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RESUMO

A determinacao de proteina utilizando a técnica volumétrica desenvolvida
por Kjeldahl é uma das mais usadas no mundo. E um método confiavel para
analise de nitrogénio que facilita os laboratorios acreditados pela norma ISO
17025 quanto a garantia da qualidade dos dados gerados. Milhares de medidas
de proteinas sdo geradas diariamente para fiscalizacdo e monitoramento nos
laboratérios para avaliagdo da conformidade técnica dos alimentos, garantindo
seu valor nutricional e evitando fraudes. A diminuicdo do tempo de andlise é
necessaria para o aumento da frequéncia analitica de um laboratério de rotina.
Por conta disso, este trabalho visou a diminuicdo do tempo de destilacdo do
método Kjeldahl para analise de proteina em alimentos, garantindo a
confiabilidade dos dados gerados. Essa analise faz parte do escopo de métodos
da Secao Laboratorial Avancada de Santa Catarina, pertencente ao Laboratoério
Federal de Defesa Agropecuaria, um dos laboratérios oficiais do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento — MAPA. A realizacdo deste trabalho
durante o estagio possibilitou uma experiéncia Unica de aprendizado profissional

na formacéo para concluséo do curso de Bacharelado em Quimica Tecnologica.

Palavras-chave: andlise de alimentos, método Kjeldahl, volumetria, nitrogénio,
proteina.
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1. INTRODUCAO

Ao longo dos anos tem-se visto uma corrida na obtencdo de maior grau
de satisfacéo referente a qualidade dos alimentos, a qual requer garantias de
melhor controle de processos industriais. Nesse cenério, é de fundamental
importancia a atuacao do quimico tecnolégico em paralelo, assegurando as boas
praticas de fabricacdo dos processos industriais.

A confiabilidade dos produtos é atestada pelos laboratérios acreditados
pelo INMETRO na normativa ABNT NBR ISO/IEC 17025 que séo 0s requisitos
gerais para a competéncia de laboratérios de ensaio e calibracéo.

O presente trabalho foi realizado em um dos laboratorios acreditados pelo
INMETRO para execucdo dessa norma, situado na Secdo Laboratorial
Avancada localizada em S&o José — SLAV — SC, pertencente ao Laboratorio
Federal de Defesa Agropecuaria — (LFDA/RS) do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento — MAPA.

De todos os setores do laboratdrio e métodos analiticos acompanhados
durante o estagio, no presente relatorio o foco sera a determinacdo de proteina
bruta em alimentos e racfes pelo método Kjeldahl. Isso decorreu da demanda
do laboratério por avaliar a possibilidade de uma melhora desse método
diminuindo o tempo de analise em uma de suas etapas, sem que ocorressem
perdas na confiabilidade dos dados gerados. A resultante seria 0 aumento da
capacidade desse tipo de analise pelo laboratério, 0 que pode ser bem
interessante, uma vez que no controle de qualidade muitas amostras precisam

ser analisadas diariamente.
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2. APRESENTACAO DO LOCAL DE TRABALHO

Os LFDAs sé&o unidades laboratoriais descentralizadas do MAPA, sendo
coordenados pela CGAL, DTEC e subordinados a SDA/MAPA. OS LFDAs tém
como politica de qualidade a busca pela conformidade dos ensaios realizados
em relacdo aos requisitos da ABNT NBR ISO/IEC 17025, trabalhando em
consonancia com a missdo do MAPA (promover o desenvolvimento sustentavel
da agropecuaria e a seguranca e competitividade de seus produtos), sua visao
(ser referéncia mundial em seus servicos laboratoriais agropecuarios) e objetivo
(ser reconhecido como referéncia e exceléncia na prestacdo de servigos
laboratoriais para defesa agropecuaria). Os LFDAs possuem como competéncia
realizar analises oficiais, fazer o monitoramento de fiscaliza¢des e auditorias em
laboratérios da rede nacional e promover o0 suporte técnico-cientifico e
laboratorial as atividades de fiscalizacdo, programas e controles oficiais.

