A7 Semana do Ectudante — Himentacio de Bovinss na Seca nos Sistemas Intensivos de Produgia 113

ANALISE DE ALIMENTOS PARA BOVINOS
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1. Introducgao

Além da escolha adequada do método analitico e do estudo de possiveis
interferentes, torna-se essencial boa amostragem, preparacao e solubilizagdo da
amostra para analise. Qualquer que seja o tipo de amostra, erros significativos
poderéo ser introduzidos se a etapa de preparagdo nao for satisfatoriamente
conduzida (PERSTORP ANALYTICAL - TECATOR, 1995).

A amostragem ¢é a primeira fase da analise. E preciso haver integracao entre
0s responsaveis pela coleta e o laboratério, buscando-se sincronismo entre a
remessa de amostras e a capacidade do laboratério para executar as determinacgdes
(SILVA, 1981).

No Laboratério de Nutricdo Animal da Embrapa Pecuaria do Sudeste
normalmente trabalhamos na preparacdo dos seguintes tipos de amostras: planta
forrageira, feno, silagem, concentrado, fezes, ossos, pélos, figado, sangue, urina,
liquidos (de rimen, ileo e abomaso) e leite.

Em alguns casos, é necessario reduzir consideravelmente a dimensio da
amostra antes que ela seja introduzida no sistema analitico e possa ser tratada
convenientemente (Bruno et al., 1995). Para isso, algumas etapas sao importantes,
como, p. ex., a secagem e a moagem.

O metodo de preparagéo utilizado dependeréa do tipo de amostra. O material
coletado deve ser preparado em local apropriado e equipado para esta finalidade.
Normalmente a atividade de preparagdo inclui o recebimento, o registro, o pré-
acondicionamento, a secagem, a moagem, o acondicionamento e a rotulagem das
amostras. Esta etapa é responsavel por mais de 60% do tempo total da analise (Fig.
1), sendo conseqiientemente responsavel por grande parte dos possiveis erros que

ocorrem durante o procedimento laboratorial.
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Figura 1 - Distribuigdo do Tempo para o preparo de Amostras.
Fonte: Majors (1991).

2. Aspectos Importantes Relacionados a Coleta de Amostras
Alguns cuidados devem ser observados, para garantir a integridade fisica e
quimica do material coletado:

Evitar a coleta de amostras sujas de terra ou com excesso de agua;

Identificar devidamente, com letras legiveis, o recipiente (saco de papel ou de
plastico, potes plasticos, frascos, etc.) que recebera a amostra. Cuidado especial
deve ser tomado com as amostras que serdo armazenadas em baixa
temperatura. Em muitos casos, a identificagao feita inicialmente torna-se ilegivel
durante o processo de descongelamento:;

Garantir que utensili embalagens e ferramentas empregados na coleta e no
transporte nao contaminem a amostra, principalmente em funcdo das
determinagées que seréo realizadas. Como exemplo, se de uma planta pretende-
se determinar o teor de ferro, um facao utilizado para retirar a amostra nao pode

ter sido confeccionado com esse elemento. Em amostras provenientes de
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experimentos conduzidos em casa de vegetacado esse tipo de cuidado deve ser
redobrado;

Documentar cada etapa da coleta, incluindo eventos nao esperados (p. ex., chuvas).
Especificar todas as caracteristicas relevantes da area, as condi¢ées climaticas a
populagdo amostrada e as condiges de transporte e secagem;

Amostra deve ser encaminhada o mais rapidamente possivel ao laboratério, para
que possa ser devidamente processada, armazenada e analisada;

A amostra que chegar ao laboratério sem as informagdes necessarias para
processamento e analise deve ser recusada. E necessario conhecer o tipo da

amostra, o que deve ser determinado e quem € o seu responsavel.

3. Objetivo da Preparacao das Amostras
A preparagéo visa, principalmente (Silva, 1981; AOAC, 1990; Bruno et al.,
1995):
Permitir o armazenamento de forma mais adequada e por periodo de tempo
mais longo;
Diminuir problemas relacionados a homogeneidade das amostras;
Reduzir a dimensao da amostra;

Facilitar o ataque dos reagentes durante o processo analitico, pela
diminuigdo do tamanho das particulas.

4. Preparagao das Amostras

4.1. Recebimento

As amostras aqui abordadas s&o: plantas forrageiras, feno, silagem,
residuos agricolas ou agro-industriais e concentrados.

