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COMPONENTES SECUNDARIOS EM

UISQUES

IMPORTADOS(")

SINOPSE

O estude dos componentes secundirlos am ufsques importados, tem por finalidade
conhecar as caracteristicas desses produtos, a fim de disciplinar & produgao nacional.

Os resultados encontrades am anélises efetuadas no Centro de Tecnologia Alimentar
Lex-Instituto da Tecnologia de Bebldas), em amostras de partidas de uisques esco-
ceses entradas pelo Porto do Rio de Janeiro, no periodo de 1957 a 1967, demonstraram.
que cerca de B7% das amostras apresaentaram grau alcodlice real entre 420 e 435°GE; a
soma dos compenentes secunddrios no intervalo de 20 a 34g% no dlcool a 100°GL e
23% dos valores inferiores a 2,5g%: na composicio da soma dos componentes secun-
darios, os dlcools superlores partlcipam cam B1,7%, ésteres e acidos totals cam 16 &
15%, respectivamente, enquanta os aldeidos concorrem com 7%.

INTRODUGAO

Nos lltimos guinze anos a importrcia do
uisque na balanga comercial do Brasil cresceu da
maneira sensivel. As importagbes até entio de
vofume a valor negligenciiveis, passaram a cons-
tituir um $nus negative para o erério pdblico. Nas-
ceu daf o interesse Imediato de se Implantar no
territério nacional um conjunte de organizagdes co-
mercigis que, importando a matérla prima de pafsas
tradicionalmente produtores fizessem aqui os cortes
{blend) para langamento no marcado. A fase ee-
guinte seria a da construgdo de maltarlas e destl-
farias gue, aos poucos, fossem lbertande o pais
do &nus das importagdes. A caréncla de dados ana-
Iticos sobra as caracteristicas destes produtos,
‘gerou a necessidade de se pesguisar nos uisgues
importados os dados imprescindiveis 4 elaboragdoe
de vm conjunto de nprmas técnicas para este tipa
de destiledo.

MATERIAL E METODOS

Q trabalho basela-se em anéllses efetuadas no
CTA [ex-Instituto de Tecnologla da Bebhidas) em
$88 amostras de partidas de uisques escoceses,
entradas pelo Porto do Rio de Janelro no pericdo
de 1957 a 1967.

Os métodos empregadeos nas diversas dster-
minagdes foram os adotades aoficialmente pelo ITE
e podem ser ass'm resumidos:

grau alcodlico: destilagio e posterior laltura cam
alcoémeatro Gay Lussac, a 15°C:

componentes secundérios (4lcoois superiores, és-

teres. aldeidos, furfural & 4cidos): determinados
no destliados conduzida a 50° GL;

slcools superiores: método colorimétrico de Rac-
ques:

a) tixacdo dos aldeidos por aquecimento em
banho-maria, durante f hora, cam refluxo,
em presenga de fosfato de aniling;

b) destilagdo em refrigarante de Liebig, reco-
Ihendo 3/4 do volume inicial;

¢) reag@o com H,50, concentrado, em banho
da élen, & temperatura de 120°C, ‘durante
1 hora;

d] comparagio da cor do ensaio com a obtida
usanda, nas mesmas condigbes, um soluts
padrio de alcoo! lIsobutilica, & concentra
cio de 05g% no dlcool a 50°GL.

¢steres:  saponificagio pele NaOH N/1D, por aque-
cimento em banho-maria durante 1 hora.
com refluxo; adigdo de M 50, M/i0 e
titulagdo par diferenga:

eldeidos: dosagem colorimétrica com o reagents

de Schiff (hissulfito de rosanilina) utili-
zando como tipo uma soluciio de aldeido
acatica, na concentragBo de 0500% no
alconl a 50° GL;:

{1 Aprovado para publicagio em 13-9-T4, pela ComissBo Téacnlica de NDivulgaglio do

Centro de Ternoiogian Allmeniar - CTA.

(Z) Peaquisudor em Quimlca do Ministério da Agricultura.
13} IPesauisador de CUa - EMBRAPA - R. Jardim Betdnleo, 1024 - Rio de Janeira - RJY,

Bolslata do CNPq. TC-14.618.
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furfural:  dosagem colorimétrica, utllizendo a rea

+ CAo com acetato de anllina e um sclufo

tipo na concentragio de Q,1g%. de far-
fural na alcoo! a 50°GL;

scidos totais: titulagda pelo NaOH N/20 empre-
gando 50 ml da amostra & fenalftaleins
como indicador; - v

sama dos componentes secunddrios; ne determina-
¢do da soma dos componantss secundéarios, foram
cansiderados: alcoois superiores, em g de &lcool
isobutillco par 1,000 ml do produto; ésteres, em
g de acctato de etila por 1.000m! do produto; al
deidos, em g de aldeido acético por 1.000ml do
produto; édcidos totais, em g de Acide acético por
1.000 ml do produto; todas avallados no élcocol a
100° GL.

RESULTADOS
Distribuigéo do grau alcodlico real

A representagio dos dados através de uma
distribuigio de freqiiéncia {Quadro 1) indica que
5% das amostras apresentam grau alcoélico Infe-
rior a 42° GL, apanas 3% suparior a 44 e 87% estlo
entre 42,0 e 435° GL. A meédia nas amostras anali-
sadas & de 42,8° GL, com desvip padrio de 04.
0 intervalo em gue se concentram estes valorgs &
limitado por 41,7 & 439" GL.

QUADRD 1 — Distribuigdo do grau elcodlico real
nag amostras de wvisque

Grau alcoodllco real Nimero de Percentagem
IG. L) amostras
410 — 414 i 0,53
4“5 — 419 8 4,26
420 — 424 21 21.81
425 — 429 59 31.38
430 — 434 G4 34,04
435 — 439 10 532
40 — 444 3 1.60
445 — 449 — —
450 — 454 1 0.53
435 — 459 i 0.53
Total 188 100,00

Distribuicdo dos valores da soma dos componentes
secundérios

Pera estimar se as diferengas existentes entre
os valores dos diversos anos, spresentados no
Quadra 2, podem ser conslderadas signiticativas,
utilizou-se o processo estatistico de endlise de
varlanga.