LFDAs e SLAVs estéo localizados em todas as regides do Brasil: regiao
Norte, LFDA Belém — PA; regidao Nordeste, LFDA Recife — PE; regido Centro-
Oeste, LFDA Goiania— GO com SLAV em Campo Grande — MS; regido Sudeste,
LFDA Pedro Leopoldo — MG com SLAV em Uberlandia e Belo Horizonte, LFDA
Campinas — SP com SLAV em Jundiai - SP; regido Sul, LFDA Porto Alegre — RS
com SLAV em S&o José — SC, sendo esse ultimo local onde foram realizados os
trabalhos do estagio.

A SLAV de Sao José — SC recebe amostras tais como: pescados para
analise de biotoxinas, sédio e potassio, produtos lacteos, produtos carneos como
frango e embutidos para determinacdo de proteinas, provenientes de todas as
regides do Brasil. O laboratério esta equipado com instrumentos de analises de
alta tecnologia, assegurando confiabilidade dos dados. Além disso, o laboratorio

emprega métodos de referéncia em suas analises.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Proteinas

Proteinas sdo essenciais para todas as células vivas. Estdo presentes em
diversos tipos de alimentos, em maior ou menor quantidade, sendo constituidas
de carbono, 50 — 55%; hidrogénio, 6 — 8%; oxigénio, 20 — 24%; nitrogénio, 15 —
18% e enxofre, 0,2 — 0,3%. Sao fundamentais para as funcdes fisioldgicas dos
organismos vivos.!

As proteinas alimentares consumidas com moderacdo sdo facilmente
digeridas e ndo possuem toxicidade. A determinacédo de proteinas pode ser feita
pela quantificacdo do nitrogénio encontrado presente nos alimentos, sendo que

o0 método Kleldahl é o mais utilizado.?3

3.2. Método Kjeldahl

O meétodo de determinacéo de nitrogénio total foi desenvolvido em 1883
por Johan Gustav Christoffer Thorsager Kjeldahl. E o método analitico mais
utilizado com esse fim, empregando um procedimento de oxidacdo da amostra
por via imida. Sdo encontrados também outros métodos e técnicas analiticas
para a determinacao de nitrogénio, tais como Dumas (que consiste de oxidacao
por via seca e o método do formol, baseado em uma titulacédo acido-base.*®

O procedimento Kjeldahl consiste em digestdo com acido sulfarico
concentrado e catalisador para acelerar a reacdo, seguida de destilacdo a
guente com hidroxido de sodio para liberacdo da aménia, que € retida em
excesso de acido borico. Em seguida, uma titulacdo com acido padronizado é
feita para determinar o nitrogénio presente na amostra.®

Apesar de classico, esse método ainda é referéncia no mundo quando se
trata de determinacdo de proteinas em alimentos, sendo recomendado por

varios 6rgdos normalizadores como a AOAC e a ISO.

3.3. Determinacédo de proteina bruta em alimentos e ragfes por acidimetria
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A determinacdo de proteina em alimentos € dividida em etapas, como é

mostrado no esquema 1.

—> [Destila(;éo ] —> | Titulagéo

Esquema 1: Divisdo das etapas do método de determinacdo de proteina.

O método de Kjeldahl baseia-se na digestdo das proteinas e outros
compostos nitrogenados com &cido sulfdrico concentrado, fraco agente oxidante
da matéria organica, oxidando o carbono e hidrogénio da proteina formando
dioxido de carbono (CO3) e agua (H20). O nitrogénio € reduzido, formando o
sulfato de amoénio ((NH4)2SOa), conforme Equagéo 1. Em seguida o sulfato de
amonio € destilado na presenca da solugdo concentrada de hidroxido de sédio,
objetivando transformar o ion amoénio (NH4") presente no ((NH4)2SOs4) em
amoénia gasosa (NHzt), que reage com o acido bdrico (H3BO3), formando o
borato de amoénio (NHsH2BO3), Equacéo 2 e 3, e finalmente titulada com acido
cloridrico de concentracdo conhecida (Equacéao 4), onde quanto maior o volume
gasto do titulante, por titulacdo de retorno, maior a quantidade de nitrogénio

presente na amostra.”8°

Proteinas) + H2SO4g) == CO21 + (NH4)2S04(aq) + H20¢) Equacéo 1
A
(NH4)2S04(aq) 2NaOH@g) == NazS04(aq) + 2NH3t + 2H20q) Equacéo 2
A
NH31 + H3BO3(ag) == NH4H2BOs3(a) Equacéo 3
NH4HZBOS(aq) + HCl(aq) ? NH4C|(aq) + H3BO3(aq) Equagéo 4

