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RESUMO

Objetivou-se com este estudo testar dois pesos de amostra e numero de repeticdes
para andlises de proteina bruta, fibora em detergente neutro e fibra em detergente
acido. Foram usados milho moido, feno de Tifton 85 e farelo de soja, empregando-se
pesos de 300 e 500 mg para a analise de proteina bruta, 1,5 e 3,0 g para fibra em
detergente neutro e detergente acido, com duas e quatro repeticées cada peso. Pelos
resultados obtidos, pode-se concluir gue 300 mg de amostra para analise de proteina
bruta, 1,5 g para analise de fibra em detergente acido e neutro e duas repeticdes, sdo

suficientes para a determinacdo de proteina bruta, fibra em detergente acido e fibra
em detergente neutro.

Palavras-chave: método Kjeldahl, bromatologia, solu¢do detergente
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1 INTRODUCAO

Antes de fornecer os alimentos aos animais, é interessante conhecer o que esta
sendo ofertado. A area de analise de alimentos é muito importante dentro da nutricdo
animal, pois abrange questdes de controle de qualidade, avaliacdo nutricional,
processamento e armazenamento de alimentos, sendo também fundamental para o
entendimento dos processos fisioldégicos envolvidos na obtencédo de produtos finais
como a carne, 0 ovo e 0 leite.

Andlises tipicas para determinacdo das caracteristicas nutricionais dos
alimentos incluem a avaliagdo de parametros como extrato etéreo, proteina bruta,
fibra, matéria seca, entre outros, estando disponiveis na literatura diferentes
metodologias e protocolos que podem ser empregados para tal funcdo. No entanto, a
escolha do método adequado é fundamental para se obter dados confiaveis e de
qualidade. Portanto, para garantir que continuem fornecendo tais resultados, os
métodos sao frequentemente testados por meio de varia¢gées e ou mudancas em suas
etapas.

O presente estudo teve por objetivo testar dois pesos de amostra e nimero de
repeticbes para analises de proteina bruta, fibora em detergente neutro e fibra em

detergente acido.

2 REVISAO DAS METODOLOGIAS

2.1 PROTEINA BRUTA

Johan Kjeldahl (1849-1900) era chefe do departamento de quimica da
Carlsberg Research Laboratory quando desenvolveu o método hoje conhecido como
Método Kjeldahl para determinagéo de nitrogénio. Seu objetivo era estudar o teor de
proteina de graos utilizados na fabricacéo de cerveja por meio da quantificacdo de um
dos principais elementos encontrados na proteina, o nitrogénio. O niumero de técnicas
existentes na época com essa finalidade ja era grande, mas nao atendia as

necessidades de Johan, pois eram trabalhosos e sem precisdo (SAEZ-PLAZA et al.,
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2013a). Apds ser apresentado a Sociedade Quimica Dinamarquesa em 1883, com
aceitacdo positiva, o0 método foi amplamente divulgado e publicado por revistas
cientificas em diversos paises. Em curto periodo de tempo sofreu modificacdes e foi
aperfeicoado, sendo hoje considerado o método padrdo para determinacdo de
nitrogénio usado mundialmente e aprovado por associagdes cientificas como a AOAC
International e a ISO (MOORE et al., 2010; CHEMAT; HADJ-BOUSSAAD; CHEMAT,
1998).

Apesar das mudancas na técnica do Método Kjeldahl, os principios basicos
introduzidos por seu criador permanecem 0s mesmos podendo ser divididos em trés
etapas principais (SILVA; QUEIROZ, 2002):

e Digestdo: decomposicdo do nitrogénio utilizando solu¢do acida
concentrada. Isso é feito mediante o aquecimento de uma amostra
homogénea em &cido sulfarico concentrado e um catalisador. O
resultado final € uma solucao de sulfato de amonio ((NH4)2S04);

e Destilacao: adicdo de base (NaOH) em excesso a mistura da digestao
acida para converter o amoénio (NH4*) em amdnia (NHs), seguido por
aguecimento direto ou por arraste a vapor, e condensacao do gas NHs
numa solugcdo receptora de acido bérico mais indicador, formando o
borato de amdnio (NH4H2BO3);

e Titulagdo: titulagdo do NH4H2BOs com uma solugdo-padrédo de é&cido
cloridrico (HCI 0,1 N).

