53 | 21 0678 | S-61 | 34 0.469
S-45 | 48 0.319 | S-55 | 198 | 0703 | $66 | 56 0.252
S47 | 45 0.347 | S57 | 21 0.678 | S712 | 85 0.071
S-50 | 33 0.482 | S-59 | 23 0.638 | S75 | 90

0.046

A substituicio da dgua distilada pelo “branco”, empregado
agora como liquido de compensacfo, determinou as modificacdes se-

guinfes; QUADRO II

Transparéncia dada pela mesma solugado corada, em virias regides do espectro.
Compensag¢ao: “branco”,

Filtro [+ D | k | Filwo| D | k |Filro| D [ k
s43 | 50 0301 | S-53 | 23 0.638 | s61 | 37 0.432
S-45 | 50 0.301 | S-55 | 22 0.658 | S-66 | 52 0.284
S-47 | 47 0.328 | S-67 | 24 0620 | S72 | 88 0.056

5-50 35 0.456 S-69 2b 0.602 S-75 90 B 0._04§
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A medida da absorcdo do “branco”, feita pelo emprégo dos
varios filtros S, em cubas de 30 mm de espessura e em relacdo & agua
distilada, revelou o que se vé em seguida:

QUADRO III

Transparéncia dada pelo “branco”, em varias regides do espectro.

Espessura da cuba: — 30 mm.

Compensacdo: — agua distilada.
Filtro D k Filtro D k Filtro D k
S-43 89 0.017 S-53 76 0.040 S-61 63 0.067
S-45 89 0.017 S-56 72 0.048 S-66 63 0.067
S-47 88 0.019 S-57 67 0.058 S-12 T2 0.048
S-50 84 0.025 S-59 66 0.060 S-75 74 0.044

Esses resultados mostram que o filtro S-55 é o indicado para
a determinacio da transparéncia no caso da cor dada pela reacdo do
biureto e que, para fins de compensacéo, o “branco” é o liquido que se
deve empregar.

INFLUENCIA DA CONCENTRACAO E DA QUANTIDADE DOS REAGENTES
(c) e (d) — FINE (%) usa 1 cm® de NaOH a 30%, dilui até 9 cm® por
meio de Agua distilada e ajunta 1 em® de SO,Cu,50q. a 5%, o que cor-
responde & concentracdo de 3% para o NaOH e ao volume de 2.5 em?
duma solucédo de SO,Cu,5aq. a 20% para o volume final de 100 cms.
LIEBEN e JESSERER (°) empregam também NaOH a 3% e observam
que a quantidade de SO,Cu,5aq. a 20% adicionada nio deve ser infe-
rior a 2 em? per 100 em?®. Eles notam que o uso de porg¢des considera-
velmente maiores da solugdo especificada, de sulfato clprico, ndo pro-
duz alteracdes na intensidade da cor obtida pelo emprégo de solutos
protéicos de igual concentracao. ROBINSON e HOGDEN (%) verifica-
ram que quantidades de SO,Cu,5aq. a 20% variantes entre 1.25 e
2.5 ecm® per 100 em® da solucdo corada, nado exerciam influéncia sobre
os resultados, mas que éstes ndo eram tdo seguros quando, em vez de
2.5 cm® de SO,Cu,5aq. a 20% se usavam 25 cm® do mesmo sal a 2%.
Eles observaram, além disso, que a quantidade de Cu (OH). presente
no soluto corado era maior quando se usava o SO,Cu,5aq. a 2% e que
também maiores eram as variacbes dos resultados. Concluiram dai,
entéio, que a precipitacio do cobre em estado mais disperso determina
certc arrastamento da proteina e que esta, no decorrer do tempo, se
redissolve pelo menos em parte.



