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TESTAREA UNOCR MICROMETODE RAPIDE PENTRU DETERMINAREA
PROTEINELOR DIN SEMINTE DE INTERES ALIMENTAR

Conf. dr. Marcel Avramiuc
Universitatea “Stefan cel Mare” Suceava

Rezumat

Folosind trei micrometode diferite pentru determinarea continutului proteic al unor seminte vegetale,
lucrarea de fatd testeaza eficienta, rapiditatea si acuratetea acestora in raport cu o metoda de referintd
{micro-Kjeldahl). Datele obtinute aratd ca fiecare din cele trei micrometode testate (turbidimetricd, a
biuretului si cu ninhidrind) a inregistrat, la cel putin una din speciile analizate, un continut proteic
seminal foarte apropiat valoric de cel obtinut prin metoda de referintd. Metoda turbidimetrica s-a dovedit
cea mai ieftind, mai simpla i mai productivi, putdnd inlocui metoda de referintd (micro-Kjeldahl) in
determindrile de serie, efectuate pe seminte de griu si porumb. Metoda biuretului, putin mai laborioas3,
mai costisitoare gi mai lentd decat cea turbidimetrica, a fost utild in cazul semintelor de porumb si de
bob, iar metoda cu ninhidrind costisitoare gi greu de folosit la determinéri de serie, a fost utild in
dozdrile de proteind brutd pe seminte de secari.

Abstract

Using three different biochemical micromethods (turbidimetric, biuret and ninhidrine) for measuring the
crude protein content of some cereal and pulse seeds, this paper tests the efficiency, rapidity and
accuracy of these methods compared to a blank one (micro-Kjeldahl). The data show that each one of
the three tested micromethods has registered (at least to one of the analysed species) a protein content
very close to that one obtained through blank method (micro-Kjeldahl). The turbidimetric method, which
was the cheapest, the simplest and the most productive, could replace micro-Kjeldahl method on serial
determinations accomplished on wheat and maize seeds. The biuret method, more laborious, more
expensive and slower than the turbidimetric one, was useful for maize and broad bean seeds, while the
ninhidrine method, expensive and difficult to use on serial determinations, was useful for crude protein
measuring carried out on rye seeds.

INTRODUCERE de determinare a continutului proteic
seminal, in scopul evidentierii eficientei
) acestora in raport cu 0 micrometod3d de

Componente structurale si

[ : referinta.
functionale de o deosebitd importanta rinta

pentru  organismele  vii, proteinele
reprezintd o permanentd preocupare
pentru multi cercetatori in domeniu. Desi
mai sarace decat la animale, tesuturile
multor plante ofera o mare diversitate de

MATERIALUL S| METODELE DE
CERCETARE

Materialul biologic a constat in
esantioane, continand minimum 100 de

substante proteice inca necunoscute, ale
caror insusiri ar putea fi valorificate in
folosul omuiui.

Intrucat orice cercetare legatd de
aceastd tematica incepe cu identificarea si
dozarea substantelor proteice din tesutul
vegetal investigat, in lucrarea de fatd sunt
testate trei micrometode rapide si simple

seminte, de la 5 specii de plante cultivate
(gréu, secard, porumb, fasole si bob), care
au fost fin macinate la o moara de
laborator. Din faina fiecarei probe de
seminte, s-a determinat cantitatea de
proteina bruta la 100 g substanta uscata cu
ajutorul a 4 micrometode, care au mai fost
utilizate in cadrul unor cercetari privind
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evaluarea calitatii unor seminte conservate
(Drochioiu si colab., 1996; Nimigean si
colab., 1996).

(1) Metoda micro-Kieldahl

100 mg de faina se mineralizeaza in
baloane Kjeldahl cu 2 g de amestec
catalizator (3 parti KzSO4 si 0 parte CuSO4)
si 3 ml H;SO4 concentrat timp de
aproximativ o ora. Aspectul incolor al
produsului obtinut indicd finalul acestei
prime etape. in continuare, proba se distil&
cu 25 ml solutie 40% NaOH care contine si
5% NazS;0i. Distilatul se prinde in acid
boric si se titreaza cu H2S04 0,02 n,
notandu-se numarul de mililitri folositi la
titrare. Aceleasi etape le parcurge si o
probd@ martor, la care materialul biologic
este inlocuit cu apa distilata. Calculul se
efectueaza conform formulei:
Proteind la % SU=(V-Vy'* 0,28 - 6,25/ SU.,
in care:
V = numarul de mililitri folositi la titrare;
Vo = numarul de mililitri folositi la titrarea
probei martor;
S.U. = umiditatea probei.

(2) Metoda turbidimetrica

Cate 100 mg de faina se trateaza cu
10 ml solutie 0,005 n de KOH, apoi se
agita timp de 45 de minute, dupa care se
filtreaza. Intr-o eprubeta, contindnd un
mililitru de filtrat, se adauga 5 ml acid
sulfosalicilic 1,5%, iar in altd eprubetd, cu
acelasi continut, 5 ml de apa, dupa care se
agita energic. Dupd o or3, se citesc
extinctiile opalescentei solutiilor rezultate,
la 440 nm in cuve de sticla de 1 cm. Se
calculeazd diferenta dintre valoarea
extinctiei opalescentei solutiei cu apa si
cea corespunzatoare solutiei de acid
sulfosalicilic. Valoarea rezultatd se
foloseste la determinarea proteinei brute
cu ajutorul unei curbe de etalonare, care
foloseste valori obtinute prin metoda micro-
Kjeldahl.

