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Compostos Nitrogenados

LZT 0580 - Analise e composicao de alimentos

Prof. Carla Maris Bittar



Introducao

.- Nutriente mais limitante a producao
. Nutriente de alto custo (R$/ponto percentual)
- Nutricao energética depende da nutricao
protéica
 deficiéncias de energia podem ocorrer em

funcao da deficiencia protéica ou mal

balanceamento das fracdes proteicas




Composicao de proteina

. Polimeros de aminoacidos
- Funcoes variadas
« Catalise, transporte, regulacao, estrutura

. Estrutura complexa

 Varios niveis de organizacao




Estrutura de proteinas

Primaria: sequéencia

Secundaria: arranjos estaveis

Terciaria: formato tridimensional
Quaternaria: organizacao das subunidades
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Aminoacidos essenciais

. Organismo animal nao sintetiza ou o faz em

quantidades insuficientes

. Valor biologico: proteinas que fornecem aa na

proporcao e em quantidades necessarias
. Exigencia depende da espécie e idade

. Proteina ideal




Aminoacidos essenciais

Arginina
Fenilanalina
Histidina
Isoleucina
Leucina
Lisina
Metionina
Treonina
Triptofano
Valina

Glicina*




algumas espécies animais

Aminoacido | Pintinho Peru Galinha Porco Homem
poedeira adulto

% MS da dieta

Arginina 1,2 1,6 + 0,3 O

Histidina 0,3 - - 0,3 0

Lisina 1,0 1,5 0,50 1,1 0,8
Triptofano 0,2 0,26 0,15 0,2 0,25
Metionina 0,45 0,53 0,28 0,37 0,22
Fenilalanina 0,8 - - 0,7 1,10
Leucina 1,4 - 1,2 1,2 1,10
Isoleucina 0,6 0,8 0,5 0,6 0,7
Valina 0,8 - - 0,6 0,8
Treonina 0,6 - 0,45 0,6 0,5
Glicina 1,0 1,0 + - 0




Composicao em aminoacidos de
algumas proteinas vegetais

milho

Arginina

Histidina 2,1 2,2 2,9 3,0 1,3
Lisina 1,5 1,9 6,8 7,5 0,0
Triptofano 0,6 0,8 1,4 1,3 0,1
Fenilalanina 6,6 5,5 5,3 4,5 6,2
Metionina 2,5 1,5 1,7 2,0 2,4
Treonina 4,0 2,5 3,9 5,5 3,5
Leucina 16,0 7,0 8,0 7,5 23,7
Isoleucina 51 4,2 6,0 6,0 7,3
Valina 5,7 4,1 5,3 5,8 3,5
Glutamico* 24,5 27,0 18,4 14,7 26,9




Aminoacidos essenciais em proteinas
animais (g/100g)

Aminoacido | Gelatina| Albumina | caseina @)V/e
(0)V/o] integral

Arginina 8,6 5,9 4,1 7,7 6,7 5,0
Histidina 0,7 2,6 3,1 3,3 2,4 2,7
Lisina 50 6,5 8,2 9,0 6,9 7,2
Triptofano 0,0 1,2 1,2 1,4 1,6 1,9
Fenilalanina 2,4 7,7 5,0 5,0 5,8 5,9
Metionina 0,9 53 3,4 3,2 3,3 2,0
Treonina 2,2 4,0 4,9 5,0 5,0 4,6
Leucina 3,2 9,9 9,2 8,0 9,4 15,0
Isoleucina 2,1 7,0 6,1 6,0 6,9 5,2
Valina 2,7 8,8 7,2 55 7,4 55
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Qualidade da proteina de em relacao a
proteina do leite

Fonte proteica Escore em relacao o o
; .. | Aminoacidos limitante
a proteina do leite

1°. 2°. 3°.
Proteina microbiana 0,78 His Leu Val
Farinha de peixe 0,75 Leu Trip lle
Farelo de canola 0,68 lle Met Leu
Farelo de soja 0,46 Met Val lle
Farelo de girassol 0,46 Lis Leu Met
Farelo de algodao 0,46 Met lle Lis
Farinha de carne e osso 0,43 Trip lle Met
Farinha de sangue 0,42 lle Met Trip
Residuo seco de cervejaria 0,40 Lis Met His
Farelo de gluten de milho 0,21 Lis Trip lle
Farinha de pena 0,19 His Met Lis



