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RESUMO

A analise dos parametros de qualidade de ingredientes que compdem a alimentagao
animal é fundamental para a formulagdo de uma dieta que atenda as exigéncias
nutricionais de cada espécie, e a determinagao de proteina bruta € uma delas. Os
ingredientes utilizados para tais dietas apresentam funcionalidades e composi¢des
nutricionais diferentes, sendo necessario utilizar métodos de analise quimica para
classifica-los em sua categoria. Os métodos de quantificagdo de proteina bruta
podem ser diferenciados pelo equipamento utilizado, tempo de execucgado, custo,
entre outros fatores. O objetivo desta pesquisa foi comparar os métodos Kjeldanhl,
Dumas e Espectroscopia de Refletancia no Infravermelho Proximal (NIRS) na
determinacgao do teor de proteina bruta de 6 ingredientes: proteina isolada de soja,
farelo de soja, farelo de gluten de milho 60%, farelo de milho, farelo de trigo e polpa
de beterraba. Os resultados mostraram que houve diferenca entre os métodos a
nivel de 5% de significancia, com excegao dos resultados das analises da polpa de
beterraba, que nao obtiveram diferenca significativa entre si. Dentre os trés métodos,
o Dumas se mostrou mais eficiente, o qual permite que todo o nitrogénio presente na
amostra seja determinado através da queima total do material organico. O método
Kjeldahl subestima o teor de proteina bruta da amostra, podendo estar relacionado
ao fato da possibilidade de perda de nitrogénio durante o processo de andlise. Ja o
método NIRS pode apresentar desvio nos resultados se o equipamento nao estiver

devidamente calibrado.

Palavras-chave: Kjeldahl. Dumas. NIRS.



ABSTRACT

The analysis of the quality parameters of ingredients that make up animal feed is
fundamental for the formulation of a diet that meets the nutritional requirements of
each species, and the determination of crude protein is one of them. The ingredients
used for such diets have different functionalities and nutritional compositions, being
necessary to use chemical analysis methods to classify them in their category. Crude
protein quantification methods can be differentiated by the equipment used,
execution time, cost, among other factors. The objective of this research was to
compare the Kjeldahl, Dumas and Near Infrared Reflectance Spectroscopy (NIRS)
methods in determining the crude protein content of 6 ingredients: soy protein isolate,
soy bran, corn gluten meal 60%, corn bran, wheat bran and beet pulp. The results
showed that there was a difference between the methods at a 5% significance level,
with the exception of the results of the beet pulp analysis, which did not obtain a
significant difference between them. Among the three methods, Dumas proved to be
the most efficient, which allows all the nitrogen present in the sample to be
determined by completely burning the organic material. The Kjeldahl method
underestimates the crude protein content of the sample, which may be related to the
possibility of nitrogen loss during the analysis process. The NIRS method, on the
other hand, may present deviation in the results if the equipment is not properly

calibrated.

Keywords: Kjeldahl. Dumas. NIRS.
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1. INTRODUGAO

Para elaboracdo de uma dieta balanceada, que supra as exigéncias
nutricionais de cada espécie animal em suas diferentes fases de vida, é fundamental
ter o conhecimento do valor nutricional das matérias-primas que compdem tal
alimentacao. Para a identificacdo e quantificagao dos nutrientes, € essencial realizar
analises quimicas para determinar a composi¢cdo nutricional e a qualidade do
processamento destes alimentos.

As proteinas s&o nutrientes essenciais na vida de todo animal, onde a
quantidade é tao importante quanto a qualidade, e elas estdo presentes nos mais
diversos ingredientes que compdem a nutrigdo animal. O termo proteina bruta (PB)
corresponde a um grupo de substancias com estruturas semelhantes, porém com
funcdes fisioldgicas diferentes. O nitrogénio (N) € o elemento mais abundante
encontrado nas proteinas e, com base nesta concentragdo, foi desenvolvido o
método de determinac&do da proteina bruta nos alimentos através da avaliagdo do
conteudo de nitrogénio total da amostra (FORTES, 2011).

Os ingredientes de origem vegetal possuem o teor de nitrogénio de 16% e,
assim, se utiliza o fator de conversao de 6,25 (100/16 = 6,25), transformando o
resultado em proteina bruta (CARVALHO, 2021). Ha diversos métodos que podem
ser utilizados para a quantificacdo de proteina bruta, porém os mais comuns sdo o
método Kjeldahl, considerado o método padrdo, método Dumas e NIRS
(Espectroscopia de Reflectancia no Infravermelho Proximal). O que diferencia esses
meétodos entre si esta por conta do processo pelo qual se estima o nitrogénio, dos
equipamentos e reagentes utilizados, tempo de obtencao dos resultados e custo.

O método Kjeldahl consiste em trés etapas: 1) digestdo da amostra em acido
sulfurico com um catalisador, onde o nitrogénio é convertido em sulfato de amonia;
2) destilacdo da aménia com hidréxido de sodio para liberagdo do ion aménio que
sera retido em acido bérico; e 3) titulagdo por volumetria com uma solugcéo padrao
de acido cloridrico para a quantificagdo do nitrogénio total presente na amostra.
Assim, o teor de proteina € determinado através do calculo, onde, multiplica-se o
teor de nitrogénio pelo fator de conversao, 6,25. Tal método determina o nitrogénio
presente na matéria organica, incluindo o nitrogénio protéico propriamente dito,
assim como outros compostos nitrogenados nao-protéicos, como aminas, amidas,
lecitinas, nitrilas e aminoacidos (SILVA & QUEIROZ, 2009).
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Embora tenha o custo mais elevado devido ao preco do equipamento, o
método Dumas € uma opg¢ao mais simples de manipulagéo e de rapida obtencao de
resultado quando comparado ao meétodo Kjeldahl, ndo sendo necessario o uso de
reagentes quimicos, gerando menos residuos, como também dispensando a
necessidade de um técnico especialista. A analise é realizada em um so
equipamento com o uso de consumiveis determinados pela fabricante, onde ocorre
a combustdo da amostra em altas temperaturas. O nitrogénio contido no material é
transformado em nitrogénio gasoso e o gas € medido através do detector de
condutividade térmica (Lopes e Santana, 2005)..

