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Adequacao da Metodologia Kjeldahl para
determinacao de Nitrogénio Total e
Proteina Bruta

A quantidade de produtos quimicos que é liberado no meio ambiente como emissdes
de rotina de laboratérios é enorme e apresenta um grande risco a salde da
sociedade. No entanto, as vantagens que esses produtos podem trazer para a
indUstria quimica moderna e as pesquisas cientificas de um modo geral sdo
indiscutiveis. Nesse contexto, uma politica que venha a ter como objetivo evitar a
geracao de residuos na fonte, com a aplicacdo de tecnologias que utilizem menores
quantidades de matéria-prima e recursos naturais em geral, é imprescindivel
(Alberguini, 2005). A¢des de programas de gerenciamento de residuos devem estar
norteadas para a minimizacdo ou mesmo eliminacdo de alguns residuos produzidos
nos laboratérios. Uma das estratégias recomendadas para se adequar a esta nova
realidade é substituir ou diminuir a quantidade de reagentes, ou ainda, modificar
procedimentos (Simeone, 2005).

Com o objetivo de diminuir a quantidade de residuos gerados e, conseqlientemente,
custos este trabalho propde uma adequacao do método de Kjeldahl a partir da
reducdo na quantidade de cada reagente utilizado durante o processo para a
determinacdo do nitrogénio total. Foram realizados ensaios com amostras de trés
espécies de forrageiras da regidao do Pantanal (Andropogon bicornis, Reimarochloa
sp. e Luziola subintegra) e uma amostra padrao de referéncia do Programa
Colaborativo Interlaboratorial coordenado pela Embrapa Meio Ambiente. Andlises
estatisticas foram realizadas para averiguar a precisdo da nova metodologia proposta.

Principio

A determinacéo do nitrogénio total (NT) proposta por Kjeldahl em 1883, ainda é
muito usada por ser uma técnica confidvel, com rotinas bem estabelecidas e ao
longo do tempo permaneceu praticamente a mesma com poucas modificagcbes
(Vogel, 1992). Esta técnica possibilita a determinacao indireta de proteinas em varias
amostras bioldgicas, assim como o nitrogénio em plantas para a avaliacdo do estado
nutricional (Yasuhara e Nokihara, 2001; Nogueira e Souza, 2005).

O método é baseado na decomposicao da matéria organica através da digestdo da
amostra a 400°C com &acido sulfurico concentrado, em presenca de sulfato de cobre
como catalisador que acelera a oxidacdo da matéria organica. O nitrogénio presente
na solucao acida resultante é determinado por destilacao por arraste de vapor,
seguida de titulacdo com &cido diluido (Nogueira e Souza, 2005).

As reacoes quimicas que se passam durante o processo da determinacao dos
compostos nitrogenados podem ser assim resumidas (Silva, 1990):

Digestao
Durante a digestao (Figura 1A) ocorrem as seguintes reacdes:

H,SO,

Matéria Organica ——— = SO+ CO,+H,0 + R—NH,

H,SO,

R—NH, + H,0 —————>» R—OH + NHj,

0 o]

4 H*
R—C + H,O0 L» Ric// + NH,

AN

NH> OH

2NHz + H;S0, - > (NH4)2S 04
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Figura 1. (A) Digestdo de uma amostra para a determinacéo de nitrogénio total. (B) Mudanca de coloracédo da
solucado durante o processo da digestéo.

O carbono contido na matéria organica é oxidado e o didxido de carbono (COz) se desprende. Durante o
processo da digestdo a solucdo passa de uma coloracéo escura (preto) para um verde claro (Figura 1B).

Além dos agrupamentos protéicos, existe o nitrogénio sob a forma de amina, amida e nitrila, que é
transformado em amodnia (NHs) a qual reage com o H2S04, formando o sulfato de amoénio ((NH4)2S04) conforme
mostrado nas reacdes durante a digestédo, e esse ao esfriar forma cristais.