A etapa digestdo das amostras é essencial na degradacdo da matéria
organica presente na mesma, e por mais longa que seja esta etapa, se faz
necessario esse tempo mais longo. A destilacdo é a segunda etapa mais longa
do método, com tempo de analise de seis minutos por amostra, seguida de
titulacdo que geralmente é feita em curto tempo. Assim, o estudo realizado
avaliou a variacdo do tempo de destilacdo, visando a sua reducdo, sem
comprometer a garantia da qualidade dos dados obtidos, fator importante de ser

melhorado em um método para aumentar sua frequéncia analitica.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral

Avaliar a possibilidade de reducédo do tempo da etapa de destilagcdo do
método Kjeldahl para determinacao de proteina bruta em alimentos e racdes.

4.2. Objetivos Especificos

- Realizar o método Kjeldahl variando o tempo na etapa de destilacdo de 2 a 6
minutos para uma amostra de sulfato de amonio,

- Comparar os resultados de concentracédo de nitrogénio obtidos nos diferentes
tempos de destilacdo usando testes estatisticos,

- Realizar o método Kjeldahl variando o tempo de destilacdo de 2 a 6 minutos
para uma amostra certificada,

- Comparar os resultados de proteina bruta obtidos nos diferentes tempos de
destilacdo usando teste estatistico, obtidos com o método convencional apés
variacao nos tempos de destilacéo,

- Com base nos resultados obtidos, indicar a viabilidade de diminuicdo no tempo

de destilacdo do método Kjeldahl.



15

5. METODOLOGIA

5.1. Reagentes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. Todas as solu¢des

foram preparadas com agua deionizada ou ultra pura.

5.1.1. Reagentes

As Tabelas 1 e 2 mostram todos os reagentes e padrdes utilizados na
determinacao de proteina.

Tabela 1. Reagentes

Descricao FOrmula Molecular
Acido borico HsBO3

Acido cloridrico HCI

Acido sulfarico H2SO04

Hidroxido de sodio NaOH

Sulfato de cobre penta hidratado = CuS04.5H20
Sulfato de sddio Na>SO4

Sacarose C12H22011

Tabela 2: Padroes

Descricao Férmula Molecular
Carbonato de sadio Na>COs3

Sulfato de amdnio (NH4)2SO4
L-triptofano C11H12N202

5.2. Equipamentos

Os equipamentos utilizados para este trabalho foram: balanca analitica
(marca Bioprecisa), bloco digestor (marca Gerhardt), titulador automético (marca

Schott), destilador micro-Kjeldahl (marca Gerhardt) e forno mufla (marca Jung).
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5.3. Preparo das solucdes na determinacdo de proteina bruta por

acidimetria

- Mistura catalitica:

Foram trituradas dez partes de sulfato de sédio anidro e uma parte de sulfato de
cobre penta hidratado, em seguida foram homogeneizados e armazenados em
frasco identificado.

- Solucéo de hidréxido de sédio 32% (m/v):

Em um béquer mantido em banho de gelo, foram dissolvidos 320 g de hidréxido
de sédio em cerca de 800 mL de agua deionizada. Apés resfriamento da solucéo,
a mesma foi transferida para um baldo volumétrico de 1000 mL e avolumado.

- Solugéo de acido borico 4% (m/v):

Foram dissolvidos 40 g de acido bérico em béquer contendo 800 mL de agua
deionizada sob aquecimento. A mistura foi homogeneizada e, em seguida foi
resfriada, transferida para baléo volumétrico de 1000 mL e avolumada.

- Solucéo &cido cloridrico 0,1 molL™:

Lentamente foram transferidos 8,35 mL de acido cloridrico para balédo
volumétrico de 1000 mL contendo 10 mL de agua deionizada, em seguida a
mistura foi avolumada e estocada em frasco de vidro.