QUADRO 2 — Distribuicdo da soma dos compo-
- nentes secunddrios atraveés das anas

Soma dos compo-

Anos  Ndmero de amostras  nentes sccunddrios
q e
1957 12 3.082
1358 17 2541
1959 1 2336
1964 20 2,839
1985 25 2,645
1966 39 2,608
1867 74 2,833
Total 183 2,753

D valor de "F°, que testa a diferenca entra as
gmostras ¢ 0,865, Comg cste valor € inferior ao
valor teérlco de “F", 2,2 ap nivel de significAncia
de 5%, as diferengas entre as médias da soma dos
companentes secunddrios ndo sdo significativas,
admitindo-se, portanto, que as amostras tenham a
mesma soma dos compenentes (Quedro 3).

QUADRO 3 — Andlise da varlanga

Tipos da Grausda Somades Médiadse
Varlacio liberdade quadrades quadrados
Entre as amostras 5 33,720 6,744
Dentra as amostras 181 1.411,356 7,707
Total 186 1.445 076G

Nas amostras analisadas, 23% est8o abaixo de
2,59% e 4% s8o superiores a 3.5g%..

Na faixa de 25 & 3.5g% sge encontram 73%

.das ampstras {OQuadro 4).

QUADRO 4 — Distribilgdo dos valores das somas
dos companentes secunddrios nas
amostras de visque

Soma dos componentes

secundérios Nimerode Percentagem
(g% alcoo! 100° GL) amostras

1,750 — 1,808 1 0,53
2000 — 2,249 12 6,38
2,250 — 2489 3t 16,49
2,500 — 2,749 52 27,66
2,750 — 2,999 45 2394
3,000 —= 3,249 25 13,30
3,250 — 3,499 15 7.93
3,500 — 3,749 5 266
3,750 — 3,999 2 1,06

Total 133 100,00




Construgdo de faixa de valores

w ¥ R

Através da média’e do desvio padrio-dos com-
ponentes sccunddrios, procurowse determinar 0%
Intervalos .representativos. Os resultados séo epre-
sentados no Quadro 5.

o

QUADRO § — Faixas dos valores dos camponentes

secunddrios "
Desvio Limltes
Componentes  Média . padréo (g% élcool 100°GL)
Inferior Suparior
Alcoois superiores 1,697 0,346 1.018 2.378
Esteres 0444 0,121 0,206 0,583
Acidos totais 0,422 D063 0300 0.545
Aldeldos 0,189 (0,054 0.082 0.295
Total 2,753 0,354 2,056 3,450

Em relagio a esses Intervalos construidos,
cinco por cento das amostras analisadas apresen-
tam soma dos componentes fora dos limites.

Dentre o3 componentes, aldeidos 8 qua apre-
senta malor nimero de amostras fora do intervalo,
ou seja, 4,8 por cento, ¢ 4cidos totals o compo-
nente com mener nimere de emostras fora do In-
tarvalo, apenas 2,6 por cento.

Determinagdo da participagéo percentual dos di-
versos componentes secunddrios

A participagdo dos componentes representada
pela percentagem de ceda um deles em relag@o &
soma & aprasentada no Quadro 4.

QUADRO 6 — Participagdo percemtual dos compo-
nentas secunddrins

Partici- Limites
Camponentes pagdo  (percentagem do total)
Inferior Superior
Alcoois superiores 61,7 51,0 723
Esteres 16,1 B2 221
Acidos totais 15,3 111 19,6
Aldeidos 69 3.7 10,1
Total 1000 — —

0O componente élcovcis supericres & o de
malar participagio na soma, média de 61,7 por cen
to, podendo variar de 51 a 72 por cento.

0Os demais tém participagdo menar, maximo
de 24 por cento (4steres) & minimo de 3.7 por
cento (aldeidos). Ne Fig. 1 sdo apresentados os
valores do componente Alcocls superlares & da
soma dos companentes secunddrios das 188 emos:

3

tras analisadas, onde $o observa que apenas 16

.- amostras (8.3 por cento) caem fora do Intervalo

-tixado de 51,0 & 72,3 por cento.

. FIG. 1 — Diagrama de dispersdo entre os dlcovis
v superiores © & soma dos componentes
secunddrios

e
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CONCLUSOES

' das amostras analisadas eprescntam grau
alcodlico real entre 42 @ 43,5° GL. Mio fol veriticada
ume tendancia para redugdo, através dos anos (1957
a 1987), da soma das componentes secundarios.
Cerca do 23 por cento gpresentam soma dos com-
ponentes inferior & 2,500g%.: a soma dos compo-
nentes secundarios se encontra no intervalo de
2056 a 3.450g% no élcool a 100" GL.

Ne composiciio da soma dos componentes se-
cundirlas, as ilcools superlares tEm a malor par-
ticipagdo, 81,7 por cento em média, podendo atingir
8 721 por cento; éstares a icldos totals partlci-
pam, em média, na soma com 18 e 15 por cento,
respectivamente, engquanto aldeidos varlam entra
3,7 @ 10 por cento.
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SECONDARY COMPONENTS OF IMPORTED WHISKIES

ABSTRACT
In order to establish standards for the production of the national whiskies, a study
of the secendary components of imported whiskies has been mada.

The analyses performed at the Centro de Tecnolegia Alimenter gave In about 87%
of the samples, obtaired from the Scotch whiskies which entered the part of Rio de
Janeiro during the period from 1357 till 1967, the following results:

feal slcoholic degree — 42,0 to 43,5°GL.

Secondary components total sum, expressed In 100° GL algohol — 20 to 3.49%, including
respectively:

Higher alcohols — 61,7%
Esthers — 16.0%
Total acids — 150%
Aldehydes —  70%

230% of the samples bad values of secondary components total sum inferlor to
the 2,5g% index.



CROMATOGRAFIA SOBRE PAPEL APLICADA AOS CORANTES
ARTIFICIAIS TOLERADOS EM BEBIDAS(H

MARIA LYDIA 8. CABRAL (2}

e GILVAN R. P. CAVALCANTI (3

SINGPSE

A leglslacio bromatoldgica brasileira tolera, apenas, o uso de onze corantes arti

ficiais em algumas bebidas (Tabela de Aditives para Alimentas, anexa ao

Decrato

n’ 55.871 de 25 de margo de 19635, atuallzada em 16/09/1970 pela C, N. N, P. A).