Destilacédo

Ap0ds a digestao inicia-se o processo de destilacao (Figura 2A) que pode ser feita por aquecimento direto ou por
arraste de vapor. O sulfato de amonio é tratado com hidréxido de sédio (NaOH), em excesso, ocorrendo a
liberacdo de amonia, conforme as reacdes:

(NH;S0; + 2NaOH ———» 2 NHiOH + NaSO,

NHOH > NH; + HO

Ao se adicionar o hidréxido de sddio, deve-se utilizar algumas gotas de solucdo indicadora, no destilador, para
garantir um ligeiro excesso de base. A amdnia que desprende na reacao é coletada num frasco contendo acido
bérico (HsBOs) com o indicador, previamente adaptado ao conjunto da destilacdo.

Considera-se terminado o processo, quando toda a amonia ja& se desprendeu. A solucdo contendo acido bérico
com o indicador que no inicio apresentava coloracao résea adquire a cor azulada (Figura 2B) a medida que vai
se formando o borato de aménio (NH4sH2BOs), conforme a reacéo:

H3sBO3 + NHs —» NH4H2BOs

Figura 2.(A) Processo de destilacdo.(B) Formacao do borato de amoénio.
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Titulacao

A (ltima etapa do processo corresponde a titulacao (Figura 3A). O borato de amoénio é titulado com uma
solucdo padrao de acido cloridrico (HCI) de titulo conhecido até a viragem do indicador (Figura 3B), conforme a
reacao:

NH4H2BOs + HCI ——» Hs3BOs + NH4CL

Figura 3. (A) Titulacdo para a determinacdo da dosagem de nitrogénio. (B) Viragem na titulacédo para a
determinacao da dosagem de nitrogénio total.

O nitrogénio total (NT) é determinado pela seguinte equacéio:
NT = (Va - Vb) x Fx 0,1 x 0,014 x 100
P1

Onde:

NT - teor de nitrogénio total na amostra, em percentagem;

Va - volume da solucao de &cido cloridrico gasto na titulacdo da amostra, em mililitros;
Vb - volume da solucdo de acido cloridrico gasto na titulacao do branco, em mililitros;
F — fator de correcéo para o acido cloridrico 0,01 mol/L;

P1 — massa da amostra (em gramas).

Na determinacéo da proteina bruta, multiplica-se o valor do nitrogénio total encontrado pelo método de Kjeldahl
por um fator que converte o nitrogénio em proteina. Convencionalmente, em amostras de alimentos para
animais: plantas forrageiras, racdes concentradas, entre outros materiais, a proteina bruta (PB) é expressa pelo
fator 6,25, considerando que a maioria das proteinas contém nas suas moléculas aproximadamente 16% de
nitrogénio. A expressao abaixo é utilizada para determinar a proteina bruta:

PB = NT x Fn
Onde:

PB — teor de proteina bruta na amostra, em percentagem;
Fn — 6,25.

Expressa-se o resultado corrigido, tendo-se como base de correcdo a matéria seca a 105°C.
Deve se fazer testes em branco com o objetivo de eliminar a interferéncia e contaminacdo dos reagentes.
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Parte Experimental

Materiais e Equipamentos
e Bloco digestor;
e (Capela para exaustado de gases;
e Destilador de nitrogénio;
e  Bureta automaética;
e Agitador magnético;
e  Erlenmeyer de 50 mL;
e Balancga analitica - precisdo (+ 0,0001g);
e Tubo de ensaio com borda reforgcada (25x250 mm);
e Frascos dosadores de reagente;
e  Espatula;

e Papel impermeavel.

Reagentes e Solucdes
e Acido sulfarico (H2S04 — d =1,84), p.a., concentrado;
e Hidroxido de sédio (NaOH) a 40% (m/v);
e Sulfato de sédio (Na2S0s4);
e  Sulfato de cobre pentaidratado (CuS0O4.5H20);
e Acido cloridrico (HCI) 0,01 mol/L;
e Solucdo alcodlica de verde de bromocresol, a 0,1% (m/v);
e Solucdo alcodlica de vermelho de metila a 0,1% (m/v);
e Solucdo alcodlica de vermelho de metila a 0,04% (m/v);

e Solucdo de acido boérico, a 2% (m/v).