- Amostra certificada de sulfato de aménio 99%, esperado 20,98% de nitrogénio
((NH4)2S04).

- Amostra certificada de L-triptofano, esperado 13,72% de nitrogénio
(C11H12N20y).

5.4. Teste inicial usando amostra padréo de sulfato de aménio

Primeiramente foi realizado um teste de performance da etapa de
destilacao utilizando nove tubos contendo aproximadamente 0,15 g de amostra
padrao de sulfato de ambnio 99%, seco em estufa a 102 °C por duas horas, com
adicdo de 5 mL de solucéo hidréxido de sédio 32% em cada tubo.

Apbs destilacdo com 30 mL de NaOH e 20 mL de H20, o destilado foi
recolhido em béquer de 250 mL contendo 50 mL de solucdo acido borico 4%,

variando o tempo de destilacéo de 2, 4 e 6 minutos para cada amostra, seguido
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de titulacdo com solucdo de HCI 0,1 molL?. O percentual de nitrogénio
recuperado foi determinado conforme Equacgéo 5 e Equacgédo 7, comparando 0s
valores obtidos para cada tempo selecionado. As medidas realizadas em cada

tempo foram obtidas em triplicata.

V—B). CT. FC. 1,4007
% Nr = (V=B) - Equacéo 5

Onde: % Nr = percentual de nitrogénio recolhido; V = volume gasto de titulante
(mL); B = volume do branco (mL); CT = concentracéo tedrica da solucao titulante

(molL1); FC = fator de correcdo da solucdo titulante; m = massa de amostra (g).

O FC foi calculado conforme Equacgéo 6.

m
FC = ——— Equacéo 6
0,053. V. CT

Onde: m = massa de carbonato de sédio (g); V = volume gasto de titulante (mL);

CT = concentracdo tedrica da solucéao titulante (molL™?)

%NT
%N

% Nrec = 100 Equacéo 7

Onde: %Nrec = percentual de nitrogénio recuperado; % Nr = percentual de
nitrogénio recolhido; %N = percentual de nitrogénio de acordo com o grau de

pureza do sulfato de amdnio, conforme Tabela 3.

O ponto final da titulacdo ou ponto de viragem foi verificado mediante
utilizacdo de pHmetro. Como o destilado é recolhido em acido bérico (Equacéo
3), apos titulacdo do aménio, a solucéo de acido borico é recuperada (Equacéao
4), mostrando uma titulacdo de retorno. O ponto final da titulacdo deve ter o

mesmo pH da solucéo original de acido borico 4%, pH em torno de 3,8.
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Tabela 3: Percentual de nitrogénio de acordo com o grau de pureza do sulfato
de aménio para avaliacdo da recuperacdo na determinacao de proteina bruta.

GRAU DE PUREZA PERCENTUAL DE NITROGENIO
99,0% 20,98%
99,1% 21,00%
99,2% 21,02%
99,3% 21,04%
99,4% 21,06%
99,5% 21,09%
99,6% 21,12%
99,7% 21,14%

5.5. Determinagéo de proteina bruta em alimentos e ragdes por acidimetria

A determinacdo de proteina bruta em alimentos e rac¢des seguiu a ISO
1871: Alimentos e alimentos para animais - Diretrizes gerais para a determinacéo
de nitrogénio pelo método de Kjeldahl.*?

Todas as amostras para a determinacao de proteina foram preparadas e

guantificadas em triplicata.

5.5.1. Digestao micro Kjeldahl

Em nove tubos pesaram-se aproximadamente 0,25 g de amostra
certificada de ragcdo com concentracdo conhecida de nitrogénio. Foram
adicionados 5 g de mistura catalitica e 10 mL de &cido sulfarico concentrado,
deixados em bloco digestor, (Figura 1), até a mistura reacional se tornar limpida

e transparente conforme a programacao mostrada na Tabela 4.
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Figura 1: Digestor

Tabela 4: Programa de aquecimento para digestdo de amostras na
determinacao de proteina bruta (método micro-Kjeldahl)

Etapa Temperatura (°C) Tempo (min)
1 50 60
2 100 60
3 150 30
4 200 30
5 250 30
6 300 30
7 380 a 420 Até digestao completa

Foi utilizada amostra de racao certificada com concentracéo conhecida de
nitrogénio para avaliar a etapa de digestdo para validacdo do método na

determinacado de proteina.