Com relagéo ao recebimento de amostras, € importante ressaltar que:

Sao necessarios, no minimo, 15 g de material pré-séco (65°C) e moido para
que se possa realizar as principais determinagdes em estudos de nutricdo animal
[nitrogénio total, matéria seca a 105°C, fibra em detergente neutro (FDN), fibra em
detergente acido (FDA), lignina, digestibilidade “in vitro” da matéria seca, matéria

organica (cinzas), extrato etéreo, energia bruta, macro e microelementos minerais];
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Em experimentos que produzam pequena quantidade de amostras, devem
ser discriminadas as determinagdes necessdrias com a quantidade de material
possivel de se obter;

Para determinagédo de pH, acidos graxos volateis e nitrogénio amoniacal em
silagem, coletar de 1,0 a 2,0 kg de amostra;

A perda de umidade, durante o transporte, nio tera grande importancia,
desde que os resultados sejam expressos apenas na matéria seca total. No entanto,
em amostras provenientes de silagem, a umidade € um bom indicador de sua
qualidade, devendo-se apds a coleta transferi-las para saco plastico, compactando
para expelir o ar e imediatamente encaminha-las para o laboratério para serem
processadas;

Quando as determinagées nao forem realizadas imediatamente em amostras
de forragens verdes, fezes, urina, etc, é necessario que as amostras sejam
conservadas em baixas temperaturas (entre -18 e -20°C).

As amostras de fezes sdo processadas praticamente da mesma maneira,
mas diferenciam-se de outros tipos de amostras de origem animal e serdo
consideradas mais adiante no item 4.3.2.

4.2. |dentificacao e Registro

A identificagao e o registro das amostras permitirdo o rastreamento dos dados
gerados, possibilitando ao pesquisador ou o cliente relacionar os codigos atribuidos
pelo laboratério a identificagdo mais detalhada do experimento ou do trabalho a que
os resultados se destinam.

O minimo que € preciso incluir na etapa de identificagao e registro é (Silva,
1981, AOAC, 1990; Bruno et al., 1995; Embrapa, 1996):
nome do solicitante da analise;
data de coleta;
data de recebimento das amostras;
tipo de material;
determinagdes a serem realizadas;
numero-codigo de cada amostra; e

documentagao de informagdes relevantes.
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4.3. Pré-acondicionamento
Antes de concluir o processo de preparagdo das amostras, elas sio pré-

acondicionadas de diversas formas.

4.3.1. Amostras de origem vegetal

S&o pre-acondicionadas em sacos de papel ou de algodao com capacidade
de 3 kg. Em cada saco, que deverd estar identificado com o numero-codigo, séo
colocados aproximadamente 150 g da amostra.

Para determinagdo de carboidratos sollveis, acidos graxos volateis e
nitrogénio amoniacal, parte da amostra devera ser separada, identificada e
imediatamente congelada, encerrando, nessa etapa, a preparagao. A amostra so6

sera descongelada horas antes da determinacdo (Embrapa, 1996).

4.3.2. Amostra de fezes
Para o pré-acondicionamento deste tipo de amostra empregam-se
recipientes retangulares de vidro (tipo forma doméstica), colocando-se, em cada um,

tambem aproximadamente 150 g da amostra.

Observagdo:

Quando solicitada, a determinagdo da matéria seca ao ar - ASA
(amostra seca em estufa a 65°C com circulagdo forgada de ar) é
feita ap6s o pré-acondicionamento. Neste caso, é necessério obter o
peso exato da amostra que é colocada na bandeja ou no recipiente
de vidro. Os pesos anotados serdo utilizados para o célculo da

porcentagem de matéria seca ao ar (% ASA).

4.4. Pré-Secagem

A pré-secagem das amostras tem os seguintes objetivos: facilitar o processo
de moagem, conservar e prolongar a conservagdo da amostra pela destruicao de
enzimas responsaveis pelo processo de decomposicédo (Jones Junior & Steyn, 1973)
e pela diminuigdo da atividade microbiologica (facilitada pela umidade) e permitir a
determinagdo da ASA. No caso de ser necessario o valor da porcentagem de

matéria seca, deve-se pesar a amostra antes e depois da pré-secagem.
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Amostras de plantas destinadas a determinacdes de macro e
microelementos minerais podem necessitar descontaminagdo antes da pré-
secagem, devido a poeira ou residuos de pulverizagdio no local da coleta,
dependendo dos elementos a serem determinados e das possibilidades de
contaminacgio. Caso necessérib, lavar as amostras com solugéo detergente neutra
(entre 0,1 e 0,3% v/v ) e em seguida com agua desionizada. Este procedimento deve
ser rapido, para se evitar perda de nutrientes durante a lavagem. Se as amostras
estiverem secas ou murchas, é aconselhavel ndo lavar com 4gua.