A pesqulsa de corantes 4cidos darivados da hulha em bebldas é felta através do
Método Oficial Brasileiro (Método de Arata), Portaria do Ministro da Agricultura, n.” 548

de 28 de putubro de 1941.

A identiflcagdo posterior dessas matérias corantes com as métodas quimiccs usuais
torna-se laborivsa, ndc s pela quantidade como pela dificuldede em separar 03 corantes
em mistura. Para suparar este inconvenlenta fol utllizado o método cromatogréfico as-
cendente sobre papel, apds isolamente dos corantes pelo Método de Arata.

Qs resultados demanstram gua a confugacio desses dols métodos permite [salar
e |dentificar minimas quantidades de corantes.

Na cromatografla ascendente sobre papel, fol usada a 4gua destilada como fase

maovel, com bons resultados.

INTRQOUGAD

Diversos autores J4& empragaram a cromata-
grafia ascendente sobre papel para pesquisa de
corantes artificiais, usando vdrios tlpas de papel e
solventes (Block 1956, Carvalho 1962, Feder 1964.
Xavier 1854).

Farem rcpetidos alguns desses sstudos usando
o5 papais Whatman n® 1, 3MM, Munktell n® 8 e
55 o os solventes butanol, Acido acético, dgua
(B. A, A, — 4: 1: §)], fenol, 4gua, (F: A — 8:2] e
#gua destilada, procurando os que melhor se adap-
tassem As necessldades de nossps trabalhos.

Observando a nitidez das manchas dos coran-
tes a considerando a toxidez de alguns solventes,
julgou-se ser a comblnagia do papal Whatman n” 1
com a Agua destilada a que apresentava maiores
possibilidades de aplicage em nossos laberat6rios.

Foram ecfetuadas as determinagies dos Rf,
sobre solugies aquosas de corantes simples antes
& apds a aplicagio do Método de Arata, solugbes
aquosas de misturas de corantes apds s aplicagio
do Método de Arata e finalments sobre coranies
simples edlclonados a bebidas.

MATERIAL £ METODOS

8) Meétodo Oficial Brasileiro para pesquisa das

matérias corantes dcidas derivadas da hulha —
Método de Arata.

Sobre @ sensibilidade desse método, E. Portal
e J. Bonastre, da Estagio Agrondmlica a Enalégica
ds Bordeaux, Franca (Ribereau-Gayon & Peynaud
1458] fizeram uma séria de trahalhos que podem
sBr asslm resumildns:

Observaram gue o Métado Oficial Brasilaira
ndo se restringe, como v Método Francés, a uma
unica montagem sobre a 18, que deixa juntamente
com o corante artificlal uma forte proporgéo de
pigmentos naturais, impedinda gualquer conclusio
segura, Gragas a uma sérle de montagens e des-
montagens, chega-se a recolher o a concentrar em
pedagos de 1@ cada vez menores, unicamente o
corante ertificlal em estado puro.

Efetuaram verificagbes, tomando por base so-
lugdes aguosas de diversos taninos caomerclals, uma
série de vinhos auténtlcos da vérlas procedéncias,
fortamente coloridos, & esses vinhos enriquecidos
com diversos taninos comerciais. Em todos os ca-

(1) Apravado para publicagio em 12-%-74, pela Comlssdo Técnica de Myvulgacio do

Cenltro de Tecnologin Alimentar - CTA.

(2) Pesquisador em Qulmicn do Mintstérlo da Agricultura — Bnlsista do CONDPg —

(TC- 14,690},

{3) Pesqulsador do OTA - EMERAPA - B. Jardim DotAnieo, 1024 - Rlo de Janeiru - RJT.

Dolsiste de CNFqg - (TC-14.688),
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805, ubtiveram pedagos de [3 perfeitamente brancos.
Em sequida, adicionaram doses de Vermelha Bor-
deaux B de 0,02 a 1 my por llitro a salugGes aguossas
de taninos & u vinhos adicionados ou ndo da ta-
ninos, cbtendo uma série de las, com coloragdes
nitidas.

r K
b) Método cromatografico ascendenta scbre papel:

Em folhes de papel Whatman n® 1 [360mm x
325 mm) foram marcados 1B pontocs com intervalos
de 20 mm entre eles e distanciados 30 mm da borda
inferlor do papel.

Semeou-ge, com pipeta micrométrica, 10 mm3
de solugdo aquosa de corante a 0.5 g/l em cada
ponto (5 pg). As misturas de dols carantes foram
faltas a partir de volumes iguais das solugdes dos
corantes simples & usados 20 mm? em cade ponto,
a fim de permanccer a mesma concentracdo Inlclal

Fal empregada, como fase mdvel, a dgua des-
tilada. Fez-sa 2 saturacdo durante uma hora e imer-
sap cerca de 1 » horas, até a frente da fase mével
atingir 200 mm, aproximadamente.

Foi utilizada uma cimara de vidro com capaci-

dade para citu folhas, colocada em sala com_tam-

peratura ‘constante (20° C).

Foram determinados os valores dos Rf de dez
corantes artificlals de uso tolerade em algumes
bebides, constentes do Quadro 1.

Foram usadas solugbes aquosas dos corantes
simples a solugSes aquosas resultantes de fixa.
¢oes em ld (Método de. Aratal, visando estabelecer
os valares dos Bf desses corantes antes e apés
aplicacdc da citado Método.

E vpartuno observar que o corante Azu! Indan
treno (C. . 69.800), cama era previsto, nda migrau
devido a sua insolubilidade em agua. Uma vez que
esta corante, qua normalmente ndc é empregado
em bebidas, também & insolivel em vérios outros
liguidos (entre as quals o dlcool etilico), julgou-se
que aquele fata nao invalidava o presents trabalhc.

Aproximado o corente através do valor do Rf,
as manchas foram cortadas, eluidas em Sgua des-
tilada e sobre a solugda resultante, efetuadas rea
¢Oes para identificagdo. do acordo com ms especl
fivagdes contidas no “Colour Index™ [Quadro 2).