R. S. Pereira — Determinagio fotométrica das proteinas do séro 261

LIEBEN e JESSERER (°) notaram que iguais concentracées de
substancias protéicas dao solutos igualmente corados e que, nas con-
dicdes das suas experiénciag, as quantidades de cobre presentes nos
liquidos coloridos eram muito préximas umas das outras, variando
entre limites relativamente estreitos: de 0.057% a 0.0629% de metal
para 0.5% de matéria protéica. Para as varias proteinas experimen-
tadas a2 média encontrada foi 0.059% e as percentagens assim se dis-
tribuiram: — fibrina — 0.062% ; caseina — 0.058% ; gelatina —
0.057% ; albumina do ovo — 0.060% ; edestina (ROCHE) — 0.059% ;
zeina — 0.069% ; peptona de Witte — 0.069% ; desaminocaseina —
0.058%, etc. Esses pesquisadores verificaram que quantidades va-
riaveis de proteina, e constantes de SO,Cu,5aq. a 20%, determinavam
variacoes proporcionais na intensidade da cor obtida, ao passo que as
mesmas percentagens de matéria protéicas tratadas por quantidades
variaveis do reagente citado, mostravam coloracdes de igual forca.
Eles acham que a cor dada pela reacdo do biureto apresenta dois com-
ponentes: um, azul e outro, vermelho. Este se destréi pela acidifica-
cdo, e aquele s6 aparece depois de ajuntar-se determinada quantidade
da solugiio de sulfato ciliprico pois, desde que a adicdo déste seja em
quantidade inferior ao minimo necessirio para o desenvolvimento do
componente azul, s6 o vermelho existe. A relacio entre éles depende
da quantidade de cobre presente e do pH da solucdo. Nestas condi-
coes, a estabilidade do complexo cupro-protéico é, de certo modo, va-
riavel dependente da concentracdo do alcali. Mas, como o notaram
ROBINSON e HOGDEN (f), & medida que esta aumenta, o componente
azul também se intensifica. Como, além disso, o enfraquecimento re-
lativamente excessivo da concentracio do NaOH — ao abaixar-se a
1.5%, v.g. — tende a provocar diminuicdo do valor do azoto protéico,
e como o uso desnecessario de altas concentragdes de acidos ou de
bases deve, por via de regra, ser evitado, a concentracdo do NeOH no
soluto corado deve manter-se aproximadamente a 3%, suficiente para
o pleno e regular desenvolvimento da cor, para evitar excesso do com-
ponente azul e para manter a solu¢do colorida independente de even-
tuais alteracoes do pH.

A medida que cresce a concentracio do NaOH, a extincdo se
engrandece, sendo mantidas constantes as quantidades de proteina e
as de SO,Cu, o que, sem duvida, se deve ao Cu (OH), em solucdo.
Com efeito, a maior parte do cobre ajuntado a solucdo alcalina do
protéico, se precipita imediatamente sob forma de Cu (OH),; éste,
porém, em presenca de grande excesso de alecali forte — NeOH ou
KOH ge dissolve, e isso se da em funcao da concentraciao do preci-
pitante, e da liquido de cor azul, ou suspensiao coloidal, de sorte que o
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emprégo de NaOH desnecessariamente muito concentrado, resulta em
aumento do componente azul, o que se verifica pelas medidas da trans-
paréncia feitas em zonas convenientes do espectro, como com os fil-
tros S-b5 e S-61. Isso se confirma pelas extingoes dadas pelos “bran-

cos” nas mesmas zonas.

O uso de solucdes de SO,Cu,5aq. mais diluidas do que a de con-
centracdo de 20%, embora se mantenha constante a quantidade de
cobre ajuntada, por meio de adicio de volumes correspondentemente
maiores, dos solutos mais fracos, determina certa tendéncia para o
enfraquecimento da extin¢do da solucio corada, na réacio do biureto,
o que se deve, provavelmente, a certo arrastamento da proteina pelo
cobre, que em estade de maior dispersdo se precipita, se bem que o
protéico arrastado tenda a redissolver-se progressivamente. Introduz-
se assim, porém, um fator de incerteza, que deve ser evitado. Além
disso, o emprégo de solugbes mais diluidas — a 5%, v.g. — de
S0,Cu,5aq. origina certo aumento da quantidade de Cu (OH), em
solucdo e as conseqiientes alteracdes da transparéncia. Os quadros
seguintes documentam as afirmativas feitas.

QUADRO IV

Influéncia da concentragio do NaOH e do SO; Cu, faq. sdbre a extincdo.
Leituras feitas com os filtros 8-55 e S-61.

Compensacdo: — agua distilada.

As quantidades de proteina foram as mesmas em todos os casos.

maont | oo BTt o ST, | e | e
o % ajuntada| = 207 aju ;
g% |a 8% aiuntads|a20% siuntada corsd ) ‘ ) ) ‘ )
. N - - —
15 1.0 — 10 39.6 | 0402 | 525 | 0.280
1.5 —_ 0.25 10 38 0.420 51 i 0.292
3.0 1.0 — 10 I| 36 | 0444 | 455 i| 0.342
3.0 - 0.25 10 i 35 1' 0.456 | 48 | 0.319
60 1.0 — 10 '| 29 '] 0.538 | 35 0.456
6.0 — 0.25 10 ] 27 ] 0.6569 37.6 0.425
10.0 1.0 — 10 ‘ 24 | 0620 | 244 | 0.613
10.0 — 0,25 10 | 224 ll 0.650 | 28 0.552
_ | l
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QUADRO V

Influéncia da concentragio do NaOH e do SO, Cu, 5aq. sbbre a extincio.

