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1. INTRODUGAO

A avaliagao global de proteinas freqlientemente € feita pelo
processo Kjeldahl, que & uma das praticas analltlcas mais an-
tigas e difundidas. Os inconvenientes da técnica original fo-
ram superados, em grande parte, por modificagoes. Entre essas,
uma das mais versiteis & a da microdifusao, conforme preconi-
zada por Conway (4, 5). Realmente, essa modlflcagao apresenta
vantagens atraentes, p01s ela substitui de modo 51mp1es a dis-
tilagao no processo 'classico', permite fazer repetigoes com
uma so0 amostra de material digerido, requer amostras e reagen-
tes em pequenas quantidades, nao exige nem aparelhagem sofis-
ticada, nem mao-de-obra relevante. Porém, para que 0 e€rro ex-
perimental nao invalide os resultados, a microdifusao requer a
consideragao de alguns fatores. r

Com o propésito de estudar a exeqllibilidade dessa técnica
em analises de rotina, foi conduzido, no presente estudo, o
método Kjeldahl, a fim de comparar entre si as particularida-
des analiticas da destilagao, do arraste pelo vapor e da mi-
crodifusao.

2. REVISAO DE LITERATURA

0 método Kjeldahl (7), tal como & aplicado atualmente, e
conseqUenc1a de modificacbes sem conta, a fim de aprimora-lo
e adapta lo 3 natureza da amostra e seu tamanho (8). As modi-
ficagoes se referem em sua maior parte ao catalizador, & des-
tilacdo e ao absorvente. O tamanho da amostra deu origem ao
desenvolvimento de semimicro (I) e microanalises(2, 6, 9, 10).
Os resultados obtidos em muitas das modificagboes sao bem sa-
t1sfator105 e certamente se deve, em_grande parte, a boa a-
celtagao do metodo desde sua publicacao, em 1883, a essa pre-
cisao.
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Uma vez digerida a amostra, a avaliagao do amonio resultan-
te por_microdifusao pode ser levado a ... qualquer nivel de
exatidao..., sendo a aparelhagem necessaria mais simplesL e
maior nimero de determinagdes pode ser conduzido com uma so a-
mostra" (5).

Na contingencia de poder conduzir andlises_ rotineiras _em
nossos laboratdrios, resolvemos optar por tres modificagoes
promissoras e compara-las por suas feigoes. Sdo elas a macro-
analise por destilagdo, a semimicroanilise por arraste de va-
por e a microanilise por difusido.

3. MATERIAL E METODOS
3.1. Material

Para testar as trés modificacOes, analisamos material natu-
ral de teores supostamente bem diferentes em nitrogénio e de
textura desigual. Nao se deu atengao especial para definir a
procedencia, tipo ou linhagem desse material. Assim, foram a-
nalisadas amostras de milho, capim-elefante, sorgo, farelos de
peixe e de soja, e duas amostras de solos. O teor de nitroge-
nio observado nas amostras de solo foi convertido, para uni-
formizagao, em 'proteina' pelo fator 6,25. _

Todo o material foi homogeneizado por mistura (amostras de
solo) ou moagem a 40 mesh (material vegetal).

3.2. Andlise Quimieca
3.2.1. Digestao e Transporte de Amoniaco

A amostra, entre 100 a 500 mg, foi digerida em balao Kjel-
dahl de varios tamanhos, com acido sulflrico, aprox. 5 ml. O
catalizador consistiu de uma mistura de selénio elementar,
sulfato de cobre e sulfato de so6dio anidro (0,8 + 1 + 100),
do qual foi aplicado cada vez uma 'ponta de faca'. A digestao
levava uma hora, aproximadamente.

Na macroandlise, o amonfaco foi conduzido pelo modo conven-
cional por basificagdo e distilac@do; na semimicroanilise,_ por
basificagao e_arraste de vapor; e, finalmente, na microandlise
por basificagao e difus@o em placas de Conway.