Balanco de lisina e metionina de

fontes proteicas
Fonteproteica | Lisina | Metionina |  AAE

% do total de AAE % da PB
|Ideal 15,0 5,0 -
Proteina do leite 16,4 5,1 38,4
Proteina microbiana 15,9 5,2 33,1
Suplementos proteicos
Farinha de peixe 16,9 6,5 44 8
Farelo de soja 13,8 3,1 47,6
Farelo de soja expeller 13,0 2,9 49,6
Farinha de sangue 17,5 2,5 49,4
Farinha de pena 3,9 2,1 31,4
Farelo de gluten de milho 3,8 7,2 44 2
Residuo de cervejaria 6,7 4,5 46,3
Residuo de destilaria 6,5 3,7 43,3



Conteudo de aminoacido total em
alimentos para aves e suinos

Nutriente Soja Soja Soja
Casca Concentrado Farelo Farelo
Protéico (45%) (48%)
Aminoacido total
Valor’ Valor’ Valor? Valor?
Proteina Bruta % 13,90 62,92 45,32 47.90
Lisina % 0,89 4 07 277 2.92
Metionina % 0,17 0,93 0,64 0,66
Met + Cis % 0,39 1,90 1.27 197
Triptofano % 0,14 0,87 0,62 0,64
Treonina % 0,91 2,60 1.18 1,86
Arginina % 0,81 532 333 3,50
Gli + Ser % j BT 6,10 4 21 4 .41
Valina % 0,65 3,18 216 2.30
Isoleucina % 0,56 3,02 210 2,20
Leucina % 0,93 5,10 % i 363
Histidina % 0,37 1.3 j i 1,29
Fenilalanina % 0,58 3,39 2 20 2.40
Fen + Tir % 1,04 505 3,84 411




Conteudo de aminoacido digestivel
verdadeiro em alimentos para aves

Nutriente Soja Soja Soja Soja
Casca Concentrado Farelo Farelo
Protéico (45%) (48%)
Aminoacido Digestivel Verdadeiro - Aves
Valor' Coef? Valor' Coef.? Valor' Coef.? Valor' Coef?
Lisina % 058 662 3/0 922 255 922 270 928
Metionina % 0,11 6/5 085 912 058 912 060 919
Met + Cis % 0,21 221 167 8/b 111 875 121 88,4
Triptofano % 009 622 079 912 056 908 058 909
Treonina % 025 495 229 882 157/ 886 166 893
Arginina % 064 790 512 964 320 960 331 94 5
Valina % 039 598 285 897 193 893 210 91,7
Isoleucina % 036 645 276 914 192 913 202 921
Leucina % 0,61 663 472 B2f 322 91H 338 832
Histidina % 018 500 162 9534 111 942 118 81.7
Fenilalanina % 039 667 313 922 213 927 224 933
Fen +Tir % 069 667/ 530 922 358 834 3/8 919




Conteudo de aminoacido digestivel

verdadeiro em alimentos para suinos

Nutriente Soja Soja Soja Soja
Casca Concentrado Farelo Farelo
Protéico i} (45%) (48%)
Valor' Coef.? Valor' Coef? Valor' Coef? Valor' Coef.?

Aminoacido Digestivel Verdadeiro - Suinos
Lisina % 0,53 60,0 - - 253 813 266 910
Metionina % 0,12 71,0 - - 059 923 060 918
Met + Cis % 0,26 66,0 - - 1,16 90,7 123 895
Triptofano % 0,09 63,0 - - 055 890 057 896
Treonina % 031 610 - - 155 873 162 873
Arginina % 0,68 84,0 - - 318 8957 331 946
Valina % 040 61,0 - - 192 889 204 890
Isoleucina % 0,38 68,0 - - 1,88 895 197 896
Leucina % 065 70,0 - - 319 905 326 900
Histidina % 0,21 58,0 - - 1,07 912 118 913
Fenilalanina % 042 720 - . 207 892 21¢ 905
Fen +Tir % 0,72 690 - - 342 891 375 912