A Espectroscopia de Reflectancia no Infravermelho Proximal, mais conhecido
pelas suas iniciais da denominagcdo em Inglés, NIRS (Near Infrared Reflectance
Spectroscopy) possui o0 tempo de obtengcao de resultado mais curto entre os trés
métodos citados. Assim como o Dumas, ndo necessita de reagentes e n&o produz
residuos, porém € necessario um técnico especializado para a calibracdo do
equipamento. Além da analise de proteina bruta, outros nutrientes podem ser
analisados ao mesmo tempo e a amostra pode ser reaproveitada, tendo em vista
que a analise ndao €& destrutiva. A partir da espectroscopia de luz, uma curva é
gerada através de analises de amostras referenciais e, deste modo, o equipamento
se torna apto para a determinagdo da composi¢gao quimica da amostra.

A correta determinagédo de nutrientes, como a proteina bruta, € fundamental
para o segmento da nutricdo animal e, com este estudo, levando em consideragéo
os diferentes métodos, sera possivel determinar o método mais eficiente de acordo

com cada propésito.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Comparar trés principais métodos de determinacdo de proteina bruta em
ingredientes para alimentagdo animal com alta, média e baixa concentragdo de
proteina.

2.2. Objetivos especificos

Comparar os métodos de Kjeldahl, Dumas e NIRS na determinagdo de
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proteina bruta em ingrediente para alimentagdo animal com baixa concentragcéo de
proteina (milho e polpa de beterraba), com média concentragao de proteina (farelo
de trigo e farelo de soja) e com alta concentragcao de proteina (proteina isolada de

soja e gluten de milho).

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Métodos Analiticos

3.1.1. Método Kjeldahl

Um ramo da quimica analitica, o Teste ou Método de Kjeldahl foi apresentado
em 1883 pelo quimico dinamarqués Johan Gustav Christoffer Thorsager Kjeldahl,
popularmente utilizado pela sua precisao e facilidade para determinar a quantidade
de nitrogénio (ARAUJO, 2019).

O método se da através das etapas de digestdo, destilacéo e titulacdo para
determinar o nitrogénio presente na amostra. Na digestdo, a decomposicdo da
matéria organica da amostra € realizada através da adicdo de acido sulfurico
concentrado juntamente com o sulfato de cobre, atuando como um catalisador,
acelerando o processo de digestdo que ocorre a 400° C por cerca de 3 horas. Os
catalisadores utilizados também podem ser o selenito ou sulfato de sddio, onde
minimiza os danos dentro dos tubos de ensaio como, também, eleva o ponto de
ebulicdo do acido sulfurico consecutivamente (AOAC, 1998).

No processo de digestdo, ocorrem as seguintes reacdes:
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H,SO,
Matéria Organica —— = 503+ CO,;+ H,0 + R—NH,
A
HsS 04
R—NH;, + H,0 ———» R—O0OH + NH;
A
O 0]

4 [H*] V7,
R—C\ + H,0 = R c:: + NHj
NH2 O H

2NH; + Hy50, ————— =  (NH4)2S04

Fonte: GALVANI (2006)

No aquecimento do bloco digestor contendo a mistura acida, o carbono
presente na amostra é oxidado. O nitrogénio se encontra na forma de amina, amida
e nitrila, o qual é transformado em amoénia (NH;), reagindo com o acido sulfurico
(H,SO,) e, entado, forma o sulfato de amédnio ((NH,),SO,) devido ao desprendimento
do dioxido de carbono da matéria organica. A amostra passa de ter uma cor escura
para uma cor esverdeada e translucida, finalizando o processo de digestao.

Apo6s o resfriamento da solugéo digerida, ficando em temperatura ambiente, e
a adicdo de 5 ml de agua destilada, a etapa de destilagdo pode ser iniciada em um
destilador de nitrogénio. A liberagdo de amoénia é resultado da administragdo do
sulfato de aménio com o hidroxido de sédio (NaOH) representado pelas reagdes a

seqguir:
(NH4),504 + 2 NaOH T:- 2 NH;OH + Na,SO,

NH;OH ——» NH3 + H,0
A

(GALVANI, 2006)

A solugcédo de amoénia é coletada na saida do condensador em um Erlenmeyer
onde deve constar o acido bérico (H;BO;) com o indicador, geralmente, o vermelho

de metila. Na destilacdo por arraste de vapor, o sulfato de aménio em contato com o
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hidroxido de sodio é transformado em hidroxido de aménio devido ao vapor de agua
da caldeira do equipamento (TECNAL, 2023). Dessa forma, o hidréxido de sédio é
liberado no estado gasoso e, em seguida, condensado dentro no Erlenmeyer
formando o borato de amoénio (NH,H,BO;) e passando da cor rosada para a cor
verde ou azul conforme o processo vai acontecendo.

A titulacdo é a ultima etapa do método, onde é realizada a titulagado do borato
de amonio com uma solugao padrao de acido cloridrico (HCI) de titulo conhecido até
a viragem do indicador (GALVANI, 2006), o que faz com que a cor da solugao altere
para um cinza ou incolor, devido a presenca do indicador acido-base o qual muda de
coloracdao em funcéo do pH da solucdo e, no momento dessa mudanca, a titulagcao é
finalizada.

A partir do resultado obtido da titulagdo, € possivel fazer o seguinte calculo

para determinagao do nitrogénio total (NT) da amostra:

NT (%) =(Va—-Vb)x F x 0.1 x0,014 x 100
P1

Onde:

NT: teor de nitrogénio total na amostra em percentagem;

Va: volume da solucéo de acido cloridrico gasto na titulagdo da amostra em mililitros;
Vb: volume da solugao de acido cloridrico gasto na titulagdo do branco em mililitros;
F: fator de correg¢ao para o acido cloridrico 0,01 mol/L;

0,014: milequivalente grama do nitrogénio

P1: massa da amostra em gramas.