A finalidade do método é determinar o nitrogénio contido na matéria organica e
inorganica, no entanto, é mais indicado e utilizado em amostras de origem biologica.
Nesse caso, € determinado tanto o nitrogénio proteico como o nao proteico e por isso
o resultado € expresso em porcentagem de proteina bruta. Para calcular o teor de
proteina bruta multiplica-se a porcentagem encontrada de nitrogénio por um fator de
conversdo. Esse fator normalmente € adotado como sendo 6,25, pois considera-se
que o teor de nitrogénio presente nas proteinas seja, em média, de 16%,
desconsiderando a quantidade de nitrogénio ndo proteico do material que, em suma,
é insignificante (LYNCH; BARBANO, 1999; SAHA et al., 2013; ZENEBON; PASCUET;
TIGLEA, 2008). Entretanto, cada proteina apresenta uma sequéncia de aminoacidos
e, por consequéncia, o teor de nitrogénio € diferente variando de 13,4% a 19,3%
(SAEZ-PLAZA et al., 2013b) podendo cada grupo de alimento ter o seu fator de

conversado (Quadro 1).
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Quadro 1 — Fatores de converséo de nitrogénio total em proteina

Alimento Fator Alimento Fator
Farelo de centeio 5,83 Amendoim 5,46
Farelo de trigo 5,83 Castanha do Para 5,46
Soja 6,25 Avela 5,30
Cevada 5,83 Améndoas 5,18
Arroz 5,95 Coco 5,30
Aveia 5,83 Leite e derivados 6,38

Fonte: Adaptado de Zenebon, Pascuet e Tiglea (2008)

Outros métodos de determinagcdo de proteina encontram-se disponiveis no
mercado como alternativa ao Método Kjeldahl, sendo eles (LOPES; SANTANA, 2005;
GUIMARAES, 2003): método de Dumas; reagente de Nessler; reacéo de Biureto;
espectrofotometria de refletancia no infravermelho proximal (NIRS); espectroscopia

em ultravioleta; método de Lowry; método de Bradford; e outros.

2.2 FIBRA EM DETERGENTE NEUTRO (FDN) E ACIDO (FDA)

A fibra bruta, como apresentado por Wilhelm Henneberg e Friedrich Stohmann
no ano de 1864 pelo Sistema Weende de Analise de Alimentos, € um parametro
analitico que separa os componentes das plantas em fracdes fibrosas digestiveis e
menos digestiveis por meio da extracdo em solucdo acida e basica (VAN SOEST,
1994). Os compostos menos digestiveis permanecem apods as extracdes que sdo a
celulose e a lignina insolavel em alcali. Os digestiveis, que séo classificados como
extratos nao-nitrogenados (ENN), sdo os amidos, lipidios e compostos sollveis em
agua (SOUZA et al.,, 1999). Partindo da visdo nutricional, essa separacdo é
insatisfatoria, pois também inclui no grupo dos ENN a hemicelulose, a lignina soltvel
em alcali e a pectina que apresentam caracteristicas nutricionais que comprometem
a digestibilidade dos componentes que deveriam ser 0s mais digestiveis, resultando
em valores que ndo correspondem ao teor verdadeiro de fibra do alimento (SILVA;
QUEIROZ, 2002; CHURCH, 1993; NEUMANN, 2002; MACEDO JUNIOR et al., 2007).
Por esse motivo, profissionais da area de animais ruminantes passaram a

desconsiderar a fibra bruta como um parametro de avaliagédo (LIMA, 2003).
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Para contornar esse problema, Peter J. Van Soest na década de 1960
desenvolveu um sistema que possibilita a melhor separacéo das fracdes fibrosas da
amostra por meio da utilizacdo de solucdes detergentes.