5.5.1.1. Teste de performance do procedimento de digestao

O teste foi realizado com material de referéncia para calcular a massa de
nitrogénio recuperado, substituindo a amostra certificada de racéo por 0,08 g de
L-triptofano, 0,34 g de sacarose e acido sulfurico, que foram adicionados ao tudo
digestor e mantidos em repouso antes da digestao.

Ao final, foi calculada a fracdo de massa de nitrogénio recuperado apos o
procedimento de destilacdo seguido de titulagéo, calculado através da Equagéao

5 e Equacéo 8.
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%NTr

% Nrec = N
0

100 Equacéo 8

Onde: %Nrec = percentual de nitrogénio recuperado; % Nr = percentual de
nitrogénio recolhido; %N = percentual de nitrogénio de acordo com o grau de

pureza do L-triptofano.
5.5.2. Destilacéo e Titulagéo

Terminada a etapa de digestdo, tanto a amostra certificada de racgéo
guanto o teste de performance do procedimento de digestdo (itens 5.5.1 e
5.5.1.1) foram submetidos a etapa de destilagédo, (Figura 2), variando o tempo
de 2, 4 e 6 minutos, juntamente com o teste de performance do procedimento
de destilacao (item 5.4), seguido de titulacdo, como é visto nas Figuras 1 e 2,
com solucdo de HCI 0,1 molL?t. O percentual de nitrogénio recuperado foi
determinado conforme Equacao 5 e Equacao 8 comparando os valores obtidos
de nitrogénio para cada tempo selecionado, onde o calculo de proteina bruta foi

realizado conforme Equacéo 9.

igura 2: Destilador
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Figura 3: Antes da titulacéo. Figura 4: Apos titulacao, pH

proximo de 3,8.

PB = %Nr . FE Equacéo 9.

Onde: PB = proteina bruta (g 100g); %Nr = percentual de nitrogénio
recuperado; FE = fator empirico de conversao de nitrogénio em proteina bruta
(Tabela 5).

Tabela 5: Fatores empiricos de converséao de nitrogénio em proteina bruta de amostras
de alimentos de origem animal, alimentos para animais e ingredientes para racoes.

Fator empirico

Matrizes (FE)
Gelatina 5,55
Aveia, cevada, trigo e derivados 5,83
Arroz 5,95
Alimentos em geral (exceto lacteos), inclusive carnes, pescados e
derivados; alimentos para animais; subprodutos de origem animal 6,25
(exceto lacteos); soja
Leite e derivados 6,38
Gema de ovo 6,62

Clara de ovo 6,67
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6. DISCUSSAO DOS RESULTADOS OBTIDOS NO ESTAGIO

6.1. Teste de performance do procedimento de destilagcéo

O teste de performance da etapa de destilacdo variando o tempo de
destilag&o utilizando amostra padréo de sulfato de amoénio foi primordial para
validacdo do método na determinacé&o de nitrogénio e posterior quantificacao de
proteina em amostra certificada de racdo. Os valores obtidos de nitrogénio em
amostra padrao de sulfato de amdénio, mesmo variando o tempo de destilagéo,
foram préximos do percentual de nitrogénio esperado (valor de referéncia =
20,98%) como mostra a Tabela 3.