Leituras feitas com os filtros S-55 e 61.

Compensacao: — “branco”.

As quantidades de proteinas — as mesmas em todos os casos — foram idénti-
cas as do quadro IV.

; | ¥ Volume . .
NaOH deqé‘gfté?:%iq.[;doqsugftét.‘%iq. tutal da Al Hifire Biod
gr% a8 b cf'_‘]::mtmla n2ﬂ%;;::ntada corada | ————————— )
* emi k | k D D
1.5 1.0 — 10 38.6 | 0.413 53.5 0.272
1.5 - 0.25 10 38 0.420 53 0.276
3.0 1.0 -- 10 36 0.444 b1 0.292
3.0 — 0.256 10 36 0.444 50 0.301
6.0 1.0 — 10 37 0.432 51 0.202
6.0 — 0.25 10 31 0.509 43 0.367
10.0 1.0 —_ 10 39 0.409 53.5 0.272
10.0 | —_ 0,25 10 30 0.523 39 0.409
QUADRO VI

Influéncia da concentracio do NaOH e do SO;Cu, 5aq. sobre a extingio dada
pelo “branco™.
Leituras feitas com os filtros S-55 e S-61.

Compensacio: — dgua distilada.
o [ -
L8 g CRy: £ Filtro §-55 Filtro §-61
Neom | BE2a | €854 | TEe
o | BESWE | B29E | g5E
gl gol\\}u 50}}'10 B 7] T =
s | &®% G [
g S - ’ D ll E k D B k
—— —_.—_l. e s —_ — T —_—
1.5 1.0 — 10 93 0.032 | 0.011 88 0.056 | 0.019
1.5 — 0.25 10 97 [ 0.013 | 0.004 88 0.066 | 0.019
5.0 1.0 - 10 67 0.174 | 0.068 62 0.208 | 0.069
3.0 — 0.25 10 90 0.046 | 0.015 82 0.086 | 0.029
6.0 1.0 — 10 50 0.301 | 0.100 38 0.420 | 0.140
6.0 — 0.25 10 65 0.187 | 0.062 b4 0.268 | 0.089
10.0 1.0 — 10 20.4 0.690 | 0.230 10.5 | 0.979 | 0.326
10.0 — 0.25 10 42 0.377 | 0.126 28.6 | 0.544 | 0.181

INFUENCIA DO TEMPO DE REPOUSO, APOS A ADICAO DOS REAGEN-
TES E A AGITACAO, SOBRE A TRANSFERENCIA. ROBINSON ¢ HOGDEN (%)
recomendam que ge deixe o tubo, depois de se terem adicionado os rea-
gentes e de se haver agitado o mesmo durante 1 minuto, em repouso
por espaco de 10 minutos pelo menos, e que se centrifugue em segui-
da. Ha, porém, a possibilidade de espera muito longa dar origem a
alteracoes capazes de influir sobre a cor. Com efeito, em contacto com
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excesso de NaOH, ou de KOH, o Cu (OH), perde, ao cabo de certo
tempo, e mais rapidamente a ebulicdo, grande parte da sua dgua e se
transforma em o6xido cuprico de que a cor azul carregada bem o dife-
rencia da azul-clara apresentada pelo Cu (OH).. Para o verificar,
fizemos as experiéncias que se resumem no quadro seguinte:

QUADRO VII

Influéneia do tempo de repouso da solugiio corada, mantida em contacto com
o excesso de cobre precipitado, sobre a transparéncia.

Leituras feitas com o filtro S-55.

Compensagao: — “branco”.

As quantidades de proteina foram as mesmas em todos os casos,

Volume
deT:cr;g?lso ds.c 6@;:3350 D k
minutos em3
10 10 34.4 [ 0.463
15 10 34 0.469
20 10 34 0.469
30 10 34 0.469
40 10 3b 0.456
50 10 36 0.444
G0 10 36 0.444
90 10 36 0.444

Se bem que as diferencas ndo sejam de monta, pelo menos den-
tro do espaco de tempo assinalado, achamos conveniente nao prolongar
o tempo de repouso além de meia hora, e por isso aconselhamos que
se faca a centrifugacio depois de 10 - 30 minutos de deseanco, espe-
cialmente se levarmos em consideracio o fato de, dadas as circunstan-
cias, repouso por tempo muito longo ndo apresentar vantagem alguma
e servir, apenas, para prolongar o trabalho.

