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1. Introdução

A inte ns ificação das  atividade s  na pe cuária de  corte  e  de  le ite  aum e ntou as
ne ce s s idade s  q uantitativas  e  q ualitativas dos alim e ntos  forne cidos  aos  anim ais ,
principalm e nte  durante  os  pe ríodos  de  e scas s e z. Em  s iste m as de confinam e nto de
bovinos , a alim e ntação re pre s e nta ce rca de  70%  dos  custos  (NRC, 19 9 6). A dim inuição
de s s e s  custos , inclus ive  m e diante  o de s e nvolvim e nto de  té cnicas  q ue  possibilite m
aum e ntar a absorção de  nutrie nte s  pe lo organism o, é  um a das  alte rnativas q ue  de ve  s e r
pe rs e guida.

A q uantificação dos  nutrie nte s  biodis poníve is pre s e nte s  na alim e ntação bovina
proporciona m aior conh e cim e nto do re al valor nutritivo dos  alim e ntos , tornando pos s íve l
ade q uar die tas  alim e ntare s  m ais  e ficie nte s  e  racionalizando a utilização dos  re cursos nos
s iste m as de produção.

A nutrição anim al e nvolve  re açõe s  q uím icas  e  proce s s os  fisiológicos  q ue
conve rte m  os  alim e ntos  e m  produtos  e s s e nciais  para s uste ntar as  funçõe s  anim al:
m anute nção, cre s cim e nto, re produção e  lactação. O s  alim e ntos  suple m e ntam  a e ne rgia
e  os nutrie nte s  na form a de  prote ínas , vitam inas  e  m ine rais . Para os  anim ais  rum inante s ,
e ne rgia e  prote ínas  s ão os principais  fatore s  lim itante s  para s e u ade q uado
de s e nvolvim e nto e  te m  re ce bido m aior ate nção q uanto ao conh e cim e nto do s e u valor
nutritivo.

D e  acordo com  o siste m a de  prote ínas  e  carboidratos  (CNPCS) os  alim e ntos  s ão
constituídos de prote ínas , carboidratos , gorduras , cinzas  e  água, s e ndo q ue  as prote ínas
e  os  carboidratos  s ão subdivididos de acordo com  s uas  caracte rísticas  q uím icas , fís icas
e  pe la de gradação rum inal e  dige s tibilidade  pós -rum inal (Sniffe n e t al., 19 9 2). Em  ge ral
as principais  fonte s  de  nutrie nte s  e m pre gadas  na die ta alim e ntar de  rum inante  s ã o
prove nie nte s  de  raçõe s  conce ntradas , s ilage ns , fe nos  e  gram íne as .
 

2. Proce s s o D ige s tivo

O s  com pone nte s  orgâ nicos dos alim e ntos  e stão na form a de  grande s  s ubstâ ncias
ins olú ve is  q ue  pre cisam  s e r q ue brados  e m  com postos  m e nore s  para q ue  pos sam
atrave s s ar a m e m brana do trato gastrinte s tinal. Para q ue  pos sa s e r de glutido após  a
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inge s tão, os  alim e ntos  sofre m  a prim e ira m astigação onde  ocorre  a re dução no tam anh o
das partículas. A se gunda m astigação é  re alizada com  m aior e ficácia e  ocorre  após  a
re gurgitação do bolo alim e ntar (Andrigue to e t al., 19 9 9 ).

O  e s tôm ago dos  rum inante s  s ão divididos  e m  pré -e s tom ago (rú m e n, re tículo e
om aso) e  e s tom ago glandular (abom aso). É no rú m e n e  no re tículo q ue  s e  inicia a
transform ação do alim e nto atravé s  da dige s tão m icrobiana por proce s s os de
fe rm e ntação. No om aso ocorre  grande  parte  da absorção de  água e  não s e  proce s s a a
dige s tão por fe rm e ntação.  O  abom aso é  ch am ado de  e s tom ago ve rdade iro, ne le  s e
inicia a dige s tão e nzim ática e  ácida pe lo s uco gástrico (Andrigue to e t al., 19 9 9 ).

