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RESUMO

ANALISE EXPLORATORIA DE CONSTITUINTES INORGANICOS EM
TECIDO, LIQUIDO RUMINAL E FEZES DE BOVINOS DA RACA NELORE
(BOS TAURUS INDUCUS)

Tendo em vista a importancia dos constituintes inorganicos para os bovinos e
sua relagdo com a dieta fornecida aos animais, essa dissertacdo teve como
objetivo propor um procedimento para a determinacdo multielementar dos
analitos, Ca, Mg, P, K, S, Na, Cu, Fe, Mn, Zn, Co, Cr, Mo, Se e V, em amostras
de liquido ruminal, musculo e fezes de bovinos submetidos a duas diferentes
dietas. O experimento desenvolvido com 52 novilhos machos da raga Nelore
teve como objetivo avaliar possiveis alteracfes em funcdo das dietas, nos
teores desses analitos nas diferentes amostras avaliadas. Os animais foram
confinados e divididos em 2 grupos. O primeiro grupo foi submetido a uma
dieta convencional (silagem de milho e farelo de soja) e o segundo a uma dieta
com subprodutos (polpa citrica e farelo de amendoim). Imediatamente apds o
abate, as amostras de liquido ruminal, musculo e fezes foram liofilizadas,
moidas e em seguida submetidas & digestdo assistida por radiacdo micro-
ondas em meio a A&cido nitrico diluido e peroxido de hidrogénio. As
determinacfes foram realizadas por espectrometria de emissdo Optica com
plasma indutivamente acoplado (ICP OES) e por espectrometria de massas
com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS). Os métodos foram validados
com o emprego de materiais de referéncia certificados (CRMs), sendo obtidos
resultados satisfatérios para os CRMs avaliados e limites de deteccdo e
quantificacdo adequados para o uso pretendido. Devido ao grande volume de
resultados gerados, testes estatisticos foram realizados, a fim de verificar se
havia diferenca estatistica entre as dietas. O teste t de Student foi aplicado
guando a distribuicdo dos dados era normal e o teste de Mann-Whitney foi
aplicado no caso de distribuicdo ndo normal. Os resultados indicaram
diferencas significativas nas duas dietas avaliadas para Ca, P, Fe, Mn, Mg, Cr

e V nas amostras de fezes e liquido ruminal. As amostras de fezes também
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apresentaram diferencas significativas para Na, Zn, S, Cu e Co. Nas amostras
de musculo foram observadas diferencas significativas apenas para o K.
Andlise discriminante linear (LDA) foi aplicada para verificar os agrupamentos
de contetdo mineral para cada grupo (liquido ruminal, muisculo e fezes), sendo
este teste capaz de discriminar os grupos com um score de 100%, indicando
gue os mesmos sao muito bem definidos e distintos. A analise de componentes
principais (PCA) foi utilizada para verificar a dispersdo das amostras e as
tendéncias para grupos de tratamento (dieta convencional e dieta de
subprodutos). Nao foi possivel observar uma separacéo clara entre 0s grupos
de tratamento para as amostras de liquido ruminal e musculo. No entanto, para
as fezes essa separacéo foi clara. Os dados gerados também foram analisados
por modelos de florestas randémicas (RF) para verificar se a concentracdo dos
analitos avaliados poderia ser utilizada como preditor do grupo de tratamento e
verificar quais seriam 0s mais importantes para essa classificacdo. Os
resultados obtidos pelo modelo RF indicaram que nao € possivel classificar as
amostras utilizando os teores dos elementos inorganicos do musculo e liquido
ruminal. Porém, isso muda quando consideramos as fezes. Nesse caso, 0s
dados de massa caracteristica dos analitos formaram dois grupos distintos,
com probabilidade de acerto pelo modelo de 100%.
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ABSTRACT

EXPLORATORY ANALYSIS OF INORGANIC CONSTITUENTS IN TISSUE,
RUMEN LIQUID AND FECES OF NELORE CATTLE (BOS TAURUS INDICUS)
Given the importance of inorganic constituents for cattle and their relation with
the diet provided to animals, this dissertation aimed to propose a procedure for
the multi-element determination of Ca, Mg, P, K, S, Na, Cu, Fe, Mn, Zn, Co, Cr,
Mo, Se and V in samples of ruminal liquid, muscle and feces of cattle submitted
to two different diets. The experiment developed out with 52 male Nellore steers
aimed to evaluate possible changes depending on the diets, in the amount of
the evaluated minerals in the different evaluated samples. The animals were
confined and divided into 2 groups. The first one was submitted to a
conventional diet (silage and soybean meal) and the other to a diet with by-
products (citrus pulp and peanut meal). Immediately after slaughter, samples of
ruminal liquid, muscle and feces were lyophilized, ground and then subjected to
digestion assisted by microwave radiation in diluted nitric acid and hydrogen
peroxide medium. The analytes were quantified by inductively coupled plasma
optical emission spectrometry (ICP OES) and inductively coupled plasma mass
spectrometry (ICP-MS). The methods were validated with the use of certified
reference materials (CRM), and satisfactory results were obtained. Limits of
detection and quantification proved to be adequate for the intended use. Due to
the large volume of results generated, statistical tests were performed to verify if
there was a difference between the diets. The Student's t-test was applied when
the data distribution was normal, and the Mann-Whitney test was applied in the
case of non-normal distribution. The results indicated significant differences in
the two diets evaluated for Ca, P, Fe, Mn, Mg, Cr, and V in the feces and
ruminal liquid samples. Feces samples also showed significant differences for
Na, Zn, S, Cu, and Co. In muscle samples, significant differences were
observed only for K. Linear discriminant analysis (LDA) was applied to verify the
groupings of mineral content for each group (ruminal liquid, muscle and feces).
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This test was able to discriminate groups with a score of 100%, indicating that
they are very well defined and distinct. Principal component analysis (PCA) was
used to verify sample dispersion and trends for treatment groups (conventional
diet and by-product diet). It was not possible to observe a clear separation
between treatment groups for samples of ruminal liquid and muscle. However,
for the feces, this separation was clear. The data generated were also analyzed
by models of random forests (RF) to verify whether the concentration of the
analyzed analytes could be used as a predictor of the treatment group and to
verify which would be the most important for this classification. The results
obtained by the RF model indicated that it is not possible to classify the samples
using the contents of the inorganic elements of the muscle and rumen liquid.
However, this changes when we consider feces, where the data of the
characteristic mass of the analytes formed two distinct groups, with a probability

of correctness by the model of 100%.
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1.INTRODUCAO

A pecuaria possui grande importdncia na economia brasileira e
comecou a ser desenvolvida no século XVI. A pecuaria bovina, embora tenha tido
crescimento consideravel desde o periodo colonial, foi somente a partir da década
de 60 que apresentou expansédo digna de nota, devido principalmente a introducéo
de novas racas, resultado da politica de governo para esse setor, além de melhorias
nas técnicas de criacdo.! Hoje o Brasil € o segundo maior produtor de gado de corte
do mundo, com um rebanho aproximado de mais de 210 milhdes de cabecas de
gado, ocupando mais de 160 milhdes de hectares de pastagem.?® Desde 2004, o
Brasil assumiu a liderangca nas exportacfes, com 23,6% da carne comercializada
internacionalmente e vendas em mais de 150 paises.*

Pasto: 162,53 milhdes de ha

Taxa de ocupacéo: 1,31 cab/ha

- Produgdo de carne .
Exportacdo Mercado interno

2,48 milhdes TEC Bl e 8,01 milhges TEC
(22,6 %) toneladas de carne (736,32 %)

bovina (TEC)
Figura 1. Perfil da cadeia produtiva da pecuéria de corte no Brasil em 2019.
Fonte: Adaptado da Associacdo Brasileira das Industrias Exportadoras de Carne
(2019).

Em 2019 o valor movimentado pela pecuaria de corte atingiu R$ 618,50
bilhdes, 3,5% acima dos R$ 597,22 bilhdes registrados em 2018. Com isso, o PIB da
pecuéria elevou para 8,5% sua participacdo no PIB total brasileiro.* Estudos

mostram que esse setor deve apresentar crescimento nos proximos anos, e a



expectativa é que a producdo de carne no Brasil continue seu rapido crescimento na
proxima década. Em 2020, a expectativa € que a producdo nacional de carnes

suprira 44,5% do mercado mundial.”

O gado de corte requer um alto consumo de compostos inorganicos
para a manutencdo da sua saulde, producéo e reproducdo. Esses compostos estdo
envolvidos praticamente em todas as vias metabdlicas do organismo animal, com
importantes fun¢cdes no desenvolvimento reprodutivo, na manutencdo do
crescimento, no metabolismo energético, na funcdo imune, entre outras tantas
funcBes fisioldgicas, ndo s6 para manutencdo da vida, como também para o
aumento da produtividade animal.®

A necessidade dos nutrientes inorganicos no organismo bovino varia
de acordo com o estado fisioldgico, sanitario e reprodutivo do animal,® assim como
em funcdo da forma como esses analitos serdo absorvidos no intestino e usados
pelas células e tecidos, isto é, sua biodisponibilidade, dependendo das interacfes
organicas e inorganicas entre os componentes da dieta.” Dietas que ndo fornecem
guantidades adequadas de nutrientes podem levar a problemas de saldde animal e a
perdas de lucratividade para os produtores. A producdo eficiente desses animais
requer que os nutrientes essenciais de uma dieta sejam fornecidos em quantidades

apropriadas e nas formas mais Uteis biologicamente.?°

Considerando esses fatores, a quantificacdo dos teores de
constituintes inorgénicos normalmente é requerida, sendo para tanto utilizadas
técnicas espectroscépicas que exigem que as amostras estejam na forma liquida.
Dessa forma, o preparo das amostras € necesséario, constituindo-se na etapa

determinante e que apresenta inimeros desafios quanto a sua eficiéncia.

Dentro desse contexto, essa dissertacdo de mestrado propbe o
desenvolvimento de um procedimento para o preparo de amostras de tecidos, fezes
e liquido ruminal em bovinos visando a determinagao do teor de nutrientes minerais,
cujos resultados serdo inseridos em banco de dados fenotipicos a ser utilizado em

experimentos metagendmicos.



1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo geral

Gerar dados de constituintes inorganicos nos tecidos, liquido ruminal e
fezes de 52 bovinos da raca Nelore que foram submetidos a dois diferentes tipos de
dietas; uma com alto teor de gréos (silagem de milho e farelo de soja), e outra com
substituicdo total do milho e do farelo de soja por subprodutos (polpa citrica e farelo
de amendoim), para subsidiar a obtencdo de respostas com o emprego de
ferramentas da bioinformética referentes a interagdo entre os nutrientes e o0s

microbiomas encontrados nos organismos de animais ruminantes.

1.1.2 Objetivos especificos

i. Desenvolver procedimento para o preparo de amostras de musculo,
liguido ruminal e fezes de bovinos visando a determinacdo de macro e
micronutrientes;

ii. Contribuir para a minimizacdo do uso de reagentes, empregando 0s
principios da quimica verde.

iii. Realizar analises de macro e micronutrientes em amostras de
musculo, liquido ruminal e fezes dos 52 bovinos submetidos as diferentes
dietas;

iv. Montar e disponibilizar banco de dados com as informacdes obtidas.



Revisao Bibliografica




2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Araga Nelore no Brasil

z

O nelore é uma raca de origem do boi Ongole da india. Essa raca
comecou a chegar ao Brasil na primeira metade do século XIX e rapidamente se
tornou predominante no rebanho brasileiro.’® Hoje, estima-se que o Nelore

representa 80% de toda a produc&o de carne do territério brasileiro.?

A raca Nelore se adaptou muito bem as condi¢8es tropicais brasileiras
por possuir excelente capacidade de aproveitar alimentos rdsticos. Outra
caracteristica que fez com que a raca se adaptasse muito bem ao clima brasileiro é
a sua resisténcia natural a parasitas. Esses animais possuem pelos mais grossos
que impedem ou dificultam o alojamento de pequenos insetos na superficie da pele.
Além disso, o Nelore é muito resistente ao calor podendo ser criado tranquilamente
em regides mais quentes, como no nordeste brasileiro.*°

Essa ragca passou por intenso melhoramento genético no Brasil,
melhoramento esse voltado quase que exclusivamente & produgdo de carne. O
Nelore brasileiro, além de ser considerado hoje como um patrimdnio legitimamente
nacional, produz carne saudével e natural, exportada para mais de 180 paises e
cada vez mais demandada por consumidores do mundo todo.* Conforme um
relatério da World Resources Institute (WRI), até 2050 o mundo tera que dobrar sua
producdo de carne para suprir a alta demanda e sem duvida o Nelore esta incluido

nas racas que irdo continuar a aumentar de tamanho e qualidade.™

2.2. Digest&o de ruminantes

Os ruminantes sdo mamiferos herbivoros que possuem Varios
compartimentos gastricos. O que os diferencia dos demais animais é a capacidade
de regurgitar os alimentos para mastigacdo, que aumenta a eficiéncia de digestéo e

consequentemente aumenta a absorcao dos nutrientes essenciais.'**?

O processo digestivo dos ruminantes é bastante complexo e envolve
diversas etapas. Além disso, o estbmago de ruminantes pode ser dividido em quatro

partes, sendo essas: 0 reticulo, o rimen e o omaso, que fazem parte do pré-



estbmago, onde ocorrem o0s processos fermentativos dos micro-organismos
presentes e torna possivel o0 metabolismo das fibras; e 0 abomaso, onde a digestédo

é feita pelo suco gastrico.'

z

O rimen é o maior compartimento do estbmago de um ruminante,
responsavel pela fermentacdo anaerbébica e possui um ndmero expressivo de
bactérias (10° a 10*), fungos (10° a 10°) e protozoérios (10* a 107), os quais sdo
responsaveis pela hidrolise de lipidios, proteinas e carboidratos (incluindo a
celulose).’®*® Todos esses micro-organismos encontrados no rimen e no intestino
compdem o microbioma, que por apresentar uma grande variedade de micro-
organismos, apresenta-se como potencial fonte de transformacéo e interacéo entre
0s constituintes inorganicos, as proteinas e o hospedeiro, cujos mecanismos podem

ser elucidados através de uma avaliacdo da metagendmica.®

Devido ao fato de o estdbmago ser dividido em quatro partes e da
relacdo simbiotica que desenvolveu com microrganismos fermentadores de fibra, os
ruminantes possuem a capacidade de aproveitarem, de forma eficiente, carboidratos
fibrosos como fonte de energia e compostos nitrogenados ndo proteicos como fonte
de proteina.**

2.3. Funcédo e determinacéo dos nutrientes inorgénicos

O gado de corte requer um alto consumo de compostos inorganicos
para a manutencdo da sua saude, producéo e reproducéo. Alguns desses analitos
sdo considerados essenciais, como € o caso dos macronutrientes: cdlcio (Ca),
potéssio (K), magnésio (Mg), fésforo (P), sédio (Na) e enxofre (S), encontrados em
altas concentracdes, na ordem de porcentagem (g 100 g* de amostra), e dos
micronutrientes: crémio (Cr), ferro(Fe), zinco (Zn), cobre (Cu), cobalto (Co),
manganés (Mn), molibdénio (Mo), selénio (Se) e niquel (Ni), encontrados em
concentragdes da ordem de partes por milhdo (mg g*). Enquanto outros s&o
considerados néo-essenciais e podem inclusive ser considerados téxicos, a
depender do seu estado de oxidag&o, concentracdo ou espécie, tais como o arsénio
(As), mercurio (Hg), cadmio (Cd) e chumbo (Pb).}"*8



Dentre o0s nutrientes essenciais, serdo discutidas as funcdes
metabdlicas do Ca, K, Mg, P, Na, S, Fe, Zn, Cu, Mn, Se, Cr e Co e as causas das

suas deficiéncias e/ou excesso no organismo do animal.

O Ca é o constituinte inorganico mais abundante no organismo dos
bovinos, e tem como fun¢gbes a mineralizacdo 6ssea, regulacdo metabdlica,
contragdo muscular, coagulacdo sanguinea e transmissédo de impulsos nervosos. A
interacdo do Ca com outros nutrientes sugere que tanto a sua deficiéncia como o
seu excesso devem ser evitados. Sua deficiéncia causa doengas como raquitismos,

abortos, osteomalécia e baixa producéo de leite.*

O K é o terceiro elemento mais abundante nos tecidos animais, ele
esta ligado a regulacdo da pressdo osmotica, regulacdo do equilibrio acido-base,
transmissdo de impulso nervoso, contracdo muscular, controle do equilibrio hidrico
e, juntamente com o Na, ajuda a manter o equilibrio adequado de fluidos nas
células. Sua deficiéncia é rara e os sintomas de sua deficiéncia ndo sédo muitos

especificos.?

Tizioto et al.?’ compararam os teores de Ca e K na carne bovina com
marcadores moleculares e verificaram que a disponibilidade reduzida de Ca pode
afetar o sistema calpaina-calpastatina, que desempenha um papel importante na
protedlise post-mortem e no amaciamento da carne, além de ser crucial para a
contracdo muscular. O estudo também mostrou que o K afeta positivamente a for¢a
de cisalhamento Warner-Bratzler (WBSF), o que significa que niveis mais altos de K
estdo relacionados a menor maciez da carne. Nesta mesma linha de pesquisa,
Baldassini e colaboradores,?* estudaram as metaloproteinas em musculo bovino e

indicaram a relagéo positiva entre o calcio e a maciez da carne bovina.

O Mg é cofator de mais de 300 enzimas, estd envolvido no
metabolismo de carboidratos e lipideos, é componente de ossos e regulador da
atividade neuro-muscular. Desempenha papel essencial na respiracdo celular,
funcéo celular, sistema de transporte ativo e sistema nervoso. Dietas deficientes em
Mg podem causar reducdo na digestibilidade dos nutrientes que traduzem uma

diminuicéo do desempenho animal.*®??



O P é o nutriente inorganico que tem mais funcdes no corpo em
relacdo a todos os outros. Faz parte de uma gama de reacfes metabdlicas
produtoras de energia para o animal e para as bactérias do rGimen. Além de ser um
constituinte do esqueleto, o P é encontrado no nucleotideo, na forma de ATP, acido
nucleico, fosfolipideo e compostos fofostilados essenciais para o metabolismo do
animal. E também importante na transmissdo do cédigo genético. Sua deficiéncia

leva a infertilidade ou diminuic&o do desempenho reprodutivo do aminal.®#

O S é formador de diversos aminoéacidos, além das pontes de
dissulfeto, responsaveis pela constru¢cdo das estruturas terciarias que levam a
formacdo das proteinas. Esta presente na digestdo da celulose, assimilacdo do N
ndo-proteico e sintese de vitaminas do complexo B (tiamina e biotina). Enxofre
insuficiente na dieta provoca a reducdo na ingestdo de alimentos, menor
digestibilidade e diminui¢cdo na producéo de leite. No entanto, niveis de enxofre que
excedem a exigéncia podem diminuir a ingestdo de alimentos e pode sobrecarregar

o sistema de excrec&o urinario.?

O Na por sua vez, atua em conjunto com o K na regulagéo da pressao
osmotica, equilibrio fluidico e equilibrio acido-base nos tecidos corporais. Sua
deficiéncia pode causar perda de peso, inapeténcia, aumento do consumo de agua e
reducdo na producdo de leite. Com adequada suplementagdo de sal, os bovinos

podem recuperar-se completamente e rapidamente.?®

O Fe desempenha um papel central em varias fun¢des bioquimicas,
atuando como cofator enziméatico e/ou componente proteico estrutural. E
diretamente responséavel pelo transporte e armazenamento de oxigénio e transporte
de elétrons, além de ser componente de enzimas, como catalases, peroxidases,
ribonucleotideo, redutase e aconitase, que sdo fundamentais para as funcfes
fisiolégicas.?* Assim como outros nutrientes, o Fe participa da sintese e metabolismo
de varios horménios que, por interacdes complexas, estdo envolvidos no
metabolismo, crescimento e desenvolvimento dos animais.?® A deficiéncia de ferro
causa anemia e sua intoxicagdo € caracterizada por diarreia, reducéo na ingestao de

alimentos e ganho de peso diario.
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Diniz e colaboradores®* avaliaram os genes expressos relacionados a
variacbes dos teores de Fe em amostra de musculo bovino e estabeleceram a

correlagdo desses genes expressos com os parametros de qualidade da carne.

O Zn é componente integral de mais de 300 enzimas.’ Esta
relacionado & expressdo génica e & estabilidade de membranas,'® além de estar
envolvido nos processos cataliticos, estruturais e reguladores da queratinizacédo
através do seu papel nas metaloenzinas. Outro papel importante do Zn inclui a

integridade estrutural dos tecidos. A deficiéncia de Zn é caracterizada pela

diminuicéo no ganho de peso, consumo e eficiéncia alimentar.®

O Mn, apesar de ser considerado um elemento essencial para
ruminantes e estar associado a sua formacdo Ossea, € encontrado em baixas
concentragdes. E importante na sintese do colesterol, que por sua vez é necessario
para a sintese de esteroides como progesterona, estrogénio e testosterona. A
deficiéncia do manganés leva ao crescimento retardado, anormalidades ésseas e

distarbios ou paralisagdo reprodutiva. A toxidez nos ruminantes & improvavel de

acontecer.?®

O Cu é essencial para a atividade de numerosas mataloenzimas cujo
déficits funcionais dao origem a varias patologias. Também é essencial para
inUmeros cofatores e proteinas reativas, um exemplo, sdo as proteinas envolvidas
no sangue que ajudam na satde e no crescimento do animal.? A deficiéncia de Cu é
um problema sério para a pastagem de ruminantes em muitos paises. Isso se deve
tanto as baixas concentracdes do elemento na forragem, quanto a quantidades
elevadas de Mo e S, que reduzem a biodisponibilidade do Cu. Sua deficiéncia causa

reducéo do crescimento ou perda de peso e reducédo da producéo de leite.?®

O Se que ja foi reconhecido como um elemento toxico para bovinos,
sendo atualmente considerado um elemento essencial para a resposta imune ideal.
Influencia o sistema imunolégico através de um papel fundamental na regulagdo
redox e na funcéo antioxidante, além de contribuir para a integridade da membrana
e protecdo contra danos no DNA. A deficiéncia de Se nos animais ocorre com mais

frequéncia do que a intoxicac&o.?’
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Embora o papel principal do Cr esteja relacionado a sua capacidade de
aumentar a acdo da insulina, estudos indicaram que a suplementacdo de Cr pode
afetar a salde e a resposta imune em ruminantes.?® Outros estudos também
indicaram que a suplementacéo de Cr pode afetar significativamente a ingestdo de

alimentos e a producéo de leite em vacas leiteiras.?**

O Co é um dos componentes da vitamina B12. Quando adicionado a
dieta os microrganismos presentes no rimen sintetizam facilmente essa vitamina.
Os sinais de deficiéncia de Co séo falhas no crescimento, degeneracéo do figado,
problemas imunolégicos e perda de peso.?

1.3 determinaram os teores de macro e micronutrientes

Domaradzki et al
no muasculo de touros jovens de cinco racas e compararam o0s resultados.
Observaram que a raca afeta os teores de K, Na, Mg, Ca, Zn, Mn e Cu na carne. A
carne de touros jovens da raca Polish Holstein-Friesian (PHF) continha menores
teores de macronutrientes (K, Mg e Ca) e maiores teores de micronutrientes (Zn, Fe
e Mn) em comparacdo com as outras quatro racas avaliadas pelo estudo. O mesmo
foi observado por Pilarczyk®?, que analisou os teores dos principais elementos
nutricionais (Ca, P, Mg, Na, K, Fe, Zn, Cu, Mn, Se, Co, Cr, Ni, Sr e Ba), bem como
elementos potencialmente téxicos (Cd e Pb) no musculo longissimus de touros
Charolés, Hereford e Simental e verificou que os teores de K, Mg, Zn, Mn, Fe e Cu

presentes na carne diferiam em razdo da raca do animal.