Os percentuais de nitrogénio recuperado nos testes do processo de
destilacdo variando o tempo de 2, 4 e 6 minutos seguido de titulagdo com
solucéo acido cloridrico 0,1 molL™, estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6: Teste de performance da etapa de destilacdo

Réplica % Nitrogénio % Nitrogénio % Nitrogénio
Tempo 6 (Min) Tempo 4 (min) Tempo 2 (min)

1 20,68 20,80 20,31

2 20,82 20,87 21,22

3 20,85 20,85 21,01

4 20,77 20,52 20,70

5 20,62 20,59 20,65

6 20,63 20,51 20,47

7 20,72 20,63 20,65

8 20,67 20,45

9 20,44
Média % Nitrogénio recuperado 6 = 98,61
Média % Nitrogénio recuperado 4 = 98,44
Média % Nitrogénio recuperado 2 = 98,74

Os testes estatisticos aplicados para os resultados do teste de
performance da etapa de destilacdo comparando os tempos do método
convencional (6 minutos) com os tempos de 4 e 2 minutos estdo apresentados

nas Tabelas 7 e 8, respectivamente.
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Tabela 7: Teste-t: duas amostras presumindo variancias equivalentes.

% Nitrogénio
recolhido Tempo recolhido Tempo

% Nitrogénio

6 (min) 4 (min)
Média 20,69 20,65
Variancia 0,02 0,03
Observacdes 9 8
Variancia agrupada 0,02
Hipétese da diferenca de média 0
gl 15
Stat t 0,519
P(T<=t) bi-caudal 0,612
t critico bi-caudal 2,131

Tabela 8: Teste-t: duas amostras presumindo variancias equivalentes.

% Nitrogénio
recolhido Tempo  recolhido Tempo

% Nitrogénio

6 (min) 2 (min)
Média 20,69 20,72
Variancia 0,02 0,10
Observacdes 9 7
Variancia agrupada 0,050
Hipotese da diferenca de média 0
gl 14
Stat t -0,239
P(T<=t) bi-caudal 0,815
t critico bi-caudal 2,145

Comparando os tempos de destilacdo e considerando o nivel de
significancia de 5% (a = 0,05), o teste indica que os dados mostram evidéncias
suficientes de que Ho é verdadeira pois, p — teste bicaudal para comparacéo do
tempo de seis e quatro minutos de destilacdo = 0,612 e p — teste bicaudal para
comparacao do tempo de seis e dois minutos de destilacdo = 0,815, portanto,
maior que o nivel de significancia adotado.

Desta forma é notério que os dados ndo apresentam diferencas,
assumindo-se que a hipdtese nula (Ho) seja verdadeira. Assim os resultados
indicam que é possivel diminuir o tempo de destilacdo para quatro ou dois

minutos com amostra padrdo de sulfato de aménio.
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6.2. Digestéao, destilacao e titulacdo da amostra certificada de ragéo.

Ap0s a digestao das amostras, e teste positivo da etapa de destilagdo com
amostra padrao de sulfato de amonio, foi realizado o teste de performance da

etapa de digestdo com amostra padrao de L-triptofano.

6.2.1. Teste de performance do procedimento de digestao

Essa etapa teve por objetivo garantir a qualidade das medi¢cOes antes da
guantificacdo das amostras de ragao. Caso o teor de nitrogénio recuperado
estiver dentro do valor aceitavel para amostra padrao de L-triptofano, seguira o
processo de destilacdo seguido de titulagdo para todas as amostras. Caso o teor
de nitrogénio recuperado para amostra padrdo de L-triptofano estiver fora do
valor aceitavel, sendo de 13,72% em razdo massica (valor de referéncia), deve
ser realizado toda a etapa de digestédo descritas nos itens 5.5.1 e 5.5.1.1.

Os resultados obtidos de percentual de nitrogénio recuperado utilizando

amostra padréo de triptofano sdo mostrados na Tabela 9.

Tabela 9: Teste de performance da etapa de digestédo

Réplica % Nitrogénio % Nitrogénio % Nitrogénio
Tempo 6 (Min) Tempo 4 (min) Tempo 2 (min)
1 13,64 13,50 13,43
2 13,43 13,52 13,47
3 13,27 13,46 13,45
Média % Nitrogénio recuperado 6 = 98,01
Média % Nitrogénio recuperado 4 = 98,35
Média % Nitrogénio recuperado 2 = 98,03

O percentual de nitrogénio recuperado conforme equacdao 8, para tempo
de 6, 4 e 2 minutos de destilagcdo seguido de titulacdo com solucdo acido
cloridrico 0,1 molL™* respectivamente foi de 98,01%, 98,35% e 98,03%, estando
dentro do valor aceitavel, em torno de 98 a 101 % de recuperacéo.