(PRATES, 2007)

Ao descobrir o nitrogénio total (NT) da amostra através da equacgao, é
possivel determinar a proteina bruta (PB) por meio da multiplicagdo do nitrogénio
total pelo fator de conversdo de 6,25, comumente utilizado para amostras de
ingredientes que compdem a dieta animal como ragdes, plantas forrageiras e seus
derivados. A maioria das proteinas tém, em média, 16% de nitrogénio, porém o fator
pode gerar erros quando a quantidade de N de um alimento for diferente e, nesses

casos, se aplica os fatores de conversao especificos para cada um.
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16g (N) 100g (proteinas)

1g(N)___ Xg
Xg = 100/16 = 6,25

Com isso, a equacéo utilizada para determinar a proteina bruta é a seguinte:

PB = NT x 6,25

O método de Kjeldahl é preciso, de facil aplicacdo e favoravel ao uso de
amostras ndo homogéneas devido ao tamanho da amostra n&do ser limitado,
tornando-se o método oficial na determinacdo de proteinas. Porém, o processo €&
demorado e mede o nitrogénio organico total e ndo apenas o nitrogénio das

proteinas, além de utilizar reagentes corrosivos e gerar residuos.

3.1.2. Método NIRS

Analises rapidas, nao destrutivas, dispensando o uso de reagentes quimicos
e sem gerar residuos constituem o método de Espectroscopia de Reflectancia no
Infravermelho Proximal, o qual é a traduc&o do que significa a sigla NIRS, em Inglés,
Near Infrared Reflectance Spectroscopy. O fisico estadunidense William Weber
Coblentz, conhecido por sua assidua contribuicdo aos estudos relacionados a
espectrometria infravermelha, em meados de 1905, teve conhecimento de que dois
compostos quimicos diferentes, também apresentavam espectros diferentes,
possibilitando a identificacdo e quantificacdo estrutural dos compostos com o uso da
radiagao infravermelha.

O conceito da espectroscopia € baseado na interacdo de ondas magnéticas
em um determinado comprimento quando em contato com os componentes de uma
amostra, o que resulta em um grafico formado através de um espectro, podendo
analisar qualquer molécula que contenha ligagdes CH, NH, SH ou OH. O método
utiliza a energia dos fétons na faixa espectral de 750 nanémetros (nm) a 2500 nm
para medir a interagao da radiagéo eletromagnética com os movimentos de vibragao
de um sistema molecular, mensurando a interacdo com a matéria (AMARAL, 2023).
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Para uma analise com resultados de precisdo, € necessario que ocorra uma
calibracdo de qualidade do equipamento, utilizando equacdes e métodos de analises

convencionais como referéncia para tal.

Modelo Comum de Calibragado Multivariada:

Y =by + by X4+ by X, + b, X...B, X,

Onde:

Y: é o componente a ser calibrado;

b,: € o intercepto;

X4, X, e X,: sdo as variaveis espectrais independentes, cada uma combinando com
um ou mais valores do espectro;

b,, b, e b,: sdo os coeficientes de regressao

Os resultados em relagdo aos teores de umidade, matéria mineral e proteina
apresentam maior acuracia, ja as fragcdes fibrosas como FDN e FDA (Fibra em
Detergente Neutro e Fibra em Detergente Acido) apresentam acuracia um pouco
mais baixa, embora consideraveis. Os valores de FDN s&o altamente variaveis
mesmo dentro de cada espécie avaliada, pois sao influenciados pelo estagio de
desenvolvimento da planta e teores de lignina (VAN SOEST, 1994).

Existe uma diversidade de equipamentos de métodos analiticos, como o
NIRS, utilizados por produtores rurais em suas propriedades, assim como em
industrias do setor de nutricdo animal de médio a grande porte. Nesta ultima, o mais
comum é a utilizagdo do NIRS de bancada, recebendo amostras de matérias-primas
e produtos acabados, onde trabalha com uma faixa espectral maior, podendo chegar
a 2.500 nm, tendo maior acuracia e poder de predi¢cao, além de poder entregar o
resultado em apenas 1 minuto, no maximo. Umas das desvantagens desse tipo de
equipamento esta no seu custo elevado de aquisi¢ao, além de ser necessario um

técnico especializado para administrar e calibrar o mesmo.
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3.1.3. Método Dumas

O método Dumas, proposto pelo quimico francés Jean-Baptiste Dumas, em
1831, tem como objetivo determinar o nitrogénio total da amostra através da sua
combustéo entre 700 a 1200 °C e a medida volumétrica do nitrogénio gasoso. Em
apenas um equipamento, com acesso a um computador, acontece a combustao,
reducao, separagao e detecgédo do nitrogénio, ndo sendo necessario a manipulagéo
de reagentes quimicos durante a analise.

A amostra utilizada é totalmente oxidada através do oxigénio, o que causa a
reducdo dos Oxidos de nitrogénio, sendo possivel determinar a quantidade de
nitrogénio molecular produzido na amostra. O resultado é rapido, apresentado entre
5 a 10 minutos e € necessaria pouca quantidade de amostra para ser analisada, o
que pode causar divergéncias nos resultados, podendo ocorrer a necessidade de
repeticoes.

O método de Dumas considera o nitrogénio organico e inorganico da amostra,
0s quais sao transformados em gases de Oxido nitrico (NO,), seguidamente
reduzidos a gas nitrogénio (N,) que, ao ser liberado, é determinado através da
condutividade térmica (Lopes e Santana, 2005). Por esse motivo, o0 método pode
apresentar valores superestimados de nitrogénio quando comparado aos outros
métodos, principalmente quando se trata de alimentos de origem vegetal, os quais
possuem concentragdo maior de nitrogénio na forma inorganica.