Rodriguez-Marin et al.*®* analisaram os niveis de elementos
potencialmente téxicos (Al, Cd e Pb) e tracos (B, Ba, Cu, Fe, Mn, Sr e Zn) no
musculo e figado de novilhos (Bos taurus) de origem estrangeira e local (llhas
Canarias, Espanha), com o0 objetivo de avaliar o risco de consumo para 0s
consumidores. De acordo com os resultados obtidos, o musculo e o figado de
novilhos constituem uma fonte alimentar de nutrientes inorgénicos, principalmente
Zn e Fe. Além disso, a presenca de Al, Cd e Pb ndo representa um risco toxicolégico

para a populacdo quando o consumo de carne bovina é moderado.

Ambushe et al.**

avaliaram os niveis de V, Cr, Mn, Sr, Cd, Pb e U nos
orgdos e tecidos de bovinos obtidos em areas poluidas da Provincia Noroeste da
Africa do Sul. O estudo revelou um actimulo de Sr nos ossos, Cd, Pb e U nos rins e

0sso0s, Mn no figado e V e Cr nos tecidos renais desses bovinos. Com isso, a carne
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de animais que pastam em areas poluidas com elementos potencialmente toxicos
pode ser segura para o consumo humano, desde que o figado, rim e ossos sejam

descartados, tecidos onde aparentemente ocorre a bioacumulacdo desses analitos.

2.4 Procedimento de preparo de amostras

2.4.1. Digestao assistida por radiagdo micro-ondas

A decomposicdo da amostra visa a remoc¢do da matéria organica
presente e a solubilizacdo dos analitos. Nessa etapa, a amostra € oxidada na
presenca de um Acido inorganico com alto poder oxidante, como o acido nitrico
(HNO:3), para geracao de espécies sollveis em agua (os nitratos). O emprego de um
agente oxidante complementar, como o perdxido de hidrogénio (H,O,), pode

potencializar a oxidacdo.*®

A digestao assistida por radiacdo micro-ondas é o estado da arte do
preparo de amostras, pois apresenta distribuicAo homogénea de calor nos frascos
contendo a amostra e a solugcdo &cida, em um sistema de alta pressédo e
temperatura.®® Este método envolve a decomposicéo total ou parcial da amostra,
destruindo a maior parte da matéria organica. Pode ser realizado em sistema aberto
ou fechado, sendo a digestéo assistida por radiacdo micro-ondas em frasco fechado
a mais utilizada para digestdo de amostras, especialmente amostras que contém
grandes quantidades de compostos organicos.*

Métodos baseados na digestao assistida por radiagdo micro-ondas em
sistema fechado sdo amplamente relatados na literatura devido as suas diversas
vantagens, como: maior eficiéncia na decomposi¢cdo, menor tempo de aquecimento,
reducdo de contaminacdo cruzada, reducdo da perda de analitos volateis, menor
consumo de reagentes e controle preciso da temperatura, pressdo e

tempo .35,37,38,39,40,41

No entanto, o simples emprego de um sistema de digestdo fechado
ndo fornecerd resultados precisos, muitas variaveis podem causar uma
decomposicdo ineficiente, entre as quais o emprego de programa de aquecimento
ndo adequado e volume e/ou concentracdo acida baixos em amostra de dificil

decomposicdo.***® Além disso, existe uma limitagdo relacionada a massa de
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amostra que pode ser digerida com base na pressdo maxima que um vaso fechado
normalmente pode suportar, em comparagdo com as massas digeridas em sistemas

abertos.**°

Atualmente, uma das tendéncias mais importantes no preparo de
amostras é a busca de procedimentos ambientalmente amigaveis.*®*"484° A
possibilidade de reduzir a quantidade de reagente e o uso de solu¢des acidas
diluidas é atraente do ponto de vista da minimizacdo de residuos, reducdo de
custos, diminuicdo dos valores em branco e geragdo de solugdes digestoras mais
adequadas a introdu¢d@o por nebulizacdo, que permitem a reducdo de interferéncias

nas técnicas espectrométricas causadas pela acidez excessiva dos digeridos.***?

Diferentes &cidos podem ser utilizados para a digestdo de amostras, no
entanto, o HNO3 é o mais empregado devido a sua facilidade de manipulacdo e
purificagdo e pela capacidade oxidativa de compostos organicos em diferentes

amostras. 25051

Vérias aplicacdes recentes demonstraram o potencial de solucbes
diluidas de HNO; na digestdo assistida por radiacdo micro-ondas.*®?%3%% A
eficiéncia do HNO3 diluido na oxidacdo da matéria organica pode ser explicada pela
regeneracdo do mesmo, promovida pela combinacdo das espécies de 6xido de
nitrogénio com o oxigénio presente no interior do vaso de reagéo.>® Procedimentos
que utilizam um baixo volume de acidos ou solu¢cBes acidas diluidas empregam um
agente oxidante complementar, como o H,O, para potencializar a oxidacdo.* A
presenca do H,O, causa um aumento da pressao, levando a uma eficiente oxidacao
da matéria organica a temperaturas mais baixas.** No entanto, essa abordagem
pode ser limitada devido a perda de eficiéncia na decomposicdo de matrizes

complexas.®®

Visando eliminar essas limitagdes e reduzir ao maximo a quantidade de

HNO3 necessaria ao processo de digestao, Bizzi et al.””*®

exploraram a digestéo de
amostras com radiacdo micro-ondas com o uso de vasos pressurizados com
oxigénio (O2). Sob essa condigdo, o O, atua como um reagente auxiliar para
promover aregeneracdo do HNOgs, melhorando a eficiéncia da oxidagdo de

compostos orgéanicos. Foi demonstrado que a combinacdo da solucdo diluida de
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HNO3; com a pressurizacdo do oxigénio permite realizar digestdes eficientes com
solucées diluidas em até 0,5 mol L'* de HNOs. A eficiéncia do processo de digestéo
foi verificada através da medicé@o dos teores residuais de carbono e acidez residual
nos digeridos, sendo demonstrado que ambos o0s parametros eram totalmente
compativeis com os requisitos da andlise instrumental moderna, sem qualquer

diluicio adicional dos digeridos.>®%6:57:5859

Na Tabela 1 estdo resumidos alguns trabalhos encontrados na literatura
gue empregaram a digestao assistida por radiacdo micro-ondas em sistema fechado e
acidos diluidos no desenvolvimento de métodos para a determina¢do de elementos

inorganicos em diferentes matrizes.
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Tabela 1. Levantamento bibliografico dos trabalhos que utilizam a digestéo assistida por radiacdo micro-ondas em sistema fechado
no desenvolvimento de métodos de preparo para determinacéo de elementos inorganicos.

Técnica de

Amostras Mistura digestora . ~
determinacéo

Informagdes adicionais Referéncia

Farinha de mandioca, HNO365% (m v'l) + H,0,30% (M Diferentes concentra¢fes de

. . ICP OE ICP-M .
de milho e de trigo v CPOESelC S HNOj3; e H,0, foram avaliadas 60
Os vasos foram pressurizados
Folha de maca, com 7,5 bar de O,. A influéncia
figado bovino e MRC 6 mL de HNO3 2 mol L ICP OES do fluxo de ar no resfriamento 56
de leite em poé dos vasos durante a digestao
foi avaliada
1 Diferentes concentragdes do
+ -
A0z 7 mL de HNO3 4,5 mol L1 1mL ICP OESe ICP-MS HNO; (2.0, 4.5 e 7,0 mol L) 61
H202 30% (m \" ) .
foram avaliadas
Lo ) Diferentes concentragdes de
1, o
Produtos comesyvels HNO3; 2 mol L _llmL H,0, 30% ICP OES e ICP-MS HNO3 € 0 uso do H,O, foram 49
a base de soja (mv™) .
avaliados
As digestdes foram feitas no
Leite em po 8 mL H,0, 30% (m v'?) ICP OES e ICP-Ms  SiStema de camera de reacdo 62

Unica. Diferentes volumes de
H>O, foram testados

O procedimento de preparo
ICP-MS das amostras com diluicdo 63
acida também foi avaliado

6 mL de HNO3 7 mol L1+ 2 mL

Chés de ervas H,0, 30% (m v'Y)
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Tabela 1. Levantamento bibliografico dos trabalhos que utilizam a digestéo assistida por radiacdo micro-ondas em sistema fechado
no desenvolvimento de métodos de preparo para determinacdo de elementos inorganicos (continuacao).

Técnica de

Amostras Mistura digestora ) ~ Informacgdes adicionais Referéncia
determinacdao
Os vasos foram pressurizados
Erva Mate 6 mL de HNO; 4,5 mol L™ ICP-MS com 8 bar de Oz. Diferentes 64
concentracdes do HNOs foram
avaliadas
Leite com(?rC|aI e 1 mL de HNO365% (v v) +1 mL Os proced|m§ntos~de,dlg.estao
produtos a base 1 ICP OES a seco e digestao umida 38
) de H,0,35% (m v™) , )
de leite também foram avaliados
Farinha de trigo, Diferentes concentracdes do
pao integral, dieta 10 mL da mistura 2% (v v'') de ICP OES HCIO. e do HsO fgram 37
total e leite em po HCIO. e 4% (v v'!) de H,0, 4= T2
avaliadas
desnatado
1 mL de HNO;9 mol L™ +3 mL Diferentes misturas foram
Guarana de H,0,30% (m v') + 6 mL de ICP OES , 65
avaliadas
H.,O
Cacauempde 0 1
+
chocolate 3 mL de HNO; 65% (v v™) +5 mL ICP-MS ; 66
de H,O
Mel, farinha de . N .
o ’de rlnilho de As digestdes foram realizadas
90, ' 8 mL de H,0,50% (m v'}) ICP OES e ICP-MS no sistema de camera de 67

mandioca e de
batata

reacdo Unica.
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2.5. Técnicas analiticas empregadas na determinacdo de elementos

inorganicos

2.5.1. Espectrometria de emissao 6ptica com plasma indutivamente acoplado
(ICP OES)

Em 1964 e 1965, Greenfield e Fassel propuseram o uso de
plasmas para fins analiticos. Ao longo de uma década essa nova técnica, que
utilizava uma fonte de plasma para produzir espectros de emissdo a partir da
excitacdo e decaimento de atomos e ions de interesse tornou-se
gradativamente atraente para a comunidade cientifica da area, quando em
1975 foi introduzido no mercado o primeiro espectrobmetro de emissao 6ptica
com plasma indutivamente acoplado.®® Desde entdo, a técnica se desenvolveu
e se transformou numa poderosa ferramenta analitica amplamente empregada
em analises de rotina para determinacdo de metais, semimetais e ndo metais

em diversos tipos de amostras.®

Na espectrometria de emissdo Optica (OES) as informacgbes
analiticas sdo geradas a partir do espectro eletromagnético com radia¢des nas
regibes do ultravioleta, visivel e infravermelho proximo. O espectro
eletromagnético € gerado a partir das transicdes eletrdnicas que ocorrem na
camada externa de &atomos e fons excitados.®® Inicialmente, os &atomos
apresentam seus elétrons nos niveis fundamentais de energia. A aplicacao de
uma fonte de energia externa, excita esses elétrons para um nivel de energia
mais alto. Ap6és um curto intervalo de tempo, esses elétrons sofrem uma
relaxagdo para um nivel mais baixo de energia emitindo energia na forma de
fétons com energia e comprimentos de onda especificos. A radiagdo emitida é
entdo direcionada ao sistema de sele¢cdo de comprimentos de onda e, em
seguida, ao detector. A intensidade de emissao € diretamente proporcional a

concentracéo do analito na amostra.”

Os espectrémetros de emissao éptica com plasma induzido séo
compostos basicamente por um sistema de introducdo de amostras,
comumente formado pelo conjunto nebulizador, cAmara de nebulizacdo e tocha
de quartzo para geracao do plasma, fonte de radiofrequéncia, sistema 6ptico

para permitir a eficiente separacdo dos diferentes comprimentos de onda e o
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sistema de deteccdo.®® O plasma de argdnio é reconhecidamente a fonte de
excitacdo mais utilizada para analises mutielementares, pois possui energia
suficiente para atomizar a maioria dos elementos, proporcionando alta
sensibilidade com ampla faixa linear de trabalho e estabilidade temporal

satisfatoria.®®"

A espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente
acoplado (ICP OES) é uma das técnicas analiticas mais Uteis empregada para
analise multielementar em diversos tipos de amostras. Isso ocorre em fungéo de
suas principais caracteristicas, como: boa sensibilidade, que permite limites de
deteccdo relativamente baixos, capacidade para determinagcfes simultaneas,
rapidas e precisas em amplas faixas de concentracdo e robustez.”> No entanto,
assim como ocorre em outras técnicas analiticas, esta é amplamente
susceptivel a interferéncias de matriz e variag6es nas condi¢des instrumentais,
que prejudicam a qualidade dos resultados. Além disso, para as analises por
ICP-OES é necessario que a amostra esteja na forma liquida ou solubilizada
em um solvente adequado; no caso de amostras soélidas, um método de
preparo que seja capaz de converter a amostra em uma solucdo aquosa

adequada para ser introduzida no espectrémetro é essencial.”*"?

Nesse contexto, diferentes estratégias foram desenvolvidas para
melhorar a precis@o e minimizar os efeitos de matriz nas analises por ICP OES,
desde estratégias comuns, como diluicdo de amostra, padronizacdo interna
(IS), adicdo de padrao (SA), até estratégias recentemente propostas, como a
calibracdo por mdltiplas energias (MEC), a andlise por adicdo de padrao interno
(SDA\) e a calibracéo de fluxo mdltiplo (MFC).”>7475.76.77

Além disso, esforcos continuos estdo sendo feitos para
desenvolver novas configuracdes instrumentais, com o objetivo de melhorar as
caracteristicas dos equipamentos. Os equipamentos de ICP OES do inicio dos
anos 1970 por exemplo, possuiam uma configuracéo radial e apos alguns anos
foi introduzida a configuracdo axial. A configuracéo radial utilizava uma fonte de
plasma vertical, 0 que diminuia consideravelmente a area de observacéo, ja a
configuracdo axial utilizava um plasma horizontal, 0 que aumentava a area de

observacéo e consequentemente a sensibilidade. Apos o inicio dos anos 90,
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foi incorporado ao ICP OES um sistema 6ptico de alta resolugdo, equipado com
grade de protecdo e dispositivo de carga acoplada (CCD), que melhorou as
medicdes de varias linhas espectrais e permitiu determinacfes rapidas de

mltiplos comprimentos de onda.’”""®

Recentemente, a Agilent Technologies lancou um novo ICP OES
com um arranjo 6ptico que permite trés modos de visdo, as visdes axial e radial
ja conhecidas e a nova visao dupla vertical sincrona (SVDV). Ao contrario do
ICP OES de visédo dupla convencional, o arranjo SVDV permite a visualizagao
axial e radial de forma simultanea, devido ao uso da tecnologia combinador
espectral dicroico (DSC). O DSC permite que a luz das visBes axial e radial do
plasma seja medida ao mesmo tempo. Com isso, as medidas de ambas as
configuracdes de visualizacdo séo alcancadas com apenas uma leitura. Esse
equipamento apresenta como vantagem maiores rendimentos de amostra e
consequentemente, reducdo no consumo de argdnio, além de permitir
medicdes precisas para amostras com grande variedade de concentracdo ou

solventes organicos volateis.”>""9%

Na Tabela 2 sdo apresentados alguns exemplos de trabalhos que
empregaram ICP OES para a determinacdo de elementos inorganicos em

diferentes tipos amostras.
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Tabela 2. Levantamento bibliografico dos trabalhos que utilizam ICP OES para determinagéo de elementos inorganicos.

Amostra Analito Preparo de amostra Informacdes adicionais Referéncia
L Di ta isti r
. Ca, Fe, K, Mg, Mn,Pe  Extracdo assistida por Igestdo assistida po
Pimenta micro-ondas foi usada 81
Zn ultrassom . .
como método de referéncia
Carme Ca, Cu, Fe, K, Mg, Na, Digestdo acida assistida Mistura acida;: HNO3 + 82
P,SeZn por radiacdo MW H,O+ H,0,
Al, Ca, Cr, Cu, Fe, K, Digestao acida assistida . , .
. +
Arroz Mn. Mo e Ni por radiacio MW Mistura acida: HNOs + H,0, 83
. As, Ba, Cd, Cr, Cu, Hg, .
Agua Ni. Pb, Sb. Se e U - Andlise no modo SVDV 79
Mi acida: A 50
o Ce, Dy, Er,Eu, Gd, Ho, . . . _ . istura acida: Agua régia,
Amostras geoldgicas e Digestéo 4cida assistida para amostras geoldgicas e
agricolas La, Lu, Nd, Pr, Sc, Sm, or radiacdo MW HNO3 + H,0, para 84
9 Tb, Th, Tm, Y e Yb P ¢ 3t M2z
amostras agricolas
Digestao acid istid . .
Frutas processadas Cd, Hg, Sn, Al, Pb e As 'gestao a.CI ?aSSIS aa Mistura acida: HNO3 + H,0, 85
por radiacdo MW
Mistura acida: HNO3 +
Fertilizantes minerais As. Cd e Pb Digestéao a?'d? assistida  H0y; ut|I|~za.B|, Ir,SceY 72
por radiacdo MW como padréo interno, modo
SVDV
. PR "
Ba, Cd, Co, Cu, Fe, M. 1y oot 4cida assistida H gl '-Si‘rfgnim \?gé?)gaxial
Couro Ni, Pb, Sr, Zn, As, Sb, Ti, 9 202 86

Zr, MoeV

por radiacdo MW

e calibrag&o por
padronizagéo interna
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Tabela 2. Levantamento bibliografico dos trabalhos que utilizam ICP OES para determinacdo de elementos inorganicos

(continuagéo).

Amostra Analito Preparo de amostra Informacg6es adicionais Referéncia
Agua de lago, salina e Extracdo em ponto Solugdo de ponto nuvem:
g go. Pd e Pt ¢ P Triton X-114 + 2-MBT + SnCl, 87
da torneira nuvem
ou Ki
. As, Cd, Cr, Cu, Mn, Pb  Digestao 4cida assistida . ..
Oleo de farelo de arroz 9 L Mistura acida: HNO3z + H,0» 88
eZn por radiacdo MW
Extracdo em ponto nuvem
. , Digestdo acida em bloco  assistida por ultrassom para
Alimentos e agua Sb,Sne Tl g- ) i P N P 89
digestor (alimentos) pré-concentracdo dos
elementos
Digestdo acida assistida . L ‘ .
g . Mistura acida: Agua régia; faz
. por radiacdo MW e b
Fertilizantes As, Hg, Sb e Se ~ - uso da geracao de vapor 90
extragdo assistida por o
quimico
ultrassom
Os analitos também foram
Petroleo bruto Ni, V, Fe e Ca Diluicdo em o-xileno . 91
¢ determinados por ICP-MS
Extracdo em ponto
< . As, Cd, Cr, Co, Sh, Pb e nuvem assistida por
Agua e alimentos N - 92
Tl ultrassom + extracdo
dispersa em fase solida
Digestio Acida em placa Mistura acida: HNOs + HCI; os
Frutas enlatadas Cr, Cd, Cb e Sn 9 b analitos também foram 93

de aguecimento

determinados por ICP-MS
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2.5.2. Espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS)

A espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado
(ICP-MS) é uma técnica instrumental que se baseia na formagdo de ions
positivos a partir das elevadas temperaturas do plasma de argdnio. As
amostras liquidas sao nebulizadas primeiro no sistema de introducdo de
amostras, criando um aerossol fino que é posteriormente transferido para o
plasma de argbnio. O plasma de alta temperatura atomiza e ioniza a amostra
gerando ions, e esses ions sdo direcionados para o espectrometro de massas
através de uma interface e separados pela acao um campo eletromagnético em

funcao da razdo massa/carga (m/z).%*

De forma geral o ICP-MS é composto por um sistema de
introducdo de amostra que inclui um nebulizador, uma camera de nebulizacdo
e um tubo de quartzo; uma interface que une o ICP ao MS; um sistema de
focalizacdo de ions positivos e de separacdo de massas e um detector. O
argbnio é o gas mais utilizado para geracdo e manutencdo do plasma, bem
como para o0 transporte de ions, pois possui energia suficiente para ionizar
guase todos os elementos da tabela periddica, incluindo os elementos de dificil

ionizacdo.®

Atualmente, a ICP-MS pode ser vista como uma das principais
técnicas aplicada a quimica analitica. Essa técnica teve grande aceitagdo do
mercado devido a sua capacidade de analise multielementar (sequencial),
medidas da razdo isotdpica, baixos limites de detec¢do, ampla faixa linear,
elevada frequéncia analitica, alta eficiéncia e por gerar espectros de massas

simples e de facil interpretacdo.®®®’

No entanto, desde a sua introducdo no final dos anos 80 a técnica
também é caracterizada por algumas desvantagens que comprometem a sua
sensibilidade e precisdo na determinagdo de alguns elementos, como: as
interferéncias fisicas, matriciais e espectrais. A fonte de interferéncia pode vir da
matriz da amostra, dos reagentes utilizados na etapa de preparo da amostra, do

géas do plasma, entre outras fontes, o que torna o problema mais complexo.*®

As interferéncias fisicas ocorrem quando ha acumulo de sélidos nos

orificios dos cones da interface, ocasionando uma diminuicdo no sinal devido a



23

problemas durante o transporte dos ions. As interferéncias matriciais sdo mais
complexas e causadas por componentes da matriz que contem a amostra. Essa
interferéncia leva a dois tipos de efeitos, o efeito de carga espacial e o efeito de
transporte de amostra. As interferéncias espectrais sao originadas a partir de ions
atbmicos e moleculares que apresentam a mesma razdo m/z do analito de
interesse, resultando em um aumento errébneo de sinal. Esse tipo de interferéncia
pode acontecer por sobreposicdo isobarica; producdo de Oxidos, hidroxidos e

hidretos; formag&o de fons poliatdmicos e de ions de dupla carga.*>%%°

Ao longo dos anos varias estratégias tém sido propostas para
minimizar ou eliminar essas interferéncias, tais como: diluicdes das solucdes,
subtragdo em branco (com correspondéncia de matriz), uso de padréo interno,
condicBes de plasma frio, além de estratégias instrumentais como a tecnologia de
celas de colisdo (CCT), cela dindmica de reacdo (DRC) e interface de reacgéo-
coliséo (CRI) que se fundamentam na introducéo de gases reativos (Hz, NH3, CH4
e O,) ou inertes (He) as celas de reagdo e/ou colisdo que antecedem o

detector 100,101,102,103,104,105

Na Tabela 3 estdo resumidos alguns trabalhos encontrados na
literatura utilizando ICP-MS para determinagdo de elementos inorgéanicos em

diferentes matrizes.
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Tabela 3. Levantamento bibliogréafico dos trabalhos que utilizam ICP-MS para determinacao de elementos inorganicos.