KSTABILIDADE DA COR. A c¢or dada pela reacdo do biureto é
estavel, e leituras feitas com solucdes centrifugadas e mantidas sepa-
radas do excesso de cobre precipitado, revelaram que nao ha altera-
¢ao na transparéncia mesmo apés 60 horas, contadas a partir da
agitacio.

INFLUBENCIA DO VOLUME DA SOLUCAO CORADA SOBRE A INXTIN-
CA0. Os resultados analiticos, mantidas as condicoes estabelecidas
pelo presente método, ndo se alteram pela mudanca do volume final
do soluto corado, como o demonstram as experiéncias que se resumem
a seguir e nas quais se manteve constante a quantidade de proteina.
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QUADRO VIII

Influéncia do volume final do soluto colorido sdbre a extingdo.
As guantidades de proteina foram as mesmas em todos os casos.

Compensagiao: — “branco”.
Q tidade Vol final "
roit | ceiii et | THRE Y | mem | i} )
g% a 209 ajuntada corada vads
em3 cmd

3% 0.06 2.5 5 55 0.260 0.520
3% 0.12 b 10 55 0.260
3% 0.18 7.5 20 45 0.347 0.174
3% 0.24 10 30 41 0.387 0.129

', pois, possivel variarem-se os volumes finais das solucoes co-
loridas e conservarem-se constantes os resultados. Esse fato d4 maior
elasticidade ao método e permite que se usem quantidades de soro
entre limites mais amplos do que os assinalados anteriormente. Isso,
em certos casos, podera ser fator de importancia.

A LEI DE LAMBERT-BEER. DETERMINACAO DO COEFICIENTE
NUMERICO. A intensidade da cor dada pela reacdo do biureto, de
acordo com o presente método e dentro dos limites de concentracao
protéica permitidos por éle, é determinada pela quantidade de protei-
na presente na soluciao que se analisa. A relacio entre ésses dois fa-
tores — densidade 6tica e percentagem de protéicos — é que permite
o emprégo da referida reacdo para fins quantitativos sem que haja
necessidade de recorrer & construcio de curvas empiricas, o que torna
o trabalho mais simples e mais comodo,

O grafico obtido pela colocacdo em sistema de coordenadas, dos
valores da proteina e do coeficiente de extingdo revela a existéncia
duma reta, o que torna possivel estabelecer-se uma equacio para o

calculo da percentagem da substincia protéica.

No caso de a lei de LAMBERT-BEER ser vilida, a relacio - -
é uma constante, e a determinacio do coeficiente numérico permite
calcular-se a concentracio desconhecida pela simples multiplicacio
dessa constante pelo coeficiente de extincdo dado pelo soluto que se
analisa.

O quadro seguinte mostra que a lei de LAMBERT-BEER se aplica
ao presente caso.

Dum soro de sangue de cavalo, convenientemente diluido em
ClNa a 9°/,, tomaram-ge varias partes aliquotas e nestas se determi-
nou ¢ azoto protéico apés desproteinisacio pelo dcido tricloracético.
A média de seis determinacoes foi 1.206% o que corresponde a 7.538%
de matéria protéica.



266 Rev. Fac. Med. Vet. S. Paulo — Vol. 2, fasc. 4, 1944

QUADRO IX

Relagiio entre concentragio de proteina — ¢ — e coeficiente de extingio — k —
Azoto proteico determinado pelo método de KJELDAHL — 1.206%.

i Quam:ida_de Espessura &
s em | Caade B B k x
g mms

0.0188 30 G6 0.181 0.060 0.313
0.0376 30 42.5 0.372 0.124 0.303
0.0564 30 28 0.552 0.184 0.307
0.0752 30 18 0.745 0.248 0.303
0.0940 20 25 0.602 0.301 0.312
0.1128 10 -44 0.357 I 0.317
0.1316 10 38 0.420 h 0.313
0.1504 10 324 0.490 0.307
0.1692 10 28 0.552 0.307
0.1880 10 25 0.602 0.312
0.2068 10 22 ' 0.658 0.314
0.2256 10 18.6 0.731 0.309
0.2444 51 40 0.398 0.796 0.307
0.2632 b 36.8 0.424 0.868 0.303