3. Com pos ição Quím ica dos Alim e ntos

3.1. Carboidrato

O s  carboidratos  s ão a principal re s e rva da e ne rgia fotos s inté tica nas  plantas ,
constituindo ce rca de  50 a 80%  da m até ria s e ca e  s ão  e xtre m am e nte  im portante s  para
a nutrição anim al, com o a principal fonte  prim ária de  e ne rgia na die ta dos  rum inante s
(Van Soe s t, 19 9 4). Pode m  s e r clas s ificados , de  acordo com  o nú m e ro de  unidade s
m onom é ricas , com o açú car s im ple s , polis sacaríde os não e s truturais  e  polis sacaríde os
e s truturais  (M oore  &  H atfie ld, 19 9 4).

O s  açú care s  s im ple s , m onossacaríde os  (glicos e , frutos e , e tc.) e  dis sacaríde os
(sacaros e , ce lobios e , e tc.) s ão rapidam e nte  fe rm e ntados  no rú m e n produzindo ácidos
graxos  voláte is, os q uais  s ão absorvidos  pe lo sangue  atravé s  da pare de  do rú m e n
(Baldw in &  Allinson, 19 83).

O s  polis sacaríde os  tê m  q ue  s e r de gradados  para açú car s im ple s  para e ntão s e re m
utilizados : o am ido e  a pe ctina, os  principais polis sacaríde os  não e s truturais , apre s e ntam
taxa de  de gradação rápida e  s ão ge ralm e nte  de gradados  no rú m e n (H atfie ld, 19 89 ) no
e ntanto, os polis sacaríde os  e struturais  s ão le ntam e nte  e  incom ple tam e nte  de gradados ,
s e ndo q ue  a de grabilidade  da ce lulos e  de  forrage iras  varia de  25 a 9 0% , e  da
h e m ice lulos e  de  45 a 9 0%  (Pigde n &  H e ane y, 19 69 ; M oore  &  H atfie ld, 19 9 4).

3.1.1. Am ido
Principal polis sacaríde o não e s trutural e ncontrado nas  plantas  supe riore s , o am ido

é  form ado por unidade s  de  D -glucos e  e  ocorre  e m  duas  form as : am ilos e  e  am ilope ctnina
e m  conce ntraçõe s  q ue  variam  de  acordo com  a planta (Th e ure r, 19 86). A am ilos e  é  um a
m olé cula line ar de  d-glucos e  unidas  com  ligação ? -1-4, conte m  pe s o m ole cular
re lativam e nte  baixo, apre s e ntando q uantidade  infe rior a 2.000 unidade s  de  d-glucos e
re s idual por m olé cula, é  s olú ve l e m  água e  apre s e nta conform ação h e licoidal q uando e m
solução. No e ntanto, a am ilope ctina é  altam e nte  ram ificada, conté m  m olé culas de d-
glucos e  unidas  atravé s  de  ligaçõe s  ? -1-4 e  inte rligadas  com  ligaçõe s  ? -1-6 e m  inte rvalos
ao longo da cade ia m ole cular, pos s uindo alto pe s o m ole cular, de  2.000 a 220.000
unidade s  de  glicos e  re s idual por m olé cula (M oore  &  H atfie ld, 19 9 4).

O  am ido é  h idrolisado para m altotrios e , m altos e  e  D -glucos e  por um a varie dade  de
am ilas e s  q ue  s ã o produzidas por protozoários , fungos  e  bacté rias do rú m e n (H oove r &
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Stok e s , 19 9 1). A am ilas e  bacte riana é  re s ponsáve l pe la m aior parte  da dige s tão do
am ido. O s  m icroorganism os  am ilolíticos  s ão: Bacteróides amylophilus, Succinivibrio
destrinosolvens, Selenomonas ruminantium e  Streptococcus bovis (Van Soe s t,19 9 4;
Rus s el &  H e s pe ll, 19 81). A m aior parte  de s te  carboidrato inge rido pe los rum inante s , na
die ta de  forrage ns , é  dige rida no rú m e n pe los m icrorganism os . Entre tanto, o am ido q ue
e s capa da dige s tão rum inal s e rá dige rido no inte s tino de lgado pe la ação da ? -am ilas e
pancre ática (Noce k  &  Tam m inga, 19 9 1).