Mistura Catalisadora

Pesar 1000 g de sulfato de sédio anidro, pesar 50 g de sulfato de cobre pentaidratado. Em um recipiente
misturar os reagentes e em seguida acondicionar em frasco com tampa. Segundo a metodologia descrita no
Manual de Laboratérios: Solo, Agua, Nutricdo Animal e Alimentos (Nogueira e Souza, 2005), 2,5 g de selénio
em poé sao adicionados na mistura catalisadora. Neste trabalho optou-se por ndo usar o selénio como
catalisador com o intuito de minimizar a geracao de residuos durante o processo.

Solucao receptora indicadora

Misturar 1000 mL de solucdo de acido bérico a 2%, 6 mL de solucdo alcodlica de vermelho de metila a 0,1% e
15 mL de solucao alcodlica de verde de bromocresol.

Procedimento

Foram realizadas cinco baterias de testes com 30 amostras por bateria. As amostras analisadas foram de trés
espécies de forrageiras (Andropogon bicornis, Reimarochloa sp. e Luziola subintegra), que geralmente
apresentam niveis diferenciados da concentracao de nitrogénio total e proteina bruta, além de uma amostra
padrao de referéncia (Volumoso AR4) do Programa Colaborativo Interlaboratorial (PCI) ano 7 de 2004
coordenado pela Embrapa Meio Ambiente.

A determinacao do nitrogénio total e proteina bruta foram realizadas pelo processo de digestao Kjeldahl
conforme metodologia atual adotada pela Embrapa e descrita no Manual de Laboratérios: Solo, Agua, Nutricio
Animal e Alimentos (Nogueira e Souza, 2005), porém a quantidade de amostra e de cada reagente utilizado
para o estudo da adequacdo da metodologia foram reduzidos conforme apresentado na Tabela 1. Determinou-
se a matéria seca de cada amostra a 105°C para fazer a correcdo e expressar os resultados de proteina bruta.
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Tabela 1. Quantidade de amostra e reagentes utilizados nos processos para a determinacado do nitrogénio total
segundo: MA - metodologia atual (Nogueira e Souza, 2005) e MP - método proposto neste estudo.

Componente MA MP
Amostra 0,1-0,2 g 0,03-0,04 ¢g
Mistura catalisadora 249 0,4-0,45 g
Acido sulftrico concentrado 5 mL 0,65 mL
Agua destilada (apés a digestéo) 20 mL 2 mL
Solucao receptadora indicadora 10 mL 1,25 mL
Hidréxido de sédio a 40% 15 mL 6,20 mL
Acido cloridrico 0,1mol/L 0,01 mol/L

Apds a obtencao dos resultados pelas duas metodologias, foi realizada uma andlise estatistica para averiguar a
precisao da metodologia proposta, comparando-se os dados de proteina bruta da amostra de referéncia
(Volumoso AR4) fornecidos pelo PClI com os obtidos pela metodologia proposta. Realizou-se também um
levantamento da descricdo estatistica dos resultados de nitrogénio total e proteina bruta das demais amostras.

Resultados e Discussoes

Na Tabela 2 encontram-se os resultados de matéria seca das amostras estudadas que servirdo como base para
o célculo corrigido dos valores de proteina bruta.

Tabela 2. Matéria seca a 105°C das amostras estudadas.

Amostra Matéria Seca (%)
Volumoso AR4 93,32
Andropogon bicornis 92,22
Reimarochloa sp. 92,57
Luziola subintegra 91,57

Na Tabela 3 encontram-se os resultados de nitrogénio total e proteina bruta das amostras analisadas. Os
valores de proteina bruta estdo corrigidos com base nos resultados de matéria seca a 105°C de cada material.
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Tabela 3. Resultados de nitrogénio total e proteina bruta das amostras estudadas.