Van Soest (1963) propds uma solucédo detergente neutra, que apos ter sofrido
diversas modificacbes e adaptacdes, atualmente € composta por sulfato laurico de
sédio, acido etilenodiaminotetracetato (EDTA), borato de so6dio hidratado, fosfato
acido de sodio anidro e trietileno glicol. Essa solucéo dissolve apenas a parte solavel
da fracéo fibrosa que é formada por compostos nitrogenados, lipidios, amido, pectina
e compostos sollveis em agua, permanecendo a fracdo insolivel denominada fibra
em detergente neutro (FDN), que é constituida de celulose, hemicelulose, lignina e
proteina insolivel (RODRIGUES, 2010). O sulfato laurico de sodio € responsavel pela
solubilizacéo das proteinas e o EDTA por quelatar o célcio auxiliando na digestdo das
proteinas e pectinas. O borato de sodio hidratado e o fosfato &cido de sddio anidro
mantém o pH da solucéo préximo a 7,0 para que a hemicelulose e a lignina ndo sejam
solubilizadas e o trietileno glicol ajuda na remocédo de algumas substancias néo
fiborosas (MERTENS, 2002).

A técnica original ndo era eficaz em alimentos que possuiam elevado teor de
amido, resultando em valores de FDN acima do esperado. Por esse motivo, na etapa
inicial da analise é adicionada alfa-amilase estavel ao calor e em certos casos é
adotado tratamento prévio com solucéo de ureia. O sulfito de sédio aparece como de
uso opcional com a finalidade de reduzir a contaminacéo por proteinas. No entanto,
sua aplicacdo em alimentos para ruminantes é desaconselhavel, pois produz
resultados inconsistentes de FDN (VAN SOEST; ROBERTSON; LEWIS, 1991).

Na sequéncia de seus estudos, Van Soest (1967) apresentou a solucao
detergente acida. Contendo acido sulfarico e brometo-cetil-trimetilaménio (CTAB), a
solucéo permite que a por¢cdo menos soluvel da parede celular, chamada de fibra em
detergente acido (FDA), seja determinada. O acido sulfarico solubiliza os agucares,
amidos, hemicelulose e pectinas, enquanto o CTAB promove a remocao das
proteinas, mantendo como residuo a celulose, lignina, proteina insollavel, cinza e
silica. Mesmo sendo metodologia empregada na avaliagdo de forragens, nao €
considerada fracdo valida para uso nutricional (BORTOLASSI et al.,, 2000). No
entanto, pode ser usada como fase preparatéria para a determinacdo da lignina,
nitrogénio insolivel em detergente acido (NIDA), cinza insolivel em detergente acido
(CIDA), celulose e silica (VAN SOEST; ROBERTSON; LEWIS, 1991). A hemicelulose
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também pode ser determinada através da FDA. O seu valor é estimado pela diferenca
entre os valores de FDN e FDA.

3 METODOLOGIA

O experimento foi conduzido no Laboratério de Bromatologia e Nutricdo Animal
da Universidade Federal do Espirito Santo, no campus de Alegre. Os alimentos
utilizados nas analises foram milho moido, feno de Tifton 85 e farelo de soja, sendo
inicialmente determinados seus valores de matéria seca (88,47%, 86,33% e 89,84%,
respectivamente).

As metodologias adotadas foram adaptadas a partir das recomendacdes de
Silva e Queiroz (2002). Para cada metodologia, foram empregados dois pesos, 2 e 4
repeticdes, totalizando 12 unidades experimentais por alimento.

Na determinagdo de nitrogénio pelo processo semimicro Kjeldahl, foram
empregados dois pesos de amostra, 300 e 500 mg, pesados em balanca analitica e
acondicionados em tubos de ensaio proprios para o tipo de andlise. Foram
adicionados 2,5 g de mistura digestora composta por sulfato de potassio e sulfato de
cobre pentaidratado e, em seguida, 10 ml de acido sulfarico concentrado. Em bloco
digestor, as amostras passaram por uma digestdo de aproximadamente 4 horas, com
aumento gradativo da temperatura até 350°C (Quadro 2), e quando a solucédo atingiu
a coloracédo verde-claro, foi mantido por mais 15 minutos. Apds a solucao alcancar
temperatura ambiente, foi adicionado 20 ml de agua destilada e, em seguida, feita a
destilacdo por arraste a vapor com 25 ml de hidréxido de sddio a 50% em destilador
de nitrogénio modelo SL-74. O produto destilado foi coletado em erlenmeyer contendo
50 ml de agua destilada e 50 ml de solucéo de acido bérico a 4% + indicador (solucéo
mista de vermelho de metila e verde de bromocresol). O volume do destilado de
aproximadamente 100 ml foi titulado com solug&o padronizada de acido cloridrico 0,1
N. Em conjunto com as amostras, foi feito um teste em branco para eliminar a