¢) Descricgo das emostras

. No teste dos Rf antes ¢ apds Arata foram usa.
das 32 amostras de ceda tipo de corante, atingindo
cerca de 580 operagles.

Foram feitas 16 misturas dos carantas mais
utlllzadas em bebidas. (4} Dais corantes entraram
em trés misturas, tendo todos os demais partick
pado cm apenas duas misturas. As operagdes rea-

lizadas tatallzaram 512, proporcienande o dobro de-

valoras de Rf por se tratarem de misturas.

ot

Na caso das bebidas forem usados nove co
rantes em trés bebidas diferentes comn 40 operaglias
para cada bebida, totalizando 1.080 valores de Af.

RESULTADOS E CONCLUSOES

0s resultados obtidos foram analisados esta-
tisticamente através de testa de hipétese de dife-
renca de médias ¢ determinagdo de limites méximos
ds tolerancia.

O teste de diferenga do médias aplicado as
solugdes aquosas de corantas simples antes e apés
a aplicecie do método de Arata apresentou os re-
sultados do Quadra 3.

As diferencas encontradas entra as médias dos
Rf dos corantes forsm considcradas significativas,
pois, eoma s& poda observar, todos os valores obti-
dos no teste foram bastante superiores a + 2
(valor ao nivel de significincia de 5%).

Uma vez que nas bebidas os corantes s8o iso-
ledos através do método de Arata, a existéncla des-
sa diferenca obriga a considerar, para os valores
dos Rf, agueles encontrados apds a aplicagac do
Arata.

Quanto as misturas dos corantas, o teste de
diferenga entre as médias dos R apresentou re-
sultado siqgnificativo para todas as misturas, com
excegio da Indigotina com Bordeaux “S" e Indigo-
tina com Vermslho Sdélide (Quadre 4).

Tal resuitado parece demonstrar que na mis-
tura de corantes os Rf sofrem influéncia do acom-
panhanta.

QOs resultados dos Rf dos corantes, adicionados
pelas autores a bebidas, sdo apresentados np
Quadro 5. Somente alguns corantes ndo tveram
03 Rf alteradus conforme a bebids, como & o caso
da Eritrasina que nio sofreu alteracdo em presenga
das bebidas utilizadas (velor de teste menor que
+ 2).

Finalmente construiu-se o grifico de limites de
toleréncia para os Bf dos corantes simples adicio-
nados a behidas. (Fig. 1).

Dianta dos resultados apresentados concluliu-se
que:

E possivel a utilizagdo do método cromatogrs-
fico ascendente sobre papel, para identificacdo de
carantes artlficlals tolerados em bebldas, apds o
isolamento dos mesmos pelo Método de Arata:

A conjugagio desses dois meétodos permite o
Isolamenta a ldentlficacio de minimas quantidades
de ‘corantes;

-Qs Rf dos corantes em mistura geralmente so-
frem influéncia do acompanhante;

4} Procedéncis dog corantes — Sanef Chemleal Industrial ¢.o Lid, — Dsokae, Jupio.



Ficou svidenclado também, a influéncia das
bebidas utilizadas nos valores dus Rf dus corantes;

A cromatografia ascendente sobro papel, usan-
do égua destllada como fase movel, torna ficll e
ecanBmico seu emprago.
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OF ARTIFICIAL DYES

IN BEVERAGES

ABSTRACT

The detection of acid coel tar dyes in beverages Is performed by the Official Brazilian
Method (Arata’s Method), Ordinance of the Ministry of Agriculture number 54B, Aprll 29,

1941,

Thea ulterior identificatlon of this colouring matter by the usual chemical methods is
straining not only on account of the little existing detectable material, but also because
of the difficulty In separating the mixed dyes.

The authors decided then to associate to the Officlal Brazlllan Method, the ascending

technique of paper chromatography.

The resultz show that this assoclation allow to isolate and identify minimal quantities

of acid coal tar dyes.

Tha use of distilled water as a solvent in the ascending paper chromatography has

given good results.



QUADRO 1 — Carantes artiflclals toleradas em alimantos

GColour Index

Corante Classificegéo Nome Cientifico
{1956)

Amarelo acldo ou Sal dissddico do dcido 1 —

Amarelo sdlido Monoazo (4 - sulfofenilaza) — 4 — 13.015
amino - benzeno — 5 — ’
sulfonico.

Amarelo Sal disstdlco do dcldo 1 —

crepiiscula b (4 - sulfofenilazo) — 2 — 15.985
naftgl — B8 — sulfdnica.

Leranja GN - Sal dissddico do acido 1 —

(3 - sulfofenilazo) — 2 — 15.980
naftol — sulfdnico.

Tartrazina T Sal trissddico do écido 3 —
carbaxl 5 — hidroxl — 1
sulfofenilazo — 4 p — sulfo- 19140
fenilazo pirazol,

Azut de Indantreno N, N' difldra — 1" — 2" —

RS au Antraquinona antraquinonazina. 65.800

Azul de Alizarina

Indlgotina Indigbide Sal dissddico do dcido indigo-
tina 5 — 5 dissulfonico, 73.015

Eritrosina Xanteno Sal dissédico do 9 — 6 —
carboxifahll & — hldroxi —

2, 4,5, 7, — tetralado — 3, 4 45.430
hexantina ou tetraiodo fluores-
ceina sodada.

Bordeaux 5" ou Sal trissédico do dcido 1 —

Amarante Monoaza (4 sulfonaftilezo) — 2 naftol 16.185
— 3,6 — dissulfénico.

Escarlzte GN re Sal dissddico do 4cldo 2 —

{sulfo 1 — M — xililaza) 1 — 14.B15
naftel — 5 — sulfdnlco.

Vermelho Sélide E 'y Sal dissédico do fcido 1 —

(4 — sulfonaftilazo) 2 — 16.045
naftol — 6 — sulfdnico.

Posteriormente, na relegio de aditivos toleredos em alimentos, foram incluidos os
corantes artificiais “Citrus Red n? 27 (1 (2.5 - Dimetiltoxlfenilazo) - 2 - Maftol), nio re-
laclonada no Colour Index e Azul Brilhante FCF (42.070).