3.1.2. Ce lulos e
Principal carboidrato e s trutural, a ce lulos e  re pre s e nta ce rca de  20 a 40%  da

m até ria s e ca das  plantas  supe riore s  (Van Soe s t, 19 9 4). É constituída de  unidade s  de  D -
glucos e  unidas  por ligação ? -1,4 e m  longas  cade ias  line are s , não pode ndo s e r dige rida
pe la m aioria dos  anim ais  m am ífe ros . No e ntanto, te m  pape l de  grande  im portâ ncia no
trato gastrinte s tinal. O s  m icrorganism os  q ue  vive m  no rú m e n e  no inte s tino gros so de
dive rsos  anim ais  q ue  inclue m  as bacté rias , protozoários  e  fungos  s ão capaze s  de
s inte tizar as  e nzim as  q ue  atacam  a ce lulos e . As bacté rias  ce lulolíticas  m ais  im portante s
s ão: Ruminococcus flavefaciens, R. albus e  Fibrobacter succinogenes (Van Soe s t, 19 9 4;
M oore  &  H atfie ld, 19 9 4).

A dis ponibilidade  nutricional da ce lulos e  pode  variar de  indige s tibilidade  total até
dige s tibilidade  com ple ta, irá de pe nde r da s ua as sociação com  a lignina e  com  outros
constituinte s  da pare de  ce lular a q ual pode  lim itar a ação dos  m icrorganism os do rú m e n.
Fator intríns e co com o a cristalinidade  tam bé m  pode  re duzir o ataq ue  e nzim ático,
dim inuindo s ua dige s tibilidade  (K e rle y e t al., 19 88; M oore  &  H atfie ld, 19 9 4).

3.1.3. H e m ice lulos e
A h e m ice lulos e  é  o m ais  com ple xo polis sacaríde o das  plantas , faz parte  de  um

grupo de  s ubstâ ncias  q ue  inclue m  as  pe ntosanas  e  ce rtas  h e xosanas , s ão m uito m e nos
re s is te nte s  ao tratam e nto q uím ico do q ue  a ce lulos e . A h idrólis e  da h e m ice lulos e  de
forrage ns  produz os  m onos sacaríde os  D -glucos e , arabinos e , m anos e  e  galactos e
(Ch e s s on &  Fors be rg, 19 88). A proporção re lativa de  cada m onossacaríde o pode  variar
com  a e s pé cie , re fle tindo dife re nças na e s trutura de s te  polissacaríde o. É h idrolisada
pe las  e nzim as  h e m ice lulas e s  pre s e nte s  no fluído rum inal, e  q ue  tam bé m  s ão produzidas
pe las m e s m as bacté rias  ce lulolíticas . Alguns  fungos  e  protozoários  tam bé m  tê m
atividade  h e m ice lulolítica, e m bora s ua atividade  s e ja m e nor do q ue  a das bacté rias  (Van
Soe s t, 19 9 4). A biodis ponibilidade  da h e m ice lulos e  tam bé m  pode  s e r lim itada q uando
e s tá as sociada à  lignina, pre judicando a atividade  dos  m icrorganism os do rú m e n.

3.2. Lignina
É um  polím e ro com ple xo, form ado bas icam e nte  por trê s  com postos  fe nólicos

(tanto na função ácido com o na função alde ído): ácido p-coum árico, ácido fe rú lico e
ácido sinápico. É e ncontrada inte gralm e nte  com o com pone nte  da pare de  ce lular das
plantas  e  não pode  s e r dige rida pe las  e nzim as dos anim ais  m am ífe ros  (Fuk us h im a &
H atfie ld, 2001). Nas  plantas , s ua principal função é  com o com pone nte  e s trutural para
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dar re s is tê ncia e  rigide z na pare de  ce lular, m as  tam bé m  é  im portante  com o lim itante  na
pe rda de  água, re duzindo a pe rm e abilidade  da pare de  ce lular e  im pe dindo a ação de
m icrorganism os .