O calculo do teor de proteina utiliza o teor de nitrogénio encontrado em
conjunto com o fator de conversdo, como € utilizado no método Kjeldahl. Assim
como os meétodos de Kjeldahl e NIRS, a analise de Dumas é um método de
referéncia bem estabelecido o qual possui padrboes oficiais de analise, onde as
principais sdo emitidas pela Associacdo de Quimica Analitica Oficial. (AOAC -

Association of Official Analytical Chemistry) como as seguintes listadas na Tabela 1.
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Tabela 1: Lista parcial de padroées internacionais para o Método Dumas:

Padrao Descricao Orgao Emissor
AOAC 992.23 Crude protein in cereal grains and oils AOAC
(Proteina bruta em gréos e 6leos de cereais)
AOAC 992.15 Crude protein in meat and meat products AOAC
(Proteina bruta em carne e produtos
carneos)
AOAC 968.06 Crude protein in Animal Feed AOAC

(Proteina bruta na alimentagéo animal)

(AOAC, 1998)

Os equipamentos Dumas exigem a utilizagdo de papel aluminio, estanho ou
capsulas de combustdo para a insergao das amostras e os sistemas funcionam sem
a dependéncia da matriz devido a combustdo da amostra ocorrer em um ambiente
de oxigénio puro.

Sobre as vantagens do método, encontra-se tempo de execugao, automagao
dos lotes de amostras podendo carregar até 117 amostras por vez. Porém, as
desvantagens se encontram no custo da analise devido ao custo do equipamento, a

utilizacao de gases e consumiveis especificos, variando de marca para marca.

3.2. Ingredientes

Os ingredientes utilizados no experimento podem ser divididos entre

protéicos, energéticos e fibrosos, como mostra a Tabela 2.

Tabela 2: Classificagao dos ingredientes

Protéicos Energéticos Fibrosos
Proteina isolada de soja Farelo de milho Polpa de beterraba
Farelo de soja Farelo de trigo

Gluten de milho 60%

Fonte: A autora.
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Tais ingredientes fazem parte da formulagdo de dietas balanceadas para que
0s animais, ruminantes e monogastricos, possam se desenvolver plenamente com
suas exigéncias nutricionais atendidas em cada fase da vida.

Os alimentos concentrados podem ser divididos em protéicos e energéticos,

onde, os ingredientes que apresentam mais de 20% de proteina bruta, 50% de FDN
(Fibra em Detergente Neutro) e 60% de NDT (Nutrientes Digestiveis Totais) s&o

considerados protéicos, enquanto aqueles que possuem menos que 20% de
proteina bruta, 25% de FDN e em torno de 18% de fibra bruta (FB), sdo
considerados alimentos energéticos. Os alimentos fibrosos, ou volumosos, sao
aqueles que possuem baixo teor energético, ricos em fibra ou agua, os quais
possuem menos de 60% de NDT e/ou mais de 18% de fibra bruta (FB), podendo ser
divididos em secos e umidos (GOES, 2013).

3.2.1. Proteina isolada de soja

A proteina isolada de soja € produzida a partir da farinha branca de soja
desengordurada, através de um processamento que possibilita a remogao de outros
componentes como carboidratos, fibras, além de fatores antinutricionais, resultando
em um produto mais puro e refinado oriundo da proteina da soja, sendo
praticamente isenta de odor, cor e apresentando sabor neutro (SBAN, 2016). Este
subproduto pode conter, no minimo, 88% de proteina bruta em relagdo a matéria
seca. Tal ingrediente é utilizado, de modo balanceado, em dietas especializadas

como substituicdes de leite, dietas para leitdes e frangos de corte.

Tabela 3: Média da composi¢gao quimica da proteina isolada de soja

Componentes Proteina isolada de soja (%)
Matéria seca 95,0
Proteina bruta 80,69

(Escola Paulista de Medicina, 2023)
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3.2.2. Farelo de soja

O farelo de soja é um subproduto da industria do dleo, sendo o farelo mais
utilizado na alimentagao animal, principalmente nas dietas para bovinos. O processo
de extragcdo do dleo é realizado através de pressao e solventes, além de exigir um
tratamento térmico da semente de soja, o que resulta em um farelo com alto teor de
proteina, que varia de 45 a 48%, além de que, alguns fatores antinutricionais
(antitripsicos, urease e lecitinas), sdo eliminados devido o aquecimento
(SOLA-ORIOL, 2021). Na Tabela 4, a composicdo de matéria seca e teor de proteina
do farelo de soja 45%. A cada 1.000 kg de grdo de soja processado, é extraido
cerca de 750 kg de farelo de soja.

O teor de energia do farelo de soja pode variar devido ao conteudo de fibra
presente, geralmente 6%, pois o farelo com casca apresenta menor conteudo de
energia digestivel quando comparado ao farelo sem casca (BELLAVER, 1999).

E um ingrediente caracterizado como o principal suplemento proteico de
origem vegetal disponivel, possui excelente balango de aminoacidos essenciais,
como a lisina, mesmo que seja relativamente deficiente em metionina e triptofano, é

de alto valor alimentar para os animais.

Tabela 4: Média da composigao quimica do farelo de soja 45% PB

Componentes Farelo de soja (%)
Matéria seca 89,6
Proteina bruta 45,4

(ROSTAGNO et al., 2017)

3.2.3. Farelo de gluten de milho (FGM)

O farelo de gluten de milho (FGM) é um subproduto da industria do milho
muito utilizado em ragdes para pets, suinos, aves, bovinos e peixes, devido seu alto
teor proteico, apresentando médias podendo ser superiores a 60%, e também por

ser uma opg¢ao de custo mais vantajosa em relagdo a mistura com farelo de soja.
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Além disso, pode ser uma alternativa interessante em alimentos nos quais se deseja
restricao caldrica, dado seu elevado conteudo de fibra.