Os testes estatisticos aplicados para os resultados do teste de

performance da etapa de digestdo comparando o tempo do método convencional
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(6 minutos) com os tempos de 4 e 2 minutos estdo apresentados nas Tabelas

10 e 11, respectivamente.

Tabela 10: Teste-t: duas amostras presumindo variancias equivalentes.

% Nitrogénio
recolhido Tempo  recolhido Tempo

% Nitrogénio

6 (min) 4 (min)
Média 13,447 13,493
Variancia 0,034 0,0009
Observacdes 3 3
Variancia agrupada 0,018
Hipotese da diferenca de média 0
gl 4
Stat t -0,430
P(T<=t) bi-caudal 0,689
t critico bi-caudal 2,776

Tabela 11: Teste-t: duas amostras presumindo variancias equivalentes.

% Nitrogénio
recolhido Tempo recolhido Tempo

% Nitrogénio

6 (min) 2 (min)
Média 13,447 13,450
Variancia 0,034 0,0004
Observacdes 3 3
Variancia agrupada 0,017
Hipo6tese da diferenca de média 0
gl 4
Stat t -0,031
P(T<=t) bi-caudal 0,977
t critico bi-caudal 2,776

Comparando os tempos de digestdo e considerando o nivel de
significancia de 5% (a = 0,05), o teste conclui que os dados mostram evidéncias
suficientes de que Ho é verdadeira pois, p — teste bicaudal para comparacéo do
tempo de seis e quatro minutos de destilacdo = 0,689 e p — teste bicaudal para
comparacao do tempo de seis e dois minutos de destilacdo = 0,977, portanto,

maior que o nivel de significancia adotado.
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Assim, € possivel dizer que os dados ndo apresentam diferencas,
assumindo que a hipdtese nula (Ho) € verdadeira, mostrando possivel a
sequéncia de determinacdo de proteina bruta em amostra certificada de racao.

6.2.2. Determinacdo de proteina bruta

Os testes de performance tanto da etapa de digestdo como destilacéo,
permitem avaliar os valores obtidos de nitrogénio para cada amostra padréo
tanto de L-triptofano como sulfato de amonio, possibilitando ou ndo a
continuidade na determinacgdo de proteina para amostra certificada de racgao.

Com resultado positivo nos testes de performance da etapa de digestao e
destilacdo, seguiu-se a quantificacdo de proteina bruta em amostra certificada
de racao.

O percentual de proteina bruta na amostra certificada de racdo é de
19,04% com desvio padréo de 0,3845, e os resultados obtidos de proteina bruta

sdo mostrados na Tabela 12.

Tabela 12: Percentual de proteina bruta.

% Nitrogénio recolhido % Nitrogénio recolhido % Nitrogénio recolhido

Tempo 6 (min) Tempo 4 (min) Tempo 2 (min)

18,59 18,60 17,84
18,41 18,45 18,37
18,91 18,87 18,06

Média % Nitrogénio 6 = 18,62

Média % Nitrogénio 4 = 18,64

Média % Nitrogénio 2 = 18,10

Z-score 6 = 1,049

Z-score 4 = 1,040

Z-score 2 = 2,471

O percentual de proteina bruta para cada tempo de destilacdo foi
calculado conforme equacédo 9, e o fator empirico de conversao de nitrogénio,
tabela 5, é de 6,25, sendo que a validacao dos resultados foi realizada por meio

de teste estatistico Z-score.
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Os Z-scores obtidos mostram que o percentual de proteina bruta para os
tempos de 4 e 6 minutos de destilagdo sdo aceitaveis, estando entre -2 e 2. Para
o tempo de 2 minutos de destilacdo o resultado é questionavel, estando nas
faixasde-2a-3e2as3.