Amostra Preparo de amostra Analito e is6topo fon monitorado Referéncia

Na(23), Mg (24), K (39), Ca(44),
Cr (52), Mn (55), Fe(56), Co (59), Na', Mg*, K", Ca®, Cr*, Mn",

Eszcrg"rﬂgfifa‘:rvas %‘f’faséf‘; gg'?n"’}c"’:z‘f'('fg'g:s Ni (60), Cu (63), Zn (66), As (75), Fe*, Co*, Ni*, Cu*, Zn*, As", 106
P & Se(78), Cd (111), Hg(202) e Pb Se*, Cd*, Hg' e Pb*
(208)
Plantas medicinais Digest&o acida assistida Cd (114), Sb (121), Pb (208), Al  Cd", Sb", Pb*, Al*, As*, Ni* 107
asiaticas por radiacdo micro-ondas  (27), As (75), Ni (60) e Ba (135) e Ba’

Al (27), Cr (52), Zn (66), As (75), Al*, Cr*, zn", As™, Cd", Sn",

Agua atmosférica e Dlgestgo §C|dq assistida Cd (111), Sn (118), Hg (202) e Hg'e Pb* 108
de lago por radiacdo micro-ondas Pb (208)
Plasma, urinae = oy ies6 om 4cido nitrico Pt (194 e 195) Pt" 109
liquido peritoneal
Corag&o humano Digestdo acida assistida Co (59), Cr (52) e V (51) Co',CrreV”’ 110

por radiacdo micro-ondas
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Tabela 3. Levantamento bibliografico dos trabalhos que utilizam ICP-MS para determinacdo de elementos inorganicos

(continuacgéo).

Amostra Preparo de amostra Analito e is6topo fon monitorado Referéncia
Al (27), V (51), Cr (53), Mn
Pimenta Digest&o acida assistida por (55), Fe (57), Ni (60), Cu (63), Al*, V", Cr', Mn", Fe*, Ni*, 111
radiacio micro-ondas Zn (66), As (75), Cd (111) e Pb  Cu", Zn", As*, Cd" e Pb"
(208)
; Centrifugacéo + adicdo de HNO; Mg (24), K (39), Mn (55), Cu Mg, K", Mn*, Cu", Zn"e
Células de levedura + aquecimento em banho maria (63), Zn (66) e Sc (45) Sc’ 112
Li (7), K (39), Mn (55), Fe (56), .+ _+ ot At N
Cha de fita Aquecimento em chapa elétrica Co (59), Ni (60), Cu (63), Zn Iéu’J,KZ’nMnM’OEeédqoéa'\JIG’ 113
até a ebulicdo + filtracdo (64), Mo (98), Cd (114), Ba ’ ' Pbi '
(137) e Pb (208)
Gasolina Extracéo |n_du2|da por quebrade  Mn (565), Cd (111), Sb (121) e Mn*, Cd*, Sb*e Pb* 114
microemulsao Pb (208)
(iz;lé)asud:n;:a%ag, Digestéo acida assistida por As (75), Cd (111), Sb (121) e As* Cd" Sb*e Pb* 115
b radiacdo micro-ondas Pb (208) ' '
chocolate
Urina Acidificagdo com HNOs U (235 e 238) u* 116
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2.6. Analises estatisticas
2.6.1. Andlise discriminante linear

A andlise discriminante linear (LDA) foi desenvolvida por Ronald A.
Fisher, em 1936, com intuito de resolver problemas associados a area da botanica.
Fisher buscou um critério que maximizasse a separacao entre duas ou mais classes

de amostras levando em consideracéo suas caracteristicas peculiares.*’

A LDA é uma técnica semelhante a analise de componentes principais
(PCA), pois também é um procedimento estatistico multivariado que tem como
objetivo reduzir a dimensionalidade dos dados. No entanto, a LDA é uma técnica de
reducdo de dimensionalidade supervisionada, o que significa que a existéncia do
grupo é conhecida. Com isso, essa técnica pode ser usada para classificar amostras
em grupos identificveis, utilizando uma combinacgéo linear de varidveis, também
conhecida como funcéo discriminante, que maximizam a distancia entre os grupos e

minimizam a distancia intra-grupo. 8119120

A LDA ¢é aplicada quando a variavel dependente é qualitativa
(representando os diferentes grupos) e as variaveis independentes sdo quantitativas
elou qualitativas.’®® O objetivo é que através das varidveis independentes seja
possivel distinguir os grupos da variavel dependente, ou seja, esta pretende
descobrir as caracteristicas (variaveis explicativas) que distinguem os membros de
um grupo dos de outro, de forma que conhecidas as caracteristicas de um novo
caso, seja possivel classificar a que grupo de variavel dependente pertencera. Essa
classificacdo deve ser feita de maneira que a probabilidade de classificar
erroneamente um individuo em uma populagdo, quando ele na verdade pertence a
populacéo seja minima.'*?

Esse método é considerado como um método de classificagédo ‘rigido’,
pois cada amostra é classificada como membro de apenas um grupo. Como
desvantagem, a LDA so pode ser realizada se o numero de variaveis for menor que
0 numero total de amostras e, portanto, métodos de sele¢cdo de variaveis como PCA

sédo frequentemente necessarios antes da classificacéo. ™'

Na literatura s@o encontrados trabalhos de aplicagdo da LDA em

diversas areas. Na quimica, essa técnica ja foi utilizada para a identificacdo e
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diferenciacdo de isdmeros posicionais usando espectros de massas,’?® para a
caracterizacdo de compostos de acordo com a classe estrutural baseada em

117

caracteristicas espectrais de massa, " etc.

Ferreira et al.'?

criaram um modelo utilizando LDA para a deteccéo
antecipada de acidemia em fetos humanos. Hannon et al.*? utilizaram LDA para
classificacdo em grupos de bentonitas com base no estagio geolégico, formacao e
leitos Unicos, utilizando concentracdes elementares chave e is6topos radiogénicos.
Mills et al.®* desenvolveram um método utilizando LDA que oferece o potencial de
fornecer critérios objetivos para comparacdes microscopicas forenses de cabelos.

Naseer et al.}®

investigaram o potencial das técnicas de Raman e PCA-DA para
diferenciar tipos de condi¢Bes patoldgicas causadas pela dengue e pela febre tifoide,
visto que os sintomas das duas doencas sdo semelhantes. Os autores alcancaram
resultados impressionantes na classificacdo dos dois tipos de doencas e concluiram

gue a fusdo PCA e LDA melhora bastante o desempenho de discriminacao.

2.6.2. Analise de componentes principais

A andlise de componentes principais (PCA) € uma técnica multivariada
de reducdo de dimensionalidade frequentemente usada em estudos quimiométricos.
A PCA é uma maneira de identificar padrdes nos dados e expressa-los de maneira a
evidenciar suas semelhancas e diferencas, sendo também considerada como um
método exploratério, pois auxilia na elaboracdo de hipéteses gerais a partir dos
dados coletados.**®

Essa técnica consiste em transformar um conjunto de variaveis
originais, inicialmente correlacionadas entre si, num conjunto substancialmente
menor de variaveis ndo correlacionadas que contém a maior parte da informagao do
conjunto original. Em uma PCA o agrupamento das amostras define a estrutura dos
dados pela construcdo de graficos de scores e loadings, cujos eixos sao
componentes principais (PCs) nos quais os dados sdo projetados. Os scores
fornecem a composi¢do das PCs em relacdo as amostras, enquanto os loadings

fornecem essa mesma composicéo em relacdo as variaveis.*?”128:12°

Cada PC é uma combinacéo linear de todas as varidveis originais. Sao
independentes entre si e estimadas com o propdsito de reter o maximo de
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informacdo, em termos de variacdo total contida nos dados. Como as PCs sao
ortogonais, é possivel examinar as relacdes entre as amostras e variaveis com 0s
graficos dos scores e dos loadings. Em um modelo de PCA espera-se reduzir a
dimenséo para 2 ou 3 componentes, 0s quais possuem a maior parte da informacéao

contida no conjunto de dados.**

Devido a capacidade de gerenciar e interpretar grandes conjuntos de
dados, a PCA é frequentemente usada para processamento de dados em diferentes

areas da quimica.

A area forense, por exemplo, aplica a PCA na andlise de tintas,™*! na

determinacdo da rota sintética de drogas,**

na diferenciacdo e identificacdo de
medicamentos analogos,'* etc. No ramo da quimica de alimentos, essa técnica é
frequentemente utilizada na classificacdo e avaliacdo da autenticidade das amostras
através de suas caracteristicas quimicas.’*****'% Fraijge e colaboradores™®
estudaram o perfil de antocianina de 11 variedades de uvas cultivadas no Brasil e

utilizaram a PCA para avaliar diferencas entre as cultivares. Liu et al.**®

usaram a
PCA na determinacdo de adulterantes do leite. Brito et al.**® avaliaram 60 farinhas
funcionais de 20 tipos diferentes usando técnicas espectroanaliticas para determinar
macronutrientes, micronutrientes e elementos ndo essenciais, e aplicaram a PCA

para explorar a influéncia das varidveis na formacéo de agrupamentos naturais.

A variabilidade de aplicacdes da PCA na solu¢cdo de problemas
envolvendo dados quimicos a tonaram a técnica de classificacdo ndo supervisionada

mais conhecida e consolidada na literatura.

2.6.3. Floresta Randdémica

Floresta randdmica (RF) se caracterizam por um algoritmo de
aprendizagem de maquina supervisionado desenvolvido por Breiman (2001).**° Este
algoritmo é flexivel, facil de usar e na maioria das vezes produz excelentes
resultados mesmo sem nenhuma preparacdo de dados ou ajuste de
hiperparametros. Devido a sua simplicidade e o fato de poder ser utilizado para
tarefas de classificacdo e de regressdo, a RF se tornou um dos algoritmos de

aprendizagem mais utilizados.**"**
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Como o préprio nome diz, esse algoritmo cria uma floresta de modo
aleatorio. A floresta que ele cria € uma combinacdo de arvores de decisdo (também
conhecidas como arvores de classificacdo e regressdo - CART), na maioria dos
casos treinados com o método de bagging. Bagging € uma palavra artificial formada
a partir da combinagdo de palavras, também conhecida como bootstrapping
aggregation. O uso do bootstrapping aggregation reduz o erro quadratico médio e
diminui a variancia do classificador treinado. Com isso, 0 erro ndo sera muito
diferente em diferentes amostras, como resultado, o modelo sofrerd menos

sobreajustes, 40143144

Uma éarvore de decisdo é um modelo bastante simples que possui
ramificacdes, nés e folhas. Os nds contém os atributos dos quais a fungéo objetivo é
dependente. Entdo os valores da funcdo objetivo vao para as folhas através dos
ramos. No processo de classificagdo de um novo caso, é necessario descer a arvore
através de seus ramos até uma folha, passando por todos os valores dos atributos.
Dependendo dessas condi¢8es, a variavel objetiva recebera um valor especifico ou
uma classe (a variavel objetiva caird em uma folha especifica). Todo esse processo
de constru¢cdo de uma Unica arvore é repetido até que se conclua o nimero de

arvores pre-definidas.#?4°

NO raiz
Ramo Ramo
N6 interno N6 interno
Ramo Ramo Ramo Ramo
N6 interno
Folha Folha Folha

Ramo Ramo

Folha Folha

Figura 2. Esquema de uma arvore de deciséo.*
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Para a decisdo da variavel preditora em cada n6 sdo atribuidos critérios
de particdo binaria, o mais conhecido é o indice de impureza de Gini. O indice de

Gini mede o grau de heterogeneidade dos dados e pode ser definido pela Equacéo

(2):

Co -, €
Indice Gini =1 — Zpi

i=1
onde p; é a frequéncia relativa de cada classe em cada nd, e ¢ é o nimero de

classes.'*®

A diferenca do indice de Gini entre o n6 ascendente e né descendente
fornece um valor de ganho de informacdo que resulta na escolha da variavel
preditora (aquela que apresentou maior ganho de informagéo). Esse processo de
divisdes é interrompido quando a contagem de amostras no espago € menor que a
limitacdo minima da quantidade de folhas predefinida; quando todas as amostras no

subespaco representam a mesma classe.**

De forma resumida, a RF cria vérias arvores de decisdo e as combinam
para obter uma predicdo com maior acurcia e maior estabilidade. Na literatura o
namero total de arvores de decisdo € variavel, podendo ir de 300 a 2000 &rvores. O
gue determina essa quantidade é a complexidade de informag&o na matriz original

de dados.}#14

A RF vém sendo utilizada em diferentes areas, tais como: setor

bancario, mercado financeiro, salde, etc 147:148.149.150.151,152

Na quimica, a
potencialidade da RF tem sido confirmada em problemas de classificagdo quando
associada principalmente aos métodos analiticos que permitem aquisi¢cao de grande
guantidade de dados como: espectroscopia de infravermelho, RMN de 1C, RMN de

13C, espectrometria de massas e cromatografia.'**

Na Figura 3 é apresentada a evolugcdo do numero de publica¢ges sobre
o algoritmo RF nos (ltimos 10 anos na quimica.’®® O levantamento feito na Web of
Science mostra que ao longo dos anos houve um crescimento significativo na
aplicacdo dessa técnica no tratamento de dados quimicos, totalizando 1250

publicagdes nos Ultimos 10 anos.’*® Acredita-se que esse aumento de trabalhos é
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resultante da habilidade que a RF possui em solucionar problemas que envolvem

multiplas classes.**

350 332
300
250
200

150

204 212
112
83 87
100 56 67
a1 47
e ill
0--..

2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020
Ano

NuUmero de publicagbes

Figura 3. Numero de publica¢cdes de RF em 10 anos nas areas de quimica. Topico

(palavra-chave): Random Forest and chemistry.

[ 154

Dentre as aplicacdes das RF na quimica, Maione et a utilizaram

diferentes métodos dentre eles RF para discriminar dados de ICP-MS de amostras
de arroz quanto a sua origem geogréfica. Os resultados das RF para exatidao,
sensibilidade e seletividade foram melhores em relacdo aos demais métodos
estatisticos avaliados. Ai et al.™ aplicaram as RF para selecionar dleos vegetais de
qualidade premium através da sua composicdo de acidos graxos. A andlise de
componentes principais (PCA) também foi aplicada para agrupar as amostras. As RF
mostraram uma melhor capacidade de discriminagdo, além de revelarem a

contribuigdo de cada variavel para o modelo de agrupamento.

1.1 classificaram amostras de sementes de uvas de

Canizo et al
diferentes regides de Mendonza (Argentina) com dados de metais obtidos por ICP-
MS e diferentes técnicas quimiométricas com a finalidade de comparar seus
desempenhos na discriminacdo dos grupos. Os autores concluiram que o método
das RF mostrou um melhor desempenho comparado aos demais métodos, com

valor de exatiddo de 97%. Fathi et al.'®’

utilizaram as RF para procurar
biomarcadores metabdlicos e sua correlacdo com o zinco em pacientes com doenga

de Crohn. O modelo de classificacdo para o conjunto de testes mostrou uma
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classificacdo correta de 94% de individuos com doenca de Crohn e individuos
saudaveis. Ghaedi et al.**® mostraram que as RF s&o uma ferramenta poderosa para
prever a adsorcdo de azul de bromofenol por carvdo ativado obtido da arvore
Astragalus bisulcatus. O método forneceu uma boa previsdo com valor do

coeficiente de determinacéo (R?) de 0,9895.



Materiais e métodos
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Amostras

As amostras analisadas foram coletadas no periodo de 05/10/2016 a
17/10/2016 e fazem parte de um projeto de pesquisa da Embrapa Pecuéaria Sudeste
voltado a determinacdo da pegada hidrica de bovinos de corte, sob a coordenacéo
do pesquisador Dr. Julio Palhares e financiado pelo CNPq (“Pegada Hidrica dos

Produtos Carne e Leite”).

Foram utilizados 52 animais machos da raca Nelore (Bos taurus
indicus) ndo castrados nascidos no ano de 2014, que apds alcancarem a idade de
15 meses foram divididos em dois grupos e submetidos a dois tipos de dietas: (1)
uma dieta convencional, com alto teor de graos (silagem de milho e farelo de soja),
considerado grupo testemunha, e o outro, (2) uma dieta com substituicdo total do
milho e do farelo de soja por subprodutos (polpa citrica e farelo de amendoim). O
experimento durou 105 dias, dos quais 15 dias foram necessarios para a adaptacao

dos animais as instalacdes e as dietas.

ApGs o abate foram coletadas as amostras de muasculo (Longissimus
dorsi), localizado entre a 122 e 132 costela do animal. As amostras de fezes foram
coletadas duas semanas antes do abate dos animais e para o rimen, foi coletada
uma fracéo sélida e liquida cerca de 15 minutos apés o abate dos animais.

Materiais de referéncia certificados (CRMs) de figado bovino (NIST
1577a) e musculo bovino (NIST 8414) foram utilizados para avaliar a exatiddo do
método de preparo empregado para as amostras de muasculo. Como ndo existe
material de referéncia certificado para amostras de fezes e liquido ruminal de
bovinos, a exatiddo do método foi avaliada através da andlise de CRMs com
caracteristicas semelhantes as amostras. Foram utilizados os CRMs de folha de
tomateiro (NIST 1573) e folha de macieira (NIST 1515).

3.2 Instrumentacéo

Todas as amostras de liquido ruminal, muasculo e fezes foram

liofilizadas (Modelo EC, MicroModulyo, New York, NY, USA) e moidas em um
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moinho criogénico (MA775, Marconi, Piracicaba, SP, Brasil) empregando nitrogénio
liquido.

Para o preparo das amostras foi utilizado um sistema de digestéo
assistido por radiacdo micro-ondas (Multiwave Go Plus, Anton Paar, Graz, Austria)

contendo rotor de 12 fracos.

As determinac¢6es dos macro (Ca, Mg, P, K, S e Na) e micronutrientes
(Fe, Mn e Zn) foram realizadas em um espectrdmetro de emissao éptica com plasma
indutivamente acoplado - ICP OES (Agilent Technologies, Modelo 5110,
Synchronous Vertical Dual View, Mulgrave, Australia) com visualizacdo simultanea,
equipado com um detector do tipo CCD e rede de difracdo do tipo Echelle, bomba
peristaltica para propulsdo dos fluidos, nebulizador concéntrico, camara de
nebulizacado ciclénica e uma tocha de quartzo com tubo injetor central de 2.0 mm de
diametro interno. O argbnio liquido foi utilizado como gas de purga e plasma
(99,999% de pureza, White Martins, Sertdozinho, SP, Brasil). As condicdes
operacionais e 0s comprimentos de onda selecionados para determinacéo dos
analitos por ICP OES nas amostras de fezes e liquido ruminal estdo apresentados
na Tabela 4. Na Tabela 5 sdo apresentados os comprimentos de onda selecionados
para determinacédo dos analitos por ICP OES nas amostras de musculo. As demais

condi¢cBes operacionais sdo as mesmas descritas na Tabela 4.

As determinag¢fes de elementos trago Co, Cu, Cr, Mo, Se e V foram
realizadas em um espectrometro de massas com plasma indutivamente acoplado -
ICP-MS (Modelo 7800, Agilent Technologies, Jap&o) equipado com cela de colisdo e
reacdo, cAmara de nebulizagdo Scott-duplo passo e tocha de quartzo. Na Tabela 6
estdo apresentadas as condicdes operacionais e as razdes massa/carga
monitoradas para leitura das amostras de fezes, liquido ruminal e musculo no ICP-
MS.
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Tabela 4. Condicdes operacionais para a determinacdo de Ca, Fe, K, Mg, Na,
P, S, Zn e Mn por ICP OES.

Parametro Instrumental Condigao operacional
Poténcia aplicada ao plasma(kW) 1,2
Fluxo de gas no plasma (L min_1) 12,0
Fluxo do gas de nebulizacéo (L min'1) 0,7 (todos analitos)
Posicéo de visualizagéo Axial e radial
Tempo de estabilizagao (s) 15
Tempo de integragéo (s) 3
Nebulizador Concéntrico
Numero de replicatas 3
Analitos Comprimentos de onda (nm)
Ca 393,366 (II)
Fe 238,204 (1)
K 769,897 (ll)
Mg 280,270 (1)
Na 588,995 (1)
P 213,618 (1)
S 181,972 (1)
Zn 213,857 (1)
Mn 257,610 (1)

(1) axial, (II) radial

Tabela 5. Comprimentos de onda empregados para analise de Ca, Fe, K, Mg,
S e Zn no musculo por ICP OES.

Analitos Comprimentos de onda (nm)
Ca 393,366 (1)
Fe 238,204 (I1)
K 766,491 (I1)
Mg 279,553 (I)
S 181,972 (1)
Zn 213,857 (Il)

(I) axial, (II) radial
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Tabela 6. Condicdes operacionais para a determinacdo de Co, Cu, Cr, Mo, Se e V
por ICP-MS.

Parametro Instrumental Condicao operacional
Poténcia aplicada ao plasma (kW) 1,55
Fluxo de gas no plasma (L min-1) 15,0
Fluxo do gas de nebulizaggo (L min_1) 0,42 (todos analitos)
Tempo de estabilizagéo (s) 20
Tempo de integracdo/massa (s) 0,3
Gas de diluicao (L min’) 0,6
Taxa de fluxo (mL min-1) 4,5
Nebulizador Micro Mist
Numero de replicatas 3
Analitos Razbes de massa/carga monitoradas
Cr 52 (He)
Mo 95 (He)
Vv 51 (He)
Co 59 (He)
Cu 63 (He)
Se 78 (He)

3.3 Reagentes e solugbes padréao

Todas as solugdes foram preparadas utilizando agua deionizada obtida
a partir do sistema de purificacdo de agua Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, EUA).
Todo material utilizado foi previamente lavado e desmineralizado em banho de acido
nitrico 10% (v v') por 24 h, com posterior lavagem com &gua deionizada e

desmineralizada e secagem em capela de fluxo laminar.

Para a digestdo das amostras foi empregado HNO3 (Synth, Diadema,
SP, Brasil) previamente purificado em um sistema de destilagdo abaixo do ponto de
ebulicdo, modelo BSB-939-IR (Berghof, Eningen, Alemanha) e H,O, 30% (m m™)
(Sigma Aldrich, Darmstadt, Alemanha). As soluc¢des utilizadas para a construcao das

curvas analiticas de calibragdo foram preparadas a partir da diluicdo de solugbes
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padrdo comercias de 1000 mg L™ de Ca, Mg, P, K, S, Na, Fe, Mn, Zn, Co, Cu, Cr,
Mo, Se e V (Fluka, Buchs, St. Gallen, Suica).

3.4 Preparo de amostras
3.4.1 Liofilizagdo e moagem

Todas as amostras de liquido ruminal (n=52), fezes (n=52) e musculo
(n=52) foram liofilizadas individualmente (Modelo EC, MicroModulyo, New York, NY,
USA) por 48 horas. Em seguida, cada amostra foi submetida a moagem criogénica
(Modelo MA775, Marconi, Piracicaba, SP, Brasil), de acordo com o seguinte
programa: 1 min de pré-congelamento e, 1 min de moagem, alternados com
intervalos de 30 s de congelamento. Por fim, as amostras foram identificadas e

armazenadas em frascos de polipropileno.

3.4.2 Procedimento de digestéo assistida por radiacdo micro-ondas

As amostras de fezes, liquido ruminal e musculo, bem como os
materiais de referéncia certificados foram digeridos em triplicata, em forno assistido
por radiagdo micro-ondas com sistema fechado. Foram utilizados 0,1 g de amostra,
6,0 mL de HNO3 7,0 mol L™ e 2,0 mL de H,O, 30% (m m™). O seguinte programa de
aguecimento foi utilizado: rampa de 20 min a 190 °C, um patamar de 20 min a 190
°C e 10 min de resfriamento. Apds o termino das digestbes, os digeridos foram
transferidos para tubos de polipropileno e avolumados para 15 mL com &gua

deionizada.