interferéncia e contaminagdo dos reagentes.
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Quadro 2 — Tempo médio de digestdo apods atingir a temperatura

Temperatura (°C) Tempo (minutos)
100 30
150 30
200 15
250 15
300 15
350 Até atingir a coloracao verde-claro

A porcentagem de nitrogénio foi calculada pela férmula:

Vici - Vp) x 0,1 x fx 14
%N=( HCI b)P

x 100

Em que:

VHer = volume de HCI gasto na titulacao;

Vb = volume de HCI gasto no teste em branco;

f = fator de correcdo do HCI 0,1 N;

14 = equivalente-grama do nitrogénio;

P = peso da amostra em mg.

Para calcular a porcentagem de proteina bruta, multiplicou-se o valor de
nitrogénio pelo fator de converséao 6,25.

A determinacéo da FDN foi realizada em digestor para fibora modelo MA444/ClI.
Foram empregadas amostras de 1,5 e 3,0 g, pesados em balanca analitica em sacos
proprios para extracdo, sendo que cada alimento foi digerido separadamente. Foram
preparados e utilizados 2 litros de solugdo detergente neutro para garantir que as
amostras ficassem imersas durante todo o processo de digestdo. Foi acrescentado 50
ul de alfa amilase estavel ao calor por nimero de amostra, totalizando 0,6 ml. O tempo
de extracédo (1 hora) foi contado a partir do momento em que a temperatura atingiu
98°C. Apds a extracdo, os sacos com os residuos foram lavados com agua destilada
fervente no proprio aparelho. Foram feitas duas lavagens com duragdo de 2 minutos
cada. Terminado esse processo, as amostras foram deixadas de repouso em um
béquer, por dois minutos, em 360 ml de acetona (30 ml/saco). Esse processo foi
repetido duas vezes. As amostras foram acondicionadas em cadinhos e levadas a
estufa a 100°C por 8 horas. Ap6s a secagem foi realizada a queima do material em
mufla a 550°C por 2 horas.

O procedimento para determinacdo da FDA foi o mesmo da FDN, porém a

solucéo usada foi solugcéo detergente acido e néao foi acrescentada alfa amilase.
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A porcentagem da FDN e FDA foi calculada da seguinte forma:

(R x 100)

% FDN ou FDA= 5

Em que:

R = residuo da extracdo apos estufa menos residuo da mufla

P = peso da amostra sem 0 saco

Os dados foram corrigidos para a matéria seca dos alimentos e submetidos a
andlise estatistica, utilizando-se o programa SAEG (Sistema para Andlises
Estatisticas e Genética) da Universidade Federal de Vigosa (1997), por meio de teste
F e de Student-Newman-Kells (SNK) a 5% de probabilidade.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao analisar a proteina bruta dos alimentos milho, farelo de soja e feno
constatou-se que o peso da amostra e nimero de repeticdes, e sua interacdo, nao
influenciaram nos resultados encontrados (Tabela 1). Resultados semelhantes foram
obtidos por Galvani e Gaertner (2006) que ao proporem a reducéao da quantidade de
amostra e de reagentes utilizados no método Kjeldahl concluiram que ndo houve

diferenca significativa nos valores de proteina bruta de trés espécies forrageiras.