A lignina é  cons ide rada o principal obstáculo para o ataq ue  e nzim ático da fibra,
lim itando a utilização dos  carboidratos  e s truturais da pare de  ce lular, porq ue  s e  e ncontra
as sociada atravé s  de  ligaçõe s  covale nte s  com  a ce lulos e  e  h e m ice lulos e  de  forrage iras
(Van Soe s t, 19 9 4). A lignificação apre s e nta ge ralm e nte  corre lação ne gativa com  a
dige s tibilidade  de ntro de  um a e s pé cie  s ob vários  e s tágios de cre s cim e nto. Entre tanto,
e s ta corre lação não é  com paráve l e ntre  e s pé cie s . Por e xe m plo, a conce ntração de
lignina é  ge ralm e nte  m aior nas  le gum inosas do q ue  nas  gram íne as  q uando com paradas
no m e s m o e s tágio de  de s e nvolvim e nto. Entre tanto, para um a dada conce ntração de
lignina, as  le gum inosas  s ão m ais dige s tíve is do q ue  as gram íne as  (Jung &  Voge l, 19 86).
Buxton &  Rus s ell (19 88) e s tudaram  as  re laçõe s  e ntre  lignina e  dige s tibilidade  da pare de
ce lular de  algum as  gram íne as  e  le gum inosas , e  e ncontraram  q ue  a lignina de  gram íne as
e ra 61%  m ais  inibidora da dige s tão da pare de  ce lular do q ue  a lignina de  le gum inosas .

3.3. Prote ínas
As prote ínas pode m  s e r divididas  e m  duas grande s  clas s e s : prote ínas  s im ple s ,

apre s e ntando ape nas  am inoácidos  e m  s ua com pos ição e as prote ínas  conjugadas ,
form adas de am inoácidos  (parte  proté ica) e  de  outras  substâ ncias  (parte  não proté ica)
São com postos  orgâ nicos  e xtre m am e nte  com ple xos  e  de  nature za coloidal, form ados
fundam e ntalm e nte  por carbono, h idrogê nio, oxigê nio e  nitrogê nio (Sgarbie ri, 19 9 6).
Es sas  m acrom olé culas form adas  por ce nte nas de am inoácidos  s ão unidas  atravé s  de
ligaçõe s  pe ptídicas  e  tê m  com o função nobre  a form ação dos  te cidos  (sangue , le ite ,
carne , lã, e tc.). Pode m  s e r de  orige m  anim al ou ve ge tal, s e ndo q ue  as de orige m  anim al
apre s e ntam  m aior valor biológico e m  re lação à s  proce de nte s  dos  ve ge tais  (Van Soe s t,
19 9 4).

As prote ínas das plantas pode m  s e r clas s ificadas  e m  dois grupos : prote ínas das
folh as/caule s  e  prote ínas das  s em e nte s . As prote ínas das  folh as/caule s  pode m  s e r
divididas  e m  citoplasm áticas , cloroplásticas  e  nucle oprote ínas , s e ndo e s s e ncialm e nte
solú ve is no conte ú do ce lular das  plantas . As prote ínas  e xte ns inas , s ão m e nos  solú ve is  e
e s tão as sociadas  atravé s  de  ligação covale nte  com  polis sacaríde os da pare de  ce lular das
plantas , s e ndo no e ntanto, dige s tíve is  (Van Soe s t, 19 9 4).

Para s e re m  utilizadas  pe los m icroorganism os do rú m e n, as prote ínas   ne ce s s itam
s e r q ue bradas  e m  m olé culas m ais  s im ple s , com o am inoácidos  ou pe q ue nos  pe ptíde os .
Es s e  proce s s o de  q ue bra da m olé cula proté ica é  com um e nte  ch am ado de  prote ólis e  e
ocorre , atravé s  das  e nzim as prote as e s  q ue  e s tão ade ridas  à  supe rfície  dos
m icrorganism os .