Volumoso Volumoso Andropogon Reimarochloa sp. Luziola
bicornis subintegra
Nuimero AR4 (MA) AR4 (MP)
da amostra NT PB NT PB NT PB NT PB NT PB
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

—_

1,32 8,84 1,42 9,54 0,35 2,35 1,11 7,47 1,76 12,03

2 1,32 8,84 1,42 9,54 0,34 2,33 1,10 7,43 1,78 12,12
3 1,38 9,29 1,42 9,562 0,32 2,15 1,11 7,47 1,81 12,35
4 1,33 8,90 1,45 9,70 0,37 2,51 1,12 7,53 1,78 12,13
5 1,37 9,17 1,43 9,60 0,37 2,49 1,12 7,54 1,72 11,72
6 1,39 9,32 1,39 9,29 0,36 2,44 1,13 7,62 1,74 11,91
7 1,37 9,19 1,42 9,50 0,37 2,48 1,11 7,47 1,74 11,91
8 1,33 8,87 1,41 9,46 0,33 2,26 1,07 7,24 1,77 12,09
9 1,34 8,95 1,41 9,42 0,37 2,51 1,11 7,48 1,78 12,15
10 1,37 9,16 1,44 9,67 0,37 2,53 1,10 7,42 1,73 11,81
11 1,33 8,88 1,41 9,45 0,36 2,46 1,11 7,50 1,81 12,37
12 1,33 8,91 1,39 9,32 0,36 2,46 1,11 7,49 1,86 12,72
13 1,34 8,96 1,44 9,66 0,36 2,45 1,10 7,46 1,86 12,69
14 1,35 9,06 1,42 9,49 0,36 2,47 1,10 7,46 1,90 12,99
15 1,32 8,87 1,39 9,33 0,35 2,36 1,13 7,63 1,90 12,96
16 1,38 9,25 1,44 9,66 0,36 2,45 1,11 7,47 1,88 12,80
17 1,34 8,96 1,45 9,74 0,36 2,45 1,10 7,46 1,86 12,72
18 1,33 8,93 1,39 9,31 0,37 2,48 1,13 7,66 1,93 13,17
19 1,32 8,83 1,38 9,63 0,35 2,39 1,15 7,77 1,87 12,75
20 * * 1,44 9,68 0,35 2,35 1,14 7,70 1,84 12,57
21 1,45 9,72 1,37 9,18 0,35 2,39 1,06 7,18 1,74 11,89
22 1,36 9,12 1,41 9,45 0,37 2,50 1,09 7,28 1,81 12,38
23 1,36 9,01 1,36 9,14 0,35 2,38 1,05 7,11 1,82 12,44
24 1,36 9,14 1,45 9,71 0,36 2,46 1,13 7,66 1,85 12,64
25 1,37 9,17 1,41 9,41 0,36 2,44 1,05 7,07 1,84 12,568
26 1,28 8,568 1,42 9,49 0,34 2,33 1,08 7,30 1,82 12,39
27 1,30 8,71 1,40 9,38 0,41 2,75 1,06 7,17 1,88 12,85
28 1,34 8,95 1,46 9,75 0,33 2,27 1,08 7,29 1,80 12,27
29 1,33 8,90 1,43 9,56 0,36 2,45 1,07 7,24 1,83 12,50
30 1,31 8,76 1,44 9,63 0,34 2,33 1,06 7,18 1,83 12,44

* Nao determinado, pois se perdeu a amostra durante a anélise.

A precisdo de uma metodologia representa a dispersado de resultados entre ensaios independentes, repetidos de
uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, sob condi¢cGes definidas. A precisdo é avaliada pelo
desvio padrao (s) e/ou coeficiente de variacdo (CV) das medidas obtidas, que utiliza um ndmero significativo de
medicdes, normalmente maior que 20 (Ribani, 2004), onde o coeficiente de variacdo nédo deve ultrapassar 15%
(Valentini, 2002).