A fim de ndo ultrapassar a acidez e o teor de solidos dissolvidos
sugeridos pelo fabricante dos equipamentos, de 10% (v v') e 3% (m v},
respectivamente, para o ICP OES, e 5% (v v) e 0,1% (m v) para o ICP-MS, todas
as amostras foram diluidas duas e vinte vezes, respectivamente antes das anélises
por ICP OES e por ICP-MS.

3.5 Analise estatistica

Devido ao grande volume de resultados gerados, testes estatisticos
foram realizados para cada analito avaliado, a fim de verificar se havia diferenca

estatistica entre as dietas. Primeiramente, foi avaliada se a distribuicdo dos dados
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era normal. Neste caso o teste t de Student foi aplicado. No caso de distribuicdo néo
normal, o teste de Mann-Whitney foi realizado. Para ambos o0s testes se assumiu um
intervalo de confianca de 95%. Um valor de p < 0,05 indica que a diferenca entre as

médias é estatisticamente significativa.

O software Python versdo 3 com os pacotes Scikit-Learn, Statsmodel,
Scipy, Matplotlib e Seaborn foi utilizado para a analise de componentes principais
(PCA), analise discriminante linear (LDA) e para o algoritmo floresta randémica (RF).
Para garantir que as influéncias relativas das diferentes variaveis no modelo fossem
independentes das unidades utilizadas, os dados foram padronizados por

escalonamento automatico antes das analises.



Resultados e discussao
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Validagdo do método
4.1.1 Limite de detecc¢édo e quantificacdo

O limite de deteccdo (LOD) pode ser definido como a menor
concentracdo do analito que pode ser detectada, mas ndo necessariamente
quantificada. Ja o limite de quantificacdo (LOQ) é a menor concentracdo do analito

que pode ser quantificada, com determinada certeza estatistica.**°

Os limites de detec¢do e quantificacdo foram calculados seguindo as
recomendacdes da IUPAC.'®® O LOD foi calculado usando 3 vezes o desvio padréo
de 10 medidas consecutivas da solu¢édo do branco, dividido pelo coeficiente angular
da curva de calibracdo, ou seja, sensibilidade do método. O LOQ foi calculado
usando 10 vezes o desvio padrdo do branco dividido pelo coeficiente angular da

curva de calibragéo.

Os valores de LOD e LOQ para o procedimento proposto estdo
apresentados na Tabela 7.

Os valores de LOQ aqui obtidos sdo comparaveis aos relatados na
literatura usando técnicas espectroscOpicas para determinagdo de macro e
micronutrientes em amostras de carne. Higuera et al. ¥ determinaram Ca, Cu, Fe,
Mg, Zn, K, Na, P e S na carne de frango, bovino e ovino por ICP OES, e obtiveram
LOQ de 19, 10, 1, 2, 58 mg kg™ para Ca, Cu, Fe, Mg, Zn, respectivamente. Para K,
Na, P e S, esses valores foram de 0,001, 0,002, 0,0003 e 0,002 g kg™. Vieira et al.***
determinaram Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P, S e Zn em amostras de carne pelo ICP
OES, com LOQ de 2, 0,5, 1,5, 1,2, 0,4,0,1, 5, 4, 4 e 1 mg kg™, respectivamente.
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Tabela 7. Limites de deteccéo (LOD) e quantificacdo (LOQ) para as determinacdes
por ICP OES e ICP-MS respectivamente.

) Fragdo de massa (mg kg™)
Analito

LOD LOQ
Ca 0,4 1,3
Fe 0,5 1,7
S 15,7 52,3
Na 52 17,3
K 0,7 2,2
Mn 0,02 0,07
Mg 0,1 0,5
Zn 0,04 0,1
P 0,03 0,1
Analito Frac&o de massa (ug kg™)
LOD LOQ
\% 3,7 12,5
Cr 3,1 10,3
Co 0,08 0,3
Cu 0,9 2,9
Se 0,2 0,7
Mo 0,4 1,3

4.1.2 Linearidade e faixa dinamica linear

A linearidade refere-se a capacidade do método de gerar resultados
linearmente proporcionais a concentracdo do analito na amostra, enquadrados em
uma faixa analitica especificada. A avaliacdo da linearidade pode ser feita utilizando-
se o coeficiente de correlacdo (R) e o coeficiente de determinacdo (R?). Essa
avaliacdo deve ser feita a partir da determinacdo de, no minimo, 5 concentracdes

distintas e o critério minimo aceitavel é 0,99 para R e 0,98 para R%. **°

A faixa dindmica linear ou faixa de aplicacdo corresponde a faixa de

concentracdo que pode ser determinada com uma curva de calibracéo linear.

Os resultados das curvas analiticas estdo apresentados
resumidamente na Tabela 8. Uma boa linearidade foi estabelecida, com coeficientes
de determinacéo (R?) superiores a 0,999 para todos os analitos.



43

Tabela 8. Curvas analiticas dos analitos determinados por ICP OES e ICP-MS.

Faixa dindmica

Analitos Equacao da reta R? linear (mg L)
Ca y = 130009x + 217540  0,9993 0,01-10
Fe y = 25780x + 364,53 0,9996 0,01-5
S y = 211,7x + 43,23 0,9999 1-100
Na y = 668693x + 89006 0,9995 0,1-20
K y = 1881,8x + 12985 0,9996 0,01-100
Mn y =77917x + 956,43 0,9998 0,01-5
Mg y = 159038x + 10190 0,9991 0,01-10
Zn y = 34902x — 1,74 0,9997 0,01-10
P y =1241,9x + 20,02 0,9999 0,01-100
Analitos Equac&o da reta R? Fl?r?((a?irdl(zgnljlf)a
V y = 33529x + 323,16 0,9999 0,05-10
Cr y = 3090,9x — 114,57 0,9999 0,1-50
Co y = 17804x + 155,37 0,9998 0,05-5
Cu y = 15883x + 617,54 0,9999 0,05-50
Se y = 4,3038x — 4,9211 0,9991 0,2-10
Mo y = 8006x + 78,978 0,9999 0,05-10

4.1.3 Exatidao

A exatidao é um parametro que revela o grau de concordancia entre o
resultado experimental obtido e o valor aceito como referéncia da medida. Os quatro
principais métodos recomendados para o estudo da exatiddo sdo baseados no uso
de material de referéncia certificado (CRM), na comparacdo do método proposto
com um método de referéncia, no uso de ensaios de recuperacdo na matriz e em

estudos colaborativos.'®®

Neste trabalho, a exatiddo do método foi avaliada através da analise de
materiais de referéncia certificado de musculo bovino (NIST 8414), figado bovino
(NIST 1577a), folha de tomateiro (NIST 1573) e folha de macieira (NIST 1515). Os
CRMs NIST 1573 e NIST 1515 foram utilizados para avaliar a exatiddo do método,
pois ndo ha material de referéncia certificado de fezes e liquido ruminal de bovinos.
Foram escolhidos em fungcdo da presenca de fibras e proteinas, similares as

amostras.
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Os valores certificados e determinados para todos os CRMs estédo
apresentados nas Tabelas 9, 10, 11 e 12. O teste t (Student) ndo pareado com nivel
de confianga de 95% mostrou que ndo houve diferenca significativa entre os valores
determinados e certificados para esses analitos. As recuperac¢@es foram satisfatorias
para todos os CRMs avaliados, na faixa de 80 a 106%, podendo-se concluir que o
método proposto com determinacdo dos elementos por ICP OES e ICP-MS
apresenta boa exatiddo. As excec¢Bes foram o Fe e 0 Zn no CRM de musculo bovino,
com recuperacdo de 66 e 78% respectivamente, e o V no CRM de folha de macieira

com recuperacéo de 76%.
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Tabela 9. Comparacédo dos valores certificados e obtidos para CRM de figado bovino (NIST 1577c) determinados por ICP OES e

ICP-MS.
Analito Técnica Valor certificado (mg kg™) Valor obtido (mg kg™) Recuperacao (%)

Ca ICP OES 131 +£10 132+2 101

Fe ICP OES 197,94 + 0,64 188,47 +1,14 93
Mg ICP OES 620 + 40 687 +1 104

Mn ICP OES 10,46 + 0,47 8,46 + 0,15 81

Zn ICP OES 181,1+1,0 163,3+1,3 90

% (g/1009) % (g/100g)

K ICP OES 1,023 + 0,064 1,082 + 0,008 106

Na ICP OES 0,203 £ 0,006 0,215 £ 0,005 106

S ICP OES 0,749 £ 0,034 0,782 £ 0,009 104

P ICP OES 1,17 + 0,027 1,17 + 0,006 100

Analito Técnica Valor certificado (ug kg™)  Valor obtido (ug kg™ Recuperacao (%)

\Y ICP-MS 8,17 £ 0,66 <LOQ -

Cr ICP-MS 53+14 49+1 92

(mg kg™ (mg kg™

Co ICP-MS 0,30 £ 0,02 0,27 £ 0,04 89

Cu ICP-MS 275,2+4,6 269,8 + 6,7 98

Se ICP-MS 2,03+£0,04 1,84 +0,46 91

Mo ICP-MS 3,30+0,13 3,29+0,18 100
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Tabela 10. Comparacéo dos valores certificados e obtidos para CRM de musculo bovino (NIST 8414) determinados por ICP OES e

ICP-MS.
Analito Técnica Valor certificado (mg kg™) Valor obtido (mg kg™) Recuperacao (%)
Ca ICP OES 145 + 20 122 +20 84
Fe ICP OES 71,2+9,.2 48,1+1,0 66
Mg ICP OES 960 + 95 941+ 4 92
Mn ICP OES 0,37 £ 0,09 0,37 £ 0,02 100
Zn ICP OES 142 + 14 110+0,3 78
% (g/100g) % (g/100g)
K ICP OES 1,517 + 0,037 1,527 £ 0,004 100
Na ICP OES 0,210 + 0,008 0,189 + 0,003 90
S ICP OES 0,795 + 0,041 0,815 + 0,003 102
P ICP OES 0,836 + 0,045 0,814 + 0,002 97
Analito Técnica Valor certificado (mg kg™) Valor obtido (mg kg™) Recuperagao (%)
\Y ICP-MS 0,005 <LOQ -
Cr ICP-MS 0,071 £ 0,038 0,061 + 0,025 86
Co ICP-MS 0,007 £ 0,003 <LOQ -
Cu ICP-MS 2,84 +0,45 2,28 £0,29 80
Se ICP-MS 0,076 +£ 0,010 0,069 + 0,031 91
Mo ICP-MS 0,08 + 0,06 0,07 £ 0,04 87
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Tabela 11. Comparacdo dos valores certificados e obtidos para CRM de folha de tomateiro (NIST 1573) determinados por ICP

OES e ICP-MS.

Analito Técnica Valor certificado (mg kg™) Valor obtido (mg kg™) Recuperacao (%)

Ca ICP OES 50450 + 550 47965 + 112 95

Fe ICP OES 367,5+4,3 348,3+£2,2 95

Mg ICP OES 12000* 9543 + 187 80

Mn ICP OES 246,3+7,1 2419+23 98

Zn ICP OES 30,94 £ 0,55 27,15+£0,19 88

K ICP OES 26760 + 480 25966 + 274 97

Na ICP OES 136,1 + 3,7 130,6 £ 2,5 96

S ICP OES 9600* 9199 + 131 96

P ICP OES 2161 + 28 2102 + 39 97
Analito Técnica Valor certificado (mg kg™) Valor obtido (mg kg™) Recuperacao (%)

\% ICP-MS 0,835 £ 0,034 0,824 £ 0,010 99

Cr ICP-MS 1,988 £ 0,034 1,773 +£0,018 89

Co ICP-MS 0,577 £ 0,007 0,564 £ 0,005 99

Cu ICP-MS 4,70 £0,14 4,35 +0,33 93

Se ICP-MS 0,054 + 0,002 0,052 £ 0,007 96

Mo ICP-MS 0,46* 0,45 + 0,05 98

*valor fornecido como informacé&o adicional, ndo contém o valor da incerteza.
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Tabela 12. Comparacgéo dos valores certificados e obtidos para CRM de folha de macieira (NIST 1515) determinados por ICP OES

e ICP-MS.
Analito Técnica Valor certificado (mg kg™) Valor obtido (mg kg™) Recuperagao (%)
Ca ICP OES 15250 + 100 15203 + 397 100
Fe ICP OES 82,7+2,6 71,0+3,1 86
Mg ICP OES 2710+ 120 2580 + 34 95
Mn ICP OES 541+1,1 46,3+1,3 86
Zn ICP OES 12,45+ 0,43 10,77 £ 0,16 86
K ICP OES 16080 + 210 16410 + 391 102
Na ICP OES 24,4+21 250+1,2 103
S ICP OES 1800* 1782 £ 24,9 99
P ICP OES 1593 + 68 1608 + 157 101
Analito Técnica Valor certificado (mg kg™) Valor obtido (mg kg™) Recuperacao (%)
V ICP-MS 0,254 + 0,027 0,193 £ 0,019 76
Cr ICP-MS 0,3* 0,4 £0,07 110
Co ICP-MS 0,09* 0,09 + 0,01 97
Cu ICP-MS 5,69 +0,13 4,65 + 0,54 82
Se ICP-MS NC** - -
Mo ICP-MS 0,095 + 0,011 0,092 + 0,094 97

*valor fornecido como informacéo adicional, ndo contém o valor da incerteza *NC=n&o contém
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4.2 Aplicagédo analitica

O método proposto para digestdo assistida por radiacdo micro-

ondas das amostras de liquido ruminal, masculo e fezes de bovino otimizado foi\ [R1] Comentario: Incluir uma

referenia

aplicado em 52 amostras de bovinos da raca Nelore.

Cabe ressaltar que a dieta dos animais é baseada em vegetais
gue contém altos teores de silica. Sabe-se que o acido nitrico ndo tem poder
oxidante para decompor os 6xidos de silicio, portanto seria necessario o uso de
acido fluoridrico para obter a decomposicdo completa. No entanto, a
decomposicdo completa ndo € necessaria, sendo a digestdo assistida por
radiacdo micro-ondas com o emprego de acido nitrico e peroxido de hidrogénio
eficiente para a determinacéo dos analitos avaliados, conforme foi comprovado
pelas recuperacdes dos materiais de referéncia certificados e por estudos ja

documentados na literatura.>®

As amostras foram digeridas em triplicata, conforme procedimento
descrito no item 3.4.2. Os teores de Ca, Mg, P, K, S, Na, Fe, Mn e Zn foram
determinados por ICP OES e os teores de Co, Cu, Cr, Mo, Se e V por ICP-MS.

4.2.1 Resultados para liquido ruminal

As fracdes de massa dos macro e micronutrientes (média +
desvio padréo, n = 3) e os desvios padrao relativos (%) das amostras de liquido

ruminal determinadas por ICP OES estdo apresentados na Tabela 13.
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Tabela 13. Fracdes de massa dos macro e micronutrientes (média + desvio padrdo) e os desvios padrdo relativos (%) das

amostras de liquido ruminal determinadas por ICP OES.

Animal Embrapa

Ca (mg kg™)

Fe (mg kg™)

S (mg kg™

Na (g 100g7)

Mn (mg kg™)

Animais submetidos a dieta convencional

238
242
244
466
474
483
492
500
502
505
506
510
511
514
515
517
523
1460
1468
1476
1480
1481
1493
1500
1502

2280,4 + 17,4 (0,8)
4091,4 +232,8 (5,7)
4779,3 + 254,8 (5,3)
8723,5 +316,9 (3,6)
5957,2 + 439,8 (7,4)
4351,8 + 461,9 (11)
7995,0 + 580,8 (7,3)
2693,1+2,2 (0,1)
7758,8 + 474,6 (6,1)
2811,8 + 70,3 (2,5)
5376,9 + 54,6 (1,0)
4746,8 + 255,6 (5,4)
5247,2 + 266,5 (5,1)
5099,9 + 280,6 (5,5)
3655,8 + 120,8 (3,3)
8044,0 + 208,0 (2,6)
74740 + 483,1 (6,5)
2784,6 + 14,8 (0,5)
4716,5 + 45,8 (1,0)
4303,0 £ 79,8 (1,9)
4914,7 42,3 (0,9)
4755,9 £5,4 (0,1)
5112,2 + 65,1 (1,3)
11759,9 + 568,9 (4,8)
3777,4+ 63,4 (17)

526,9* 6,9 (1,3)
755,5 + 48,4 (6,4)
2374,2 +92,7 (3,9)
1702,4 + 98,5 (5,8)
754,6 + 68,4 (9,1)
668,8 + 77,1 (12)

653,3+ 5,4 (0,8)

4700,2 +113,9 (2,4)
3931,1 + 255,2 (6,5)
1194,3 +3,9 (0,3)
9117,2 +135,7 (1,5)

632,9 + 20,1 (5,0)

669,6 + 8,6 (1,3)
895,8 + 91,3 (10)
757,9 + 21,4 (2,8)
739,0 + 25,1 (3,4)

12756,9 + 151,1 (1,2)
1417,2 + 36,9 (2,6)

1453,0 + 9,0 (0,6)
1258,5 + 45,8 (3,6)
1028,8 +12,0 (1,2)
438,2 +29,5 (6,7)

9165,8 +249,5 (2,7)
2985,6 + 65,5 (2,2)
920,4+19,1 (2,1)

1875,6 + 130,8 (7,0)
14223+ 74,5 (5,2)
2018,8 + 10,6 (0,5)
22574 +137,1 (6,1)
2027,7 + 33,4 (1,6)
1817,2 + 115,9 (6,4)
22204 +112,0 (5,0)
1611,5 + 78,9 (4,9)
2108,7 + 32,9 (1,6)
2108,6 + 22,9 (1,1)
1812,0 + 41,0 (2,3)
2453,0 + 16,8 (0,7)
1833,0 + 129,8 (7,1)
1911,0 + 363,3 (19)
1918,8 +4,3 (0,2)
1968,1 + 54,9 (2,8)
1731,6 + 9,1 (0,5)
1788,3 + 196,0 (11)
2055,9 + 7,4 (0,4)
2205,9 + 42,7 (1,9)
2385,8 + 15,8 (0,7)
2063,0 + 23,7 (1,1)
1683,1 + 23,7 (1,4)
2013,6 + 56,6 (2,8)
2269,9 + 29,4 (1,3)

16,7 0,03 (0,2)
19,2 £0,4 (2,2)
23,0+0,8 (3,6)
22,9+0,1 (0,6)
22,2+0,6 (2,6)
21,2412 (5,5)
19,2 £0,1 (0,4)
18,0 0,3 (1,5)
26,1+ 2,0 (7.5)
18,9+ 0,4 (2,1)
22,8+0,1(0,5)
29,9+1,5 (5,0)
23,7+0,5(2,3)
19,9 +2,0 (9,9)
18,3+ 0,4 (2,0)
22,9+0,3(1,3)
20,3+0,1(0,3)
20,5+ 0,01 (0,1)
27,0+0,2 (0,6)
21,6 + 0,8 (3,6)
17,8 £0,1 (0,6)
22,8+0,8 (3,3)
19,4+ 0,2 (1,2)
26,2+1,0(3,7)
14,2 0,01 (0,1)

40,1+0,4 (1,0)
31,4%23(7,3)
48,9+1,8 (3,6)
52,1+0,3 (0,5)
456+2,1(4,7)
31,8+4,2 (13)

36,1+0,1(0,4)
37,3+0,1(0,1)
745+50 (6,7)
434+32(7,4)
59,9 + 1,7 (2,9)
54,9 + 4,6 (8,4)
455+22 (4,7)
67,0 4,9 (7,3)
56,5 + 2,5 (4,5)
51,4+ 1,4 (2,8)
139,9 0,4 (0,3)
41,7£0,8 (2,0)
37,9+0,5 (1,2)
35,0 0,6 (1,6)
38,4+0,9 (2,4)
39,0+ 35 (8,9)
41,6+09 (2,1)
54,5+ 6,0 (11)

53,5+ 0,4 (0,7)

Animais submetidos a dieta com subprodutos

239
240
246
464
468
470
479
490
491
494
499
516
520
521
1462
1464
1479
1485
1494
1495
1496
1498
1501
1503
1504

6719,6 + 25,1 (0,4)
8235,5 + 216,2 (2,6)
6061,0 + 340,2 (5,6)
10424,9 + 243,4 (2,3)
3555,0 + 554,6 (1,6)

55457 + 52,8 (1,0)
12816,0 + 714,3 (5,6)
19080,3 + 576.2 (3,0)
8288,7 + 464,2 (5,6)
11292,6 + 24,4 (0,2)
15522,0 + 611,5 (3,9)
13070,7 + 147,7 (1,1)

3052,5 + 24,6 (0,8)

5296,7 + 81,2 (1,5)
11357,5 + 963,5 (8,5)

52225+ 74,1 (1,4)

6514,4 + 48,8 (0,7)
7845,1 + 307,9 (3,9)
11236,9 + 766,7 (6,8)
5651,0 + 274,8 (4,9)
6726,3 + 863,8 (13)

6757,1 + 46,6 (0,7)
5054,5 + 230,1 (4,6)
8544,5 + 343,8 (4,0)
6659,0 + 194,8 (2,9)

17799,1 + 119,7 (0,7)
9591,2 + 533,0 (5,6)
755,3 + 60,0 (7,9)
720,1 + 29,3 (4,1)
39622,6 + 165,5 (0,4)
15009,7 + 751,3 (5,0)
3759,5 +138,5 (3,7)
9265,0 + 368,5 (4,0)
7953,3 + 42,2 (0,5)
17131,2 + 68,4 (0,4)
24941 + 265,3 (11)
3531,7 +38,2 (1,1)
712,6 + 8,8 (1,2)
629,9+17,0 (2.7)
3642,6 + 40,6 (1,1)
1621,6 + 112,4 (6,9)
29316 + 77,7 (2.7)
1188,9 + 67,8 (5,7)
9286,7 +551,9 (5,9)
731,0+13,9 (1,9)
1176,3 + 200,9 (17)
642,4 + 26,4 (4,1)
974,6 + 40,8 (4,2)
1970,6 + 120,1 (6,1)
1015,3 + 5,1 (0,5)

1488,1 + 89,5 (6,0)
1357,4 + 47,2 (3,5)
1729,7 + 1176 (6,8)
2403,6 + 1,8 (0,1)
1672,5 + 39,9 (2,4)
1529,3 + 54,6 (3,6)
2215,9 +158,9 (7,2)
1778,0 + 38,1 (2,1)
1624,7 + 23,5 (1,4)
1553,7 + 43,7 (2,8)
2162,7 +201,3 (9,3)
3041,1 98,9 (3,3)
1878,1+2,2 (0,1)
2028,0 + 337,8 (16,7)
2057,4 + 64,4 (3,1)
1825,8 +30,7 (1,7)
1764,1 + 69,0 (3,9)
21943 +2,1(0,1)
1480,3 + 212,3 (14,3)
2173,6 +27,1 (1,2)
2062,1 + 151,9 (7,4)
2035,4 + 48,4 (2,4)
2228,9 + 255,3 (11,5)
2049,3 + 76,3 (3,7)
22447 +148,8 (6,6)

17,1£0,2 (1,0)
20,9 +0,3 (1,6)
18,4+ 1,1 (6,2)
23,9+0,2 (0,9)
13,4+ 0,1 (0,9)
20,9+0,1(0,5)
17,8 £0,7 (4,1)
238+1,1(4,5)
21,8+0,1(0,2)
232+0,1(0,2)
21,5+2,1(9,8)
20,5 + 0,001 (0,01)
25,1+0,2 (0,9)
20,6 +0,7 (3,3)
21,9+0,1(0,4)
18,8 +0,02 (0,1)
18,9 0,3 (1,5)
22,8+1,0 (4,6)
20,2 +19,1 (0,8)
19,1+0,1(0,8)
19,6 + 1,9 (10)
23,3+0,8 (3,6)
16,0 + 0,8 (4,9)
22,7409 (4,1)
15,7 0,2 (1,0)

63,9+0,2 (0,3)
61,4 +5,9 (9,6)
57,8+3,5 (6,1)
59,9 + 3,7 (6,2)
106,8 + 6,4 (6,0)
53,3+0,5 (1,0)
71,5+ 11,8 (16)
89,0+7,9 (8,9)
62,5+ 1,5 (2,5)
59,0 +0,3 (0,5)
87,3+ 17,1 (20)
65,8 +2,0 (3,1)
40,5+0,8 (2,1)
455+ 1,3 (2,9)
63,4+1,1(1,7)
45,4+0,1(0,3)
61,6 0,02 (0,03)
45,6 +2,1(4,7)
445+3,6 (8,1)
49,0+ 0,5 (1,0)
54,9+7,1(13)
56,7 1,5 (2,6)
53,8 2,3 (4,3)
83,8 3,6 (4,3)
47,0+0,6 (1,2)




Tabela 13. Fracdes de massa dos macro e micronutrientes (média + desvio padrdo) e os desvios padrdo relativos

(%) das amostras de liquido ruminal determinadas por ICP OES (continuacao).