O cereal mais produzido no mundo é o milho e, para cada 100 kg de milho
processado, 4,5 kg de farelo de gluten de milho sdo gerados. No Brasil,
comercializa-se FGM na forma seca, geralmente, sob a forma farelada, contendo em
média 90% de matéria seca (SOUZA, 2007), como é apresentado na Tabela 5. O
FGM ¢ o residuo seco do milho apds a extragao da maior parte do gérmen e amido,
resultado da separagdo do farelo pelo processo empregado na fabricagdo de
moagem umida do cereal ou por tratamento enzimatico do endosperma, sendo 2/3
de conteudo fibroso e 1/3 de licor concentrado de maceragéao (Blasi et al., 2001).

Uma forte caracteristica deste ingrediente esta na sua alta quantidade de fibra
altamente digestivel, e fermentavel, e a pouca quantidade de gordura e amido, se
tornando uma oétima alternativa para compor ragbes com base em gréaos e silagem
de milho, geralmente aplicadas em dietas para ruminantes. Ja para monogastricos,

indica-se 0 uso em fases as quais altos niveis energéticos nao sao recomendados.

Tabela 5: Média da composigao quimica do gluten de milho 60% PB.

Componentes Farelo de gluten de milho (%)
Matéria seca 91,2
Proteina bruta 61,5

(ROSTAGNO et al., 2017)

3.2.4. Farelo de milho

O farelo de milho é um subproduto da farinha resultante do processamento do
grao, composto de germe, pedacos de endosperma e casca, possuindo alguns
componentes diferentes do milho moido integral como o teor de fibra e proteina
bruta que sdo mais elevados no farelo de milho em comparagao ao milho moido,
como apresentado na Tabela 6. Em contrapartida, o farelo de milho perde em
energia metabolizavel, calcio e fosforo, mesmo que em quantidade nao significativa,

assim como os aminoacidos.
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Tabela 6: Comparagao nutricional entre milho moido e farelo de milho.

Componentes Milho moido (%) Farelo de milho (%)
Matéria seca 87,9 88,6
Proteina bruta 8,5 10,4
(LIMA, 2011)

E através do milho que se obtém a principal fonte de energia nas formulacdes
de dietas para animais como bovinos, equinos e, principalmente, suinos e aves,

podendo fazer parte de até 80% da composi¢cao das mesmas (LIMA, 2011).

3.2.5. Farelo de trigo

No processamento da farinha de trigo, com direcionamento para a
alimentacdo humana, cerca de 28% do grdo nédo € aproveitado, tendo como
resultado o farelo de trigo e, deste modo, destinado a alimentagédo animal (SOARES,
2004).

O trigo é rico em niacina, tiamina, fésforo e ferro mas, assim como o grao de
milho, os cultivares de trigo apresentam bastante variagbes na sua composicao
quimica e seu valor nutricional, onde os valores de proteina bruta podem chegar a
15,1% de média (ROSTAGNO et al., 2017), como mostra a Tabela 7.

O farelo de trigo € uma boa alternativa na substituicdo quando o prego do
milho aumenta, o qual é muito utilizado em dietas para ruminantes, principalmente
bovinos leiteiros. Para suinos em fase de crescimento, o nivel de inclusdo do
subproduto pode ser de até 12%, ja para os animais em fase de terminacédo e
lactacdo, pode ser de até 15% de adicdo na ragdo, enquanto para animais em
gestacgao, a incluséo pode chegar até 35% (ROSTAGNO et al., 2017). Porém, o alto
teor de fibra bruta é um fator limitante para os animais monogastricos pois, quando
ofertado demasiadamente, pode provocar um efeito laxante devido seu teor de
fibras, deste modo & importante realizar o balanceamento com outros ingredientes

corretamente.
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Tabela 7: Média da composig¢ao quimica do farelo de trigo

Componentes Farelo de trigo (%)
Matéria seca 88,5
Proteina bruta 15,1

(ROSTAGNO et al., 2017)

3.2.6. Polpa de beterraba

A polpa de beterraba € um subproduto da industria do agucar, muito utilizada
como suplemento na alimentacdo animal como uma importante fonte de fibra e
energia, rica em pectina, utilizada tanto para ruminantes quanto para monogastricos.
No Brasil, a industria do acucar utiliza como matéria-prima a cana-de-acucar, ou
seja, a disponibilidade da polpa de beterraba € pequena quando comparada aos
paises europeus (GONCALVES et al, 2009).

Ingrediente muito recomendado devido sua baixa solubilidade e moderada
fermentagdo, ndo viscosa, além de seu efeito desejavel na consisténcia das fezes,
diminuindo o tempo de transito intestinal (Sunvold et al., 1995a). Se encontra
disponivel no estado solido, granulado ou em forma de pallet, podendo apresentar o
teor de 90% de matéria seca e, no maximo, 10% de proteina bruta, como é

apresentado na Tabela 8.

Tabela 8: Composicao quimica da polpa de beterraba.

Componentes Polpa de beterraba (%)
Matéria seca 90,0
Proteina bruta 10,0

(GONCALVES et al, 2009)

4. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Nutricdo Animal (LNA) da
Faculdade de Agronomia, pertencente a Universidade Federal do Rio Grande

do Sul (UFRGS), e no laboratdrio de qualidade da fabrica de ragbes Alisul



Alimentos S/A na cidade de Sao Leopoldo-RS. Foram utilizados amostras de 6
ingredientes: proteina isolada de soja, farelo de soja, farelo de gluten de milho,
farelo de milho, farelo de trigo e polpa de beterraba. A analises pelo método
Kjeldahl e Dumas foram realizadas no laboratério da Universidade, enquanto a

analise através do NIRS ocorreu na fabrica de racoes.

O primeiro processo foi a moagem dos ingredientes em moinhos de
bolas e o rotativo de faca, de modo que ficassem homogéneas, seguido pela
realizacdo da analise de matéria seca a 105 °C: cadinhos de porcelana,
contendo cerca de 2 g de amostra moida de cada ingrediente, colocados em
estufa a 105 °C overnight e, apos seu resfriamento em dessecador, foi
realizado o calculo para a determinacdo do resultado. As amostras foram
armazenadas em recipiente plastico totalmente fechado até o momento das

analises.