Conceito de Proteina Bruta (PB)

- N: elemento caracteristico de aminoacidos

- N representa 16% do peso da proteina

PB = %N X 6,25




Erros inerentes a PB

- Inclui N nao protéico (NNP), como Proteina:

.- Valor médio de N na proteina nem sempre é 16%

Calculado
% N % N Fator

Alimentos na proteina no alimento N x 6,25 especifico N x fator
Trigo (endosperma) 17,5 1,39 8,7 5,7 7,9
Trigo (farelo) 15,8 2,45 15,3 6,31 15,5
Trigo (grao) 17,8 2,06 12,9 5,83 12
Aveia (grao) 17,2 1,68 10,5 5,83 9,8
Milho (grao) 16,0 1,54 9,6 6,25 9,6
Farelo de algodao 18,9 5,82 36,4 5,3 30,8
Amendoim 18,3 4,13 25,8 5,46 22,5
Leite 15,8 0,53 3,3 6,38 3,4
Ovo, carne 16,0 -- -- 6,25 --
Gelatina 18,0 1,46 91,4 5,55 81,2

Adaptado de Silva e Queiroz, 2002




Meéetodo de Kjeldahl

- 1833, Associacao Quimica Dinamarquesa

. Estudo de proteinas durante producao de
malte




Nitrogénio Total

- N total (Kjeldahl)
1. Digestao em solucao acida (H,SO,)
temperaturas crescentes até 370 °C = 4,5h
catalisadores: Cu

proteinas e compostos N — (NH,),SO,

H,SO,

JAN

MO

SOZ + C02 + Hzo ‘|‘ R_NHZ

R-NH, + H,0 —2>*—  R-OH + NH;

VA

R_CO_NHZ + Hzo [H+] > R_CO_OH + NH3

O

2 NH; + H,SO, - (NH,),SO,




Nitrogénio Total

2. Destilacao
arraste de NH; por vapor de agua para solucdo receptora

JAY

(NH,),SO, + 2 NaOH »2 NH,OH + Na,SO,

NH,OH —=—— NH; + H,0

3. Quantificacdo de NH; por titulacao com solucao-padrao

NH,* + H,BO; + HCI H;BO; + NH,CI




Nitrogénio Total

. Calculo
% N = [HCI gasto x 0,14 / amostra/MS x100]

« HCl gasto mL
N = normalidade HCI
 fator do acido = 1 mL H,SO, equivale a 0,014 de N

. Cuidados:

 Agquecimento gradual dos tubos na digestao para
evitar perda de material

 Promover digestao completa da amostra
« Ponto de viragem na titulacao
* Padronizacao do acido usado na titulacao




Método de Kjeldahl

Distillation of ammonia

Kjeldahl's
Trap

D
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Macro Kjeldahl
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Nitrogénio Total - Método de Dumas

Reducdo de NO2 a N2:
NO2+ Cu - N2 + CuO

Aquecimento
com CuO
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b
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Estimation of Nitrogen: Dumas Method




Nitrogénio Total - Método de Dumas
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AS  Autosampler F1  Water condenser F4  Self regenerating adsorption trap
CR Combustion reactor F2  Membrane system TCD Thermal conductivity detector
RR  Reduction reactor F3  Adsorption trap PC  Personal computer



Nitrogénio Total - Método de Dumas

. Combustao da amostra
. LECO : Método AOAC
« CO,, H,0, NOy, N,
e conversao N : célula de condutividade térmica







Fracoes da PB de Forragem

10%

20%

O Proteina Verdadeira B N N&o protéico O Proteina indisponivel




Degradabilidade

- PB Degradavel (PDR): “desaparece” no rumen
- Fornecimento adequado de PDR fundamental
 PB com baixa degradabilidade:

e falta N para os microrganismos ruminais
(mesmo em dieta com excesso de PB
* Excesso de PDR em relacao a energia
fermentativa da dieta = Perda de N