Animal Embrapa K (g 100g™7) Mg (g 100g7) Zn (mg kg ™) P (g 100g™)
238 8,6 +0,02(0,2) 0,5+ 0,004 (0,7) 67,9+0,1 (0,2) 6,2+ 0,01 (0,2)
242 55+0,3 (4,8) 0,2 + 0,005 (2,9) 59,3+ 1,4 (2,3) 72+02(3,1)
244 7,7+0,3(4,1) 0,4+0,01 (3,3) 62,5+2,0(3,2) 8,7+0,3(3,4)
_ 466 6,4+ 0,05 (0,7) 0.4+ 0,03 (6.5) 78,0+ 0.8 (L,0) 9,5+ 0,02 (0,3)
E 474 6,3+0,2 (3,3) 0.3+ 0,02 (5.8) 75.7 + 3.8 (5.0) 87+0,5 (6,2)
S 483 57+0,1(2.3) 0.2+ 0,02 (7.8) 50,8 + 4.8 (9.4) 6,8+ 0,6 (8,5)
° 492 5.1+0,07 (1,4) 0,3 +0,001 (0,3) 46,4+ 0.7 (1,6) 7:5+0,1(L0)
g 500 74+0,1(L8) 0,4 £ 0,005 (1,3) 63,0+ 0.8 (1.3) 6,7 +0,05 (0,7)
g 502 9.6+ 0.6 (6.2) 0,5+ 0,04 (7,1) 90,9+ 6.2 (6.9) 13,8+ 0,9 (6.8)
° 505 7.5+ 0,1 (L5) 0,5+ 0,02 (3,3) 59,9 + 1.0 (1.6) 6,5+ 0,1 (14)
B 506 9,0 £ 0,09 (1,0) 0,6 + 0,002 (0,4) 86,5+0.5 (0.6) 7,9+ 0,04 (0,5)
5 510 12,3+ 0,08 (0,6) 0,7 + 0,04 (5,2) 59.5 + 3.3 (5.5) 9,9+ 0,5 (5,4)
© 511 85+0,2 (1,9) 0,5+ 0,01 (2,2) 73.5+0.6 (0.8) 9.0+0,1(L6)
S 514 10,8+ 0,7 (7,0) 0.5+ 0,04 (8,6) 79,8+ 5.2 (6,5) 9,2+1,0 (10)
2 515 77402 (2,9) 0,6 + 0,02 (2,5) 80,1+ 1.9 (2.4) 8,0+0,1(L1)
e 517 6:8+01(L7) 0,3 + 0,008 (2,6) 72,922 (3,0) 8102 (23)
] 523 8,7 +0,01 (0,1) 0.5+ 0,001 (0,1) 85.9+ 6.3 (7.3) 830,01 (0,1)
@ 1460 6.6 + 0,02 (0.3) 0,4 £ 0,0003 (0,1) 72,6+ 1.5 (2,0) 77+0,1(13)
2 1468 6.7 +0,00 (1,3) 0,3 +0,002 (0,8) 54.0+ 04 (0.7) 7.9+0,1(0,7)
£ 1476 7,1+02(3,4) 0,3+ 0,01 (3,6) 64,8+ 2.2 (3,4) 7.3+02(2,1)
E 1480 4,9+ 0,04 (0,8) 0,3 0,004 (1,3) 67,0 + 0,004 (0,01) 6.7+0,1(L3)
1481 6,9+0,2 (3,4) 0,2+ 0,01 (5,4) 53,8+ 2,0 (3,8) 7.9+0,3(3,2)
1493 6,6+ 0,09 (1,4) 0,3 + 0,004 (1,4) 73,0+ 1,0 (L.4) 7.3+0,1(L4)
1500 7.8+0,2 (2,9) 0.4 + 0,004 (1,0) 61.0+3.3 (5.4) 9.8+0,3(3.3)
1502 7,6+ 0,03 (0,3) 0.8 + 0,002 (0.2) 95.4+0.1 (0.1) 7,0+0,01 (0,1)
239 6,9+0,01 (0,1) 0,9£0,01 (L,1) 92,4+ 1,4 (1,6) 8,9+0,1(L0)
240 6,7 0,00 (1,4) 0,4 0,002 (0,5) 72,3+ 1,1 (1,6) 75%0,1(1,2)
246 7,9+ 0,4 (5,6) 0,8 + 0,04 (5,7) 91.9+50 (5.4) 8.1+0,5 (5.7)
4 464 9.8+0,1(L1) 0,5 + 0,005 (1,0) 879+ 1,1 (L.3) 10,2 +0,1 (1,0)
5 468 7,6 + 0,04 (0,6) 0.9 + 0,004 (0.4) 99,821 (2,1) 11,1+0,1 (0,6)
3 470 6,2+ 0,03 (0,6) 0,3 0,001 (0,3) 54,4+ 0.4 (0.7) 7,2+0,01 (0.1)
5 479 6,5+0,2 (3,4) 0,4+ 0,01 (3,4) 63.4+1,0 (L5) 75+0,3 (4,3)
3 490 7,8+0,2(2,9) 0,5+ 0,02 (4,0) 67,0+ 2,0 (3,0) 9,4+0,4(4,2)
2 491 7,740,02 (0,2) 0,5 + 0,003 (0,5) 83.8+0.7 (0.9) 9,2 + 0,04 (0,4)
s 494 6,3+ 0,04 (0,6) 0,4 + 0,004 (1,0) 76,4 0,2 (0,2) 10,7+0,1 (0.5)
< 499 87+0,7 (7.9) 0,6 + 0,05 (9,4) 105,7 + 7,6 (7.2) 12,5+ 1,4 (11)
3 516 82+0,03 (0,3) 0,7 £ 0,004 (0,5) 80,2 0,7 (0,8) 9,8+ 0,03 (0,3)
s 520 9.1+0,01(0,1) 0.3+ 0,003 (0.7) 70,2+ 0.3 (0.5) 9.1+0,01 (0.1)
it 521 73+02(2,1) 0,5+ 0,01 (3,0) 81,7£22(2,7) 73+02(32)
S 1462 9.6+ 0,1 (L6) 0,5+ 0,007 (1,3) 747+ 08 (L.0) 13,0£0,1 (0,7)
= 1464 7,6 £ 0,05 (0,6) 0,4 + 0,0004 (0,1) 56,5+ 0.3 (0.6) 7,6 + 0,0005 (0,01)
£ 1479 6,9 + 0,06 (0,9) 0,5 + 0,006 (1,3) 63.7+0.7 (L.0) 81+0,1(L2)
S 1485 92+0,5 (52) 040,02 (5,8) 71.9+3,1 (4.3) 9.3+0,5 (5,0)
@ 1494 6.8+0.5 (6.9) 0.4+0,03 (7,7) 56,5 + 3.7 (6.6) 10,5+ 0,7 (6,3)
2 1495 7,2£0,05 (0,7) 0,6+ 0,04 (7.,3) 83.1+ 44 (5.3) 9,1+0,1(0,9)
£ 1496 5.8+ 0,8 (14) 0,4 £ 0,05 (12) 61,7+ 6,5 (11) 8,1+0,9 (11)
g 1498 8,8+0,1(L7) 0,8+0,02 (3,1) 92,5+ 2,4 (2,5) 10,4+ 0,3 (2,6)
1501 6,9 +0,8 (12) 0,6 + 0,03 (4,4) 79,1+2,9(3,7) 8,0+0,4(4,9)
1503 7,503 (3,6) 0,6 +0,02 (4,0) 70,9 2,8 (3,9) 10,6+ 0,4 (3,7)
1504 5,9 + 0,06 (1,0) 0,4 + 0,002 (0,6) 75.7+1.7 (2.2) 7801 (L3)
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Para o Ca foram observadas frag6es de massa média de 5328 mg
kg™ para os animais submetidos & dieta convencional e 9701 mg kg™ para os
animais submetidos a dieta com subprodutos. Como as amostras
apresentaram distribuicdo ndo normal, o teste de Mann-Whitney foi realizado
(W = 100, p-valor = 5,68 10®), indicando que a fracdo de massa de Ca é

significativamente diferente entre os grupos.

Para o P, as médias foram de 8144 mg kg™ e 9236 mg kg™,
respectivamente. De acordo com teste de Mann-Whitney (W = 162, p-valor =

0,005), os dois grupos eram significativamente diferentes.

Para o Fe foram obtidas média de 2459 mg kg™ para animais
submetidos & dieta convencional e média de 6166 mg kg™ para amostras de
animais submetidos & dieta com subprodutos. O teste de Mann-Whitney
revelou que os grupos eram significativamente diferentes (W= 197, p-valor =
0,03).

O Mn apresentou fragdo de massa média de 50 mg kg™ e 61 mg

1 em amostras de liquido ruminal de animais submetidos a dieta

kg
convencional e por subprodutos, respectivamente. O teste de Mann-Whitney foi
realizado (W = 139, p-valor = 0,001) e indicou que 0S grupos sao

significativamente diferentes.

Para o K foram obtidas médias de 7535 mg kg™ para animais
submetidos & dieta convencional e média de 7490 mg kg™ para amostras de
animais submetidos a dieta com subprodutos. O teste de Mann-Whitney
revelou que os grupos eram significativamente diferentes (W = 127, p-valor =
5,85 10™).

Para Na foram obtidas fracbes de massa média de 210000 mg kg
! e 200000 mg kg* para animais submetidos & dieta convencional e de
subprodutos, respectivamente. O teste t (teste t = 1,07, p-valor = 0,28)
confirmou que ndo ha diferenca significativa entre os resultados dos dois
grupos. O mesmo comportamento estatistico foi observado para Zn e S. O Zn
apresentou fracdo de massa média de 69 e 76 mg kg™ e para o S as médias
foram de 1982 e 1943 mg kg™, respectivamente para os grupos submetidos a

dieta convencional e com subprodutos, os valores do p-valor foram 0,07 e 0,19.
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Os resultados para Mg nas amostras de liquido ruminal
apresentaram fragdes de massa médias de 4200 e 5400 mg kg™ para animais
submetidos a dieta convencional e com subprodutos, respectivamente. O teste
de Mann-Whitney revelou que os grupos eram significativamente diferentes (W
=170, p-valor = 0,008).

As fragbes de massa dos micronutrientes (média + desvio padrao)
e o0s desvios padrdo relativos (%) das amostras de liquido ruminal

determinados por ICP-MS estéo apresentados na Tabela 14.

Para o V foram observadas frac6es de massa média de 3,46 mg
kg™ para os animais submetidos & dieta convencional e 5,99 mg kg™ para os
animais submetidos a dieta com subprodutos. Como as amostras
apresentaram distribuicdo ndo normal, o teste de Mann-Whitney foi realizado
(W = 204, p-valor = 0,04), indicando que a fragdo de massa de V é

significativamente diferente entre os grupos.

O Cr apresentou fracdo de massa média de 13,27 mg kg™ e 19,66
mg kg? em amostras de liquido ruminal de animais submetidos a dieta
convencional e por subprodutos, respectivamente. O teste de Mann-Whitney foi
realizado (W= 179, p-valor = 0,01) e indicou que o0s grupos séo

significativamente diferentes.

Para o Co, as médias foram de 0,50 mg kg® e 0,59 mg kg™,
respectivamente. De acordo com teste de Mann-Whitney (W = 237, p-valor =
0,15), os dois grupos ndo séo significativamente diferentes. O mesmo foi
observado para Cu e Mo. O Cu apresentou fracdo de massa média de 22,77 e
24,35 mg kg e 0 Mo de 2,0 e 1,9 mg kg™, respectivamente para 0s grupos
submetidos a dieta convencional e com subprodutos, os valores do p-valor
foram 0,26 e 0,79. O Se apresentou fragcbes de massa abaixo do limite de

quantificagéo calculado.
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Tabela 14. Fracdes de massa dos micronutrientes (média = desvio padrdo) e os desvios padrdo relativos (%) das amostras de
liguido ruminal determinadas por ICP-MS.

Animal Embrapa V (mg kg™) Cr (mg kg™) Co (mg kg™) Cu (mg kg™ Se (ug kg™) Mo (mg kg™)
238 1,4+ 0,08 (5,3) 3.2+0,03 (1,0) 0,2 % 0,001 (0,5) 22,7+0,1 (0,3) <LOQ 1,7 0,03 (2,0)
242 22402 (7,3) 2,4+0,09 (3,8) 0,4 + 0,05 (10,0) 16,5 0.7 (4,0) <L0Q 15+ 0,04 (2,8)
244 6,5+ 0,3 (4.4) 82+0,3(3,8) 0,8 +0,04 (5,2) 18,9+ 0.9 (4.9) <L0Q 1,3+ 0,1 (10,0)
_ 466 3,4+ 0,05 (1,6) 75,9 + 10,7 (14,0) 0,9 + 0,04 (4.8) 23,1+0/4 (16) <L0Q 3,3+0,1(4,4)
g 474 3,3+0,3(8,4) 6,4+ 0,3 (5,1) 0.7 +0,02 (2,9) 19,4+ 0.4 (1.9) <L0Q 1,7+0,04 (2,7)
S 483 2,1+0,2 (9.8) 6,0+0,7 (11,0) 0,5+ 0,08 (14,0) 15.1+0.9 (5.8) <LOQ 1,1+ 0,07 (6.8)
8 492 2,6 0,02 (0,8) 47+0,1(2,1) 0,4 + 0,02 (6,0) 145+03 (1.9) <L0Q 23+0,1(59)
2 500 1,4 + 0,06 (4,5) 3,9+0,3(8,0) 0,2+0,004 (2,1) 23.1+13 (5.6) <L0Q 1,8+0.2(87)
5 502 11,2 + 0,04 (0,4) 14.8+0,5 (3,7) 0,8+ 0,04 (5,1) 27.7+06 (2.3) <L0Q 2,4+0,08 (L1)
° 505 3,8+ 0,004 (0,1) 64,5+ 15,4 (24) 0,6 +0,01 (1,3) 23.8+0.2 (1.0) <L0Q 1,6 0,07 (4.3)
3 506 2,7+0,02 (0,7) 19,1+0,2 (1,2) 0,3+ 0,01 (3,6) 30,0+0.7 (2.2) <LOQ 3,0+0,1(33)
5 510 0.3+0,02 (6,1) 0,4+ 0,07 (17,0) 0,6 + 0,004 (0,7) 315402 (0.5) <L0Q 2,6+0,02(0,7)
© 511 2.1+0,01 (0.3) 7,9+0,2 (2,2) 0,2+0,02 (9,2) 27.1+0.7 (2.7) <L0Q 2,6+0,02 (0.7)
S 514 2,9+03(12,2) 6,4 +1,0 (16,0) 0,3+0,02 (8,3) 243+27 (11) <LOQ 1,9+0,2(8,9)
2 515 2.8+0,01 (0.3) 20,3+0,5 (2.7) 0,8 £ 0,005 (0,6) 18,9+0,2 (1,1) <L0Q 13+01(7.7)
g 517 1,9+ 0,04 (2,3) 4,7+0,3 (7,0) 0,6 +0,02 (3,6) 232+0,7 (2,9) <LoQ 150,05 (3,2)
s 523 3.2+0,03 (0,9) 9,5+ 0,9 (10,0) 0.3+0,01 (3.2) 29.6+0.2(0.7) <L0Q 2.4+ 0,06 (2,5)
a 1460 38+0,2 (63) 16,4 +1,3 (8.0) 0.3+ 0,02 (8,0) 241+ 14 (5.8) <LOQ 2.4+ 0,06 (2.5)
2 1468 52402 (3.2) 5.2+ 0,04 (0.8) 0,5 + 0,004 (0,7) 18.9+0.2 (L.1) <L0Q 1,2£0,002 (0,2)
£ 1476 3,7 0,05 (1,3) 3.5+ 0,6 (17,0) 0.6 + 0,001 (0,2) 19,5+0.3 (L.4) <LOQ 2,6 + 0,03 (1,20)
< 1480 3,5+ 0,004 (0,01) 48+0,02 (0,3) 0,3+0,02 (7,9) 23.4+01(0.2) <L0Q 2,6+0,03(L2)
1481 1,5 + 0,09 (6.0) 9.9+ 1,6 (16.0) 0.4 +0,03 (7,1) 16,0+ 0.3 (2.,0) <LOQ 32+0,1(29)
1493 2,5+0,1 (4,6) 44+0,1(32) 0,6+ 0,01 (0.8) 223+12 (55) <L0Q 1,1+0,02 (1,6)
1500 9,8+ 0,06 (0,6) 17,8+ 08 (4,7) 0.8+0,02 (2,1) 22.9+009 (3.8) <L0Q 120,05 (3.8)
1502 2.5 + 0,04 (1.6) 11.2+0.6 (5.8) 0.3+0,01 (2.4) 32,6+0.7 (2.2) <L0Q 2.6+ 0,03 (1.3)
239 2,9+0,1(3,0) 55+ 0,04 (0,8) 040,03 (6,1) 37,120,7 (1,9) <10Q 2,0£0,1(52)
240 2.8+0,1(4,0) 6,3+0,3 (4,2) 0,3 £ 0,003 (0,9) 23.0+06 (2,7) <LOQ 1,6 + 0,03 (2,0)
246 2,3+0,3 (12,0) 87+0,8 (8,8) 0.4 % 0,004 (1,0) 32,0+ 2.6 (8.0) <L0Q 2,4+02 (7,4)
8 464 2.1+0,07 (3.4) 8,5+ 1,2 (14,0) 0,3+0,02 (6,8) 27.7+0,2 (0.9) <LOQ 1,8+0,03 (1,9)
5 468 12.3+0,2 (1,3) 40,4 + 6,1 (15,0) 0,9 £ 0,002 (0,2) 25.8+0.1(0.2) <L0Q 1,9+ 0,03 (L5)
3 470 3,9+0,2(4,9) 8,9+ 0,6 (6,5) 0,5+ 0,01 (L6) 151+03 (2,1) <L0Q 0.9 + 0,05 (6.0)
5 479 12,0+ 0,5 (3,9) 19,7+0,3 (1,3) 0.9+ 0,05 (6.1) 22.0+04 (2.0) <L0Q 1,3+ 0,06 (4.8)
> 490 29.4+1.1 (3.9) 52,6+ 2,3 (4.4) 1,7+ 0,06 (3.8) 27.6+1.1 (3.9) <L0Q 22+0,1(59)
2 491 2,5+ 0,0001 (0,01) 12,6 +0.2 (1.9) 0.4+ 0,01 (3.6) 27.7+0.6 (2.0) <L0Q 2.1+0,1(6.6)
s 494 52+0,1(2,4) 75+02(2,1) 0,6 +0,02 (3,9) 19,4 0,01 (0,03) <L0Q 1,1£0,06 (5,6)
< 499 8,1+0,9 (11) 39,8+ 0,6 (1,5) 0.7 + 0,04 (5.5) 32,4+ 2,4 (7.4) <L0Q 3,1+0,2 (5.6)
3 516 11,6 + 0,05 (0,5) 257+ 0.5 (L9) 0.6 + 0,06 (9.3) 27,5402 (0,9) <LOQ 23+0,02 (1,1)
s 520 2,2+ 0,04 (1,9) 1255+0.2 (1.3) 0.4 +0,02 (6,1) 25.9+03 (L1) <L0Q 0,9 + 0,00001 (0,001)
o 521 1.7+ 006 (3.3) 57+0,2(2,9) 0.3+ 0,03 (9.4) 26,3+ 13 (4.8) <LOQ 2:3+0,03 (1,4)
S 1462 10,5+0,2 (2.2) 53+ 0,03 (0,7) 0.9 + 0,05 (4.8) 27.5+0.1 (0.5) <L0Q 1,3+0,02 (1,6)
= 1464 4,3+0,02 (0,4) 12,2+0,7 (6,1) 0,6 + 0,02 (2,5) 19,2 +0,7 (3,8) <LOQ 1,2 0,01 (0,4)
£ 1479 8,2+0,6 (7.7) 10,1+ 0,8 (8.0) 0.8+ 0,03 (3.6) 19.8+05 (2.3) <L0Q 1,1+0,03 (3.0)
E 1485 3,9+0,2(4,5) 9,9+0,2(2,2) 0,7 +0,01 (1,6) 20.8+0.2 (L1) <LOQ 2,5+0,1 (4,4)
@ 1494 24402 (7.2) 153+1,5(9,7) 0,5+ 0,06 (13,0) 12,1+ 1,2 (9.5) <L0Q 1,1£0,09 (7,9)
3 1495 2,7+0,1(4,8) 21,9+ 04 (1,8) 0,4+0,03(7,1) 29,0+ 0,5 (1,6) <L0Q 2.4+0,05 (2,2)
E 1496 2,8+ 0,08 (2,9) 134,0+ 12,7 (9,5) 0,7 + 0,09 (13,0) 251+13 (5.3) <L0Q 4,6+ 0,4 (7,9)
g 1498 1.9+ 0,07 (3.4) 7.1+0,9 (12,0) 0,3+ 0,03 (8,3) 26,1+ 1.1 (4.0) <L0Q 2,0£0,02 (1,0)
1501 2,8+0,1(4,8) 5.8+ 0,4 (6,7) 0.3+ 0,01 (4.0) 19.0+ 1.0 (5.4) <L0Q 1,90 + 0,04 (2,0)
1503 6,1+ 0.2 (4,0) 59+0.4(7,3) 0,6 +0,02 (3,3) 19,0 £ 1,0 (5,4) <L0Q 1,1+0,1(10,2)
15 3,3+0,04 (1,2) 9.5+0,3 (2,9) 0.4 +0,03 (7.9) 23.6 0.5 (2.0) <L0Q 1,8+ 0,03 (L5)
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4.2.2 Resultados para musculo

As fracdes de massa dos macro e micronutrientes (média +
desvio padrédo) e os desvios padréo relativos (%) das amostras de musculo
determinadas por ICP OES estdo apresentados na Tabela 15. Como
mencionado no item 5.2., o teste t de Student e o teste de Mann-Whitney foram

realizados para verificar se a havia diferenca estatistica entre as dietas.