QUADRO 2 — Reagdes de confirmagao (1)

H, 8O Hel HNO, N2OH
2 + a
Corante Colour SOLUBILIDADE [concentrada) (concentrado) (concentrado}  (concentrado)
Index A 5
pés Solu¢io Solugio Solugao
Agua Etanol Acetona P4 dilulgio P& aquU0sa aquosa aquosa
Amarelc  13.015 Soldvel Pouco Amarelp Laranja Vermalho Amarelo
sélido {amarelo solavel asverdeado avermealhado alaranjado esverdeada
asverdeado)
Amarelo 15,685 Soluvel Levemente Laranja Amarelo Nio muda Vermelho
crepiisculo (laranja soitvel avarmelhado pardo
amarelado)
Laranja  15.980 Soluvel Pouco saldvel Laranja Laranja Amarelo ‘Laranja pardo
GN (amarelo (amarelo ouro ourg ourp avermalhado
auro) pélida)
. Soldvel . Solugio Amarelo
Tertrazina  19.140 {amarelo) Pauco soldvel Amarelo Amarelo N2o muda amarela avermelhado
Azul - . .
indantrens 69.800 I1I'1$0|uvel Insotivel Insolivel Perdo Ppt. azul
I Solivel . Violeta azulado Verda para verde
Indigotina 73015 o Y Pouco soltvel profundo Azul amarelado
Eritrasina 45.430 [Solﬂvallh Amarelo Amarelo Ppt. vermetho
vermeino pardacento pardacenta saldavel
careja sem (Ppt.)
fluarescéncia)l ‘

Bordcaux  16.185 Pouco solivel |gvemcnte Violeta Rosa Perdo com vermelho Varmslha  Pardo

“g® (vermelho solivel residuo plrpura brilhante  avermslhado

pirpura) preto
Solivel . p Vermelho Nfo muda
R T L L o sl G prc Mo muda
ranjado ligelra- alaraniado) J (ppt. verme- vermelho
mente turval i lho pardo) pardo)
Varmelhe 16,045 Soldvel ![:O.“?Dt sol E'Vgl Pouco  Vialeta Vermelhp Laranja Vermelho  Parde
s6lido (vermelho viole alhpgr ©  soldvel cerela pardo amerelado  slaranjado
cerejal avermeihado (ppt. laranja) avermelhado

fraco)

{.i] “Colour Index® (1958)

(2

Kling {1922)
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QUADRO 3 — Teste de diferenca dos RY dos corantés antes e apds o Arata
|

MED!A DOS AF

CORANTES - TESTE DOS RF
i IAntes Apds

i :

i1, Amarelo sélido’ ! 0,902 0,866 691
lIz. Amarele crepasculo 0,873 0,793 15.14
;a‘ Laranja GN 0,882 0,815 15.75
4. Tartrazina 0,822 0,800 2038
5, Indigotina 0.B35 0,759 14,01
: 6. Eritrasina 0,722 0,693 3.97
7. Bordeaux °S~ 0,883 0,835 13,41
8. FEscarlata GN ' 0,895 0,822 19,09
9. Vermelho sdlido I 0,749 0,725 15,81




QUADRQ 4 — Testa da diferenga dos Rf dos corantes em misture

TESTES DOS RF

MISTURAS MEDIAS
(a) (b} [a} (£) (b ()
Amarelo sélido
a) Amarelo solido + Escarlatea GN 0830 12,98 4,20 —6.83
bl Amarelo s6lido + Eritrosing 0,768
¢) Amarelo s6lldo 4 Laranja GN 0,807
Amarelo crepisculo B
g) Amarelo crepisculo + Tartrazina 0,761 2,68
b) Amarelo craplsculo ¥ Eritrosina 0.724
Tartrazina
a) Tartrazina + Amarelo crepiisculo 0,774 6,99 _427 12,69
b} Tartrazina + Bordeaux ‘8" 0,736
c] Tartrazina + Vermelho sélido 0,807
Indigotina
al Indigotina + Bordeaux “8° 0,757 —0,63
b) Indigotina + Vermelho sdlido 0,761
Bordeaux "57
al Bordeaux *8° + Indigotina 0,777 8,36
k) Bordeaux “S* + Tartrazina 0,716
Escarlate GN
a) Escarlate GM + Amarelo solido 0,815 11,85
b} Escarlate GN + Eritrosina 0.759
Vermelho sdlido
al Vermelha sélido + Indigotina 0,710 —3,87
bl Vermelho sdlido + Tartrazing 0,733




QUADRQ 5 — Tssta de difgsranca dos Rf dos corantes am bebldas

BEBIDAS (Médias dos Rf)

TESTE DOS RF

Vinho Vinho Aguardenta
de mesa Licorosc composta
=) (& (e) (a] (b) (a] (¢} (b} [c)
. Amarelo sélido
0,850 0,799 0.849 6,23 0,19 —5,89
. Amarelo crepdsculo
0.867 0.821 0857 7,27 1,58 —2.04
. Laranja GN
0,799 0,796 0,832 0,56 —3.84 —5,72
. Tartrazina
0,803 0,833 0,819 —3.95 —2,03 1,71
. Indigotina
0,802 0.760 0,745 6,22 2,82 Q78
. Eritrosina
0,69% 0,701 0,691 —0.,26 124 1,2B
. Bordeaux "S~
0873 0.782 0,764 4,38 18,26 055
| . Escarlate E;N
0,811 0,836 0,843 3,74 543 —1,13
. Varmelho eclida
Q756 0,745 0,823 2,51 —4,83 —4,15
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APLICACAQO DO METODO RAPIDO DE BIURETO PARA
PROTEINA EM GRAOS

MARIA DA PIEDADE MONTEIRQ DE CARVALHO (D

SINOPSE

Forem feitas 120 determinagdes de proteina bruta em Farinha da trigo purz e mista,
pelo métado rapide de biureto @ pelo processo Kjeldahl, comparando-se os resultados.

Em lugar de utillzar-se a célula 5x10mm para a leitura de densidade dtica dos fil
trados da reagdo de biureto para farinha de trigo, seguindo-se a duplicagdo dos resultadoes,
conforme o método Johnson e Craney, utilizou-se a célula 10X 10 fazendo-sc a diluigdio
ao meio desses filirados e duplicande-se a densidade 6tica obtlda.