Tabela 1 — Valores encontrados de proteina bruta em funcdo do peso da amostra e
do namero de repeticbes

Milho Farelo de soja Feno
n° de repeticoes n° de repeticdes n° de repeticdes
Peso
(mg) 2 4 Média 2 4 Média 2 4 Média

300 10,67 11,04 10,86"™ 50,46 50,44 50,45" 10,90 10,92 10,91™
500 10,45 10,78 10,61™ 50,81 50,47 50,64" 10,83 10,87 10,85"
Média 10,56 10,91" 50,63" 50,46 10,87 10,89"s

CVv
(%) 3,682 1,665 1,072

*Efeito significativo; ns — N&o significativo; a=5% de probabilidade; CV — Coeficiente de variacéo
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Em relacéo aos valores de FDA, ndo houve efeito significativo para nenhuma
das variaveis testadas no feno de Tifton. Para o milho e o farelo de soja, foi observada
diferenca significativa para o fator peso de amostra, onde o maior peso apresentou
maior %FDA (Tabela 2), o que nao justifica 0 seu uso, pois apresentou grande desvio
da média, sendo 8,44+3,34 para milho e 31,94+8,76 para o farelo de soja. Para o peso
de 1,59 o desvio foi menor, com 4,89+0,41 e 22,11+4,88 para milho e farelo de soja,
respectivamente, permitindo inferir que em maiores pesos de amostra € necessario

rever quantidade de reagente, tempo de queima, tamanho de cadinho, etc.

Tabela 2 — Valores encontrados de fibra em detergente acido em fungédo do peso da

amostra e do numero de repeticdes

Milho Farelo de soja Feno
n° de repeticoes n° de repeticdes n° de repeticdes
Peso
(mg) 2 4 Média 2 4 Média 2 4 Média

1,5 4,79 5,00 4,89* 2554 18,67 22,11* 41,68 41,18 41,43"
3,0 6,47 10,40 8,44* 33,88 30,00 31,94* 44,01 43,69 43,85"
Média 5,63" 7,70™ 29,71" 24,33 42,85" 42,43

Cv

(%) 30,2 27,718 6,897
*Efeito significativo; ns — N&o significativo; a=5% de probabilidade; CV — Coeficiente de variagéo

Farelo de soja ndo apresentou efeito significativo para FDN quando avaliado
peso de amostra e niumero de repeti¢cdes, enquanto que para milho e feno houve efeito
significativo (Tabela 3). Observa-se ainda que, numericamente, tanto o milho quanto
o farelo de soja, os valores encontrados foram superiores aos apresentados em
tabelas nutricionais. Segundo Rostagno et al. (2011), milho e farelo de soja
apresentam, respectivamente, 11,93% e 13,79% de FDN. Em alimentos com alta
concentracdo de amido, h& certa dificuldade da solugdo de FDN em promover a
detergéncia da amostra, o que atrapalha o processo de digestdo proporcionando

valores de FDN acima do esperado.
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Tabela 3 — Valores encontrados de fibra em detergente neutro em fungéo do peso da

amostra e do numero de repeti¢cdes

Milho Farelo de soja Feno
n° de repeticoes n° de repeticoes n° de repeticdes
Peso
(mg) 2 4 Média 2 4 Média 2 4 Média

15 4535 44,08 44,71 20,46 22,96 21,71 78,89 78,79 78,84*
3,0 59,56 58,37 58,96* 23,23 25,44 24,34" 80,20 79,44 79,82*

Média 52,45" 51,22"s 21,84" 24,20™ 79,55™ 79,11
Cv

(%) 11,18 11,371 0,606
*Efeito significativo; ns — N&o significativo; a=5% de probabilidade; CV — Coeficiente de variagéo

Na metodologia de determinacao de FDN, tanto alimentos com alto e baixo teor
de amido, utiliza-se a alfa amilase no processo de digestdo da amostra. No entanto,
para alimentos com alto amido recomenda-se que seja incluido tratamento com ureia
(SILVA; QUEIROZ, 2002; VAN SOEST; ROBERTSON; LEWIS, 1991).
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5 CONCLUSOES

Pelos resultados obtidos, pode-se concluir que 300 mg de amostra para analise
de proteina bruta, 1,5 g para analise de fibra em detergente acido e neutro e duas
repeticdes, sdo suficientes para a determinacao de proteina bruta, fibra em detergente

acido e fibra em detergente neutro.
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