Para o Ca foram observadas fracdes de massa média de 130 mg
kg® para os animais submetidos a dieta convencional e 144 mg kg™ para os
animais submetidos a dieta com subprodutos. Como as amostras
apresentaram distribuicdo ndo normal, o teste de Mann-Whitney foi realizado
(W = 278, p-valor = 0,14), indicando que a fracdo de massa de Ca nao é
significativamente diferente entre os grupos.

Para o P, as médias foram de 9775 mg kg* e 9611 mg kg™,
respectivamente. De acordo com o teste t (teste t = 0,91, p-valor = 0,36), 0s
dois grupos ndo eram significativamente diferentes. Para o Fe foram obtidas
média de 36 mg kg™ para animais submetidos & dieta convencional e média de
35 mg kg™ para amostras de animais submetidos a dieta com subprodutos. O
teste de Mann-Whitney revelou que os grupos ndo eram significativamente
diferentes (W= 325, p-valor = 0,41).

O K apresentou fracdo de massa média de 18100 mg kg™ para
animais submetidos & dieta convencional e massa média de 17600 mg kg™
para amostras de animais submetidos a dieta com subprodutos. O teste t
revelou que os grupos eram significativamente diferentes (teste t = 2,51, p-valor
=0,01).

Para o Na foram obtidas fracdes de massa média de 2001 mg kg™
e 1891 mg kgt para animais submetidos & dieta convencional e de
subprodutos, respectivamente. O teste t (teste t = 1,44, p-valor = 0,16)
confirmou que ndo ha diferenca significativa entre os resultados dos dois
grupos. O mesmo comportamento estatistico foi observado para Zne S. O Zn
apresentou fracdo de massa média de 114 e 117 mg kg™ e o S fracéo de

massa média de 8476 e 8299 mg kg’, respectivamente para 0s grupos
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submetidos a dieta convencional e com subprodutos, os valores de p foram
0,47 e 0,08.

Os resultados para Mg nas amostras de liquido ruminal
apresentaram fracoes de massa médias de 1241 e 1230 mg kg™ para animais
submetidos a dieta convencional e com subprodutos, respectivamente. O teste
de Mann-Whitney revelou que 0s grupos néo eram significativamente diferentes
(W = 328, p-valor = 0,43).

As fragBes de massa dos micronutrientes (média + desvio padrao)
e os desvios padrao relativos (%) das amostras de musculo determinados por

ICP-MS estéo apresentados na Tabela 16.

O Cu apresentou fracdo de massa média de 0,59 mg kg™ e 0,61
mg kg™ para os animais submetidos & dieta convencional e por subprodutos,
respectivamente. O teste de Mann-Whitney foi realizado (W = 304, p-valor =
0,27) e indicou que os grupos ndo séo significativamente diferentes. O Mn, V,
Cr, Co, Se e Mo apresentaram fragbes de massa abaixo dos limites de

guantificagdo calculados.
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Tabela 15. Fracbes de massa dos macro e micronutrientes (média + desvio padrdo) e os desvios padrdo relativos (%) das
amostras de musculo determinadas por ICP OES.

Animal Embrapa Ca(mg kg™) Fe (mg kg™) S (g 100g™7) Na (g 100g7) Mn (mg kg™)

238 140,1+ 13,5 (9,6) 26,3+ 0,7 (1,6) 0,9 = 0,006 (0,6) 0,2 + 0,005 (2,3) <L0Q

242 155,5 £ 5,4 (3,5) 29,0 0,9 (3,4) 0,8 + 0,008 (1,0) 0.2 + 0,001 (0.3) <L0Q

244 108,0 + 8.7 (8.0) 40,0+ 1,7 (4,3) 0,8+0,01 (1,7) 0.2 + 0,005 (1.9) <L0Q
_ 466 87,0 £ 4,2 (4,9) 39,5+ 15 (3.8) 0.9+ 0,01 (1.7) 0.2 + 0,006 (3,5) <L0Q
g 474 139,4 + 2,0 (1,4) 26,7+0.1 (0.4) 0,8 £ 0,006 (0,7) 0.2 + 0,004 (1.8) <L0Q
S 483 117,5+ 26,8 (22,8) 494+ 1,4 (2,8) 0,9 + 0,003 (0,3) 0.2 +0,001 (0,3) <L0Q
e 492 61,9 +5,3 (8,5) 34,4+ 0,6 (1,6) 0,8+0,01 (1,2) 0.2 +0,001 (0.7) <L0Q
2 500 137,7+0,6 (0,4) 46,0+ 1,0 (2,3) 0,9 + 0,008 (1,0) 0.2 + 0,006 (2,9) <L0Q
5 502 160.1+ 4.0 (2.5) 31508 (2.6) 0.8 + 0,006 (0.8) 0.2 +0,003 (1.7) <L0Q
° 505 202,6 + 44,3 (31,8) 434+12(2,8) 0.8 + 0,008 (0,9) 0,2 + 0,0002 (0,08) <L0Q
3 506 102,6 + 8,2 (8,0) 33,8+ 1,5 (4,6) 0,9 + 0,002 (0,2) 0,2 + 0,001 (0.6) <L0Q
5 510 1495 + 23.2 (15,5) 44,8 + 0,001 (0,001) 0,8+0,01 (1,7) 0.2 + 0,006 (2.8) <L0Q
© 511 53,5+ 1,9 (3,6) 41,8+0,9 (2,1) 0,9 £ 0,003 (0,3) 0.2 + 0,008 (4.7) <L0Q
g 514 142,3 £ 20,0 (14,0) 30,6+ 0,3 (1,0) 0,9 + 0,006 (0,6) 0.2 + 0,003 (2,1) <L0Q
g 515 1349+ 1.7 (1.3) 27.5+0.8 (3.0) 0.8 + 0,005 (0.6) 0.2 + 0,008 (3.7) <L0Q
£ 517 135,8+ 2,7 (2,0) 40,3+0.8 (1,9) 0,8+0,01 (1,6) 0,3 + 0,008 (3,0) <L0Q
s 523 97,3+2,3 (2,4) 22:6+0.5 (2.3) 0,8 £ 0,004 (0,5) 0.2 + 0,005 (3,0) <L0Q
@ 1460 123,089 (7,3) 32,9409 (3.1) 0.8 + 0,007 (0.8) 0.2 + 0,003 (1,5) <L0Q
2 1468 192,9 + 35.4 (18,3) 43.3%0.6 (1,5) 0,9 + 0,008 (0,9) 0.2 + 0,000 (0.1) <L0Q
£ 1476 88,8 + 0,06 (0,07) 39,6 +0.1 (0.4) 0.8 = 0,005 (0,6) 0,2 + 0,000 (0,09) <L0Q
< 1480 122,.8+3,9 (3.2) 26,4+ 2.4 (9.0) 0,9 % 0,009 (1,0) 0,1+ 0,004 (2,7) <L0Q

1481 1035+ 22,8 (22,1) 28,6 + 3,1 (10,9) 0,9+0,01 (1,5) 0.1+ 0,008 (5.3) <L0Q

1493 1059 + 1,4 (1,4) 30,9+ 1,0 (3.4) 0,9 £ 0,005 (0,5) 0.2 + 0,002 (0.8) <L0Q

1500 219,3 + 34,0 (15,5) 412+ 1.6 (4,0) 0.8+ 0,009 (1,1) 0.2 + 0,005 (2.4) <L0Q

1502 185,6 + 17,6 (9,5) 21.3+0.8 (4.0) 0.8 + 0,002 (0.3) 0.2 + 0,004 (2.4) <L0Q

239 111,4+ 14,8 (13.3) 25,8 0,6 (2,4) 0,8+0,01 (L,1) 0,2£0,002 (1,2) <100

240 247,3 + 35,0 (14.1) 25202 (0.7) 0,8 £ 0,008 (1,0) 0.2 +0,003 (2,2) <L0Q

246 1425+ 8.9 (6,3) 25.9+ 04 (L4) 0.9 % 0,004 (0.4) 0.1+ 0,003 (1,9) <L0Q
8 464 1555 + 7,2 (4.6) 26,9+ 7,1 (26,3) 0,8 +0,03 (4,1) 0.2 + 0,007 (4.5) <L0Q
g 468 160,6 + 26,2 (16,3) 47,9+2.7 (5.,6) 0,8+0,01 (1,3) 0.2 + 0,001 (0.3) <L0Q
3 470 197,0 + 20,3 (10,3) 480+11(2,3) 0,8 £ 0,003 (0,4) 0.2 + 0,006 (2,9) <L0Q
5 479 202,6 + 14,6 (7,2) 50,4+ 0.2 (0.5) 0.7 + 0,003 (0.4) 0.2 + 0,001 (0.4) <L0Q
2 490 125,1+ 19,2 (15,4) 36,7 +2,5(6,8) 0,8 +£0,01 (1,3) 0,2 + 0,005 (2,7) <LOQ
2 491 100,8 + 0.4 (0,3) 28.2+0.6 (2,1) 0,9 £ 0,009 (1,0) 0.2 + 0,002 (1,5) <L0Q
s 494 100,1 + 31,4 (31,4) 34,908 (2,2) 0,8+ 0,009 (1,1) 0.2 + 0,002 (0.,9) <L0Q
e 499 1101+ 11.8 (10.7) 31,0 +3,0(9.9) 0.9 + 0,006 (0,7) 0.2 + 0,007 (4.0) <L0Q
o 516 1267 + 4.4 (35) 40,4+ 3,0 (7.3) 0.8+ 0,002 (0.2) 0.2 0,003 (1.4) <L0Q
s 520 1523+ 2.3 (15) 42.8+0,9 (2,1) 0.8 + 0,003 (0,4) 0.2 + 0,004 (1.6) <L0Q
© 521 116,3+ 6,9 (5.9) 243+13 (5.2) 0,9 +0,02 (1,8) 0.2 +0,002 (1.2) <L0Q
S 1462 138,0+ 09 (0.7) 375+ 15 (4.1) 0.8+0,01 (14) 0.2 +0,004 (2,1) <L0Q
= 1464 107.3+ 7,5 (7.0) 30,8+ 0.4 (1.2) 0,8 £ 0,006 (0,7) 0.2 + 0,000 (0,2) <L0Q
£ 1479 253,0+1,3(0,5) 47.2+12 (2.6) 0,8+0,01 (1,5) 0.2 + 0,001 (0.3) <L0Q
= 1485 1485+ 5,7 (3.8) 32,5+ 1,6 (4,9) 0,8+0,01 (1,3) 0.2 + 0,002 (0.9) <L0Q
2 1494 1317+ 47 (33) 36,1+ 4,8 (13,3) 0.9+0,01 (1.2) 0,2+0,01 (5,9) <L0Q
3 1495 1103+ 4.2 (3.8) 25,4+0,3 (1,3) 0,9+ 0,01 (1,5) 0,2 + 0,003 (1,8) <L0Q
E 1496 1221+ 28,4 (23,3) 20,1 2,6 (12,9) 0,9 £ 0,007 (0,8) 0.2 + 0,007 (4.2) <L0Q
Z 1498 1439+ 4.2 (2,9) 43.0+0,9 (2,2) 0,9 % 0,002 (0,3) 0.2 + 0,001 (0.8) <L0Q

1501 187.7+ 4.4 (2.3) 485+ 1.8 (3.8) 0.8 + 0,007 (0,9) 0.2 +0,004 (2,1) <L0Q

1503 79,8 +5,1(6,5) 49,8 0,6 (1,2) 0,8 £ 0,008 (1,0) 0,2 £ 0,005 (2,3) <LOQ

1504 1558 + 9,4 (6,1) 37.8+0.6 (L5) 0.9 * 0,006 (0.7) 0.2 + 0,005 (2.4) <L00Q




[Tabela 15.\ FracBes de massa dos macro e micronutrientes (média + desvio padrdo) e os desvios padrdo

relativos (%) das amostras de musculo determinadas por ICP OES (continuacao).

Animal Embrapa K (g 100g™7) Mg (mg kg™) Zn (mg kg ™) P (g 100g™)
238 17+0,2 (L,1) 1130,4 + 4,3 (0.4) 122,60, (0,1) 0,9 % 0,007 (0,8)
242 1,9+0,04 (2,3) 1443,9 £ 48,6 (3,4) 109,4 £ 2,9 (2,6) 1,1+0,02 (17)
244 1.8+0,02 (L.1) 1586,4 + 5,9 (0,4) 1157+ 0.2 (0.2) 11+001 (1.2)
B 466 1,8+0,02 (1,1) 1069,2 + 8,8 (0.8) 1142+ 1,2 (1.1) 0,9+ 0,01 (1,1)
E 474 1.8+0,01(0.7) 1394,5 + 18,5 (1,3) 96,9+ 0,6 (0,7) 0.9 + 0,01 (1.0)
S 483 1,8 +0,003 (0,2) 14353 + 8,8 (0,6) 132,2+0,2 (0,2) 1,0 + 0,004 (0,4)
° 492 1,8+ 0,000 (0,5) 1159,1 % 2,9 (0.2) 1021+ 0.9 (0.9) 1,0 + 0,006 (0.6)
g 500 1,8 +0,03 (1,5) 11604 £ 4,9 (0,4) 119,2 + 1,9 (16) 1,0+ 0,01 (1,2)
g 502 174001 (0.7) 987,0+ 7,7 (0,8) 101,202 (0.2) 0,9 + 0,008 (0,9)
° 505 1.9+ 0,03 (L5) 1140,3 + 11,8 (1,0) 1120+ 1.5 (1.4) 1,0 + 0,01 (1,0)
B 506 1,9 + 0,04 (2,0) 1230,2 £ 76,3 (6.2) 120,5 + 3,9 (3.3) 0.9 + 0,04 (4.3)
5 510 1,7 + 0,006 (0,3) 1107,6 + 4,9 (0,4) 1215+1.2 (1.0) 1,0+ 0,002 (0,2)
© 511 1,8+0,01 (0,7) 1054.4 + 1.4 (0.1) 1246+ 1.4 (11) 0.9 + 0,004 (0,5)
S 514 1,8+0,01(0,7) 1099,0 + 4,5 (0,4) 125,74 0,8 (0,7) 0,9+ 0,01 (1,4)
2 515 1,8 + 0,007 (0,4) 1297,5 + 15,8 (1,2) 1159+ 0.8 (0.7) 1,0 + + 0,003 (0,3)
e 517 1,8+ 0,05 (2,5) 1344,9 £ 124,8 (9,3) 1295 + 2,6 (2,0) 1,0+ 0,01 (1,4)
] 523 1,7 + 0,008 (0,5) 964.,6 + 4,2 (0,4) 87,7+0,9 (1,1) 0,9 + 0,005 (0,6)
@ 1460 1,8+0,02 (0,9) 1186,5 + 18,5 (1,5) 1128+ 1,4 (12) 1,0£0,01 (1,1)
2 1468 1,9+ 0,005 (0,3) 1518,9 + 15.2 (1.0) 127.8+ 1,0 (0.8) 1,0+ 0,003 (0,3)
E 1476 1,8+ 0,02 (0,9) 1522,8 4,6 (0,3) 125,2+ 0,3 (0,2) 1,1+ 0,01 (1,0)
E 1480 1.8+0,02 (L1) 990,9 + 2,9 (0,3) 1092+ 1.8 (17) 1,0+ 0,003 (0,3)
1481 1,8+0,02 (1.3) 1049,1 + 29,9 (2,9) 99,1 +3,7 (3,8) 0,9 + 0,009 (1,0)
1493 1,9+0,02 (0.8) 1471,8 + 32,3 (2.2) 1138+ 0,8 (0,7) 0,9 + 0,009 (1,0)
1500 1.8+0,02 (1,3) 1386.7 + 34.6 (2.5) 136,3 + 0,02 (0.01) 1,0+ 0,01 (1,3)
1502 1,7+ 0,03 (L.8) 987.0 + 7,7 (0.8) 90,0 + 2,3 (2,6) 0.9 +0,01 (L.5)
239 170,02 (1,4) 989,327,2(0,7) 1062 £ 2,1 (1,9) 0,90,01 (1,4)
240 1,7+ 0,02 (1,0) 1032,2 +9,7 (0,9) 86,9 + 0,4 (0,5) 0,9 + 0,008 (0,9)
246 1.8+0,01 (0.6) 1052.6 + 2.4 (0.2) 1085+ 1,7 (1,6) 0.9 + 0,007 (0.8)
4 464 1,7+ 0,05 (2.,8) 1111,4 + 28,3 (2,5) 94,6 +0,3 (0,3) 1,0+ 0,002 (0.2)
5 468 150,01 (0.9) 10535 + 17,0 (1.6) 98,021 (2,2) 0,9 £ 0,008 (0,9)
3 470 1,7 +0,002 (0,1) 12491 £ 24,8 (2,0) 1,37,4 % 2,0 (1,4) 1,0 + 0,007 (0.7)
5 479 1.8+ 0,009 (0.5) 14352 + 18.4 (1.3) 1425+ 1,1 (0.8) 1,1+ 0,008 (0.8)
2 490 1,8+ 0,01 (0,6) 1612.7 + 410 (2.5) 1277+ 1.8 (1.4) 1.1+ 0,008 (0.8)
2 491 1,7+ 0,01 (0.8) 1026,2 + 1,0 (0,1) 1123+ 08 (0.7) 0.9 + 0,004 (0,5)
s 494 1,8+ 0,01 (0.,5) 1360,2 £ 18,1 (1,3) 111,4+0,4 (0.3) 1,0 £ 0,006 (0,6)
< 499 1.8+0,02 (0.9) 1104.0 + 17,4 (1.6) 1115+ 0.3 (0.3) 0,9+0,02 (1,7)
k] 516 1,8+ 0,01 (0.,6) 1168,2 + 7,6 (0,6) 1204+ 2,1 (17) 1,0 £ 0,003 (0,2)
s 520 1.8+ 0,01 (0.8) 1269,9 + 32,5 (2,6) 1182+ 05 (0.4) 1,0 + 0,005 (0.5)
© 521 1,8+ 0,05 (2,9) 1348,0 + 19,7 (1.5) 122,9+ 0,9 (0.8) 0,9+0,01 (1,3)
S 1462 1.8+0,02 (13) 1304.9 + 54.8 (4.2) 1240+ 2.2 (1.8) 1,0+ 0,01 (0.9)
= 1464 1,8 + 0,006 (0,3) 1476,5 + 5,7 (0,4) 1173+ 0,3 (0.,3) 0,9 £ 0,003 (0,3)
£ 1479 1,7 +0,007 (0,4) 1418,9 £ 0,9 (0,06) 140,7 + 2.7 (1.9) 1,0 + 0,000 (0,05)
S 1485 1,7 £ 0,04 (2,2) 1180,0 £ 25,1 (2,1) 121,7 + 0.4 (0.3) 1,0+ 0,01 (1.3)
@ 1494 1.8+0,04 (2.4) 11282 + 25.9 (2.3) 1163+ 5.1 (4.4) 1.0+ 0,01 (1.0)
2 1495 1,8+0,02 (1,2) 1083,2 £ 114 (1,0) 86,3+ 1,8 (2,1) 0.9+ 0,01 (1.4)
£ 1496 1,9+0,02 (1,2) 1437,7 + 8,6 (0,6) 140,8 + 1,4 (1,0) 1,0+ 0,007 (0,7)
g 1498 1,7 + 0,009 (0,5) 1095,5 +0.7 0,1) 1151+ 0.9 (0.8) 0,9 + 0,02 (0,3)
1501 1,7+ 0,01 (0,8) 1148,7 +3.7 (0.3) 130,0+ 1.8 (1.4) 1,0+ 0,001 (0,1)
1503 1,8 0,01 (0,7) 1517,5 £ 27,5 (1,8) 1405+ 1,3 (0,9) 1,0 £ 0,006 (0,6)
1504 1.7+ 0,01 (0.7) 1053.4 + 10.2 (1.0) 1033+ 1.1 (1.0) 0.9 * 0,009 (0,9)
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[R2] Comentario: Corrigir
numeragdo das tabelas

[[RB] Comentario: coorigir
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Tabela 16. Fracdes de massa dos micronutrientes (média + desvio padrdo) e os desvios padrao relativos (%) das amostras de

musculo determinadas por ICP-MS.

Animal Embrapa V (mg kg™) Cr (mg kg™) Co (mg kg™) Cu (mg kg™ Se (mg kg™) Mo (mg kg ™)

238 <L0Q <L0Q <L0Q 0,4 % 0,03 (7.6) <L0Q <L0Q

242 <L0Q <L0Q <L0Q 0,5+ 0,05 (10,7) <L0Q <L0Q

244 <L0Q <L0Q <L0Q 0,6 + 0,04 (6,0) <L0Q <L0Q

_ 466 <L0Q <L0Q <L0Q 0.7+0,1(17,1) <L0Q <L0Q
g 474 <L0Q <L0Q <L0Q 0,5+ 0,02 (3,9) <L0Q <L0Q
il 483 <LOQ <LOQ <LOQ 0,7 £ 0,06 (9,0) <LOQ <LOQ
2 492 <L0Q <L0Q <L0Q 0.4 + 0,02 (4,9) <L0Q <L0Q
g 500 <LOQ <LOQ <LOQ 1,1+ 0,07 (6,0) <LOQ <LOQ
5 502 <L0Q <L0Q <L0Q 0.7 + 0,03 (4.2) <L0Q <L0Q
° 505 <L0Q <L0Q <L0Q 0,5+ 0,01 (1,0) <L0Q <L0Q
© 506 <LOQ <LOQ <LOQ 0,6 +0,03 (4,1) <LOQ <LOQ
5 510 <L0Q <L0Q <L0Q 0,7 +0,02 (2,4) <L0Q <L0Q
: 511 <LOQ <LOQ <LOQ 0,5+ 0,04 (7,6) <LOQ <LOQ
S 514 <L0Q <L0Q <L0Q 0.4+ 0,01 (3,6) <L0Q <L0Q
2 515 <L0Q <L0Q <L0Q 0.6+ 0,01 (1,4) <L0Q <L0Q
£ 517 <L0Q <L0Q <L0Q 0.6 + 0,00 (0,4) <L0Q <L0Q
s 523 <L0Q <L0Q <L0Q 0.3+ 0,03 (7.8) <L0Q <L0Q
a 1460 <L0Q <LOQ <LOQ 0,7 0,08 (12,5) <LOQ <LOQ
2 1468 <L0Q <L0Q <L0Q 0.6 + 0,06 (10,6) <L0Q <L0Q
£ 1476 <L0Q <LOQ <LOQ 0,6+ 0,01 (1,8) <LOQ <LOQ
< 1480 <L0Q <L0Q <L0Q 0,5+ 0,03 (5,5) <L0Q <L0Q
1481 <LOQ <LOQ <LOQ 0,6 + 0,01 (1,0) <LOQ <LOQ

1493 <LOQ <LOQ <LOQ 0,6 + 0,04 (5,6) <LOQ <LOQ

1500 <L0Q <L0Q <L0Q 0,6+ 0,01 (1.8) <L0Q <L0Q

1502 <LOQ <LOQ <LOQ 0,6 + 0,00 (0,7) <LOQ <LOQ

239 <10Q <L0Q <1L0Q 0,90,1 (15,3) <10Q <10Q

240 <L0Q <LOQ <L0Q 0,6+ 0,01 (2,4) <LOQ <L0Q

246 <L0Q <L0Q <L0Q 0,6 + 0,00 (0,3) <L0Q <L0Q

3 464 <LOQ <LOQ <LOQ 0,4+0,02 (5,3) <LOQ <LOQ
5 468 <L0Q <L0Q <L0Q 0,4 £ 0,00 (0,4) <L0Q <L0Q
K 470 <LOQ <LOQ <LOQ 0,7+0,04 (5,9) <LOQ <LOQ
5 479 <L0Q <L0Q <L0Q 0.7 + 0,01 (1.5) <L0Q <L0Q
> 490 <L0Q <L0Q <L0Q 0,6 + 0,02 (4,0) <L0Q <L0Q
c 491 <LOQ <LOQ <LOQ 0,7+0,04 (5,2) <LOQ <LOQ
s 494 <L0Q <L0Q <L0Q 0.4+ 0,01 (2.6) <L0Q <L0Q
< 499 <L0Q <L0Q <L0Q 0.6 + 0,03 (4,5) <L0Q <L0Q
3 516 <L0Q <L0Q <L0Q 0,5+0,01 (2,7) <L0Q <L0Q
s 520 <L0Q <L0Q <L0Q 0.7 + 0,05 (6,9) <L0Q <L0Q
© 521 <L0Q <LOQ <L0Q 0,6 + 0,03 (4,7) <LOQ <L0Q
S 1462 <L0Q <L0Q <L0Q 0,6 + 0,05 (7,2) <L0Q <L0Q
z 1464 <L0Q <LOQ <L0Q 0,5+0,01 (2,3) <LOQ <L0Q
£ 1479 <L0Q <L0Q <L0Q 0,6 + 0,01 (1,6) <L0Q <L0Q
] 1485 <LOQ <LOQ <LOQ 0,5+ 0,00 (0,7) <LOQ <LOQ
@ 1494 <L0Q <L0Q <L0Q 0,6 + 0,03 (4.6) <L0Q <L0Q
T 1495 <LOQ <LOQ <LOQ 0,8+0,04 (4,3) <LOQ <LOQ
E 1496 <LOQ <LOQ <LOQ 0,6 + 0,04 (6,2) <LOQ <LOQ
g 1498 <L0Q <L0Q <L0Q 0,5+ 0,03 (5.8) <L0Q <L0Q
1501 <L0Q <LOQ <L0Q 0.8+0,1(12,8) <L0Q <L0Q

1503 <L0Q <L0Q <L0Q 0,6+ 0,01 (1.6) <L0Q <L0Q

15 <L0Q <L0Q <L0Q 0,6 £ 0,02 (3,4) <L0Q <L0Q
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4.2.3 Resultados das fezes

As fracdes de massa dos macro e micronutrientes (média +
desvio padrdo) e os desvios padrao relativos (%) das amostras de fezes

determinadas por ICP OES estéo apresentados na Tabela 17.