Foram realizadas 5 repeticbes de analise de cada ingrediente através
do método de Kjeldahl, Dumas e NIRS para determinacéo de proteina bruta.
Os ingredientes presentes no experimento possuem baixa concentragao de
proteina (milho e polpa de beterraba), média concentragao de proteina (farelo
de trigo e farelo de soja) e alta concentragdo de proteina (proteina isolada de

soja e gluten de milho).

4.1. Método Kijeldahl

A determinacao do nitrogénio total pelo método Kjeldahl foi adaptada do
padrdao numero 988.05 da AOAC (1998), onde as amostras foram digeridas em
acido sulfurico concentrado, por 4 horas, utilizando sulfato de cobre na mistura
catalitica e convertendo o nitrogénio em sulfato de aménio, o qual foi calculado

pelo fator de conversao de 6,25.
Foram utilizados os seguintes materiais:

- Balanga analitica;

- Funil de haste longa;

- Espatula para pesagem;

- Tubos de digestao micro-kjeldahl;

- Dispensador de solugéo;
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Erlenmeyer com capacidade de 250 mL;
Bureta de 25 mL;

Agitador magnético;

Capela para exaustédo de gases;

Bloco digestor de proteina da marca Deleo;
Destilador de proteina da marca VELP;

Bureta eletronica para titulagao.

Reagentes utilizados:

Mistura catalitica: 10 g de sulfato de cobre + 1 g de selénio
metalico + 100 g de sulfato de sddio de anidro;

Hidroxido de sodio (NaOH) 50%;

Acido bérico (HBO2) 4%;

Indicador: solugdo mista de verde de bromocresol e vermelho de
metila;

Acido sulfurico (H2SO4 — d=1,84), p.a., concentrado;

Acido Sulfarico 0,1 N (H,SO,);

Agua destilada.

Foram realizadas 5 repeticbes de cada ingrediente contendo 0,20 g

cada, transferidas para o tubo de digestdo com o auxilio do funil de haste

longa, sendo dois tubos vazios para dar inicio com duas provas em branco.
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Figura 1. Tubos de digestdo contendo 0,20 g de amostra, sendo os dois

primeiros provas em branco.

Em seguida, foi adicionado 5 mL de H2SO4 concentrado e o catalisador
em todos os tubos e, assim, transferidos para o bloco de digestdo onde

permaneceram por 4 horas a temperatura de 350 °C.

Figura 2. Processo de digestdo no bloco digestor e a mudanga de coloragao
da solugdo que ocorre 0 processo.
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Concluido o processo de digestao, retirou-se os tubos do bloco para
resfriamento até atingirem a temperatura ambiente e foi adicionado 10 mL de
agua destilada em cada. No equipamento destilador, apds aquecido, €&
colocado um Erlenmeyer com capacidade de 250 mL com 25 mL de solugéo

indicadora com acido borico e é encaixado o tubo de digestéo.

Figura 3. Adicdo da agua destilada a solugéo e bureta contendo 25 mL de

solucao indicadora com acido bdrico.

Programou-se o equipamento para adicionar 30 mL de hidroxido de
sédio 40% as amostras digeridas, com duragdo de 5 minutos, recolhendo 150
mL do destilado. Por fim, foi titulada a solugédo destilada com o acido sulfurico
0,1 N e anotado o volume de acido gasto na titulagdo. O resultado foi

calculado e expresso em % PB (proteina bruta) na matéria seca.
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Figura 4. (A) Equipamento destilador da marca VELP. (B) Formagao do borato

de amédnio. (C) Titulagao com bureta eletrénica.

4.2. Método Dumas

O método Dumas, 968.06 da AOAC (1998), o qual o nitrogénio liberado
pela pirdlise (quebra por aquecimento) e subsequentes combustbes, é
transportado através do gas de arraste, didoxido de carbono, e levado ao
detector de condutividade térmica. O CO2 é absorvido em diéxido de potassio
e o0 volume de nitrogénio residual € calculado pelo fator 6,25 e convertido em

proteina bruta.

Foram utilizados os seguintes materiais:

Equipamento DUMAS da marca Elementar - Rapid N Cube;
Folhas de estanho;

Balanca analitica;

Computador.

Consumiveis presentes nos tubos de secagem, poés combustéo,
combustao e redugao do equipamento:
- Algodéo;
- Sicapent ® (dessecante a base de pentdoxido de fosforo para

exsicadores);

28




- Bolas de corindon;

- Pt catalisador 5% para analise elementar, 30 g;
- Malha de arame redondo;

- Tungsténio;

- Cobre puro;

- Fios de prata;

- Oxido de cobre

Figura 5. Tubo de reducédo do equipamento.

Com 5 repetigcbes para cada ingrediente, foram pesadas amostras de
até 1,5 g cada, pesos os quais foram transferidos diretamente para o
computador conectado com a balanga analitica e o equipamento. As amostras
foram colocadas no recipiente indicado do equipamento, tendo sua analise
com duragdo de 3 a 4 minutos. A temperatura maxima de combustdo do
equipamento é de 1.200 °C. O resultado foi calculado e expresso em % PB

(proteina bruta) na matéria seca.
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Figura 6. Amostras embaladas em folhas de estanho inseridas no local

designado pelo equipamento.

4.3. Método NIRS

A analise de NIRS se baseou no padrdo de numero 989.03 da AOAC
(1998), tendo porcdes aleatérias das amostras preparadas e carregadas no
recipiente do espectrémetro NIRS. O instrumento faz parte do sistema que foi
calibrado usando amostras representativas da populacdo a ser analisada. As
equacdes selecionadas das estatisticas de calibracdo, as quais foram

validadas, foram utilizadas para calcular.