As relacBes entra as resultados obtidos em percentagem protéica pelo métado
Kjeldah! e pelo métoda de biureto s3o correspondentes.

INTRODUCAD

Existem diversos métodos para determinagio
de proteina, multos deles dispendioscs. O método
cldssico de Kjeldahl qus utiliza o acida sulfdrico e
um catalizador para mineralizagln, & uma subse-
giiente distilagdo de nitrogéniv sob forma do amd-
nia. é demorado, complexo e caro para apllcagio
em [arga escala pela quantidade de reagentes ne-
cessdrios. Métodos que utilizam a reagio de pro-
teina com reagentes que produzem complexos co-
loridos foram comentados por Johnson e Craney
(1971) os quals Incluam raagdes com a cadela pep-
tidica (biureto), com grupos alfa-amino livres [Van
Slike), com fenol (Folin Ciocalteau), e outros como
raacio de proteina com tintas orginicas (Udy,
D. €. a solubilizaggo de proteina do trigo sob pH
controlado resultando em soclugdo apalescenta, pl-
rilise de material pratéico com a medida volumé-
trica de N,. Nenhum desses métodos mencionados
fol, segundo Johnson & Craney modificagio do pro-
cesso Kjeldah!, mas sim baseados em principlos
diferentes. Em anos recentes os produtores de
gréos e comerciantes de racbes, nos Fstados Unl-
dos, alertaram-se para as variacbes no conteddo de
prateina dos diversos qrios e sentiram a necessi
dade de métodos ripidos ¢ cficazes para sua de
terminacdo. Novo Intarassa na pesgulsa de méto
dos tem sido dirigida ao aperfeigoamento daqueles
J& existentes e entre eles o de hlureto.

A reagdo de biureto sc processa guando um
complexo protélco reage em condigdes controladas
com uma solugdo de cobre alealina. provocande a
mudanga da coloragio verde da solugdo de cobre
para vlalata. A intensidade dessa coloragie depen-
de da concentragdo das ligagbes peptidicas as

quais se unem os lans de cobre. Pela madida es
pectrofotométrica ou fotacelorimétrica da densidado
dtica dos filtrados dessas solugdes colorldas, po-
de-se determinar a concentragio de proteina nas
solugdes.

O processo de biureto foi estudado por Schitt
(1895) e adaptada por Riegler [1914) para estime-
tiva de proteina em fluidos biolégicas. Plnkney
(1949) aplicou-o na determinagaa de proteinas do
trigp com sucesso, porém o processo era lenta.
Em 1971 Johnscon e Craney aperfelgoaram o mé-
todo para determinaggo de proieina em grios.
Esse meétodo rédpldo tem como opbjetive proporcio-
nar alternativa vélida, econdmica e de ficil exe-
cuglo, para dosar protelna em grios. Johnson
e Craney utilizaram como fonte da lons de cobre
o carbpnata de cobre adiclonado diretamente 2
amostra, com a vantagem de eliminar o preparo de
solugBes clpricas instiveis e que exigem renova-
¢do. Observaram que a solugio alcalina de élcool
isopropilice adicionada & mistura da amastra cam
o carbonato de cobre, concarre para eliminar a cor
marrom da farinha de sorgo que intarfera nas me-
didas de densidade 6tica. Fizeram 391 ensaios com
diversos grévs aplicando o método répido da blu-
reto @ o da Kjaldahl, paralelamente. A analise dos
resultados evidenciou alto grau de correlagdo en-
tre as medidas de densldada 6Gtica das reag@ies de
biureto & as percentagens protéicas dadas pele
método Kjeldahl. Esta pesquisa sugere a realiza-
cio de tabeles de conversdoc para cada tipo de
grao bem como o tragado das linhas de regressac
das relagtes das medidas em densidade 6tica e
em percentagem de proteina dadas como resulte
dos da eplicagdo dos referidos métados. Lembram
os autores que a uniformidade de resultados em

(1} Tesguizpdor em Alimentos do Setor de Teenalogln de Centra de Teenologin Alimen-
tar, GMBRAFPA - CTA - R, Jardim Boatdnlica, 1024 - Rio de Janelro - REl.
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densidade dtica néo foi verificada entre aparelhos,
6 por essa razda cada laboratorio deveria realizar
a propria tabela de conversio pelo seu colarimatro
ou espectrofotdmetro.

Em vista da facilidado de execugiio desse mé-
toda réapido de blureto & a economia de tempo e
material que representa na obtengio de resultados
decidimos  experimentdlo. O procedimento das
an3llses nas condigdes de nosso lahoratério levou-
nos a adaptagdes que podem ser exploradas coma
glternativas na eplicagac de método.

MATERIAL E METODOS
Reagcntes:

1 — Solucéo alcaline alcodlica: Pesa-se 5.69 de
hidroxide de potissio, coloca-sg no frasco
volumétrico de 1.000ml. Adiciona-se 600m
de dlcool 1so-propilico e completa-se o volu-
me com H,0 destilada.

2 — Alcool iso-propilico.

3 — Carbonato de cobro pa.
Equipamenta:

1 — Moinho martelo com peneira de 0.25mm ou
moinha de cilindro ralado com peneira de
nylon matha 8 XX.

2 — Balanga analitica de preciséo.
3 — Agitador.

4 — Sistema de filtragéo a vécup, Gooch de por-
celana com filtro de fibra da vidro de 2.7em.
(utilizamos o filtro MN 85 da Machray Na-
gel & Col).

5 — Espectrofotdmetro & ou colorimetro (utilize-
mos o espectrofotémetro Colleman, mode
lo 111].

6 — Frascos Erlenmeyer de 250ml cam rolhas es.
merilhadas.

7 — Pipatas de 2ml, 5mi e S0ml.
8 — Tubos para testes de 50ml.

Operagio:

1 — Moer 50gr de amostra, homogenizar.

2 — Pesar 1.00 4 0.01g. colocar no Erlenmeyer
de 250ml.

3 — Adicionar 2ml de élcool iso-propilico e agitar.

4 — Adicionar 1.00 + 0.01g9 de Carbonato de
Cobre.

5 — Pipatar 50ml da solugda alcallna alcodlica,
adicionar ao frasco e tampar.