Em todos os ensaios o amoniaco foi recebido em solucdo de
dcido bdrico, contendo os indicadores vermelho de metila e
verde de bromocresol.

3.2.2. Titulagao

Todas as titulagoes foram feitas com Acido cloridrico, cuja
concentragao variava entre 5 a 200 m¥, de acordo com a técnica
e conveniencia do operador. A tolerancia na escolha da concen-
tragdo resultou de ensaios preliminares, onde percebemos que,
em macro e semimicroandlises, o erro experimental depende mui-
to mais de outros fatores do que da fixacao da normalidade do
acido wusado para a titulagao. Em microanalises, entretanto,
tornou-se conveniente conduzir a titulac3ao com solugio 5 mM,
em conseqliéncia das pequenas quantidades analisadas.

Em razao disto, foram usadas, em microanilises, buretas
com sensibilidade de 0,01 ml. Nas outras anilises foi usado,
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exceto num caso, bureta de 0,1 ml de sensibilidade.
3.3. Avaliagao Estatistica

Todas as andlises foram feitas com nilmero variavel de re-
petigOes. Para a comparacao dos resultados foi calculado o
Coeficiente de Variancia (CV).

Em casos relativamente raros, um resultado, dentro de uma
série de observacoes, parecia ser conseqliéncia de um descuido
experimental, por exemplo pela contaminacao da solugao de dci-
do borico com hidroxido de sddio. Em tais casos de suspeita, a
série foi analisada matematicamente, a fim de que se pudesse
julgar se a eliminagdo de definido resultado era estatistica-
mente licita (3). O valor 'purificado', assim obtido é, no
presente trabalho, denominado 'corrigido'.

4. RESULTADOS E DISCUSSAQ

As tres modificacbes em aprego foram testadas e julgadas
individualmente, conforme segue.

4,1. Macroandlise

A anilise foi conduzida com sementes de soja. As amostras
tinham o peso de 100mg. Cada amostra foi analisada tres ve-
zes. Os resultados encontram-se no Quadro 1. O valor CV médio
corrigido rendeu 4,2%.

QUADRO 1 - Teor em proteina de sementes de soja de varias li-
nhagens, observado em macroandlise

Linhagem Teor em%protefnas* gv
1 10,16 + 0,52 5.1
2 13,21 + 0,79 6.0
H 9,20 + 1,23 13.4
4 10,63 + 0,52 4.9
5 12,88 + 0,24 1.9
6 15,59 + 0,49 3.1

* 0s valores sao médias de trés ensaios.

4.2. Semimicroandlise

Foram feitos testes com varios materiais. Os resultados en-
contram-se no Quadro 2.
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QUADRO 2 - Teor em progeina de varios materiais observados em
semimicroanalise

AMOSTRA

: Peso N° de Repe- Ope-
SR médio linha- ti- Tse YV T
(mg) gens ¢oes dor

Milho 500 1 10 11,3 4,85 A
Sorgo 280 6 2 8,10 a 13,6 2,12 B
Sorgo 240 5 2 8,56 a 13,5 1,42 C
Sorgo 230 1 9 11,1 1,01 C
Sorgo 280 6 4 9,10 a 13,8 1,81 G
Varios* 280 4 2 1,16 a 60,9 0,74 B
Virios 450 4 3 1,26 a 61,6 2,15 G
Capim-elef. 210 6 2 3,38 a 8,73 2,91 B
Capim-elef. 210 6 2 3,28 a 8,72 1,27 C

* Farinha de soja, farinha de peixe e dois tipos de solo.

Percebem-se diferengas caracteristicas entre os valores CV
em fungao do operador. O valor médio, considerando o nimero de
amostras, foi de 1,88%. Este valor parece ser caracteristico
para semimicroanilises executadas com o material entre 200 a
500 mg e com teores de proteina que variam entre 1 a 60%.