(3) Metoda biuretului — varianta
(Drochioiu, 1986)

In vase Erlenmeyer de 50 ml se
introduc cate 200 mg faina si se adauga
cate 10 ml solutie alcalin-alcoolicd (18 g
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KOH, 450 ml alcool etilic si apd pana la
1000 ml). Se agitd, apoi se inchid
baloanele cu dopuri de cauciuc $i se lasa
peste noapte in repaus. A doua zi, se
adauga cca. 100 mg fosfat de cupru sau
carbonat bazic de cupru, de uz veterinar,
in fiecare balon s$i se agitd cu un agitator
mecanic orizontal timp de o orda. Dupa
agitare, baloanele sunt |asate in repaus 30
de minute, apoi se filtreaza continutul lor
prin hartie de filtru wuscatd. Extinctia
coloratiei biuretului se citeste la 540 nm, in
cuve de sticla de 0,5 cm.Dupa efectuarea
determin&rilor, alcoolul etilic din filtrat se
poate recupera prin distilare. Calculul
rezultatelor se face cu ajutorul unei curbe
de etalonare realizata cu valori ale unor
probe reprezentative obtinute cu metoda
micro-Kjeldahl.

(4) Metoda cu acid percloric si
ninhidrina (Drochioiu si Mihordea, 1987)

Se introduc in eprubete simple cate
2 ml reactiv de mineralizare.

Reactivul de mineralizare se obtine
prin dizolvarea a 100 mg selenit acid de
sodiu in 0,5 ml apa, peste care se adauga
cativa ml acid sulfuric concentrat si 5 ml
acid percloric (d=1,67), dupa care se
completeaza la 100 ml cu acid sulfuric
(d=1,84).

Eprubetele se tin pe o baie de nisip
la 200 + 10°C, aproximativ 10 minute,
pana ce continutul lor devine incolor.
Reactivul se amestecd cu materialul
bioclogic cu o cra inaintea reactiei pentru
evitarea exploziilor. Dup& mineralizare, se
transfera continutul eprubetelor in baloane
cotate de 100 ml si se completeaza la
semn cu apa. Din solutia astfel obtinuta, se
jau cate 0,5 ml care se introduc in alte
eprubete, peste care se adauga cate 2 ml
de reactiv cu ninhidrina.

Reactivul cu ninhidrind se prepara
prin dizolvarea a 100 mg ninhidrina si 100
mg hidridantind in apoximativ 20 mi
etilenglicol, la incélzire usoara. Separat, se
dizolva la cald 27,2 g CH3COONa x 2H:0
in 25 ml apa si se adaugd in continuare
400 mg Cd(NO3)2 x 2H20, agitand pana la
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completa dizolvare, Se adauga 5 ml acid
acetic glacial i se completeaza la 50 ml cu
apa. Intr-un balon cotat de 100 ml se
amesteca solutia cu ninhidrind cu 25 ml
solutie de acid acetic-acetat si  se
completeaza la 100 ml cu etilenglicol.

Eprubetele se tin pe o baie de apa
la fierbere timp de 30 minute. Dupa réacire,
se adauga in fiecare eprubetd cate 5 ml
etanol 40% (v/v). Intensitatea coloratiei
solutiilor se masoara la 550 nm, in cuve de
0,5 cm, fatd de un martor realizat numai cu
reactivi.

Curba de etalonare se intocmeste
cu (NH4)2804 in domeniul 0-10 mg N/ml,
din care se iau in lucru céte 0,5 ml

Rezultatele obtinute se multiplicd cu un
factor de transformare caracteristic (ex.
5,83 pentru grau, secara si 6,25 pentru
porumb, fasole, bob) si se raporteaza la
substanrta uscata.

Pentru interpretarea rezultatelor s-a
utilizat analiza variantei, in care valorile
proteinei brute obtinute prin metoda micro-
Kjeldahl au fost cele de referinta (martor).

REZULTATE OBTINUTE
in tabelul 1 sunt reproduse valorile
proteinei brute din semintele unor plante
cultivate, apartinand la 5 specii diferite.