Comparando-se os dados estatisticos de proteina bruta da amostra de referéncia (Volumoso AR4) com os
obtidos pela metodologia atual empregada pela Embrapa e a metodologia proposta (Tabela 4) pode-se avaliar a
precisdo da nova metodologia. Tanto o desvio padrdo quanto o coeficiente de variacdo, determinados pela
metodologia em estudo sdo menores que os fornecidos pela metodologia atual da Embrapa e pelo PCI.
Portanto as alteragcGes nas quantidades dos reagentes proposta pela metodologia em estudo nao influenciaram
significativamente nos resultados de proteina bruta e apresentaram precisdo compativel com a metodologia
atualmente utilizada.



7 Adequacéo da Metodologia Kjeldahl para determinacdo de Nitrogénio Total e Proteina Bruta

Tabela 4. Andlise estatistica de proteina bruta (PB) para amostras de referéncia do volumoso AR4 do Programa
Colaborativo Interlaboratorial (PCl) ano 7 de 2004, amostras submetidas a metodologia atual (MA) empregada
na Embrapa e amostras submetidas a metodologia proposta (MP).

Parametro PCl ano 7 de 2004 MA MP
Média (M) 9,54 9,01 9,51
Desvio padrao (s) 0,65 0,23 0,17
Coeficiente de variacdo (CV %) 6,86 2,51 1,72
Numero de determinacdes (N) 183 29 30

Foram realizados testes com diferentes espécies forrageiras (Andropogon bicornis, Reimarochloa sp. e Luziola
subintegra) utilizando a metodologia proposta. Estas espécies geralmente apresentam niveis diferenciados da
concentracdo de nitrogénio total e proteina bruta. As avaliacdes estatisticas para os resultados de nitrogénio
total e proteina bruta encontram-se nas Tabelas 5 e 6 respectivamente.

Tabela 5. Anélise estatistica para o nitrogénio total das espécies: Andropogon bicornis, Reimarochloa sp. e
Luziola subintegra determinadas com a metodologia proposta.

Nitrogénio Total Andropogon Reimarochloa sp. Luziola subintegra
bicornis
Média (M) 0,360 1,100 1,820
Erro padrao 0,003 0,005 0,010
Desvio padrao (s) 0,017 0,027 0,056
Variancia da amostra 0,0003 0,0007 0,0031
Intervalo 0,090 0,100 0,210
Minimo 0,320 1,050 1,720
Maximo 0,410 1,150 1,930
Coeficiente de variacdo (CV %) 4,680 2,490 3,070

Numero de determinacdes (N) 30 30 30
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Tabela 6. Andlise estatistica para a proteina bruta das espécies: Andropogon bicornis, Reimarochloa sp. e
Luzioloa subintegra determinadas com a metodologia proposta.

Proteina Bruta Andropogon bicornis Reimarochloa sp. Luziola subintegra

Média (M) 2,42 7,43 12,41
Erro padrao 0,02 0,03 0,07
Desvio padrao (s) 0,11 0,18 0,38
Variancia da amostra 0,01 0,03 0,14
Intervalo 0,60 0,70 1,45
Minimo 2,15 7,07 11,72
Maximo 2,75 7,77 13,17
Coeficiente de variacdo (CV %) 4,40 2,46 3,06
Ndmero de determinacdes (N) 30 30 30

Os parametros estatisticos de nitrogénio total e proteina bruta das espécies forrageiras indicaram um baixo
grau de dispersao dos resultados e auxiliaram na confirmagcao da precisdao da metodologia proposta.

Conclusoes

A nova metodologia proposta possibilitou atingir os objetivos especificos do trabalho: diminuir a quantidade de
residuos gerados, o consumo de reagentes e os custos para a determinacdo de nitrogénio total e proteina bruta
pelo método Kjeldhal. Além disso, foi verificado que as alteracées nas quantidades dos reagentes proposta
neste método nao influenciaram significativamente nos resultados e na precisdo do mesmo.

Diante destes resultados, esta metodologia passou a ser adotada como anélise padrao pela Embrapa Pantanal
para a determinacao de nitrogénio total e proteina bruta de tecidos, produtos e subprodutos de origem animal e
vegetal.
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