A secagem ¢ feita em sacos de papel ou de algodao limpos, em estufa com
circulagéo de ar a temperatura de 65°C, por um periodo de 48 h ou até peso
constante (Silva, 1981; Bruno et al., 1995). Para o caso de silagem, a pre-secagem
deve ser feita a 45°C por 72 h. A carga de cada estufa deve estabelecida de tal
modo que a circulagéo interna de ar ndo seja prejudicada.

Amostras de fezes que serao analisadas apds secagem e moagem devem
ser colocadas em bandejas limpas e secadas a 65°C durante 48 h ou até peso
constante. Amostras que seréo analisadas frescas devem ser colocadas em sacos
plasticos, sendo entzo retirado o ar e congeladas até a sua manipulagao.

Determinagbes de vitamina C, caroteno, etc. devem ser feitas na amostra
fresca, porque tais compostos podem ser perdidos ou alterados durante o processo
de secagem.

A pré-secagem & necessaria quando a amostra possui alto teor de umidade.

Apos secagem, a bandeja ou 0 saco de papel é retirado da estufa e posto
sob condigbes ambientais do laboratério por pelo menos 1 h. Esse tempo &
necessario para que a umidade da amostra entre em equilibrio com a umidade do
ambiente e atinja peso constante e para evitar erros de pesagem ( movimentagéo de
ar ascendente sobre a balanga ).

No caso de graos, o seguinte procedimento para controle de qualidade da
matéria prima € adotado nas industrias: pré-secagem a 45°C por 24 h; em seguida,
O gréo & triturado ou quebrado e colocado em estufa por 1 h a 130°C para
determinagdo da matéria seca.
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4.5. Moagem

A moagem das amostras ¢ feita em moinho do tipo Wiley, com facas, com
peneiras de 1 mm, sendo coletado apenas o que passa na peneira (Silva, 1981;
AOAC, 1990; PERSTORP ANALYTICAL - TECATOR, 1995; Embrapa, 1996). Toda
superficie que tenha contato com a amostra deve ser de ago inoxidavel.

A moagem é realizada em amostras que apresentam elevado teor de
matéria seca (> 80%). Se a amostra for constituida de pé fino, capaz de atravessar a
peneira de malha 40, bastara homogeneiza-la e reduzi-la, com auxilio do
quarteador, a porgdo destinada a analise.

O procedimento a ser utilizado na moagem, entre uma amostra e outra, &€ o
seguinte:

ao retirar a amostra, abrir 0 moinho e limpar adequadamente seu interior,
nao deixando material que possa contaminar a amostra seguinte;

fechar novamente o moinho, colocando pequena quantidade da proxima
amostra;

descartar esta quantidade moida;

colocar o restante do material, coletando o material moido.

Para quantidades pequenas de amostras, o melhor & empregar
micromoinhos. Nao sendo possivel, aproveitar todo o material, inclusive o que fica
retido na peneira. No caso de algumas amostras, como por exemplo carogo de
algodao, €& necessario usar moinho especial ou tratar a amostra (HCI p.a.,
concentrado), para facilitar a moagem.

4.6. Acondicionamento

Apds a moagem, as amostras s&o acondicionadas em frascos com tampa,
com capacidade aproximada de 150 mL, identificados com o nimero-codigo (Jeffery
et al., 1992; Ferreira & Gomes, 1995).

Alguns cuidados devem ser tomados nesta fase:

utilizar embalagem limpa e seca, que garanta a auséncia de interagéo entre

o ambiente e a amostra;

a embalagem devera estar adequadamente rotulada;

ideal é analisar as amostras logo ap6s a moagem. Nao sendo possivel, armazenar

em local fresco (de preferéncia refrigerado) e protegido da luz; e,
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€ necessario lavar as embalagens destinadas ao armazenamento, levando-
se em conta os tipos de determinagées a serem realizadas. No caso de se
determinar macro e microelementos, além da lavagem com solugao detergente
neutra, recomenda-se a Iavagem com solugdo de HCl p.a., a 10% (v/iv) e em seguida
com agua desionizada.

Ao final do acondicionamento, as amostras seguem para o laboratério,
acompanhadas de formulario de registro, estando prontas para serem analisadas.

Quando se tratarem de amostras de fezes contendo marcadores, como, p.
€X., cromo ou cobalto, procurar agrupar os tempos de coleta (um grupo: Ty - Animal
1, To -Animal 2, ...: outro grupo: Ty - Animal 1, T4 - Animal 2, ..., etc.). Com isso, o
que se pretende € minimizar contaminacdes entre as amostras, ou seja, processa-se
primeiro as de baixa concentrégéo, indo em diregdo as mais concentradas.

Em todo o trabalho de preparo de amostra & recomendavel o uso de luvas e
mascara.

5. Analise de Alimentos para Bovinos

A seguir sao listados alguns dos procedimentos analiticos atualmente

realizados no Laboratério de Nutricdo Animal da Embrapa Pecuaria Sudeste.