Meédia .« « & ¢ 4 ¢ ow ow e o 0,808

Erro médio . . . . . . . . 0.004

Erro padrdao . . . . . . . . 0001

Coeficiente de variagdo . . . . 1.2049

INFLUENCIA DA QUANTIDADE DE PROTEINA SOBRE 0S8 RESULTADOS
DA ANALISE. O quadro anterior revela n3o ser conveniente determi-
nar-se a proteina, por meio da rea¢do do biureto, empregando-se quan-
tidades inferiores a 0.015 g per 100 em?, pois ndo convém que a extin-
cao seja inferior a 0.15. De outro lado, as percentagens caleuladas
pela extincdo obtida quando se usam concentracoes relativamente
muito elevadas, de substancias protéicas, sdo inaproveitaveis porque,
a partir de certo limite, as extingdes se mantém em niveis aproxima-
dos e ndo mais acusam densidade 6tica proporcional a4 quantidade de
protéicos presente, o que, provavelmente, se deve ao fato de nio exis-
tir em solucdo Cu (OH), bastante para a reacfo se processar comple-
tamente. Nessas condicdes, necessirio se torna precisarem-se cs li-
mites das percentagens de proteina entre os quais o presente método
se aplica com seguranca. Para verificar @ésse ponto usiamos o séro
anteriormente empregado.
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QUADRO X
Influéneia da quantidade de proteina sébre os resultados da analise.
Quantidade
Quantidade de proteina, deter-
de proteina per D E k minada fotométri-
100 emad camente, per 100
4 em3
g
0.0752 18 0745 0.248 0.0766
0.1128 44 0.357 0.1103
0.1504 32.4 : 0.490 0.1483
0.1880 25 0.602 0.1860
0.2256 18.6 0.731 0.2259
0.2632 36.8 0.434 0.868 0.2682
0.3008 34 0.444 0.888 0.2744
0.3384 34 0.469 0.938 0.2899
0.3760 a5 0.456 0.912 0.2818

Esse quadro mostra que a partir de certa concentracio, os re-
sultados perdem significacio, e que o limite superior se situa as voltas
de 0.27%.

INFLUENCIA DO DESPROTEINISANTE. Em muitos casos a técenica
de desproteinisacio do sangue, do séro, ou do plasma é de especial
significacdo, pois de acéordo com método empregado, além da matéria
protéica, outros componentes se precipitam de forma varidvel, intei-
ramente ou em parte apenas, ou, ainda, permanecem em solucio, de
sorte que os filtrados obtidos nao apresentam a mesma composicao.

Dos processos de desproteinisacio geralmente usados, dois par-
ticularmente se indicam para fins de dosagem da proteina por meio
da reacio do biureto: o que recomenda o emprégo do acido triclora-
cético e o de FoLIN-WU. Em ambos a quantidade de azoto néo coagu-
lavel no filtrado se eleva a 25 -40 mg per 100 em?® e néles se acha a
totalidade do édcide urico, da uréa, da creatinina, do glutatido. A tio-
neina se preeipita quando se usa a técnica de FoLiN-WU, e permanece
em solucio se o decido tricloracético for o desproteinisante usado, caso
em que também os peptidas se acham no filtrado (8). A vista dessas
consideracdes, seria de julgar-se que os resultados obtidos pela despro-
teinisacfio por qualquer das técnicas mencionadas, fossem semelhantes.
O quadro seguinte esclarece ésse ponto. O soéro empregado nas de-
monstracoes anteriores foi também usado no presente caso.
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QUADRO XI

Influéncia do desproteinisante sobre os resultados da dosagem das proteinas
por meio da reacdo do biureto.
Desproteinisantes usados: CCLCOOH a 10% (I).
¢ WO,Na,, 2aq. a 109 e SOH, 0.67 N. (II).