6 — Agitar vigorosamente par 15 minutos.

7 = Delxar descansar por {5 minutos para de-
senvalver a cor,

8 — Preparar ¢ Gaoch colocando dois filtras de
fibra de vidro po mesmo.

g — Agitar manualmente o contsido do frasco.
Ligar o vacuo e filtrar cerca de 20ml. Dasli-
gar o vicuo logo que tenha o filtrado sufici-
ente, para evitar evaporacio & cancentragao.

10 — Fazer a leitura da absorcéo e 550nm & comv
parar com a curva padréo para verificar a con
centragaa de proteina. Usar célula 10x10mm.
No caso de filtrados concentrados diluir aa
meia, fazer a leitura e duplicar o resultado
da D. O, Optamos pela diluigdo ac melo para
solugies concentradas em lugar da célula
5x 10mm que falteva no equipamento.

RESULTADOS E DISCUSSAC

Foram feitos 120 ensaips, em paralelo, para
determinacde de proteina em farinha de trigo e
misturas de farinha de trigo e amide de millho (mai-
zena), pelo método de Kjeldahl e pelo método ri-
pido de biureto, operamos cem espactrofotdmatro
Colleman, medelo 111, utilizande a célula 10x10mm
@ diluindo em 4gua dastilada os flltrados mals can-
centrados que fugfam & faixa de rasolugio do apa-
relho. A diluigio em H,0 destilada apresenta a van-
tagem de diminuir o risco da concenfragio pela
evaporacio do dlcool dos filtrados. Verificou-se ain-
da que os filtrados diluidos s8o estaveis por 24
horas, quando guardados em geladeira em Frascos
tampados com rolha esmerithada (Quadro 3). No
caso da farinha de trigo madimos a densldade dtlca
des diluigoes so meio dos filtrades e duplicamos
os resultados abtidos (Fig. 1), o gua fornaceu re-
sultados. concordantea com os da pesguisa original
na qual Johnson e Craney {1871) usaram célula
5 % 10mm.

Pelo método, espera-se que sejam semelhantes
as densidades Otlcas registradas num mesmo apa-
relho, para triplicatas de amostras que receberam
o mesmo tratamente. Nac se verificou, entretanto.
se existem variagdes entre medidas feltas em apa-
relhos diferentes.

A seguran¢a das medidas dticas depende prin-
cipalmentes da limpidez dos flitrades. Q Hltrado lim-
pido, no casu da reacdo de biurcto cm {arinhas de
grios, requer flltra gue retenha o amido. O filtro
de fibra de vidro recomendade no métado inlclal-
mente nao foi encontrado na praga por tratar-se de
material importado. Tentamos a filtragio com vé-
rics tipos de filtros ou filtros combinados buscando
selecionar aquela do qual resultassem filtrados
com medidas de densidade Gtica reproduziveis para
uma mesma amostra (Quadre 3). Os flltrados da
uma mesma amostra obtidos através do filtra de
vidro poroso 1-G3 deram resultades concordantes.



porém a continuidade do uso dease tipo de filtro
indicau ser improprio pols sofre desgaste e & de
facil obstrugae (Quadro 1). O filtra de fibra da
vidro de especificagBo MN 85-2.7cm da Machrey
Nagel & Co.. pareceunos satisfatdrio, pais com cle
conseguimas uma sequéncia de ensaics utilizando
farinba de trigo pura & misturas pré-estabelecidas
de farinha de trigo com amide de milho [maizena)
(Quadro 1, Fig. 2, Cuadro 2).

Tentamos a separagio pela centrifugasio & ve-
rificamos que a 5.000 rpm durante 5 minutes po-
do-sc obter um sobrenadantzs limpido com pequena
varlagdo na densidade Gtica entro as repetiges.

Nas dosagens de farinha de soja & reagdo se
fez normalmente. Observamos entretanto uma va-
riagdo de densldada 6tlca nos filtrados da mesma
amostra. Atribuimos esse desvio ao fata de as
amostras, por serem pequenas, nao tercm sido sub-
metidas ao mainho de martele au cilindro & sim &
socagem manual sequida de peneiragcda. Csse pro-
cessa pareceu ndo garantir a homogeneidade gra-
nular da farinha, conforme exlge o método, A ho-
mogeneidade € necesséria para que a reagio se
faga integralmanta nas condigbes do métedo. Qu-
tro fator de variagdo julgamos ser o alto teor de
dleo das amostras, cerca de 20%. que provavel-
mente tem interferéncla nas medidas de densldade
6tica. Deacan (1971) medificou o método rapido de
biureto para determinagiio de proteina em torta da
s0Ja cujo teor de dleo é de cerca de 3% (Markley,
1940]. Mo método modificado por Deacon o pro-
cessamento se faz a 70°C, sendo que a amostra &
agiteda numa salugide slcalina alcodlica com hidrg-
xidn de cobra. Necessitamos entretanto investigar
melhor a aplicagde do métedo de biureto em farl
nha de grio de soja.

CONCLUSAD

MNa anilise de resultados representados na Fi-
gura 1, observa-se a relagdo entre percentagans de
proteina dadas pelo métoda Kjeldahl & as densida-
das 6ticas de filtrados da reagdo de biureto dos
ensaios realfzados neste laboratdrio em que utili-
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zamos farinha de trige de diversas praocedénclas.
A relagdo dos resultados publicados por Johnson a
Craney (1971) comparados com os nossos da Fi-
gura 1 lava-nas a concluir que podemos utilizar a
diluigdo ao meio como alternativa na falta da célula
Sx 10mm. Os nossos resultades das leituras de
densidade 6tica de dilulgdes ao melo, duplicados,
vieram a corresponder aos resultados de leituras
de densidade otica em célula 5x10mm também dupli
cados, da Johnson e Cranay. Qs filtros experimen-
tados néo foram adeguados obtendo-se resultados
discordantes. Verificou-se que o apropriado & o©
filtro de fibra de vidro MN 852.7cm da Machrey
Nagel & Go., semelhante ao recomendado pelo mé-
todo. HA necessidade de estabelecer tahelas de
conversae especificas para diferentes misturas de
farinha de trigo pois a relagip densidade dtlca per
cantagem de proteina para Farinha de trigo [Qua

dro 1), ndo corresponde a relegéo indicada nos
Quadros 2 & 4 para misturas.