A média das fracdes de massa das amostras do grupo de animais
submetidos & dieta convencional foi de 13880 mg kg™ para o Ca, enquanto
esse valor foi de 26810 mg kg™ para o grupo de animais submetidos & dieta
com subprodutos, confirmado que sao estatisticamente diferentes pelo teste de
Mann-Whitney (p-valor = 3,27 10%°).

Os resultados para Fe alcancaram as médias de 1088 e 1726 mg

1 para amostras de animais submetidos a dieta convencional e de

kg
subprodutos, respectivamente. De acordo com o teste de Mann-Whitney os

grupos séo significativamente diferentes (W = 127, p-valor = 5,85 10™).

Para o S foram obtidas fracdes de massa média de 3497 mg kg™
e 4754 mg kg™ para animais submetidos & dieta convencional e & dieta com
subprodutos, respectivamente. O teste de Mann-Whitney revelou que os

grupos sao significativamente diferentes (W= 141, p-valor = 1,61 10%).

As fragBes de massa média do Na foram de 6112 e 3579 mg kg™
para os dois grupos, respectivamente. Os grupos foram considerados
estatisticamente diferentes (teste t = -3,47, p-valor = 0,001), com fracdo de

massa superior em amostras baseadas na dieta convencional.

Para o Mn obteve-se fracdo de massa média de 132 mg kg™ para
os animais submetidos & dieta convencional e 163 mg kg™ para o grupo de
animais submetidos a dieta com subprodutos. De acordo com o teste de Mann-
Whitney os grupos sédo significativamente diferentes (W = 122, p-valor = 4,16
107).

As fracBes de massa do K foram de 13800 e 10000 mg kg™ para
0S respectivos grupos e o teste t confirmou a diferenca significativa entre os
grupos (teste t = 4,3, p-valor = 7,88 10°), com maior fracdo de massa

apresentada para o grupo de animais submetidos a dieta convencional.
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Fracdes de massa média de 2274 e 3684 mg kg™ foram obtidas
para o Mg para os grupos avaliados. O teste t confirmou a diferenca
significativa entre os grupos (teste t = -11,74, p-valor = 5,59 10°). Para o Zn, a
média das fracdes de massa dos grupos foi de 111 e 159 mg kg?,
respectivamente, sendo estatisticamente diferentes de acordo com o teste de
Mann-Whitney (W= 30, p-valor = 9,13 109).

O P apresentou fragdes de massa média de 3893 e 7320 mg kg™
para os dois grupos avaliados e, de acordo com a avaliagdo estatistica ha

diferenca significativa entre estes (teste t = -9,40; p-valor = 1,22 10%?).

As fragfes de massa dos micronutrientes (média + desvio padrao)
e os desvios padrao relativos (%) das amostras de fezes determinadas por
ICP-MS estéo apresentados na Tabela 18.

Para o V foram observadas fracdes de massa média de 2,41 mg
kg™ para os animais submetidos a dieta convencional e 5,09 mg kg™ para os
animais submetidos a dieta com subprodutos. Como as amostras
apresentaram distribuicdo ndo normal, um teste de Mann-Whitney foi realizado
(W = 68,5, p-valor = 4,26 107), indicando que a fracdo de massa de V é

significativamente diferente entre os grupos.

O Cr apresentou fragcdes de massa média de 4,86 mg kg™ e 8,90
mg kg em amostras de fezes de animais submetidos a dieta convencional e
por subprodutos, respectivamente. O teste de Mann-Whitney foi realizado (W=

170, p-valor = 0,001) e indicou que os grupos sao significativamente diferentes.

Para o Co, as médias foram de 0,81 mg kg™ e 1,06 mg kg?,
respectivamente. De acordo com teste de Mann-Whitney (W= 152, p-valor =
0,0003), os dois grupos eram significativamente diferentes. O mesmo foi
observado para o Cu, que apresentou fracdes de massa média de 17,04 e
31,79 mg kg*, respectivamente para 0s grupos submetidos a dieta

convencional e com subprodutos, e valor de p = 0,0001.

Para o Mo foram observadas frag6es de massa média de 1,11 mg
kg™ para os animais submetidos & dieta convencional e 1,14 mg kg™ para os
animais submetidos a dieta com subprodutos. O teste de Mann-Whitney foi
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realizado (mannw = 318, p-valor = 0,36) e indicou que 0s grupos ndo sao
significativamente diferentes. O Se apresentou fragcdes de massa abaixo do

limite de quantificacéo calculado.
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Tabela 17. Frac6es de massa dos macro e micronutrientes (média + desvio padrdo) e os desvios padrao relativos (%) das
amostras de fezes determinadas por ICP OES.

Animal Embrapa

Ca (g 100g™7)

Fe (mg kg™)

S (mg kg™

Na (mg kg™)

Mn (mg kg™)

Animais submetidos a dieta convencional

238
242
244
466
474
483
492
500
502
505
506
510
511
514
515
517
523
1460
1468
1476
1480
1481
1493
1500
1502

1,4 + 0,007 (0,5)
1,4 + 0,06 (4,0)
1,2 0,05 (3,9)
1,3+ 0,06 (4,3)
1,2 0,08 (6,9)
1,5+ 0,07 (4,4)
1,3+0,02 (1,7)
1,3 0,09 (6,9)
1,6 £0,05 (3,1)
0,9 + 0,00005 (0,01)
1,4+0,03 (2,1)
1,5+ 0,01 (1,0)
1,6 + 0,06 (3,9)
1,3+ 0,06 (4,8)
1,4+0,04 (3,1)
1,4+ 0,03 (2,4)
1,3 +0,1 (10)
1,3+ 0,08 (6,1)
1,4 + 0,06 (4,5)
1,6 £ 0,02 (1,4)
1,4 +0,03 (2,0)
1,5+ 0,03 (1,8)
1,6 0,03 (1,8)
1,5+ 0,04 (2,6)
1,4 +0,03 (2,5)

999,0 + 83,7 (8,4)
1219,1 + 24,2 (2,0)
993,0 + 27,9 (2,8)
746,3 + 39,3 (5,3)
910,7 + 34,5 (3,8)
1296,2 + 26,0 (2,0)
1155,3 + 49,9 (4,3)
1045,7 + 44,8 (4,3)
811,9+ 23,5 (2,9)
1223 +11,9 (1,0)
1485,2 + 74,6 (5,0)
1180,1 + 27,4 (2,3)
1704,1 + 55,5 (3,3)
1797,1+ 61,7 (3,4)
1797,1 + 61,7 (3,4)
970,1 + 63,2 (6,5)
768,6 + 19,2 (2,5)
1001,3 + 4,9 (0,5)
795,4 + 25,6 (3,2)
1046,8 + 26,2 (2,5)
1485,4 + 39,3 (2,6)
999,7 + 35,7 (3,6)
962,6 + 8.3 (0,9)
1045,7 + 44,8 (4,3)
1489,9 + 99,5 (6,7)

2731,6 + 95,8 (3,5)
5782,4 +185,7 (3,2)
2416 8 + 41,8 (1,7)
2698,4 + 161,5 (6,0)
2700,2 + 38,7 (1,4)
2503,4 + 23,8 (0,9)
3465,6 + 63,6 (1,8)
2939,8 + 144,8 (4,9)
5242,2 + 27,4 (0,5)
4670,8 +12,9 (0,3)
2437,4+17,7 (0,7)
5651,9 + 53,8 (1,0)
5680,0 + 146,6 (2,6)
2946,8 + 125,6 (4,3)
4652,7 + 98,5 (2,1)
24332 + 60,2 (2,5)
2014,8 + 24,6 (1,2)
3702,1 £ 58,2 (1,6)
2637,9 + 32,6 (1,2)
2293,5 +40,9 (1,8)
5139,5 + 60,8 (1,2)
2385,7 + 36,7 (1,5)
2684,3 + 16,2 (0,6)
5159,0 + 26,9 (0,5)
2530,4 + 51,6 (2,0)

5231,2 + 62,0 (1,2)
2670,3 + 93,9 (3,5)
3001,4 + 93,8 (3,1)
3976,0 + 115,8 (2,9)
2121,4 +16,7 (0,8)
8461,6 + 527,9 (6,2)
11664,6 + 73,5 (0,6)
5329,2 + 36,0 (0,7)
11566,7 + 49,5 (0,4)
5950,3 + 27,9 (0,5)
3581,6 + 48,1 (1,3)
74534 + 11,1 (0,1)
2177,3+53,1 (2,4)
5787,5 + 86,1 (1,5)
9637,7 +173,1 (1,8)
14178,8 + 83,1 (0,6)
6971,6 + 720,4 (10)
7288,3 39,5 (0,5)
3576,5 + 259,2 (7,2)
3075,1 + 22,0 (0,7)
6587,3 + 52,6 (0,8)
6613,4 + 167,7 (2,5)
8330,8 + 110,2 (1,3)
32247 +27,1 (0,8)
6434,5 + 205,6 (3,2)

126,7 £ 4,2 (3,3)
140,4 + 4,3 (3,1)
112,5 £ 3,5 (3,1)
121,5+3,9 (3.2)
120,8 + 3,2 (2,6)
141,1+ 1,6 (1,1)
142,9 + 1,9 (1,3)
112,5 £ 3,5 (3,1)
135,7 1,9 (1,4)
113,2 £0,3 (0,2)
144,3 1,9 (1,3)
149,3 £ 0,7 (0,4)
132,3£3,2 (2,4)
176,4 £ 2,5 (1,4)
130,3 £ 4,3 (3,3)
124,4 2,8 (2,2)
129,0 + 3,8 (3,0)
158,7 + 1,1 (0,7)
113,8 + 4,8 (4,2)
107,3+ 1,8 (1,7)
135,8 1,1 (0,8)
118,4 + 1,4 (1,2)
143,1+ 1,2 (0,8)
144,2 £ 1,5 (1,0)
139,0 £ 3,2 (2,3)

Animais submetidos a dieta com subprodutos

239
240
246
464
468
470
479
490
491
494
499
516
520
521
1462
1464
1479
1485
1494
1495
1496
1498
1501
1503
1504

2,7£0.2(6,4)
2,1+0,2(8.3)
3,2+0,02(0,7)
2,701 (3,7)
2,240,004 (0,2)
2,6 0,2 (6,5)
3,0£01(3,7)
3,1£01(4,2)
1,9 0,05 (2,7)
2,5+ 0,04 (1,6)
2,9+0.2(7.7)
2,4+0,1(4,6)
2,1+0,04 (2,2)
2,4+0,2(9,3)
2,7 40,04 (1,6)
2,5+0,04 (1,4)
2,5+0,07 (2,9)
2,5+0,3 (11)
2,7+0,04 (1,3)
3,0+0,08 (2,7)
3,9+0,1(3,5)
3,2+0,02 (0,6)
2,1+0,04 (2,0)
2,9+ 0,04 (1,5)
3,2+0,04 (1,4)

1469,5 + 37,2 (2,5)
2039,3 49,0 (2,4)
4372,6 +81,3 (1,9)
1471,2 + 93,6 (6,4)
1786,1 + 76,2 (4,3)
1371,7 + 48,4 (3,5)
1400,3 + 46,9 (3,4)
1283,0+9,5(0,7)
1057,4 + 44,2 (4,2)
1317,4 + 32,5 (2,5)
1368,2 + 61,6 (4,5)
46451 + 289,7 (6,2)
868,4 + 3,7 (0,4)
2108,7 +27,9 (1,3)
1155,7 + 66,1 (5,7)
2608,2 + 127,9 (4,9)
1503.6 + 38,0 (2,5)
1362,1 + 63,9 (4,7)
24393 +111,0 (4,5)
1453,2 + 46,6 (3,2)
1295,6 + 23,8 (1,8)
1002,6 + 26,6 (2,7)
1432,2 + 51,4 (3,6)
1615,0 + 62,8 (3,9)
1387,9 + 59,5 (4,3)

6202,1 % 60,6 (1,0)
6990,9 + 322,0 (4,6)
4012,4 +39,9 (1,0)
3477,2 + 55,3 (1,6)
6231,9 + 223,1 (3,6)
3860,8 + 47,5 (1,2)
3603,8 + 121,0 (3,4)
3734,2 +102,7 (2,8)
5932,2 + 83,4 (1,4)
2941,5 + 55,7 (1,9)
6340,7 +108,7 (1,7)
3249,8 £9,1 (0,3)
6271,1 +128,2 (2,0)
3290,7 + 54,6 (1,7)
5547,3 + 33,6 (0,6)
3653,2 £ 15,8 (0,4)
4980,5 + 197,0 (4,0)
3202,4 + 762,5 (23,8)
6902.5 + 66,7 (1,0)
6176,4 +130,5 (2,1)
5575,8 + 113,8 (2,0)
5816, 8 + 61,3 (1,1)
2736,0 + 22,0 (0,8)
3663,2 + 46,3 (1,3)
3736,9 +35,2 (0,9)

1100,0 + 4,3 (0,4)
4529 £ 15,5 (3,4)
3842,8 +119,4 (3,1)
3178,1+172,9 (5,4)
6037,4 + 250,4 (4,1)
2949,2 + 227,3 (7,7)
34751 +147,3 (4,2)
2304,8 + 195,2 (8,5)
2588,9 + 59,2 (2,3)
4510,9 + 127,6 (2,8)
855,6 + 21,4 (2,5)
1260,2 + 71,6 (5,7)
7389,5 + 138,4 (1,9)
9046,2 + 118,0 (1,3))
1889,1 + 48,3 (2,6)
6563,2 + 253,5 (3,9)
3161,8 + 78,6 (2,5)
4628,7 + 44,7 (1,0)
6566,4 + 49,3 (0,8)
1689,8 + 19,3 (1,1)
3957,7 35,2 (0,9)
1389,7 + 21,5 (1,5)
3557,8 + 87,6 (2,5)
4345,9 + 64,8 (1,5)
4469,5 + 132,4 (3,0)

191,4 + 2,4 (1,2)
144,2 + 4,3 (3,0)
260,0 4,0 (1,5)
173,6 £ 3,4 (1,9)
123,8 £5,7 (4,6)
186,7 + 2,5 (1,3)
153,9 £ 8,0 (5,2)
177,3£6,3 (3,5)
121,0 £ 2,5 (2,1)
141,8 £ 2,4 (1,7)
195,4 + 4,4 (2,2)
178,4 + 5,3 (3,0)
108,5 + 1,7 (1,6)
142,4 + 23,3 (16,3)
142,1 £ 4,6 (3,2)
180,2 + 3,6 (2,0)
165,7 + 4,6 (2,8)
174,4 £ 1,0 (0,6)
152,8 1,9 (1,3)
177,4 £ 6,0 (3,4)
185,7 1,5 (0,8)
170,0 £ 2,5 (1,5)
126,8 + 2,3 (1,8)
169,4 + 2,1 (1,3)
167,6 + 0,6 (0,4)




Tabela 17. Fracdes de massa dos macro e micronutrientes (média + desvio padrdo) e os desvios padréo

relativos (%) das amostras de fezes determinadas por ICP OES (continuac¢éao).

Animal Embrapa

K (g 100g™)

Mg (mg kg™)

Zn (mg kg™)

P (mg kg™

Animais submetidos a dieta convencional

238
242
244
466
474
483
492
500
502
505
506
510
511
514
515
517
523

1460

1468

1476

1480

1481

1493

1500

1502

2,2+0,07 (3,3)
1,1+0,04 (3,5)
1,5+ 0,05 (3,3)
1,4+ 0,05 (3,2)
0,9 +0,02 (2,4)
1,7 0,02 (1,4)
1,4 +0,01 (1,0)
1,5+ 0,01 (1,0)
1,6 + 0,006 (0,4)
1,0 + 0,005 (0,5)
1,1+0,02 (1,5)
1,4+0,01 (0,9)
1,4 +0,04 (3,1)
1,0 0,02 (2,0)
1,1 0,02 (2,0)
1,3+0,02 (1,6)
1,2+0,01 (1,2)
1,5+ 0,01 (0,6)
1,4 +0,03 (1,9)
1,1+0,01 (1,2)
1,5+0,01 (0,9)
1,4+0,01 (1,1)
2,2+0,02 (0,9)
1,2 + 0,004 (0,4)
1,8 0,02 (0,8)

2237,9 + 64,3 (2,9)
2192,9+58.2 (2,7)
1962,5 + 54,1 (2,8)
24958 + 60,9 (2,4)
24127 +40,7 (1,7)
24655 + 16,3 (0,7)
2105,3 +23,0 (1,1)
1783,5+ 31,5 (1,8)
2066,8 + 9,3 (0,4)
1865,6 + 5,1 (0,3)
2716,2 + 35,5 (1,3)
2608,9 + 1,8 (0,1)
24249 + 54,6 (2,3)
2531,4 + 27,8 (1,1)
1888,1 + 28,3 (1,5)
2086,3 + 47,1 (2,3)
2436,9 + 26,2 (1,1)
2614,2 + 16,1 (0,6)
2127,2 24,1 (1,1)
2262,0 + 25,8 (1,1)
2109,7 +15,3 (0,7)
2455,9 +30,2 (1,2)
2386,8 + 15,5 (0,7)
2412,9 +26,3 (1,1)
22455 + 23,4 (1,0)

109,1 % 3,5 (3,2)
121,4 + 3,6 (3,0)
88,2+2,5 (2,8)
112,2 2,9 (2,6)
108,9 + 2,0 (1,8)
108,8 + 0,5 (0,5)
124,8 + 1,8 (1,4)
95,6 +2,1(2,2)
120,3 0,4 (0,3)
87,9+0,4 (0,5)
121,0 £ 1,6 (1,3)
122,7 0,3 (0,3)
120,8 * 2,7 (2,3)
157,7+1,8 (1,1)
101,3 2,1 (2,1)
107,6 £ 3,7 (3,4)
101,5 * 2,6 (2,6)
129,7 +1,0 (0,7)
101,9 + 1,4 (1,3)
92,6+1,1(1,2)
115,2 1,0 (0,9)
97,5+1,1(1,1)
120,6 * 0,6 (0,5)
120,8 1,4 (1,1)
112,8 1,7 (1,5)

4239,9 50,9 (1,2)
3517,3+109,4 (3,1)
3554,7 +109,6 (3,1)
4157,2 +112,4 (2,7)
3559,6 + 12,5 (0,3)
3808,5 + 237,3 (6,2)
3403,7 + 36,5 (1,1)
4053,2 + 73,5 (1,8)
3618,8 + 20,4 (0,6)
2346,0 + 12,1 (0,5)
4453,7 + 65,7 (1,5)
3287,9+7,2(0,2)
3569,9 + 92,3 (2,6)
5062,9 + 56,2 (1,1)
3519,2 +58,1 (1,7)
4313,6 33,5 (0,8)
3798,0 + 395,1 (10,4)
4165,3 22,0 (0,5)
2755,3 + 200,9 (7,3)
4115,7 £51,0 (1,2)
4305,3 + 24,4 (0,6)
4715,5 + 94,5 (2,0)
4260,2 + 64,9 (1,5)
3938,0 + 33,4 (0,8)
4456,7 + 96,9 (2,2)

Animais submetidos a dieta com subprodutos

239
240
246
464
468
470
479
490
491
494
499
516
520
521
1462
1464
1479
1485
1494
1495
1496
1498
1501
1503
1504

0,7 0,002 (0,3)
0,3+ 0,02 (6,9)
0,6 0,02 (2,7)
1,7+0,03 (1,7)
1,2 +0,06 (5,2)
1,3+0,01 (0,8)
1,0 0,05 (4,7)
1,5+ 0,04 (3,0)
0,6 +0,02 (3,1)
0,9+0,01(1,7)
0,8+0,02 (2,7)
0,9 + 0,004 (0,5)
0,9+0,01(1,7)
1,1+0,1(9,6)
0,8+0,02 (3,2)
0,8 + 0,007 (0,9)
1,2 0,03 (2,6)
0,8 + 0,003 (0,4)
0,8+0.01 (1,2)
0,9 +0,02 (1,8)
1,4 +0,01 (0,9)
0,9+0,02 (1,9)
1,1+0,02 (1,8)
1,0 £ 0,01 (1,0)
1,6 0,02 (1,1)

5255,9 + 23,7 (0,5)
3145,1 £ 105,0 (3,3)
4178,1 £54,5 (1,3)
3343,2 +40,4 (1,2)
3062,6 + 115,0 (3,8)
3880,7 + 30,2 (0,8)
3861,7 + 152,2 (3,9)
4428,5 + 83,0 (1,9)
3414,2 + 68,4 (2,0)
3237,6 +51,2 (1,6)
4560,4 + 80,7 (1,8)
3951,8 £ 12,4 (0,3)
2405,8 + 41,6 (1,7)
3570,3 +278,1 (7,8)
3411,2 +102,1 (3,0)
3383,7 £12,6 (0,4)
36758 + 72,3 (2,0)
3766,4 + 1,2 (0,03)
3690,5 + 13,7 (0,4)
3793,6 + 39,1 (1,0)
4132,2 +32,3 (0,8)
3620,6 +41,1 (1,1)
3110,7 +52,2 (1,7)
4003,2 + 34,7 (0,9)
3578,3 + 28,8 (0,8)

193,3 % 2,0 (1,0)
142,3+5,5 (3,9)
221,5+3,7 (1,7)
170,9 £ 2,1 (1,2)
130,3 £ 5,8 (4,5)
180,4 + 1,7 (0,9)
1453 £ 7,6 (5,3)
171,9 4,1 (2,4)
130,0 £ 2,7 (2,1)
141,8 2,0 (1,4)
210,2 £ 4,7 (2,2)
144,9 +0,7 (0,5)
106,8 * 2,4 (2,3)
136,0 + 7,3 (5,3)
147,4 £ 5,1 (3,5)
161,7 +1,5 (0,9)
158,1 + 4,5 (2,8)
160,5 + 0,0003 (0,0002)
149,8 0,5 (0,3)
168,0 * 2,6 (1,5)
199,1+ 1,7 (0,8)
172,9 2,1 (1,2)
128,8 1,6 (1,2)
178,7 £ 0,8 (0,5)
150,9 + 1,0 (0,7)

7920,4 + 75,0 (0,9)
6389,2 + 231,8 (3,6)
8743,7 + 224,5 (2,6)
9972,8 + 474,7 (4,8)
6326,9 + 278,1 (4,4)
7477,5 + 467,3 (6,2)
10381,3 + 525,5 (5,1)
7756,3 + 388,4 (5,0)
5246,6 + 101,8 (1,9)
8011,7 + 182,3 (2,3)
5493,9 + 115,3 (2,1)
8907,3 + 416,0 (4,7)
4278,4 +109,2 (2,6)

7918,5 + 1120,6 (14,2)

5841,3 + 181,4 (3,1)
9645,0 + 331,2 (3,4)
6564,7 + 174,6 (2,7)

5958,3 + 1361,1 (22,8)

6212,8 + 50,8 (0,8)

6141,9 + 91,5 (1,5)

6152,4 + 55,7 (0,9)

6649,5 + 92,8 (1,4)
6466,7 + 164,5 (2,5)
10848,0 + 142,7 (1,3)
9629,0 + 230,0 (2,4)

64
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Tabela 18. Frac6es de massa dos macro e micronutrientes (média + desvio padrdo) e os desvios padrdo relativos (%) das

amostras de fezes determinadas por ICP OES.