Azoto proteico em (I) : 1.206%.
Azoto proteico em (II) : 1.2169.
Quantidade Pmtei:rﬁg p;r 100 r%-m:?r:};{‘tf;:
joarotomeds | guEIDAEL) | b | m | k| o | determinads
em3 mente
I1 1 & per 100 em3
0.025 | 0.0118 | —_ 66 0.181 0.060 0.313 0.0185
0.025 — 0.0190 65 0.187 0.062 0.306 0.0190
0.050 0.0376 — 42.5 0.372 0.124 0.303 0.0383
0.050 = 0.0380 42 0.377 | 0.126 | 0.302 0.0387
0.075 0.0564 —_ 28 0.552 0.184 0.307 0.0569
0.075 — 0.0570 28 0.552 0.184 0.310 0.0565
0.100 0.0752 — 18 0.745 0.248 | 0.303 0.0766
0.100 — 0.0760 18 0.745 0.248 0.306 0.0761
0.125 0.0940 —_ 25 0.602 0.301 0.312 0.0930
0.125 — 0.0950 25.4 0.595 0.298 0.319 0.0915
0.150 0.1128 —_ 44 0.357 0.316 0.1103
0.150 — 0.1140 42 0.377 0.302 0.1156
0.175 0.1316 - 38 0.420 (.313 0.1298
0.175 - 0.1330 37.6 0.427 0.317 0.1311
0.200 0.1504 —_ 22.4 0.490 0.307 0.1514
0.200 — 0.1520 32 0.495 0.307 0.1520
0.225 0.1692 e 28 0.552 0.307 0.1707
0.225 — 0.1710 a7 0.569 0.301 0.1747
0.250 0.1880 - 25 0.602 0.312 0.1860
0.250 — 0.1900 23.4 0.631 0.301 0.1937
0.275 0.2068 — 22 0.658 (.314 0.2027
0.275 — 0.2090 22 0.658 0.318 0.2020
0.300 0.2256 — 18.6 0.731 0.309 0.2259
0.300 — 0.2280 17.6 0.767 0.301 0.2324
0.325 0.2444 — 40 0.398 0.796 0.307 0.2460
0.325 - 0.2470 40 0.308 0.796 0.310 0.2444
0.350 0.2632 .- 36.8 0.434 0.868 0.303 0.2682
0.350 — 0.2660 36 0.444 0.888 0.300 0.2726
Média . 0.309
. oo iy . Erro médio 0.004
(I) Acido tricloracético a 10% . . . EE5 HEAEES . ) 0.001
Coeficiente de variacio 1.294%
Média . 0.307
(IT) WO.Nas, 2 aq. + SO 0.67 N. | Erro médio . 0.007
Erro padrao . 0.002

Coeficiente de wvariacio

2.280%
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De acordo com ésses niimeros, e pelo menos no caso particular
apresentado pelo quadro XI, os resultados ndo se alteram de forma
sensivel, de sorte a haver alcance pratico de monta, quando a despro-
teinisacdo tricloracética se substitui a feita de acdébrdo com a téenica
de FoLIN-WuU. Praticamente, pois, parece-nos que ambos os despro-
teinisantes se podem aconselhar.

DENSIDADE OTICA E CONCENTRACAO PROTEICA NO CASO DO SORO
DE SANGUE DO HomEM, D0 CA0, po Bol, Do CARNEIRO, E DO CAVALO.
ROBINSON e HOGDEN (%) mostraram que iguais concentracoes de pro-
teinas dio transparéncias iguais quer se trate de sangue de homem,
de cao, ou de coelho. Nos verificAimos que o mesmo se da com relacao
ao carneiro, ao cavalo e ao boi. Assim, pois, o método de determinacio
fotométrica da proteina por meio da reacdo do biureto pode ser apli-
cado ao soro do sangue humano e ao de certas espéeies econdomicamen-
te muito importantes, sem que tal processo necessite ser modificado.
E’ provavel que outras espécies se possam alinhar ao lado das referi-
das acima e que o método descrito apresente aspecto de generalidade.
Os quadros seguintes resumem os resultados obtidos e documentam o
que afirmamos.

COMPARACAO DOS VALORES PROTEICOS OBTIDOS POR MEIO DO
METODO DE KJELDAHL E DA REACAO DO BIURETO

QUADRO XII
Séro de sangue do homem.
Azoto proteico: — 1.136%.
(i, | | |
pra s wndiis | e | peioem | Do B | x| - | eeinems
em | -corac | (KJ ) i (Biureto)
| em:d | [+ | T
] [ r G o

0.025 10 1 0.0178 67 0.174 | 0.058 | 0.307 0.0180
0.050 10 0.0355 46 0.337 | 0.112 0.317 0.0347
0.075 10 0.0533 31 0.509 | 0.170 | 0.314 0.0527
0.100 10 0.0710 20 0.699 | 0.233 | 0.305 0.0722
0.125 10 0.0888 27 0.569 | 0.285 | 0.312 0.0854
0.150 10 0.1065 45 0.347 | 0.307 0.1076
0.175 10 0.1243 41 0.387 | 0.321 0.1200
0.200 10 0.1420 34 0.469 | 0.303 0.1454
0.225 10 0.1598 3 0.509 | 0.314 0.1578
0.250 10 0.1775 26 0.585 | 0.303 0.1814
0.275 10 0.1953 23 0.638 | 0.306 0.1978
0.300 10 0.2130 20.8 0.682 | 0.312 0.2114