4.3. Microandlise

Os ensaios por difusao foram conduzidos com ai.Jquotas que
continham mais ou menos 3% do teor em amdnio das amostras usa-
das em macroandlises e semimicroanilises. Considerando as
cautelas que assim se tornaram necessirias, conforme observado
em ensaios preliminares, usamos micropipetas Eppendorf. Ainda
em conseqliéncia da sensibilidade da resposta, a atmosfera do
laboratorio deve estar livre de amonfaco. Percebemos, também,
que nao € conveniente aplicar acido para titulagdo, com teor
expresso em normalidade. A padronizacao do 4dcido, ao contra-
rio, &€ feita com vantagem a partir de solucdo de sulfato de
amonio, informando assim sobre a equivaléncia entre o volume
de dcido gasto e o teor em amonio da parte aliquota. Em defi-
nido experimento, conduzido com solugao 70,0 mg de sulfato de
amonio em 100,00 ml de solugdao aquosa foi obtida a seguinte
relagao:

s =0,453 h + 0,021 (nimero de titulagbes: 63)

onde 's' representa o volume da solugao de sulfato, em ml, e
'h' o volume de acido cloridrico, em ml, gasto na titulacao.
A representagao grafica (Figura 1) dd uma ilustracdo do erro
experimental, que foi estimado em CV = 2,29%.

Aplicando a microanilise a grados e folhas de sorgo,conduzi-
da sempre pelo mesmo operador, ficou claro que a auséncia com-
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FIGURA 1 - Equivalencia entre sulfato de amonio (700 mg.L~ } e
dcido cloridrico em microanilise.

pleta de amoénio na atmosfera do laboratdrio € condigiao proble-
matlca. Para sua superacao foi feita diariamente uma calibra-
gdo com solu;ao de sulfato de amonio e aplicada a necessiria
correcao. Também _revelou ser importante a destreza do opera-
dor, conforme jd relatado na discussdo dos resultados de se-
mimicroanélise. Para demonstrar esse efeito, o analista condu-
ziu as analises durante um periodo relativamente longo. Os va-
lores CV foram avaliados mensalmente. O resultado se encontra
no Quadro 3.

QUADRO 3 - Teor protéico em material de sorgo (graos e folhas)
observado em microanalises. O valor CV médio foi a-
purado mensalmente

Mes da Teor médio Nimero de Valor CV
analise ) andlises médio (%)
Julho 7,28 72 7,08
Agosto 11,80 92 4,00
Setembro 12,82 110 2,84
Outubro 10,70 201 1,71
Novembro 9,73 113 1,60

Esta tabela demonstra o efeito da destreza crescente do ana-
lista durante o trabalho de alguns meses. A Figura 2 compara
o valor CV mensal com o tempo.



cv (%)
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FIGURA 2 ~ Valor CV e tempo de aperfeigoamento manual, confor-
me o treinamento em microanflises. Os ensaios sdo
conduzidos por definido analista.

4.4. Andlise Comparativa das Trés Modalidades

Diversas linhagens de soja foram analisadas nas trés moda-
lidades, sendo executadas cada modalidade sempre pelo mesmo a-
nalista. A semimicroandlise foi executada duas vezes por ana-
listas diferentes.Os resultados estdo registrados no Quadro 4.

QUADRO 4 - Teor de proteina de linhagens de soja,observado por
macro, semimicro_(duas vezes) e microanalises. Cada
modalidade de analise foi feita por analistas dife-

rentes

A?gz— Messtaniies S?mlmlcroanalls?I Microanilise
1 10,2 + 0,52 10,3 + 0,27 10,5 + 0,10 10,8 + 0,11
2 13,2 + 0,79 12,0 ¥ 0,31 11,3 ¥ 0,20 12,4 + 0,10
3 9,2 + 1,23 9, L% 0,19 8,6 + 0,20 115 % 0,12
4 10,6 * 0,52 9,7 ¥ 0,15 9,3 % 0,15 9,4 ¥ 0,09
5 12,9 + 0,24 10,9 + 0,17 11,1 + 0,09 11,6 + 0,13
GoVie %

nEdS s 6,24 2,14 1,29 0,97

N® de re- .

poticdes 3 2e9 12

* a3 amostra n® 5 foi conduzida com nove repeticoes.




