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1. Introdução

Além da escolha adequada do método analítico e do estudo de possíveis

interferentes, torna-se essencial boa amostragem, preparação e solubilização da

amostra para análise. Qualquer que seja o tipo de amostra, erros significativos

poderão ser introduzidos se a etapa de preparação não for satisfatoriamente

conduzida (PERSTORP ANAL YTICAl - TECA TOR, 1995).

A amostragem é a primeira fase da análise. É preciso haver integração entre

os responsáveis pela coleta e o laboratório, buscando-se sincronismo entre a

remessa de amostras e a capacidade do laboratório para executar as determinações

(SilVA, 1981).

No laboratório de Nutrição Animal da Embrapa Pecuária do Sudeste

normalmente trabalhamos na preparação dos seguintes tipos de amostras: planta

forrageira, feno, silagem, concentrado, fezes, ossos, pêlos, fígado, sangue, urina,

líquidos (de rúmen, íleo e abomaso) e leite.

Em alguns casos, é necessário reduzir consideravelmente a dimensão da

amostra antes que ela seja introduzida no sistema analítico e possa ser tratada

convenientemente (Bruno et ai., 1995). Para isso, algumas etapas são importantes,

como, p. ex., a secagem e a moagem.

O método de preparação utilizado dependerá do tipo de amostra. O material

coletado deve ser preparado em local apropriado e equipado para esta finalidade.

Normalmente a atividade de preparação inclui o recebimento, o registro, o pré-

acondicionamento, a secagem, a moagem, o acondicionamento e a rotulagem das

amostras. Esta etapa é responsável por mais de 60% do tempo total da análise (Fig.

1), sendo conseqüentemente responsável por grande parte dos possíveis erros que

ocorrem durante o procedimento laboratorial.
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Figura 1 - Distribuição do Tempo para o preparo de Amostras.

Fonte: Majors (1991).

2. Aspectos Importantes Relacionados à Coleta de Amostras

Alguns cuidados devem ser observados, para garantir a integridade física e

química do material coletado:

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

Identificar devidamente, com letras legíveis, o recipiente (saco de papel ou de

plástico, potes plásticos, frascos, etc. que receberá a amostra. Cuidado especial

deve ser tomado com as amostras que serão armazenadas em baixa

temperatura. Em muitos casos, a identificação feita inicialmente torna-se ilegível

durante o processo de descongelamento;

Garantir que utensílios, embalagens e ferramentas empregados na coleta e no

contaminem a amostra, principalmente em função dastransporte não

determinações que serão realizadas. Como exemplo, se de uma planta pretende-

se determinar o teor de ferro, um facão utilizado para retirar a amostra não pode

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

redobrado;

Documentar cada etapa da coleta, incluindo eventos não esperados (p. ex., chuvas).

Especificar todas as características relevantes da área, as condições climáticas a

população amostrada e as condições de transporte e secagem;

Amostra deve ser encaminhada o mais rapidamente possível ao laboratório, para

que possa ser devidamente processada, armazenada e analisada;

A amostra que chegar ao laboratório sem as informações necessárias para

processamento e análise deve ser recusada. É necessário conhecer o tipo da

amostra, o que deve ser determinado e quem é o seu responsável.

3. Objetivo da Preparação das Amostras

A preparação visa, principalmente (Silva, 1981; AOAC, 1990; Bruno et ai.,

1995):

Permitir o armazenamento de forma mais adequada e por período de tempo

mais longo;

Diminuir problemas relacionados à homogeneidade das amostras;

Reduzir a dimensão da amostra;

Facilitar o ataque dos reagentes durante o processo analítico, pela

diminuição do tamanho das partículas.

4. Preparação das Amostras

4.1. Recebimento

As amostras aqui abordadas são: plantas forrageiras, feno, silagem,

resíduos agrícolas ou agro-industriais e concentrados.

Com relação ao recebimento de amostras, é importante ressaltar que:

São necessários, no mínimo, 15 g de material pré-sêco (65OC) e moído para

que se possa realizar as principais determinações em estudos de nutrição animal

[nitrogênio total, matéria seca a 105°C, fibra em detergente neutro (FDN), fibra em

detergente ácido (FDA), lignina, digestibilidade "in vitro" da matéria seca, matéria

orgânica (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 determinações necessárias com a quantidade de material

possível de se obter;

Para determinação de pH, ácidos graxos voláteis e nitrogênio amoniacal em

silagem, coletar de 1,0 a 2,0 kg de amostra;

A perda de umidade, durante o transporte, não terá grande importância,

desde que os resultados sejam expressos apenas na matéria seca total. No entanto,

em amostras provenientes de silagem, a umidade é um bom indicador de sua

qualidade, devendo-se após a coleta transferí-las para saco plástico, compactando

para expelir o ar e imediatamente encaminhá-Ias para o laboratório para serem

processadas;

Quando as determinações não forem realizadas imediatamente em amostras

de forragens verdes, fezes, urina, etc., é necessário que as amostras sejam

conservadas em baixas temperaturas (entre -18 e -20 o C).

As amostras de fezes são processadas praticamente da mesma maneira,

mas diferenciam-se de outros tipos de amostras de origem animal e serão

consideradas mais adiante no ítem 4.3.2.

4.2. Identificação e Registro

A identificação e o registro das amostras permitirão o rastreamento dos dados

gerados, possibilitando ao pesquisador ou o cliente relacionar os códigos atribuídos

pelo laboratório à identificação mais detalhada do experimento ou do trabalho a que

os resultados se destinam.