Média da relacio I‘{ g % % @ u 0810

Erro médio . . . . . . . . 0.0086

Erro padrdo . . . . . . . . 0.002

Coeficiente de variagiao . . . . 1.935%
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QUADRO XIIT
Soro de sangue de cao,
Azoto proteico: — 0.960%.

i s Volume Quantidade | Quantidade
ac s tomada |00 | el o | om | & e BAR
pira :lm;lnalmu cavada | (KJFL‘IJAHL} | k {Binreto)

| e 1 _— S| E. F o
0.050 10 | 0.030 51 0.292 | 0.097 1 0.309 0.030
0,075 10 0.045 36 0.444 | 0.148 | 0.304 0.046
0.100 10 0.060 26 0.585 | 0.195 | 0.308 0.060
0.125 10 0.075 19 0.721 | 0.240 | 0.313 0.074
0.150 10 0.090 25 0.602 | 0.201 0.299 0.093
0.175 10 0.105 46 0.337 | 0.212 0.104
0.200 10 0.120 41.5 0.382 [ 0.514 0.118
0.22b 10 0.135 37 0.432 | 0.313 0.134
0.250 10 0.150 33 0.482 | 0.311 0.149
0.275 10 0.165 29 0.638 | 0.307 0.167
0.300 10 0.180 27 0.569 | 0.3516 0.176
0.350 10 0.210 214 0.670 | 0.313 0.208

Média da relagio £ 0.310
Erro médio 0.005
Erro padrio . . 0.001
Coeficiente de variacio 1.6139%
QUADRO XIV
Sdro de sangue de boi,
Azoto proteics: — 11524,
Q‘.j_a'r'(.id:\.de V(\é\;mc: (ﬁ'“}:::;&‘:gi i '?Ilm |:t|£{‘::::|lr
para & anilive | SucEo | per100emd | D B koS | pee 00 omd
cmi3 p : { Binreto)
cmi} 4 | 14
[ : e
0.050 10 0.036 45 0.347 | 0.116 | 0.310 0.036
0.075 10 0.054 29 (0.538 | 0.179 | 0.302 0.055
0.100 10 0.072 19 0.721 | 0.240 | 0.300 0.074
0.125 10 0.090 29 0.569 | 0.285 | 0.316 0.088
0.150 10 0.108 44.5 | 0.352 | 0.307 (G.108
0.175 10 0.126 40 0.398 | 0.317 0.123
0.200 10 0.144 34 0.469 | 0.207 0.144
(.225 10 (.162 20,6 0.529 | 0.306 0.163
0.250 10 0.180 26 0.585 | 0.308 0.180
0.27b 10 } 0.198 22 0.658 | 0.501 0.203
0500 10 ] 0.216 20.6 0.686 | 0.315 (211

Media da relagao

4

Erre médio

Erro padrao .

Coeficiente de variacao

0.308
0.006
0.002

1.9487%
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QUADRO XV

Séro de sangne de cavalo,
Azoto proteico: — 1.206%.
(V. quadro IX)

QUADRO XVI

Soro de sangue de carneiro.

Azoto proteico: — 1.120%.

. Quantidade v:'i‘;i"“ fe‘““pl']i&f‘i‘r'.‘% " " " . girs

pats’ A snilise ‘corada | (KIELDAHL) ’ % | M

emad 5 g

0.050 10 0.0350 45.5 | 0.342 | 0.114 | 0.307 0.0351
0.075 10 0.0525 306 | 0.514 | 0.171 | 0.307 0.0527
0.100 10 0.0700 22 0.658 | 0.219 | 0.320 0.067b
0.125 10 0.087b 15,5 | 0.810 | 0.270 | 0.324 0.0832
0.150 10 0.1050 46 0.337 | 0.212 0.1038
0.1756 10 0.1225 40 0.398 | 0.308 0.1226
0.200 10 0.1400 34 0.469 | 0.299 0.1444
0.226 10 0.1575 31 (.6509 | 0.309 0.1563
0.250 10 0.1750 26 0.585 | 0.299 0.1802
0.275 10 0.1925 23 0.638 | 0.302 0.1965
0.300 10 0.2100 20 0.699 | 0.200 0.21563