184 ======ss=ss==s=s=s=ssss=ss===s====== = REVISTA CERES

Percebe-se na maior parte concordancia nos resultados den-
tro dos limites experimentais. Dois resultados porém sao dis-
cordantes:

Amostra 3; Semimicroanilise II e Microanilise
Amostra 5; Semimicroandlise I e Macroanilise

Atribuimos essas discrepancias ao pequeno nimero de repeti-
coes.

Enfim, nas condigoes em que foram conduzidas as analises, a
m1croana11se revelou vantagens sobre as outras duas modalida-
des em razao do erro experimental notadamente menor e pela fa-
cilidade de repetigdes a partir de uma sd amostra digerida.

5. CONCULSOES

As trés modalidades de analise comparadas neste trabalho
permitem tirar varias conclusoes:

5.1 - Tamanho da amostra: Nao ha diferengas entre as tres
modalidades. A quantidade analisada depende do material dispo-
nivel e do seu teor em proteinas.

5.2 - Quantidade de reagentes A quantidade de acido para
digestao foi mantida aproximadamente igual na presente compa-
racao sem que com isto resultasse qualquer desvantagem.

5.3 - 0 consumo de hidroxido de sodio &€ necessariamente
maior nas macro e semlmlcroanallses. A diferenca na quantidade
de dcido bdrico e indicadores & considerada irrelevante mone-
tariamente.

5.4 - Aparelhagem: A aparelhagem bem mais onerosa € a da
semimicroanalise.

5.5 - Enquanto que a macroanilise requer condensadores,
placas aquecedoras, dispositivos para evitar a passagem da so-
lucdo basica para o destilado, a microandlise requer placas,
micropipetas e microburetas.

5.6 - Consumo de Energia: Tanto a macro como a semimicro-
anallse requerem _ energia (geralmente elétrica) para sua exe-
cugao. A microanilise ndo requer nenhuma fonte de calor.

5.7 - Tempo de andlise: A digestao em todas as trés modali-
dades leva o mesmo tempo, uma hora aproximadamente. O trans-
porte do amonfaco requer bem mais tempo na microanidlise. En-
quanto que hid quem fique satisfeito com um periodo de duas ho-
ras no maximo (4, 5) necessitdvamos, conforme informacdo por
ensaios preliminares, de tempo superior a 12 horas. Como medi-
da de garantia levamos um dia para_a difusao completa. A semi-
micro e macroanallse requerem no maximo uma hora para o trans-
porte do amoniaco.

5.8 - Erro experimental: Admitindo-se analistas treinados,
o erro experimental, de acordo com as nossas informacodes, &
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consideravelmente menor em microandlise. Convém lembrar que o
analista leva um tempo relativamente longo para familiarizar-
se com as particularidades da microanalise. A semimicro e ma-
croanalise s3o conduzidas com mais seguranca.

5.9 - Outras particularidades: A microandlise requer muito
mais tempo do que as outras modalidades e um ambiente contro-
lado quanto ao teor em amoniaco da atmosfera. Porém, como cos-
tumeiramente se faz cada dia uma titulacdo em branco, essas
tres modalidades nao diferem nesse particular. A grande vanta-
gem que a microandlise leva sobre as outras duas, & a possibi-
lidade de repetigGes em nimero elevado (mais que vinte, geral-
mente, sem muita mao-de-obra).