O equipamento utilizado foi o Perten DA 7200, onde a quantidade de
amostra para as 5 repetigdes variaram devido a granulometria de cada
ingrediente, que deve preencher todo o recipiente, como apresentado na
Tabela 9. O resultado foi calculado e expresso em %PB (proteina bruta) na

matéria seca.
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Tabela 9: Peso de cada ingrediente para analise pelo método NIRS.

Ingrediente Peso (g)
Farelo de soja 80
Gluten de milho 72
Farelo de milho 80
Farelo de trigo 42

Fonte: A autora.

r \\\‘

Figura 7: (A) Peso da amostra do farelo de gluten de milho. (B) Profundidade

do recipiente. (C): Amostra em analise no equipamento.

As curvas utilizadas para as determinagdes de proteina bruta de cada
ingrediente séo resultado de calibracdes feitas pelo equipamento conforme a
anadlise de amostras referenciais de lotes variados. Na Tabela 10, os

ingredientes e suas respectivas curvas utilizadas.
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Tabela 10: Ingredientes e as curvas utilizadas no equipamento NIRS.

Ingrediente Curva
Farelo de soja SoymeallPRXAug42008
Farelo de gluten de milho CornGlutenMealMasterJun152007
Farelo de trigo WheatMiddss050906
Farelo de milho CornGrndDec062006

(Perten DA 7200)

A porcentagem de proteina bruta na matéria seca de cada ingrediente,
em cada equipamento utilizado, foi comparada com valores médios de
proteina bruta desses ingredientes previstos na literatura nacional, como forma

de parametro técnico.

4.4. Analise Estatistica

Foram realizadas 5 repeticbes de analise de cada ingrediente utilizando 3
métodos de analise a partir dos resultados de proteina bruta obtidos. O tratamento
dos dados se deu através da analise de variancia (ANOVA) e teste SNK
(Student-Newman-Keuls) a 5% de probabilidade. Foi utilizado o procedimento GLM
(SAS, 2016) testando 3 equipamentos (Kjeldahl, Dumas e NIRS) em cada
ingrediente (proteina isolada de soja, farelo de soja, farelo de gluten de milho, farelo

de milho, farelo de trigo e polpa de beterraba) com 5 repeticdées em cada.

5. RESULTADO E DISCUSSAO

Na Tabela 11, sdo apresentados os resultados da matéria seca (MS) de cada

ingrediente.
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Tabela 11: Matéria seca dos ingredientes analisados.

Ingredientes Matéria seca* (%)
Proteina isolada de soja 91,65
Farelo de soja 86,18
Farelo de gluten de milho 60% 90,49
Farelo de milho 87,17
Farelo de trigo 86,91
Polpa de beterraba 86,18

*Secagem em estufa a 105 °C overnight.

As analises de dois ingredientes, proteina isolada de soja e polpa de
beterraba, ndo puderam ser realizadas no método NIRS devido o equipamento nao
possuir as curvas de calibragdo necessarias para tal, os resultados obtidos foram

apresentados na Tabela 12.

Tabela 12: Resultados de proteina bruta por diferentes métodos em

ingredientes para alimentagcao animal expresso na matéria seca.

Ingredientes  Kjeldahl Dumas NIRS* Probabilidade Coeficiente

(%) (%) (%) * de variagao
Proteina 89,28b 98,39a - 0,0001 0,38
isolada de soja
Farelo de soja 50,08c 55,61a 52,70b 0,001 2,37
Gluten de milho  65,04c 70,0b 73,0a 0,0001 0,61
Farelo de milho  9,97a 9,20b 9,40b 0,0229 4,06
Farelo de trigo 19,49b 17,06¢c 22,29a 0,0001 2,17
Polpa de 9,26a 9,03a - 0,2313 2,98

beterraba

**Médias com letras distintas na linha diferem entre si pelo teste SNK a 5%.
*NIRS: Near Infrared Reflectance Spectroscopy (Espectroscopia de Reflectancia no

Infravermelho Proximal).



Os testes mostraram que houve diferenca de resultados nos métodos
estudados, os quais apresentaram diferenca estatisticamente de 5% em nivel
de significancia, com excec¢ao dos testes realizados com a polpa de beterraba,

que nao obtiveram diferencga significativa.

Nos resultados obtidos para a determinagédo de proteina bruta da
proteina isolada de soja, os métodos Kjeldahl e Dumas apresentaram
diferencas significativas em 5% entre si. Onde, o método Kjeldahl chegou o
mais proximo do teor de proteina bruta (89,28%), com referéncia na literatura
(80,69%, segundo Escola Paulista de Medicina, 2023), enquanto o método

Dumas superestimou o valor do teor de proteina do ingrediente (98,39%).

Na andlise de proteina bruta para o farelo de soja, os trés métodos
apresentaram diferengas significativas em 5% entre si. Todos os métodos
superestimaram o teor de proteina bruta quando comparado com a literatura
(45 a 48%, segundo ROSTAGNO et al., 2017). Os métodos Kjeldahl e Dumas
obtiveram resultados mais préximos (50,08% e 52,70%, respectivamente),

enquanto o método NIRS apresentou o resultado mais alto (55,61%).

Para o farelo de gluten de milho, os métodos também apresentaram
diferengas significativas em 5% entre si. Os métodos NIRS e Dumas
superestimaram o teor de proteina bruta do ingrediente (73,0% e 70,36%,
respectivamente) quando comparados com a literatura (60%, segundo
ROSTAGNO et al., 2017). O método Kjeldahl apresentou o valor mais baixo

(65,04%), ainda assim acima da média.

Os trés métodos apresentaram diferengas significativas a 5% nos
resultados das analises do farelo de trigo. O método Kjeldahl apresentou o
resultado mais baixo entre os métodos (17,06%), porém ainda mais alto do
que o valor encontrado na literatura (15,1%, segundo ROSTAGNO et al.,
2017). O método NIRS obteve o resultado mais alto dentre os trés (22,29%).