Animal Embrapa V (mg kg™) Cr (mg kg™) Co (mg kg™) Cu (mg kg™ Se (mg kg ™) Mo (mg kg ™)
238 1,7+ 0,06 (3,3) 50+0,2 (4.8) 0,6 % 0,04 (6,9) 31,8 0,08 (0,3) <L0Q 0.8 £ 0,002 (0,3)

242 3302 (54) 4001 (2.6) 0,6+ 0,01 (1,2) 9,7+0,07 (0,7) <L0Q 1,0+ 0,04 (4,1)

244 2.2+0,2 (7.6) 5.8+ 1,0 (17,6) 0.9 + 0,07 (8,0) 12,2 +0,02 (0,2) <L0Q 1,2+0,1(8,6)

_ 466 1,6+ 0,08 (5,4) 2.7+ 0,04 (1.3) 0.8+ 0,01 (0.7) 11,4+ 0,1 (0,9) <LOQ 0,9+ 0,01 (0,6)
g 474 1,9+ 0,04 (1,9) 7,6+0,2 (2,8) 2.3+0,03 (1,1) 14,9 + 0,07 (0,5) <L0Q 3.0+ 001 (0,2)
S 483 2,6+0,03 (1,3) 2,7+0,05 (1,7) 0,6+0,01 (1,2) 299+1,1(3,7) <L0Q 0,3+0,02 (7,7)
8 492 2,4£0,05 (2,0) 2.7+0,07 (2,5) 0.9+ 0,02 (2.6) 115401 (0.9) <L0Q 1,0 0,03 (2,9)
2 500 1,4 +0,06 (3,9) 1,4+0,1(6,7) 0,6 £0,01 (2,1) 9,2+0,3(2,9) <LOQ 0,8+ 0,04 (4,8)
5 502 1.6+ 0,04 (2.4) 2,3+0,02 (0,8) 0,7 £ 0,002 (0,3) 10,1 + 0,001 (0,005) <L0Q 1,0 0,03 (3.3)
° 505 3.2+0,03 (1,0) 9,6+ 0,4 (4,6) 0,6+ 0,01 (1,0) 84+0,1(L3) <L0Q 1,0 0,02 (L6)
3 506 34+0,1(43) 2.3+0,2(7.3) 0,5+0,02 (2,8) 30,9 + 0,03 (0,09) <LOQ 0,9 + 0,06 (6,9)
5 510 2,1+ 0,06 (2,9) 52+ 0,03 (0,5) 0,6 £ 0,005 (0,7) 11,2+0,2 (L.4) <L0Q 1,1+ 0,05 (4.8)
© 511 1,4+ 0,02 (1,3) 1,1+ 0,05 (4.8) 070,01 (1,1) 11.4+0.2 (1.9) <L0Q 1,2+ 0,03 (2.4)
S 514 47+06 (13,2) 6201 (2,0) 1,4 0,03 (2,1) 16,7+ 0.2 (1,5) <L0Q 1,6 0,03 (1,8)
2 515 3.9+ 0,04 (0.9) 11,9 + 0,06 (0,5) 0,6 +0,01 (1,5) 9,2+ 0,01 (0,07) <L0Q 1.3+ 0,04 (3.0)
g 517 2,0+ 0,06 (3,1) 2,9+0,01(0,2) 0,5+ 0,01 (1,3) 31,316 (5,1) <L0Q 0,2+0,01 (5,9)
s 523 1,3+0,02 (1.6) 12402 (13.6) 0.4 + 0,02 (4,0) 26,6+ 0.5 (L.8) <L0Q 0.4 +0,04 (9,1)
@ 1460 2,2+0,03 (L5) 4,4+0,1(2,9) 0,9+ 0,001 (0,1) 11,8+ 0,09 (0,7) <L0Q 1,1£0,03 (2,4)
2 1468 2.1+ 0,03 (15) 4,4+ 2,0 (44,5) 08+0,2(22,1) 112 +1.9 (17.0) <L0Q 1,0 0,03 (3.3)
E 1476 2,3+0,09 (3,7) 2,4+0,01 (0,4) 0,5 + 0,002 (0,5) 24,3+0,4 (1,8) <LOQ 1,1+ 0,2 (18,0)
< 1480 3.3+0,04 (1,3) 17,3+0,9 (5.2) 0.7 % 0,003 (0,4) 112403 (2.3) <L0Q 1,4 0,05 (3.5)
1481 1,9+0,1 (7,0) 2,1+ 0,04 (1.8) 0,4 + 0,03 (6,4) 26,3+0.1 (0.6) <LOQ 0.8+0,2 (29.9)
1493 1,7 +0,06 (3,3) 5.0+ 0,03 (0.6) 0,7 +0,04 (6.2) 32,4+0,1(0.4) <L0Q 0,4 £ 0,05 (10,2)

1500 1.9+ 0,07 (3.4) 4,6+ 0,3 (6,5) 0.7 +0,01 (2,0) 11,4 + 0,04 (0,3) <L0Q 1,1+ 0,04 (3,9)

1502 4.6 + 0,09 (2.0) 7.9+0,1 (L6) 2.4+0,02 (0.8) 17,2+0,9 (5,0) <L0Q 2,9+0,2 (5,6)

239 3,202 (5,6) 2,3%0,07 (L6) 1,0£0,03 (2,7) 19,62 0,6 (3,1) <10Q 1,80,1(5,3)

240 59+0,1(2.3) 5.8+ 0,4 (6,9) 0,9 £ 0,002 (0,2) 15.8+0.,1(0.7) <LOQ 1,2+0,1 (10,4)

246 13,4+0,2 (1,7) 21,1404 (1,8) 1,3+ 0,05 (3,8) 74.9+0.2 (0.3) <L0Q 110,03 (2.5)
8 464 430,07 (1,7) 4,8+ 0,02 (0,4) 0.8+0,02 (2,7) 51,7+ 0.4 (0.7) <LOQ 0,9 + 0,09 (10,3)
5 468 74402 (2,6) 49+05(3.1) 0,9 +0,03 (3,9) 13.8+ 04 (2.6) <L0Q 1,1+ 0,08 (6,9)
3 470 4,6+ 0,06 (1,2) 7,5+0,05 (0,7) 3.0£0,02 (0,5) 26,9+0.2(0.7) <L0Q 3.4+0,01 (0,2)
5 479 4,0+ 0,05 (1,3) 40+0,09 (2,1) 0,8 £ 0,001 (0,1) 48.7+0.7 (14) <L0Q 0.4 +002 (4,3)
> 490 3.6+ 0,03 (0,7) 12,2+0,2 (16) 0,9 + 0,0003 (0.03) 54.2+0.7 (1,3) <L0Q 05+ 001 (1,4)
2 491 2.5+ 0,07 (2,9) 6,3+0,2 (3,9) 0,6 + 0,02 (3,0) 13.9+ 0.4 (2.8) <LOQ 0.8+ 0,02 (1,9)
s 494 34008 (2,3) 43+03(7.2) 0,7 +0,02 (3,4) 43,1+03(0,8) <L0Q 04 + 0,06 (15,6)
< 499 3.8+ 0,01 (0.4) 2,6+ 0,06 (2,2) 1,1 0,005 (0,4) 20,6+ 0.5 (2.,3) <L0Q 1,3+0,07 (5,1)
3 516 13,1+0,6 (4,8) 25,6+ 0,2 (0.9) 1,2+ 0,04 (3,5) 51,7409 (L8) <LOQ 0.2+ 0,02 (8.6)
s 520 43+0,1(2,6) 7,0£0,2 (4,5) 0,9 £ 0,004 (0,4) 237402 (L2) <L0Q 1,2+ 0,04 (3.4)
o 521 6,4 0,3 (5,1) 11,50 + 0,4 (3,1) 0,7+0,02 (2,7) 41,4+ 1,9 (4,6) <LOQ 0,3+ 0,02 (5,9)
S 1462 3,0 0,01 (0,5) 4,3+ 0,6 (14.6) 0,9+ 0,001 (0,1) 15,6 + 0,03 (0,2) <L0Q 1,2 + 0,00 (0,09)
Z 1464 8,4+0,2(1,9) 17,1+ 0,7 (4,0) 0,8+ 0,01 (1,4) 49,0 £ 0,5 (0,9) <LOQ 0,8 + 0,05 (5,9)
£ 1479 4,5+0,01 (0,1) 6,3+0,5(8,4) 1.0+ 0,05 (4.7) 17.8+009 (5.2) <L0Q 1,30,02 (L.6)
E 1485 3,7+0,09 (2,4) 12,6 +0,1(0,7) 27+0,1(4,9) 21,9+ 0,4 (1,9) <LOQ 3.5+ 0,04 (1,3)
@ 1494 6,7+0,3 (4,1) 10,9+0.2 (L5) 0,9+ 0,001 (0,1) 15,7 + 0,06 (0,4) <L0Q 1,6 0,05 (2.,9)
3 1495 4,0£0,07 (1,8) 50+0,1(3,0) 1,0£0,01(0,7) 16,6 + 0,1 (0,9) <L0Q 1.3+ 0,04 (3.4)
E 1496 43+0,1(23) 54+0,1(L2) 1,3+ 0,05 (3,5) 21,3+0.2 (0.9) <L0Q 1,4 + 0,01 (0.5)
g 1498 2,7+0,08 (3,1) 3.2+0,4 (13,2) 1.0+ 0,01 (0.6) 154404 (2.7) <L0Q 11+0,04 (3.9)
1501 4,1+0,2 (3.8) 73+0,2 (3,3) 0,6 +0,01 (2.5) 39,6+ 0.6 (0.7) <L0Q 0.2 +0,02 (9.5)

1503 4601 (2,5) 229+12(53) 0,9+0,02 (2,5) 51,4 0,3 (0,6) <L0Q 0,9 +0,09 (9,4)

1504 3,8+0,05 (1,2) 9,0 + 0,04 (0.5) 0,7 0,001 (0,2) 47.1+0.3 (0.,6) <L0Q 0.6 + 0,02 (3,5)
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4.3 Analise exploratéria dos dados
4.3.1 Analise discriminante linear

O método de analise discriminante linear (LDA) foi aplicado para
verificar os agrupamentos do conteido mineral para cada grupo (liquido ruminal,

musculo e fezes).

A LDA é um método de reducéo de dimensionalidade parecido com a
PCA, pois ambos procuram por combinacdes lineares de variadveis que melhor
explicam os dados. Porém, a LDA tenta explicitar diferengas entre as classes de
dados e projetam esses dados em um novo plano de forma que minimize a
dispersdo (variabilidade) dos dados dentro de cada classe e maximize a distancia

entre as médias dessas classes.
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Figura 4]. Gréafico de score LDA mostrando os agrupamentos do conteldo de

nutrientes inorganicos para cada grupo.

Como podemos observar pela Figura 4, a LDA foi capaz de discriminar
estes grupos com um score de 100% (R?=1) e probabilidade de 100%, indicando
gue os mesmos sdo muito bem definidos e distintos, e que os teores de nutrientes

séo especificos para cada grupo.

[R4] Comentario: incluir o gréfico
de loadings
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4.3.2 Analise de componentes principais

O método de andlise de componentes principais foi utilizado para
verificar a dispersdo de amostras e as tendéncias para os grupos de tratamentos

(dieta convencional e dieta de subprodutos).

Para o liquido ruminal, foi construida uma matriz de dados com 52
linhas e 14 colunas, em que linhas representaram as amostras e as colunas as
variaveis (Ca, Fe, S, Na, Mn, K, Mg, Zn, P, V, Cr, Co, Cu, Mo). Os dados foram auto-
escalonados devido a grande variacdo nas concentracfes dos elementos. Apds o
pré-processamento dos dados, o programa Python versdo 3 foi utilizado para gerar

os gréaficos de scores e loadings.

Os resultados obtidos da PCA (Figura 5 e 6) mostram que as duas
primeiras componentes principais (PCs) sdo capazes de descrever 96,15% da
variabilidade dos dados e 78,37% da variancia total é descrita pela PC1, que contém
informac8es de andlise de variancia mais altas. A variagdo restante provavelmente

representa ruido, pois suas PCs ndo possuem cargas variaveis significativas.
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Figura 5. Grafico de scores da PC1 x PC2 - liquido ruminal.
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Figura 6. Grafico de loadings da PC1 x PC2 - liquido ruminal.

Como demonstrado na Figura 5, ndo ha separacdo dos grupos dos
animais submetidos a dieta convencional e a dieta com subprodutos e eles se

confundem.

Para o musculo, foi construida uma matriz de dados com 52 linhas e 9
colunas, em que linhas representaram as amostras e as colunas as variaveis (Ca,
Fe, S, Na, K, Mg, Zn, P, Cu). O mesmo procedimento para o pré-tratamento dos

dados descrito para o liquido ruminal foi aplicado.

Os resultados obtidos da PCA (Figura 7 e 8) mostram que as duas
primeiras componentes principais (PC1 e PC2) representam 67,65% e 24,57% da
variancia total, respectivamente. Como pode ser observado pelo grafico de scores
(Figura 7) nenhuma tendéncia & separagdo dos animais submetidos a dieta
convencional e a dieta com subprodutos foi observada em PC1 ou PC2. Nesse caso,
as amostras estdo mais agrupadas, formando quase que um Unico grupo, isso
possivelmente ocorre pois 0 musculo tem uma composigdo “conservada”, ou seja,
absorve apenas uma quantidade de nutriente necessaria para sua manutencao,

independente da dieta.
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Figura 7. Gréfico de scores da PC1 x PC2 - musculo.
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Figura 8. Gréfico de loadings da PC1 x PC2 — musculo.

Para as fezes, foi construida uma matriz de dados com 52 linhas e 14
colunas, em que linhas representaram as amostras e as colunas as variaveis (Ca,
Fe, S, Na, Mn, K, Mg, Zn, P, V, Cr, Co, Cu e Mo) em colunas e as amostras em
linhas. O mesmo procedimento para o pré-tratamento dos dados descrito para o

liquido ruminal foi aplicado.

Os resultados obtidos da PCA (Figura 9 e 10) mostram que as duas

PCs explicaram 88,91% da variancia total dos dados. A primeira componente (PC1)
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explica 73,08%, enquanto a segunda componente (PC2) corresponde a 15,83%. Por
meio do gréfico de scores (Figura 9) é possivel observar que houve uma separacéo
nitida dos grupos dos animais submetidos a dieta convencional e a dieta com
subprodutos. Isso ocorre porque 0s bovinos excretam aproximadamente 95% dos
nutrientes ingeridos, como a absor¢do da maioria dos nutrientes foi maior na dieta

com subprodutos, foi possivel observar essa separacéo.

O grupo dos animais submetidos a dieta convencional tende a ficar no
lado negativo da PC1, podendo ser relacionado com altas concentracdes de Na e K
e 0s submetidos a dieta com subprodutos do lado positivo da PC1, relacionados pela

concentracdo de Ca, como pode ser observado nos loadings (Figura 10).
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Figura 9. Gréfico de scores da PC1 x PC2 - fezes
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Figura 10. Gréfico de loadings da PC1 x PC2 — fezes.
4.3.3 Florestas randdmicas classificatorias

Os dados também foram submetidos a modelos de florestas
randdmicas classificatérias para verificar se o0s teores dos nutrientes podem ser
utilizados como preditores para grupo de tratamento (dieta convencional e dieta com
subprodutos), estando, portanto, associado ao grupo. Caso possivel, verificar quais
analitos seriam os mais importantes para essa classificacdo (componentes que

diminuiria a impureza das arvores).

Para isso, foi feita uma classificacdo polinomial utilizando modelos de
RF, que é um consenso entre modelos de arvores de deciséo. Arvores de decisdo
formam bifurcacdes, agrupando os dados de acordo com a reducdo da impureza dos
grupos (Impureza de Gini — do inglés, Gini impurity), sendo o consenso da

permutacéo destas arvores o0 método atual mais robusto para analise de dados.

O conjunto de dados foi dividido aleatoriamente, sendo 70% dos dados
usados para treinar o modelo e 30% usados para testar seu desempenho. O modelo
foi construido utilizando as op¢bes max_leaf nodes=30, n_estimators=100,
bootstrap=True, max_depth=20, max_features="auto’, n_jobs=-1, oob_score=True e

treinado com o conjunto de dados de treino.

Ao testarmos o conjunto de dados teste com o método de validacao

cruzada (do inglés - Cross validation), obtivemos os seguintes scores: 0,44; 0,63 e
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1,0, respectivamente para masculo, liquido ruminal e fezes. A validacdo cruzada

busca estimar 0 quao preciso é este modelo na pratica.

Esses resultados mostraram que néo é possivel classificar as amostras
utilizando os teores de nutrientes do musculo, pois a probabilidade de acerto é
menor que 50%, ou seja, ao acaso. Isso, aliado ao grafico de PCA apresentado
anteriormente (Figura 4), permite concluir que ndo existe uma diferenc¢a significativa
nos teores de nutrientes presente nos musculos entre os grupos de tratamentos. Um
resultado similar foi observado nos teores de nutrientes presentes no liquido ruminal,

onde a probabilidade de acerto pelo modelo é de 63%.

No entanto, esses resultados se apresentam diferentes quando
avaliados os resultados obtidos nas amostras de fezes. Neste caso, os dados dos
teores de nutrientes formaram dois grupos distintos no grafico de PCA (Figura 5),
linearmente separavel e que apresentam uma probabilidade de acerto pelo modelo
de 100%.

Como mencionado anteriormente, o modelo de floresta randdmica
classificatéria também foi utilizado para verificar quais nutrientes que mais
contribuiram para os modelos classificatorios, nesse caso, a métrica Gini impurity foi
utilizada. Essa métrica geralmente é utilizada para quantificar quao boa é uma
divisao.

Os valores dos scores apresentados na Tabela 19 sdo baseados no
guanto os nutrientes reduzem a impureza das bifurcacGes das arvores de deciséo.

Quanto maior o ganho de Gini, menor é a impureza da &rvore.

Para as fezes os elementos que mais contribuiram para os modelos
classificatorios foram o P, Zn, Mg, Ca e K. Para o liquido ruminal os que mais
contribuiram foram o Ca, V, Mg, Na, e Mn. Ja para o musculo os elementos que
mais contribuiram para essa classificagédo foram o Ca, Fe, Zn, S e K.



Tabela 19. Valores de scores obtidos através da métrica Gini impurity.

Analito Score fezes Score liq. ruminal

Score musculo

=)
Zn
Mg
Ca
K
Mn
\%
Cu
Fe
Co
Na
S
Mo

Cr

0,179
0,176
0,173
0,164
0,081
0,068
0,048
0,032
0,029
0,014
0,012
0,011
0,0

0,004

0,063
0,042
0,094
0,126
0,050
0,071
0,122
0,054
0,059
0,067
0,076
0,046
0,067

0,063

0,093
0,120
0,086
0,161

0,101

0,093

0,147

0,096

0,103
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5. CONCLUSOES|

O procedimento de preparo das amostras, incluindo as etapas de
moagem, liofilizacdo e digestdo assistida por radiacdo micro-ondas em meio de
acido nitrico diluido foi efetivo para a decomposicdo das amostras de liquido ruminal,
musculo e fezes de bovinos. O ICP OES e o ICP-MS mostraram-se adequados para
a determinacédo de Ca, Mg, P, K, S, Na, Fe, Mn, Zn, Co, Cu, Cr, Mo, Se e V nas
amostras mencionadas, com exatidao e precisdo necessarias.

Os dados de nutrientes indicaram diferencas significativas nas duas
dietas avaliadas para Ca, P, Fe, Mn, Mg, Cr e V em amostras de fezes e liquido
ruminal. As amostras de fezes também apresentaram diferencas significativas para o
Na, Zn, S, Cu e Co. Nas amostras de musculo apenas o K apresentou diferenga

significativa nas duas dietas avaliadas.

A andlise de discriminacéo linear foi capaz de discriminar os grupos
(liquido ruminal, masculo e fezes), com um score de 100%, indicando que estes
grupos sdo muito bem definidos e distintos. Nos gréficos de PCA apenas as fezes
apresentaram uma separacao clara dos grupos de tratamento (dieta convencional e

com subprodutos).

Os resultados obtidos pelo modelo de florestas randémicas
classificatérias indicaram que ndo € possivel classificar as amostras utilizando os
teores de nutrientes presentes no muasculo e no liquido ruminal. Por outro lado, os
dados dos teores de nutrientes presentes nas fezes formaram dois grupos
claramente distintos, com probabilidade de acerto pelo modelo de 100%. Para as
fezes os elementos que mais contribuiram para os modelos classificatérios foram o
P, Zn, Mg, Ca e K. Para o liquido ruminal os que mais contribuiram foram o Ca, V,
Mg Na, e Mn. J& para o musculo os elementos que mais contribuiram para essa

classificacdo foram o Ca, Fe, Zn, S e K.

A disponibilidade desses resultados ampliar4d o volume e diversidade
de dados gerados previamente pelo grupo de pesquisa em animais da raca Nelore,
introduzindo uma nova fonte de informacdo as mdltiplas camadas de dados
gendmicos (perfil de mMRNA, de miRNA e proteémico do musculo, marcadores SNPs

em alta densidade e sequenciamento gen6mico) devendo contribuir para o

[R5] Comentario: rever de acordo
com o novo objetivo.
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aprofundamento do conhecimento acerca da relacdo entre microbiomas e

caracteristicas do hospedeiro.
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