6. RESUMO

Foram comparadas analiticamente trés modalidades do proces-
so Kjeldahl,” com o propdsito de aplica-lo para analise de ro-
tina: Macroandlise, na qual o amoniaco foi conduzido por basi-
ficagao e distilacao. Semimicroandlise, na qual o amoniaco foi
conduzido por arraste da vapor. Microandlise, na qual o amo-
niaco_foi conduzido por difusao (Conway). Para efeitos de com-
paragao foi analisado material entre 1 a 60% de proteina, man-
tendo-se sempre o tamanho das amostras na mesma ordem de gran-
deza (100 a 500 mg).

A diferenga no consumo de reagentes ndo & relevante.

A aparelhagem da semimicroandlise € bem mais onerosa.

0 erro experimental pode ser mantido bem mais baixo na mi-
croandalise. Em um experimento representativo, os coeficientes
de variancia oscilaram em torno de 6% (macroanilise), 2% (se-
mimicroanalise) e 1% (microanilise).

0 tempo necessdrio para a microanalise & maior, todavia a
microandlise leva uma vantagem aprecidvel: permite fazer, sem
muita mao-de-obra, repetigoes em nilmero elevado a partir de
uma so amostra digerida.

7. SUMMARY

Three forms of the Kjeldahl process were compared with one
another to determine which would be most suitable for routine
work: 'Macroanalysis', in which ammonium was distilled; 'Semi-
microanalysis', in which ammonium was transported by vapor;
and 'Microanalysis', in which ammonium was transported by dif-
fussion (Conway).

During the analyses, using a variety of samples ranging
from one to 60% of protein, it was realized that the com-
sumption of reagents as well as the size of the sample do not
serve to distinguish among the three forms.

The coefficients of variation in a representative series of
the analyses were about 6% (Macroanalysis), 2% (Semimicroana-
lysis) and 1% (Microanalysis). Semimicroanalysis requires much
more expensive equipment. Microanalysis requires the longest
time, but has the advantage of permiting a fairly high number
of repeated analyses of a single sample without requiring much

handling.




186

10.

SE=EsssssSSSsssssssssss=sss===ss====s======== REVISTA CERES

8. LITERATURA CITADA

. ARCHIBALD, R.M. Nitrogen by the Kjeldahl method. In:

REINER, M. ed. Standard methods of elinieal chemistry.
New York, Academic Press, 1958. V. 2. P. 91-9,

BEACH, E. Nonprotein nitrogen. In: REINER, M. ed. Standard
methods of clinieal chemistry. New York,Academic Press,
1958. V. 2. P. 100-6.

CHRISTIAN, Gary D. Analytical chemistry. Waltham, Mass. ,
Xerox College Publishing, 1971. 508 p.

CONWAY, Edward J. Microdiffusion analyses and volumetiric
error. New York, Chemical Publishing, 1963. 467 p.

CONWAY, Edward J. § O'MALLEY, E. Microdiffusion methods.
Ammonia and urea using buffered absorbents.The Biochemi-
ecal Journal, London, 36(7):655-61. 1942.

DOYLE, W.L. & OMOTO, J.H. Ultramicrodetermination of ni-
trogen. Anglytical Chemistry, Washington, D.C. 22(4):
603-4. 1950.

IMPROVED Kjeldahl method for nitrate-containing samples.
In: HORWITZ, William. ed. Official methods of analyses
of the Assoeilation of Official Analytical Chemestry. 11.
ed. Washington, AOAC, 1970. cap. 2, p. 17(n. 2.052.).

KONIG, I.K. Untersuchung von Nahrungs, Genussmitteln und
Gebrauchsgegensténden. 4. ed. Berlin, Springer Verl,
1910. 772 p.

KUCK, J.A.; KINGSLEY, A.; KINSEY, D.: SHEEHAN, F. ;SWIGERT,
G. F. Kjeldahl ultramicrodeterminantion of nitrogen.
Anglytical Chemistry, Washington,D.C. 22(4):604-11.1950.

PREGL, Fritz § ROTH, Hubert. Die quantitative organische
Mikroanalyse. Berlin, Verlag Julius Springer, 1935.
328 p.