Analise de PDR

Métodos mais utilizados:

 Degradabilidade /n Vitro

Desaparecimento do N de material digerido com
enzimas proteoliticas

e Grande variacao
« Degradabilidade /n Situ

Desaparecimento do N de material incubado em
sacolinhas de Nylon no rumen




Ensaio de degradabilidade







Proteina bruta, degradavel e nao degradavel em concentrados

Al L % de PB na % da proteina bruta
MS PDR PNDR

E:pfl{;er.,l.q{; de glaten de milho 90,0 65.0 38,0 62.0
Soja tostada a0,0 42,0 38,0 62,0
Polpa citrica 91,0 7,0 42,0 58,0
Milho (grao) 88,0 | 9,5 45,0 55,0 |
Farelo de algodéao 40,0 45,0 57,0 43,0
Farelo de soja, 44% 90,0 50,0 65,0 35,0
Farelo de soja, 48% 90,0 | 54,5 65,0 35,0 |
Farelo de canola 92,5 41,0 72,0 28,0
Aveia (grao) 88,0 13,0 73,0 27,0
Caroco de algodao 88,0 24,0 73,0 27,0
FGM + fibra 90,0 23,0 75,0 25,0
Soja crua 40,0 42,0 75,0 25 0
Casca de soja 90,0
Trigo moido 89,0 14,0 77,0 23,0
Farelo de trigo 89.0 17,0 80,0 20,0




Carboidratos fermentesciveis

Proteina
degradavel

R

, 60-70%
Acidos graxos exigéncia
cadeia curta

50-80% energéticas
c AL - Proteina microbiana
exigencia protelca
I e e
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Fracao Proteica e Degradabilidade

> NRC (2001):

PDR =
PNDR =

A+ BI[Kd/ (Kd+ K
B [Kp/ (Kd + K

)]

)] + C

- Kd e fracoes A, B, C: determinados em ensaio

IN situ

« Kp: uso de formula ou ensaio in vivo




Fracao Proteica e Degradabilidade
EQUACOES P/ ESTIMATIVAS DE Kp (NRC, 2001)

1) Kp = 3,054 + 0,614 X1
2) Kp = 3,362 + 0,479 X1 - 0,007 X2 - 0,017 X3
3) Kp = 2,904 + 1,375 X1 - 0,020 X2

1) forragens umidas X1: CMS, em %PV
2) forragens secas X2: teor de concentrado na MS
3) concentrados X3: teor de FDN na MS




Fracao Proteica e Degradabilidade

. CNCPS (1992) e NRC Nivel 2 (1996):

Fracado B dividida em trés: B1, B2 e B3
« SubfracOes: determinadas quimicamente

- Kp: Unica para cada subfracéo B, dentro de um

mesmo Iingrediente

- Kd: cada subfracao B possui seu valor




Fracao Proteica e Degradabilidade

« CNCPS (1992) e NRC Nivel 2 (1996):

Fracdo Degr. ruminal

Constituicao

A _
Bl 120 - 400 %/h
B2 3 -16 %l/h
B3 0,06 - 0,55 %/h
C _

NNP, prontamente disponivel

prot. verdadeira soluvel
prot. insoluvel em det. neutro
calculo: PIDN-PIDA

prot. insoluvel em det. acido *

* contém proteina associada a lignina e taninos, além de produtos

da reacao de Maillard




Fracao Proteica e Degradabilidade

. CNCPS (1992) e NRC Nivel 2 (1996):

Procedimentos analiticos:
- determinacao de N total (Kjeldahl)
- determinacao de N soluvel (Krishnamoorthy et al., 1983)

- fracionamento do N soluvel (A + B1) em:

. NPN (fracao A)
. proteina verdadeira (fracao B1)




Fracao Proteica e Degradabilidade

. CNCPS (1992) e NRC Nivel 2 (1996):

Procedimentos analiticos:
- determinacao de PIDA: fracao C

- determinacéo de PIDN:

. fracao B3 = PIDN - PIDA

- obtencéo da fracdo B2 por calculo:

. fracao B2 = PIDN




TOTAL

BORATE NEUTRAL ACID
BUFFER DETERGENT DETERGENT
SOL INSOL SOL INSOL SOL INSOL

A A A
B1 B1 B1
B2 B2 B2
B3 B3 B3

C c C




Nitrogénio Nao Protéico (NNP)

. Parte da PDR & NNP
- NNP: amonia, aminoacidos, peptideos,

aminas, acidos nucleicos

. Dietas bem balanceadas:

e 100% do NNP convertido em Proteina Microbiana




Nitrogénio Nao Protéico (NNP)

- NNP nos alimentos (Como % da PB)
* Forragem fresca: 14-34%
* Fenos: 15-25%
* Silagens: 20-65%
« Cama de Frango: 50% (acido urico)
e Ureia, biureto: 100%
 Demais alimentos: 12% ou menos




Analise de NNP

- Nao rotineira mas simples
» Solubiliza proteina em tampao
* Precipita PVer (acido tricloroacético)

- NNP = Proteina soluvel - PVer Soluvel




Proteina Verdadeira
PVer = PB - (NNP + PIDA)

- Importancia
 Monogastricos: aminoacidos
« Ruminantes
e Otimiza producao microbiana

* Exigéncia de bactérias que degradam
carboidratos nao estruturais




Comparacao de valores de NNP (%MS)

ESALQ

PB, % MS | NNP por acido tungsténico NNP por TCA

Método antigo %2 h?

Silagem alfafa 20,8 9,2 9,4 8,9 9,8
Farelo algodéo 45,1 2,8 3,2 3,3 4,4
Farinha de peixe 64,3 9,8 4,4 6,5 14,4
Silagem de capim 10,9 4,2 3,9 3,7 4,3
Farelo de soja 48,4 1,4 1,1 0 1,9

210 mL de 0,3M ac. Tungstico (30 min), pH=2, descanso de 30 min para filtragem
b incubacéo em agua e 8mL 0,3M Na,WO, (30 min), pH=2, descanso 12h para filtragem
¢ incubagcédo em agua e 8mL 0,3M Na,WO, (3h), pH=2, descanso 12h para filtragem



Nitrogéenio Soluvel

. Conceito simplista derivado da observacao de
que a maior parte dos compostos nitrogenados

soluveis sao rapidamente degradados no rumen
* Proteina soluvel
« NNP

. Proteina soluvel é definida como proteina
verdadeira soluvel em tampao com pH
caracteristico do rumen

 Bicarbonato: instaveis, aumento de pH
» Borato-fosfato




Proteina ligada a fibra

. Parte da PB ligada a fibra (FDN e FDA)

- Ligacbes covalentes com polissacarideos da
narede celular

. Aquecimento do alimento
e Leve: aumentos PB na FDN

e Elevada: aumentos PB na FDA




PB na FDN (N-FDN)

. E a fracdo da PB mais dependente da taxa de
passagem
- Tem alta digestibilidade

- Forragem:
e cercade 1,5% do FDN é N
« 10% PB na FDN (6,25 X 1,5 ~ 10)

.- Residuo de Cervejaria
e cercade 3,2% do FDN e N
« 20% PB no FDN (6,25 X 3,2 = 20)




PB na FDA (N-FDA)

. Considerada PB indisponivel
- Valor usual de PIDA: 4 a 7%

- 96-93% da PB esta disponivel
.- Grande variacao nos valores

* Alimentos que sofrem aquecimento




Expressao dos dados N-FDN e N-FDA

. O resultado direto da analise é % N

- Mais interessante expressar como:

* N ligac

* N ligac

Od

Od

DN como % da PB

DN como % da MS

P
E S;\-L Q




Fracionamento do N baseado na solubilidade
em tampao bicarbonato-fosfato

PB N N Proteina
(% MS) | insolavel | solavel | verdadeira | soluvel
soluvel
% N total