Conclui-se que o método do biureto pode ser
usado am substituigio ao da Ksidahl fazende-sa,
no entretanto, curves padrio correspondentes a
cada produto que se deseja analisar.
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ABSTRACT

Estimstion of protein content was made In 120 samples of wheat and flour mixtures
by the rapld bluret method of Johnson e Craney and by the Kjeldahl process and the

results were compared.

For the spectrophotometer absorbance reading of bluret reaction in wheat {lour the
filtrates were halt dilutad and a 10 x 10mm cell was used in the place of the 5x 10mm
cell used by Johnson e Craney. The absorbance values were added and compared to the
Kleldahl protein values. The relation between the bluret absorbance values and Kjeldahl

protein values was conflrmed.
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QUADRG { — Densldade 6tica dos filtrados da reagéio de bivreto em amostras de
farinha de trigo em relagdo a percentagem de proteina.

Filtro de Vidro Flltro Fibra % Protefna pelo
Amostra de farinha
porosa 1G3(*) do vidro método  Kjeldahl
de trigo
D. O. 550nm. D. 0. 550nm.
IPEACO (Mult. 11) 0.90 .83 14,23
) (BH-1148) 0.82 0.82 14.05
B (BH-1146 1) 0.88 0,80 13.71
" {Centrifen] 0.73 0.80 13.50
" (1AS-49) D.B2 0.79 13.45
y (5-473-C4) 0.84 0.78 13.13
" (1AS-Alvor.) 0.87 0.78 13.10
" (5-12) 0.62 o.M 12,32
- (Y. T. 54xN-B3) 0,73 Q.70 12.03
- {CMP-50 R-214) 0.71 0.68 11.79

(*) Nestes cnsaios os filros de vidro 1G3 ndo deram resultados coerentes com a

parcentagem de protaina.
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OQUADRD 2 — Resultados da dosagem de proteina em misturas de farinha de trige @
amido de milho (maizena) pelos métodos Kjeldahl e biureto.
H . |
0. O. 550nm D. ©. 550 nm D. ©. 550 nm % pelo met.
Misturas
. cana. dilu, aa &2 duplicada Kjeldahl
Fr. Trigo D.E786 D.34579 0.59358 10,76
Boa Sorte
Fr. Trigo 0,6575 0.32883 0.65766
Boa Sorte + {.6556 0,32803 Q.65766 10,31
5% maisena 0.6478 0.3279¢ 0.65580
Fr. Trigo 0.5607 0.28400 0.56800
Beca Sorte + Q.5654 0.28483 0.56966 9,69
10% maisena 0.5498 0.27572 0.55144
Fr. Trigo 0.5376 0.27654 0.55308
Baa Sorte + 0.5378 1.27654 0.55308 923
15% maisena 0.539 0.27572 0.55144
Fr. Trigo 0.4962 0.25104 0.50208
Boa Sorte + 0.4962 0.25104 0.50208 8,53
20% maisena 05017 0.25104 0.50208
Fr. THgo 0.4559 0.23657 0.47314
Boa Sorte + 0._4559 0,23857 0.47314 8,24
25% malsena 0.4622 0.24033 0.48086
Fr. Trigo 0.4437 0.21824 0.43548
Boa Sorie — 0.4437 0.21824 0.43648 7.58
30% malsenha 0.4437 0.22185 0.44360
Fr. Trigo 0.4318 0.21467 0.42934
Boa Sorte + 0.4118 0.21467 0.42334 6,67
40% maisena 0.4318 0,.21467 0.42934
Fr. Trigo 0.35655 0.17393 0.34788
Boa Sorte 4- 0.35655 0.17333 0.34788 572
50% maisena 0.35164 0.17393 0.34786

A sensibilidade do método

por ml de soluggo.

com relagdo & farinha de trige atinge a 5mg de proteina
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GUADRO 3 — Resultados em densidade dtica da reagfio de biureto na farinha de trigo,
variando o filtro & o tempo.
Amastra Tipa de Filtro D.Q. 550 nm
A—Fr. Trigo Fibra de vidro 0,720
(65-N)
A —Fr. Trigo Fibra de vidro 24 hs. apds filtracdo [*) 0,720
(68-N)
B —Fr. Trigo Fibra de vidro 0,699
(63-N)
B — Fr. Trigo Fibra de vidro 48 hs. apds filtragéo [*) D.657
(68-l)
A—Fr. Trigo Centrif. 5000 rpm 0.720
(68-N) Centrif, 5000 rpm 0,730
Centrif. 3000 rpm D,790
A —Fr. Trigo Vidro Poroso 1G3 0.853
(68-N) Vidra Poroso 1G3 com fib. amianto 0853
Vidro Poroso 1G3 com Whatman 50 0.832
Fr. Trigo Vidro Poroso 1G2 15 min. repouso
(Boa Sorta) antes da HAlirar 0,850
Fr. Trigo Vidro Porozo 1G3 45 min. rapousa
(Boa Sortel antes da filtrar 0,870

(*) Qs filtrados foram guardados em geladelra sm frascos tampados.
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GQUADRO 4 — Dosagem de protefrna em misturas de farinha de gluten pelos métodos

Kjeldahl & bijureto.
1

A ti 0. 0. 550 % Prot. Met.
mos rja . 0. nm Kieldahl
|
i
Farinha de Trigo Comercial 0.593 10.76
Fr. Trigo com. + 2% fr. de gluten £.713 11.97
]
Fr. Trigo com. + 4% fr. de gluten 0.753 13.13
Fr. Trigo com, + 6% fr. de gluten 0.80% 14.09

Fr. Trigo com. + B% fr. da gluten 0.817 15.27

e s e b ——
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Fig. 1- Relagdo entre a D.0.obtido pelo métado rdpido de biureto
e 0 porcentagem da proteina cbtida pelo processo de Kjeldohl em
diversas amostras de farinha de trige.
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Fig. 2-Relagdo entre g 0.0.0btido pelo métodordpido de biureto
e a porcentagem de projeing abtida pelo processo de Kieldohl em
misturg de forinha de trigo & maizeno,