Média da relagio % « o &« = « 0308

Erro médio . . . . . . . . 0.008
Erropadrdgo . . . . . . . . 0.002
Coeficiente de variagio . . . . 2597%

Iisses quadros demonstram que quantidades iguais de protei-
nas ddo densidades oticas praticamente iguais, no caso do soro de san-
gue dos animais referidos e, também, do coelho (6). As diferencas
encontradas se situam dentro dos limites dog érros experimentais.
Assim sendo, poder-se-ia estabelecer, para os casos estudados, um
coeficiente numérico geral, média de t6das as relacdes ; contidas nos
quadros acima publicados. Teriamos, entao:

Média . . . . . . . . . . 0309
Erro médio . . . . . . . . 0.006
Erro padrdo . . . . . . . . 0001
Coeficiente de variacdo . . . . 1.941%

REPRODUTIBILIDADE D0S RESULTADOS. Para se organizarem os
quadros anteriores, tomaram-se da mesma solu¢io alcalina da maté-
ria protéica tanto as aliquotas necessarias para a determinacdo do
azoto das proteinas, como as destinadas & dosagem destas fotomeétri-
camente, por meio da reacio do biureto. Para verificar a maneira por



272

Rev. Fac. Med. Vet. 8. Paulo — Vol. 2, fasc. 4, 1944

que se reproduzem os resultados, porém, os volumes empregados nas
varias determinacoes, tomados do mesmo soro, foram tratados de per
si pelo desproteinisante e, em seguida, de acérdo com o método des-
crito. Assim procedendo, obtivemos os resultados que se vém no qua-

dro seguinte:

Séro de sangue de earneiro.

QUADRO XVII

REPRODUTIBILIDADE DOS RESULTADOS

Azoto proteico: — 1.1209%.
Matéria proteica: — 7.00%.

(e, | Ve || e | e

para & nanilise ’“@3: ('I:;‘iu,l"(ej::)j) métodos
em3 e(:’:q P Yo
0.050 10 46 0.337 0.112 6.91 — 1.29
0.050 10 45 0.347 0.116 717 + 2.43
0.050 10 44 0.357 0.119 7.39 4+ b5.57
0.076 10 30.6 0.514 0.171 7.05 4+ 0.71
0.075 10 31 0.509 0.170 7.00 0.00
0.100 10 21.2 0.674 0.225 6.95 — 0.72
0.100 10 21.8 0.662 0.221 6.83 — 2.43
0.100 10 21 0.678 0.226 6.98 — 0.29
0.125 10 16 0.796 0.265 6.5b — T7.43
0.125 10 15 0.824 0.275 6.80 — 2.86
0.150 10 46 0.337 6.94 — 0.86
0.150 10 44 0.357 7.29 + 4.14
0.150 10 47 0.328 6.76 — 3.43
0.175 10 39 0.409 .22 + 3.14
0.175 10 40 0.398 7.03 -+ 0.43
0.200 10 34 0.469 7.25 -+ 3.57
0.200 10 35 0.456 7.05 + 0.71
0.200 10 34.6 0.461 712 + 1.71
0.250 10 25.4 0.595 7.36 -+ 5.00
0.250 10 29 0.569 7.03 4+ 0.43
0.300 10 19 0.721 T.43 + 6.14
0.300 10 19.5 0.710 7.31 4 4.43

Esses nimeros mostram que os resultados dados pelos referidos
métodos sdo comparaveis, e que o que emprega a reacio do biureto é
aconselhavel para a determinacio fotométrica das proteinas.

SUMMARY

The biuret reaction has been adapted into a veliable procedure
for the photometric determination of blood serum proteins, the optical
densities being measured with the Zeiss - Pulfrich step-photometer,
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It has been demonstrated that a blank solution is a satisfactory
compensating liquid.

We have studied the effect of the concentration and wvolume of
the reagents employed for the development of the color; time that the
colored solution is allowed to stand before centrifuging to remove the
precipitated euprie hydroxide; and final volume on color readings.

The color system follows Lambert-Beer’s law; therefore the
concentration of an unknown is readily calculated.

Quantities of proteins ranging from 0.015% to 0.27% can be
determined with a fair degree of accuracy.

Trichloracetic aecid and sodium tungstate -+ sulfuric acid
(Folin-Wu) have been employed for precipitating the proteins, and
both have been found to give results which are very nearly the same.

It has been found that the optical density values are the same
for equal concentrations of proteins from the blood sera of humans,
dogs, oxen, horses and sheeps.
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