Milho gréao 9,9 88,9 11,1 3,4 7,7
Gluten de milho 24,0 60,8 39,2 0,2 39,0
Aveia 14,0 46,9 53,1 43,3 9,8
Residuo de destilaria 25,1 88,8 11,3 1,1 10,2
Farelo de soja 54,8 79,7 20,4 9,1 11,3
Farelo de amendoim 47,5 67,1 32,9 24,3 8,6
Silagem de milho 7,9 47,8 52,2 4,0 48,2
Feno Panicum 7,1 61,2 38,8 3,3 35,5
Palha de arroz 3,9 59,2 40,8 6,6 34,2



Fracoes do nitrogénio soluvel em tampao
bicarbonato-fosfato

Proteina verdadeira NN
soluvel

-------------- % do N Solavel ------------

Milho gréao 30,8 69,2
Gluten de milho 0,5 99,5
Aveia 81,5 18,5
Residuo de destilaria 9,4 90,6
Farelo de soja 44,7 55,3
Farelo de amendoim 74,0 26,0
Silagem de milho 7,6 92,4
Feno Panicum 8,6 91,4
Palha de arroz 16,1 83,9
Média £ DP 22,3+ 25,1 77,7+ 25,1



Fracionamento do N baseado na
solubilidade em solucao detergente

| PB_| FDN | NIDN|[FDA|NIDA

% MS
Milho gréao 9,9 15,5 15 3,7 05
Glaten de milho 24,0 26,3 19 73 05
Aveia 14,0 33,7 1,5 170 0,7
Residuo de destilaria 25,1 39,1 158 17,0 7,8
Farelo de soja 54,8 10,1 24 8,1 30
Farelo de amendoim 47,5 13,5 4,6 6,8 05
Silagem de milho seca 7,9 74,2 2,7 49,3 0,7
Feno Panicum 7,9 74,2 2,7 49,3 0,7
Palha de arroz 3,9 75,2 1,1 552 05




Analise de N ligada a Fibra

- N-FDN ou N-FDA
e Analise FDN ou FDA
« Analise de N (Kjedhal) do residuo

- Com a filtracao ha uma acomodacao nao
aleatoria das particulas com diferentes tamanhos
e Cuidado ao se retirar aliquota do residuo !

- Erro mais comum € na preparacao das amostras
e temperaturas acima de 65° C podem elevar os valores




Valores da fracao N-FDA (% da PB), teor de
PB total, PB disponivel (PBD) e relacao
PBD/PB de varios alimentos

Alimento PIDA, %PB PB, % MS PIDA, % MS PBD, % MS Disponibilidade
Feno de alfafa passado 20 14 2.8 11.2 80%
Feno de alfafa 100%floresc. 15 19 2.9 16.2 85%
Casca de soja 14 12.2 1.7 10.5 86%
Polpa de citrus peletizada 11 6.7 0.7 6 89%
Farelo de canola 10 40.9 4.1 36.8 90%
Residuo de cervejaria 10 26 2.6 23.4 90%
Farelo de algodéo, 38-41% 8 46.1 3.7 42.4 92%
Caroco de algodao 6 23 1.4 21.6 94%
Soja extrusada 6 42.8 2.6 40.2 94%
Farelo de soja, 49% 2 49.9 1 48.9 98%
Protenose, 60% 2 66.3 1.3 65 98%
Refinazil/Promil 2 23.8 0.5 23.3 98%




Fracionamento de compostos

hitrogenados em pastagens tropicais

Autor | PB | A | Bl | B2 | B3 C_

Lacerda et al., 2004; Elefante
Romero, 2008; Elefante
Carvalho et al., 2008; Elefante
Silva et al.,2009; Mombaca
Danes, 2010: Elefante

34,0
25,37
50,7
33,63
21,26

--------- ) =1 P ———

4,6 40,4 31,2 6,7
1,87 34,10 32,24 6,4

33,7 50 10,6
1,28 24,66 30,82 9,59
9,21 35,85 28,84 4,84



100% -

90% -

80% -

70% -

60% - mC
50% - = B3
04 = B2
30% -

I mB1
10% - A
0% -

0 38 /8 118 157

kg N/ha por corte

Efeito da adubacao nitrogenada no fracionamento protéico no Tifton
85 cortado aos 28 dias a 7,6 cm do solo (JOHNSON et al., 2001)