Os resultados sugerem que é possivel reduzir o tempo de destilagédo para
4 minutos, assim, se em média € destilado 20 amostras por dia e cada amostra
exige no método convencional 6 minutos de destilagéo, totalizando 2 horas de
destilacdo, com a possibilidade de redu¢édo no tempo para 4 minutos é possivel
realizar no mesmo tempo de 2 horas de destilacdo, um total de 30 amostras,

aumentando a frequéncia analitica.
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7. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

O teste de performance da etapa de destilacdo variando o tempo de
destilag&o utilizando amostra padrao de sulfato de amonio foi primordial para a
realizacdo do experimento, obtendo percentual de nitrogénio recuperado para
cada tempo de destilagdo proximo a 99%, estando de acordo com o valor
aceitavel (99 a 101 % de recuperagao).

Os resultados obtidos no teste de performance da etapa de digestdo com
amostra padrao de L-triptofano apds destilagédo seguido de titulagcdo com solugéo
HCI 0,1molL, foram superiores a 98%, estando dentro do valor aceitavel (98 a
101 % de recuperagdo). Desta forma foi possivel dar continuidade na
guantificacdo do teor de proteina bruta na amostra certificada de racdo apds
resultados positivos nos testes de performance.

Os resultados da comparacdo dos tempos de destilacdo seguido de
titulagdo ndo apresentaram diferencgas significativas entre eles. Dessa forma, a
diminuicdo do tempo de destilacdo ndo afeta o percentual de nitrogénio
recuperado para as amostras padréo de sulfato de amoénio e L-triptofano na
etapa de destilacéo.

Os resultados obtidos de proteina bruta na amostra certificada de racéao,
obtiveram valores aceitaveis para o tempo de seis minutos de destilacéo, ja
utilizado pelo método, e também para quatro minutos de destilacdo, sendo
guestionavel para o tempo de dois minutos de destilacdo. Assim, sao
necessarios mais estudos para avaliar uma possivel diminuicdo do tempo de
destilacdo para dois minutos. O tempo de destilacdo de quatro minutos atende

aos critérios de exatiddo para amostras semelhantes.
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8. CONTRIBUICAO DO ESTAGIO A FORMACAO PROFISSIONAL

A perspectiva de estagiar em um laboratério acreditado que segue a
ABNT NBR ISO/IEC 17025 foi sem duavidas de grande valia, ndo somente para
a conclusao do curso de Quimica Tecnoldgica, mas na formacdo pessoal de
crescimento em conhecimentos além dos obtidos na graduacéo. Foi possivel de
forma direta acompanhar a rotina de andlises oficiais para posterior
monitoramento de fiscalizac¢oes.

Tendo em vista a competitividade por espaco de profissionais qualificados
no mercado de trabalho, é necessario adquirir experiéncia e conhecimento.
Nesse sentido, 0 estagio obrigatério foi de suma importancia para a formacéo
profissional de um quimico tecnolégico, ainda mais porque foi realizado junto a
um orgao competente e acreditado por normativas.

Ser acreditado por uma normativa como ISO 17025 garante ao seu
laboratorio ser requisitado em analises oficiais, por isto, ter estagiado junto a este
laboratdrio, proporcionou-me ver o profissionalismo dos LFDAs, especificamente
do SLAV-Sao José/SC, na garantia da geracdo de dados em analises

laboratoriais, levando comigo que devo sempre possuir essas qualidades.
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10. ANEXOS

DECLARACAO DE ESTAGIO OBRIGATORIO

O Laboratorio Federal de Defesa Agropecuéria (LFDA) inscrito no CNPJ
n. 00.396.895/0045-46, localizado na Rua Jo&o Grumiché, 117, bairro
Kobrasol, na cidade de Sao José/SC, declara que o aluno Gregori Barp, CPF
046.970.879-41, numero de matricula da UFSC 19100051, realizou estagio
OBRIGATORIO referente a disciplina Estagio Supervisionado (QMC 5515)
na secdo Laboratorial Avancada (SLAV/SC) entre o periodo de 14/09/2020
a 30/12/2020, totalizando 450 horas.

A Instituicdo de Ensino UFSC em que o aluno estuda possui vinculo
com esta empresa ou 6rgdo e o aluno tem seu projeto de estagio de
conclusado de curso supervisionado pelo Médico Veterinario Heitor Daguer,
CRMV/SC 3.811, CPF 028.181.174-48.

Atenciosamente,




