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1. Introducéo

qualidade de farinhas, promovendo maior
diferenca entre os valores da proteina soltvel

Os laboratérios que executam o método
de determinacao da solubilidade protéica em
pepsina de farinhas animais, geralmente se
baseiam na recomendacdo da Association of
Official Analytical Chemists (1995), a qual
indica que o teste deve ser feito com solucao
de Pepsina a 0,2% e uma atividade de
1:10000. Estudos mais recentes (Parsons et
al., 1997 e Bellaver et al., 2000), mostram
que existem diferencas em solubilidade da
proteina bruta (PB) (N x 6,25), quando
digeridas em pepsina nas concentracdes de
0,2%, 0,02%, 0,002% ou 0,0002%.
Ademais, foi proposto por Bellaver et al
(2000) que o uso da pepsina na
concentracdo de 0,0002% melhora a
sensibilidade no processo discriminatério de

para farinhas com diferentes

qualidades

protéicas (Tabela 1). O presente trabalho tem
como objetivo disponibilizar uma descricao
detalhada do método de determinacdo da

solubilidade
subprodutos

protéica de
animais,

farinhas de
baseado na

recomendacdo da Association of Official
Analytical Chemists (1995), considerando as
alteracoes propostas por Bellaver et al.

(2000).

Tabela 1 — Efeitos da concentracao de Pepsina sobre o percentual de proteina soldvel em

Farinhas de Carne e Ossos (FCO)'

Concentragao de Protina soltvel (%) Diferenca em proteina
Pepsina (%) FCO com baixa PB? FCO com alta PB soluvel
0,0002 33,76 78,68 44,92
0,002 65,29 87,05 21,76
0,02 90,95 91,97 1,02
0,2 90,96 91,97 1,01

'Adaptado de Bellaver et al. (2000);

2PB, significa proteina bruta.

" Bidlogo, MSc. Pesquisador Embrapa Suinos e Aves.
2 Méd. Vet., PhD. Pesquisador Embrapa Suinos e Aves.
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2. Campo de Aplicacdo

O presente procedimento aplica-se a
determinacdo da solubilidade protéica de
farinhas de subprodutos animais, tais como:
farinha de carne e ossos, farinha de
visceras, farinha de penas, farinha de
sangue e farinha de peixes.

3. Principio

Uma amostra de farinha de subproduto
animal, apés ter sido desengordurada, é
submetida a digestdo com solucdao de
pepsina/acido, sob condicbes de tempo,
temperatura e agitacao, controladas. Apds a
digestdo, a amostra é centrifugada com
subsequente filtracdo do sobrenadante,
sendo a proteina solivel (N x 6,25)
determinada no extrato filtrado e o
coeficiente de solubilidade protéica calculado
em relacdo ao teor de proteina bruta da
amostra original.

4. Materiais/Equipamentos, Reagentes e
Solucées

4.1. Materiais/Equipamentos

- Todos os materiais e equipamentos
utilizados na determinacao do nitrogénio
total Kjeldahl ou proteina bruta (N x
6,25);

- Moinho;

- Peneira ABNT n°® 20 (0,841 mm);

- Conjunto completo para extracao de
gordura (soxlet ou similar);

- Balanca analitica;

- Papel de pesagem 10 x 10 cm (tipo
manteiga);

- Agitador tipo Wagner (Figura 1);

- Frasco para digestao: frasco de penicilina
com capacidade para 100 ml, com
tampa de borracha (Figura 1);

- Estufa para temperatura de 45 + 2°C;

- Centrifuga para 2.500 r.p.m.;

- Tubo para centrifuga com capacidade
para 100 ml;

- Papel de filtro com porosidade média e
11 cm de didametro;

- Pipetador com capacidade para 15ml;

- Dosador de solucoes/reagentes, tipo

“dispenser” ou equivalente, com
capacidade para 75ml;
- Balao volumétrico com capacidade para
1000ml;
- Balao volumétrico com capacidade para
100ml.

Figura 1 - Agitador tipo Wagner com
agitacao rotativa e frascos tipo penicilina.

4.2. Reagentes

- Todos os reagentes utilizados na
determinacao de nitrogénio total Kjeldahl
ou proteina bruta (N x 6,25);

- Acido cloridrico p.a.;

- Pepsina com atividade digestiva de
1:10000, cdédigo Sigma P 7000.