O mínimo que é preciso incluir na etapa de identificação e registro é (Silva,

1981; AOAC, 1990; Bruno et ai., 1995; Embrapa, 1996):

nome do solicitante da análise;

data de coleta;

data de recebimento das amostras;

tipo de material;

determinações a serem realizadas;

número-código de cada amostra; e

documentação de informações relevantes.
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4.3. Pré-acondicionamento

Antes de concluir o processo de preparação das amostras, elas são pré-

acondicionadas de diversas formas.

4.3.1. Amostras de origem vegetal

São pré-acondicionadas em sacos de papel ou de algodão com capacidade

de 3 kg. Em cada saco, que deverá estar identificado com o número-código, são

colocados aproximadamente 150 g da amostra.

Para determinação de carboidratos solúveis, ácidos graxos voláteis e

nitrogênio amoniacal, parte da amostra deverá ser separada, identificada e

imediatamente congelada, encerrando, nessa etapa, a preparação. A amostra só

será descongelada horas antes da determinação (Embrapa, 1996).

4.3.2. Amostra de fezes

Para o pré-acondicionamento deste tipo de amostra empregam-se

recipientes retangulares de vidro (tipo fôrma doméstica), colocando-se, em cada um,

também aproximadamente 150 g da amostra.

Observação:

Quando solicitada, a determinação da matéria seca ao ar - ASA

(amostra seca em estufa a 65°C com circulação forçada de ar) é

feita após o pré-acondicionamento. Neste caso, é necessário obter o

peso exato da amostra que é colocada na bandeja ou no recipiente

de vidro. Os pesos anotados serão utilizados para o cálculo 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 conservação da amostra pela destruição de

enzimas responsáveis pelo processo de decomposição (Jones Junior & Steyn, 1973)

e pela diminuição da atividade microbiológica (facilitada pela umidade) e permitir a

determinação da ASA. No caso de ser necessário o valor da porcentagem de

matéria seca, deve-se pesar a amostra antes e depois da pré-secagem.
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é necessário lavar as embalagens destinadas ao armazenamento, levando-

se em conta os tipos de determinações a serem realizadas. No caso de se

determinar macro e microelementos, além da lavagem com solução detergente

neutra, recomenda-se a lavagem com solução de HCI p.a., a 10% (v/v) e em seguida

com água desionizada.

Ao final do acondicionamento, as amostras seguem para o laboratório,

acompanhadas de formulário de registro, estando prontas para serem analisadas.

Quando se tratarem de amostras de fezes contendo marcadores, como, p.

ex., cromo ou cobalto, procurar agrupar os tempos de coleta (um grupo: To - Animal

1, To -Animal 2, ...; outro grupo: T1 - Animal 1, T1 - Animal 2, ...; etc.). Com isso, o

que se pretende é minimizar contaminações entre as amostras, ou seja, processa-se

primeiro as de baixa concentração, indo em direção às mais concentradas.

Em todo o trabalho de preparo de amostra é recomendável o uso de luvas e

máscara.

5. Análise de Alimentos para Bovinos

A seguir são listados alguns dos procedimentos analíticos atualmente

realizados no laboratório de Nutrição Animal da Embrapa Pecuária Sudeste.

5.1. Determinação 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 que passou

pela peneira de malha 40.

Secagem a 105°C - transferir para pesa-filtro de 1 a 2 g de amostra moída,

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

5.2. Determinação da proteína bruta: (AOAC 1990 ):

Método micro - baseado na decomposição da matéria orgânica pelo ácido

sulfúrico e na quantificação do nitrogênio utilizando sistema de destilação por

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

5.3. Determinação da fibra em detergente neutro, FDN: (Van Soest, 1965):

Com solução detergente neutra solubiliza-se o conteúdo celular composto

basicamente de proteínas solúveis, açúcares, lipídeos, nitrogênio não-proteico,
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5.8. Determinação da digestibilidade "in vitro" da matéria seca (Tilley & Terry,

1963):

O alimento é incubado por 48 h, em que ocorrerá fermentação pelos

microrganismos do liquído de rúmen, sob condições anaeróbicas, temperatura de

39°C, poder tampão a pH de 6,9; após será submetido por mais 48 h a fermentação

por solução ácida de pepsina.

5.9. Determinação dos macros e micros nutrientes:

Macros nutrientes: cálcio, magnésio, fósforo, potássio e enxofre

Micros nutrientes: cobre, zinco, manganês e ferro

Utiliza-se o método de decomposição por via úmida que é mais utilizado

para solubilização de material vegetal. As amostras são solubilizadas com ácidos

oxidantes em mistura HNO3 + HCIO4. A maioria das amostras é totalmente oxidada,

deixando os elementos a serem determinados na solução ácida em formas

inorgânicas simples e apropriadas para análise. As determinações analíticas do Ca,

Mg, Cu, Zn, Mn e Fe são realizadas por espectrometria de absorção atômica por

chama, o fósforo é determinado por espectrofotometria de absorção molecular em

sistema de análise por injeção em fluxo contínuo, medindo-se a intensidade da cor

produzida pelo complexo vanadomolibdofosfórico; o potássio é determinado por

fotometria de chama; e o enxofre por turbidimetria do sulfato de bário (Malavolta,

1989).
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