5.1. Determinag&o da matéria seca: (AOAC 1990 ):
Pré-secagem - em estufa calibrada a 65°C por 72 h, ou até peso constante.
Moagem — em moinho de facas tipo Wiley, coletando a amostra gque passou
pela peneira de malha 40.
Secagem a 105°C - transferir para pesa-filtro de 1 a 2 g de amostra moida,

deixar em estufa calibrada a 105°C por aproximadamente 8 h ou até peso constante.

5.2. Determinagao da proteina bruta: ( AOAC 1990 ):
Método micro — baseado na decomposicdo da matéria organica pelo acido
sulfurico e na quantificacao do nitrogénio utilizando sistema de destilagdo por

arraste a vapor (método proposto por Kjeldahl, em 1883).

5.3. Determinagéo da fibra em detergente neutro, FDN : (Van Soest, 1965):
Com solugéo detergente neutra solubiliza-se o conteudo celular composto

basicamente de proteinas soluveis, agucares, lipideos, nitrogénio nao-proteico,
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pectina, amido e outros constituintes soliiveis em agua. A porcentagem dos
constituintes da parede celular, parte da forragem insolivel em detergente neutro,
que é basicamente constituida de celulose, hemicelulose, lignina e proteina
lignificada, é obtida por diferenga entre as pesagens da amostra antes e depois de
sua solubilizagéo. |

5.4. Determinagéo da fibra em detergente 4cido FDA, (Van Soest ,1965):

Utilizando-se de reagentes especificos, a amostra & tratada com uma
solugdo denominada detergente 4cida (SDA), a qual solubiliza o contetido celular, a
hemicelulose e a maior parte da proteina insolivel; no entanto, o nitrogénio
lignificado, a lignina soldvel em alcali, a lignina insolavel, a celulose e a silica, fazem
parte do residuo, denominado de fibra em detergente acido (FDA).

5.5. Determinagao da lignina (Van Soest e Wine, 1968).

Butler & Bailey (1973), referem-se a lignina como um polimero 3-metdxi-
fenil-propenol e 3-5-dimetéxi-fenil-propenol, ligados em proporgbes variadas e em
sequéncia casualizada, originando assim grande variedade de produtos, o que
dificulta a sua exata definigdo. Por meio do residuo lignocelulésico da fibra em
detergente acido, a lignina & oxidada e solubilizada por meio de uma solugéo de
acido sulfurico a 72%.

5.6. Determinagéo das cinzas ou matéria mineral (Silva, 1981):
A amostra é calcinada em forno de mufla (950°C ~ 600°C) para eliminar a
matéria organica e substancias volateis. Por diferenga de pesagem, entre o peso do

cadinho vazio e o0 peso do cadinho com o residuo, encontra-se o teor das cinzas.

5.7. Determinagao do extrato etéreo (Silva, 1981):

A determinagédo do extrato etéreo consiste na solubilizagdo pelo éter das
gorduras ou lipideos. Esta solubilizagéo é feita em extrator do tipo Soxlet, utilizando-
se o éter etilico como solvente, em que a amostra é submetida ao refluxo continuo,

por um periodo de tempo capaz de extrair toda fragao a sollvel no éter.
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5.8. Determinagao da digestibilidade “in vitro” da matéria seca (Tilley & Terry,
1963):

O alimento é incubado por 48 h, em que ocorrera fermentagdo pelos
microrganismos do liquido de rimen, sob condi¢bes anaerdbicas, temperatura de
39°C, poder tampao a pH de 6,9; apods sera submetido por mais 48 h a fermentacéo
por solugéo 4cida de pepsina.

5.9. Determinagao dos macros e micros nutrientes:
Macros nutrientes: calcio, magnésio, fosforo, potassio e enxofre

Micros nutrientes: cobre, zinco, manganés e ferro

Utiliza-se 0 método de decomposi¢ao por via Umida que é mais utilizado
para solubilizagdo de material vegetal. As amostras so solubilizadas com acidos
oxidantes em mistura HNO3 + HCIO,4. A maioria das amostras é totalmente oxidada,
deixando os elementos a serem determinados na solugdo acida em formas
inorgénicas simples e apropriadas para andlise. As determinagées analiticas do Ca,
Mg, Cu, Zn, Mn e Fe s3o realizadas por espectrometria de absorgao atémica por
chama, o fésforo & determinado por espectrofotometria de absorgdo molecular em
sistema de analise por injecdo em fluxo continuo, medindo-se a intensidade da cor
produzida pelo complexo vanadomolibdofosférico; o potassio é determinado por
fotometria de chama; e o enxofre por turbidimetria do sulfato de bario (Malavolta,
1989).
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