Tabelul 1

Valori medii ale proteinei brute {% S.U.) in semintele unor plante cultivate

Specia Grau Secari Porumb Fasole Bob
Metoda M | S M S M S M | S M S
Micro-Kjeldahl 14,57 | MT | 1360 | MT [ 10,17 | MT 23,13 | MT [32,60 | MT
Turbidimetrica 14,71 13,38 | oo | 10,24 2280 | o |31,97 0
Biuretului 1505 ** | 1345| oo | 10,21 22,40 | ooo 132,13

cu ninhidrin 1481 * |1365 10,04 o |21,87 | ooo | 29,80 | ooo
DL 5% 0,16 0,09 0,10 0,26 0,48 |

M = media; S = semnificatia diferentelor (**/ocoo = foarte semnificativ, **/oo = distinct
semnificativ; */o = semnificativ); MT = martor (metoda de referintd); DL = diferenta limita

Pentru grau, continutul in proteina
brutd (N x 5,83) a inregistrat diferente
nesemnificative fatd de martor (metoda
micro-Kjeldahl) doar in cazul metodei
turbidimetrice. Valorile obtinute cu ajutorul
metodei biuretului $i a celei cu ninhidrina
au depasit, cu anumite grade de
semnificatie, martorul. Testul F a avut
valoarea de 13,65, la DL 5% = 0,16.

La secard, metoda cu ninhidrina a
dat o valoare medie a proteinei brute (N x
5,83) foarte apropiata de cea a martorului
(diferentd nesemnificativa), spre deosebire
de metoda turbidimetrica si cea a biurstului
care au dat valori inferioare, distimct
semnificative fata de acelagi martor. Testul
F a inregistrat o valoare de 16,04, la DL
5% = 0,09.

Din determinarile efectuate pe
seminte de porumb s-au obtinut medii

foarte apropiate ale continutului proteic (N
X 6,25) la metodele micro-Kjeldahl,
turbidimetricd si la cea cu ninhidring,
diferentele dintre valori fiind
nesemnificative. Metoda cu ninhidrind, a
inregistrat un continut al proteinei brute
inferior $i semnificativ diferit de al metodei
de referinta (micro-Kjeldahl). Aici, calculul
matematic a inregistrat cea mai mica
valoare a testului F (6,30), cu DL 5% =
0,10.

Analiza continutul proteic al
esantioanelor de fasole (N x 6,25) arata
diferente semnificative intre metoda de
referintad si celelalte trei metode utilizate.
Desi, din punct de vedere al calculului
statistic, diferenta este semnificativa,
valorile proteinei brute, determinate prin
metodele micro-Kjeldahl si turbidimetrica,
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au fost cele mai apropiate. Testul F a fost
37,06, la DL5% = 0,26.

Pentru semintele de bob doar
metoda biuretului a avut valori ale proteinei
brute (N x 8,25) foarte apropiate de martor
(diferentd nesemnificativa). Ca si in cazul
fasclei, continutul in proteind brutd al
esantioanelor de bob, determinat prin
metoda turbidimetricA si metoda cu
ninhidrina, a inregistrat valor inferioare celor
abtinute cu metoda de referintd. Testul F a
fost 80,15, la DL 5% = 0,48.

Dupa cum reiese din datele tabelului
de mai sus, fiecare din cele frei
micrometode testate a inregistrat, la cel
putin una din speciile analizate, un continut
proteic seminal foarte apropiat valoric de
cel obtinut prin metoda de referinta (micro-
Kjeldahl). Tinand cont de diferentele dintre
metode, referitoare la: complexitate,
productivitate, rapiditate, costul reactivilor,
reproductibilitatea rezultatelor in aceleasi
conditii de lucru etc., este necesar sa
facem unele observatii.

CONCLUZII

1.Folosirea a patru micrometode de
analizé, pentru determinarea continutului
proteic al unor seminte de intres alimentar,
a evidentiat diferente cu anumite grade de
semnificatie intre valorile obtinute.

2 Metoda turbidimetricd s-a dovedit
pe cit de ieftind pe atdt de simplad si
productiva, putand inlocui metoda de
referinta (micro-Kjeldahl), cel putin in
determinarile de serie efectuate pe seminte
de grau si porumb.

Metoda turbidimetrica s-a dovedit pe
cit de ieftina pe atat de simpld si
productiva, putand fi utilizatad cel putin in
determinarile de serie efectuate la grau si
porumb,

Metoda biuretului, desi putin mai
laborioasd, mai costisitoare si mai lentd
decét cea turbidimetrica a fost utila in cazul
semintelor de porumb $i de bob, cand s-au
inregistrat diferente nesemnificative fata de
metoda micro-Kjeldahl. Metoda biuretului
se poate folosi si pentru determinarea
rapidd a ftriptofanului si lizinei prin
adaugarea unor reactivi de culoare la
solutia de biuret reziduala.

Metoda cu ninhidrind, bazata pe
mineralizare rapidd cu selenit de sodiu si
acid percloric, a fost foarte productiva, dar
destul de costisitoare si greu de folosit la
determinari de serie. S-a dovedit utila la
determindrile pe secard, cu valori foarte
apropiate de cele obtinute cu metoda
micro-Kjeldahl.

3.Metoda biuretului, putin mai
laborioasa, mai costisitoare si mai lenta
decdt cea turbidimetrica, a fost utild in
cazul semintelor de porumb si de bob, cu
diferente nesemnificative fatd de metoda
de referinta.

4.Desi destul de costisitoare si greu
de folosit la determinéri de serie, metoda cu
ninhidrina a fost utila in dozarile de proteina
brutd pe seminte de secara, putand inlocui,
in acest caz, metoda micro-Kjeldahi.
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