Para as amostras do farelo de milho, ndo houve diferenga significativa a
5% entre os métodos Dumas e NIRS, apenas em comparacdo ao método
Kjeldahl. Foram os resultados mais proximos entre si (9,20 a 9,97%), onde o
método Kjeldahl foi o que obteve resultado mais proximo ao da literatura
(10,0%, segundo GONCALVES et al, 2009).

Os resultados da proteina bruta da polpa de beterraba néao
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apresentaram diferencga significativa a 5% entre si. O método Kjeldahl obteve o
maior valor (9,26%) enquanto o método Dumas o mais inferior (9,04%),
principalmente ao comparar com o teor de proteina fornecido pela literatura
(10%, segundo GONCALVES et al, 2009).

Ao comparar os métodos de Kjeldahl e Dumas na determinagado de
nitrogénio total em amostras de tecido vegetal e gréos, Costa e Leal (2011)
tiveram os resultados obtidos pelo método de Dumas um pouco maiores que
os obtidos pelo método de Kjeldahl. Concluiu-se que é devido ao fato da maior
recuperagcao do nitrogénio presente na amostra pelo método de Dumas,
fendbmeno ja observado em outros trabalhos, segundo os autores. Porém, em
termos estatisticos, ndo se pode considerar que houve diferenga significativa
entre os dois métodos. Na metodologia de Kjeldahl a perda de nitrogénio pode
ocorrer quando os tubos estdo muito abertos durante o processo de digestéo,
quando a quantidade de mistura catalisadora é pequena ou, até mesmo,
quando é em excesso. Um descuido do analista ao ndo encaixar o tubo
perfeitamente no destilador também contribui para perda de nitrogénio
(COSTA, 2005).

Segundo Hansen (1989), ao comparar teores de nitrogénio de produtos
de origem animal e vegetal entre os métodos Kjeldahl e Dumas, observou-se
reprodutividade e repetibilidade satisfatorias (significativas a 5%), com
excegao do milho, feno e silagem de milho, diferengas as quais podem ser

justificadas devido a baixa concentragao de nitrato nesses produtos.

Outro fator de comparagao observado neste trabalho entre os trés
métodos € que, perante os resultados, nas analises com ingredientes com teor
de proteina bruta acima de 20%, os métodos Dumas e NIRS superestimaram
os valores de nitrogénio total das amostras. Por outro lado, em ingredientes
com teor de proteina bruta abaixo dos 20%, o método Kjeldahl superestimou
os resultados, contrapondo a tese de que ha perda de nitrogénio total por esta

técnica.

O meétodo Dumas apresenta vantagens perante os outros métodos
devido ao seu tempo de execucdo por analise, precisdo e sem a necessidade
do operador administrar reagentes toxicos e corrosivos durante a analise.

Porém, o custo elevado do equipamento e consumiveis, além de ser
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necessario um técnico especialista para a manutengao do aparelho, torna o
método Kjeldahl uma opgédo mais barata, apesar de demorada (COSTA, 2005).
Ja o método NIRS obtém resultados na determinagao de proteina bruta com
grande acuracia, contando que o equipamento tenha sido devidamente
calibrado com amostras referenciais do mesmo material. Apesar de precisar
do auxilio de um técnico para calibracido, do equipamento, € uma analise
econdmica e muito rapida, entregando o resultado em menos de um minuto,
sem destruir a amostra e sem gerar residuos ao nao utilizar reagentes
(PAULINO, 2005).

6. CONSIDERAGOES FINAIS

A partir das analises e resultados obtidos através dos trés métodos, por
apresentar um processo de combustdo, onde ocorre a queima total do material
organico e, assim, gerando menos perda de nitrogénio, concluiu-se que, de maneira
geral, o método Dumas é mais pratico e funcional quando comparado aos demais.
Entretanto, tem como fator limitante o custo de aquisicdo e manutencdo do
equipamento, assim como o descarte de seus reagentes que devem ser destinados
a coletas quimicas especializadas, 0 que acaba gerando mais um custo.

O método Kjeldahl, apesar da possibilidade de subestimar o teor de nitrogénio
total da amostra, é confiavel e de baixo custo, mas os fatores mais limitantes estao
na demora para a obtengdo do resultado final e o uso de reagentes quimicos e
corrosivos. No método NIRS, por necessitar de curvas de calibragdo previamente
estabelecidas no equipamento, € preciso de um técnico especialista para a
realizacdo das analises de amostras referenciais para a constru¢ado de uma curva
que dé resultados confiaveis. Tais calibragbes levam tempo e exigem amostras de
diferentes lotes para as analises.

Deve-se levar em conta as limitagdes de cada laboratério de analise, como
demanda de analise, recursos financeiros e o produto a ser analisado (baixa, média
ou alta concentragédo de proteina bruta), escolhendo um método que melhor atenda

as suas exigéncias.
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APENDICE

Apéndice A - Box Plot (diagrama de caixa) da proteina isolada de soja, gerado pelo
software SAS (Statistical Analysis System), ilustrando a comparagéao grafica dos

métodos:
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Apéndice B - Box Plot (diagrama de caixa) do gluten de milho, gerado pelo

software SAS (Statistical Analysis System), ilustrando a comparagéao grafica dos

métodos:
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Apéndice C - Box Plot (diagrama de caixa) do farelo de soja, gerado pelo software

SAS (Statistical Analysis System), ilustrando a comparacao grafica dos métodos:
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Apéndice D - Box Plot (diagrama de caixa) do farelo de trigo, gerado pelo software

SAS (Statistical Analysis System), ilustrando a comparagéao grafica dos métodos:
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Apéndice E - Box Plot (diagrama de caixa) do farelo de milho, gerado pelo software

SAS (Statistical Analysis System), ilustrando a comparagéao grafica dos métodos:
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Apéndice F - Box Plot (diagrama de caixa) da polpa de beterraba, gerado pelo

software SAS (Statistical Analysis System), ilustrando a comparagéao grafica dos

métodos:
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