4.3. Solucodes

- Todas as solucdes utilizadas na
determi-nacao de nitrogénio total Kjeldahl
ou proteina bruta (N X 6,25);

- Solucao de acido cloridrico 6 N: em um
baldo volumétrico de 100ml contendo
aproximadamente 40ml de agua
destilada, adicionar exatamente 51,5ml
de 4cido cloridrico concentrado (HCL
36% e gravidade especifica de 1,18
g/ml), misturar, esfriar a temperatura
ambiente e completar o volume com agua
destilada;

- Solucao de acido cloridrico 0,0744 N:
em um baldao volumétrico de 1000ml
contendo aproximadamente 700ml de
agua destilada, adicionar 12,4ml da
solucao de acido cloridrico 6 N, misturar e
completar o volume com 4gua destilada;
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- Solucéao acido-pepsina 0,02 %: pesar 20
mg de pepsina (atividade digestiva de 1 :
10.000) e dissolver em um beacker de
100 ml contendo, aproximadamente,
50ml da solucdo de 4acido cloridrico
0,0744 N. Transferir quantitativamente o
conteldo do beacker para um balao
volumétrico de 100 ml, lavando as
paredes do beacker com pequenas
porcoes da solucdao de acido cloridrico
0,0744 N e completar o volume com essa
solucao.

- Solucao acido-pepsina 0,0002 %: em um
baldao volumétrico de 1000 ml, transferir
10 ml da solucao acido-pepsina 0,02 % e
completar o volume com acido cloridrico
0,0744 N.

Obs.: As solucdes acido-pepsina devem ser
preparadas imediatamente antes do uso.

5. Operacao
5.1. Preparo da amostra

- Homegeneizar a amostra e retirar uma
porcdo de aproximadamente 100 g;

- Peneirar a amostra em peneira ABNT n°
20 (0,841 mm);

- Moer a fracao retida na peneira e repetir
o procedimento até que toda a amostra
passe através das malhas da peneira. A
moagem devera ser realizada de modo
que a temperatura da amostra nao
aumente mais do que 10°C;

- Homogeneizar bem a amostra e
acondiciona-la para a execucdao da
analise.

5.2. Procedimento Analitico

- Pesar 1,00 = 0,01 g da amostra
preparada e registrar o peso na planilha
da analise;

- Desengordurar a amostra conforme
procedimento Soxlet utilizado para
extrato etéreo;

- Transferir quantitativamente a amostra
desengordurada para um frasco de
penicilina devidamente limpo e
identificado;

- Adicionar 75 ml da solucdo 4&cido-
pepsina 0,0002 %, tampar o frasco e
suspender a amostra por meio de
movimentos de inversdao do frasco,

certificando-se de que toda a amostra
esteja em contato com a solucéao;

- Conectar o frasco com a amostra ao
agitador Wagner e levar o conjunto a
estufa, ali mantendo por 16 h, a
temperatura de 45 + 2°C e agitacao
constante de 15 r.p.m., conforme ilustra
a Figura 2;

- Apo6s a digestdo, transferir o conteudo
do frasco para um tubo de centrifuga e
realizar a centrifugacdgo com 2.500
r.p.m. por 15 minutos;

- Filtrar o sobrenadante e transferir uma
aliquota de 15 ml do extrato filtrado para
um tubo de digestao de proteina;

-  Proceder a determinacdo da proteina
bruta da aliquota do extrato filtrado e da
amostra original, conforme o]
procedimento de determinacao do
nitrogénio total Kjeldahl ou proteina bruta
(N x 6,25). Paralelamente realizar uma
prova em branco envolvendo as solucdes
utilizadas.

Figura 2 - Estufa com temperatura
controlada, contendo o agitador do tipo
Wagner com amostras.

5.3. Calculos

(Va-Vb)x Fx Nx 6.25x0.014 x 100
PBAO (%) =
P
(Va-Vb)x FxNx5x6.25x0.014 x 100
PBEA (%) =
P

PBEA
CSPBPEPH (%) = x 100

PBAO
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onde:

- PBAO = Proteina bruta na amostra
original;

- PBEA = Proteina bruta no extrato da
amostra;

- CSPBPEPH = Coeficiente de solubilidade
da proteina bruta em pepsina (0,0002%)
acido (Hcl 0,0744N);

- Va = Volume de acido sulfurico utilizado
na titulacao da amostra;

- Vb = Volume de 4acido sulfurico utilizado
na titulacdo da prova em branco;

- F = Fator de correcao para
padronizacao do acido sulfurico;

- N = Normalidade do acido sulfurico;

- 5 = Fator de correcao para expressar o
teor de proteina no total da amostra (15
x5 =75 ml);

- 6,25 = Fator de conversao do nitrogénio
total para proteina, considerando 16%
de nitrogénio na molécula de proteina,
entdao: 100 /16 = 6,25;

- 0,014 = Miliequivalente grama do
nitrogénio;

- P = Peso da amostra em gramas.
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