Ce rca de  20 a 60%  da prote ína ve rdade ira pas sa dire tam e nte  atravé s  do rú m e n
s e m  sofre r ataq ue  m icrobiano (bypas s), s e ndo poste riorm e nte  dige rida no abom aso pe la
pe ps ina e  pe la trips ina, q uim iotrips ina e  carboxipe ptas e  no inte s tino de lgado (Van Soe s t,
19 9 4). A porção da prote ína ve rdade ira, ce rca de  40 a 80% , juntam e nte  com  o
nitrogê nio não proté ico (NNP), é  m e tabolizada no rú m e n, atravé s  principalm e nte  das
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bacté rias  q ue  s ã o conside radas  os  principais  m icrorganism os prote olíticos , form ando
com postos  nitroge nados  s im ple s  (norm alm e nte  a am ônia) e  cade ia carbônica (Fig. 1).

Este s  com postos  s ão os  re s ponsáve is pela sínte s e  do corpo m icrobiano, form ando
a prote ína m icrobiana (PM ), a q ual pos sui alto valor biológico (VB). A am ônia não
utilizada s e rá absorvida pe la pare de  do rú m e n indo, para o fígado via corre nte  s angü íne a
onde  s e rá transform ada e m  uré ia, q ue  pode rá voltar para o rú m e n atravé s  da saliva.

A prote ína “bypas s” ass im  com o a porção da prote ína m icrobiana, s e rão dige ridas
por proce s s os  e nzim áticos  nos  inte s tinos  e  no abom aso, s e ndo transform adas  e m
am inoácidos , os  q uais  s ão absorvidos no trato dige s tivo, atravé s  da corre nte
circulatória.

O  nitrogê nio total (NT) pre s e nte  nas  plantas , apre s e nta-s e  s ob as  form as de
prote ína ve rdade ira (ce rca de  60 a 80%  do nitrogê nio total), nitrogê nio não-proté ico e
e m  pe q ue na q uantidade  de  nitrogê nio lignificado (Van Soe s t, 19 9 4).

Figura 1. Es q ue m a do m e tabolism o das  fraçõe s  nitroge nadas  no rú m e n.

4. Fracionam e nto de  Constituinte s  dos Alim e ntos
O s  m é todos  analíticos propostos  por W e e nde  s ã o os  m ais  antigos . Einh off e m

1809  pre parou a fibra pe la e xtração com  álcool, alcali e  ácidos diluídos  (Van Soe s t,
19 63). Este s  proce dim e ntos  para avaliar a q ualidade  dos  alim e ntos  q ue  s ã o forne cidos
na die ta de  rum inante s , s ão e m pre gados  até  h oje , h á m ais de 100 anos por alguns
laboratórios . Cons is te m  nas  s e guinte s  e tapas : de te rm inação da m até ria s e ca a 100ºC
(M S); e xtração com  é te r para e s tim ar a conce ntração de  lipíde os  (Extrato Eté re o – EE);
re fluxo com  s olução diluída de  ácido s ulfú rico (H 2SO 4 1,25%  (v/v)) e  h idróxido de  s ódio
(NaO H  1,25%  (m /v)) e s tim ando o re s íduo orgâ nico ins olú ve l com o fibra bruta (FB); te or
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de  cinzas dete rm inado pe la calcinação da am ostra a 600ºC, e  calcular a prote ína bruta
(PB) de te rm inada atravé s  do m é todo Kje ldah l (NT x 6,25) (Silva, 2002; Van Soe s t,
19 9 4).

Erros  e stão e m butidos  ne s tas  análises , pois  as  plantas  contê m  um a varie dade  de
constituinte s  nitroge nados  com o ácidos  nuclé icos , nitrogê nio não proté ico (nitrato,
am ônio, am inoácidos  livre s , e tc.) e  fraçõe s  as sociadas  com  a lignina, as  q uais  s ão
cons ide radas  com o prote ína. O  conte ú do de  nitrogê nio nas  prote ínas das  plantas pode
variar de  15 a 16%  (Van Soe s t, 19 9 4). O utro e rro grave  é  de vido à  s olubilização da
lignina (fração solú ve l e m  álcali diluído) e  h e m ice lulos e  na pre paração da FB.

Com  o obje tivo de  de te rm inar a pare de  ce lular insolú ve l e  fracionar s e us
com pone nte s  (h e m ice lulos e , ce lulos e  e  lignina), Van Soe s t (19 63) propôs  m é todo de
e xtração bas e ado na s olubilização de  constituinte s  do conte ú do ce lular atravé s  do
e m pre go de  um a solução ne utra de  lauril sulfato de  sódio (pH  7,0) e  EDTA, de nom inada
de  Fibra e m  D e te rge nte  Ne utro (FDN) a q ual re cupe ra a m aior parte  dos  com pone nte s  da
pare de  ce lular. No e ntanto, no re s íduo insolú ve l pode rá conte r prote ínas  insolú ve is ,
nitrogê nio ligado e  alguns  m ine rais .

Com  o obje tivo de  s olubilizar a prote ína insolú ve l e  a h e m ice lulos e , outro
proce dim e nto de  e xtração foi proposto, de nom inado de  Fibra e m  D e te rge nte  Á cido
(FDA), o q ual, atravé s  de  fracionam e nto, possibilita de te rm inar o te or de  lignina e
ce lulos e  (Van Soe s t &  W ine , 19 68). O  nitrogê nio lignificado, a lignina e  a ce lulos e  s ão
ins olú ve is  e m  s olução forte m e nte  ácida (H 2SO 4, 0,5 m ol L-1), conte ndo um  de te rge nte
q uate rnário brom e to de  ce til trim e tilam ônio (C16H 33N(CH 3)3Br). Na (Fig. 2.9 ), é
pos síve l obs e rvar q ue  a lignina é  insolú ve l a pH  >  7,0, s e ndo a h e m ice lulos e  s olú ve l
tanto e m  condiçõe s  forte m e nte  ácida, com o e m  alcalinas .

Na FD N alguns  contam inante s  com o am ido, com postos de “M aillard”, e  m ine rais
do s olo pode rão inte rfe rir nos  re s ultados . A prote ína ins olú ve l, be m  com o os  com postos
de  “M aillard” pre s e nte s  no re s íduo pode rão s e r q uantificados  e  s ubtraídos . Atravé s  da
calcinação do re s íduo é  pos síve l de te rm inar a pe rce ntage m  dos  constituinte s
inorgâ nicos . O  am ido pode rá s e r e lim inado atravé s  do pré -tratam e nto com  am ilas e
te rm oe s táve l durante  a solubilização do conte ú do ce lular (Van Soe s t et al, 19 9 1; Souza
et al, 19 9 9 ).

Já a FDA pos sui algum as  vantage ns , pois  a s olução de te rge nte  ácido re m ove  todo
am ido e  h e m ice lulos e  e  o re s íduo pode rá s e r e m pre gado para, atravé s  de  anális e
s e q ü e ncial, e s tim ar o conte ú do de  ce lulos e , lignina e  nitrogê nio indige s tíve l (nitrogê nio
lignificado e  com posto de  “M aillard”), cutina e  s ílica. Na Fig. 2 e s tá re pre s e ntada a
re lação e ntre  o s iste m a de  W e e nde  e  o s is te m a de te rge nte  proposto Van Soe s t (19 63)
na divis ão da m até ria orgâ nica de  forrage iras .

Em  am ostras de forrage iras  e  outros  alim e ntos , conve ncionalm e nte  a prote ína
bruta (PB) é  e xpre s s a atravé s  do nitrogê nio total (NT x 6,25). A de te rm inação do NT
proposta por Kje ldah l e m  1883, fundam e nta-s e  na de com pos ição da m até ria orgâ nica
dos  alim e ntos  pe lo ácido sulfú rico, e m  pre s e nça de  s ulfato de  cobre  com o catalisador, à
aproxim adam e nte  400ºC. O  nitrogê nio pre s e nte  na solução ácida re s ultante  é



Anais da XVII Semana do Estudante  - "Tópicos em Produção de Leite"

66

de te rm inado atravé s  de  de s tilação por arraste  a vapor s e guida de  titulação com  ácido
diluído (AOAC, 19 9 0).

Bas e ado na disponibilidade  nutricional da prote ína, Sniffe n e t al., (19 9 2) propus e ra
o fracionam e nto dos  com postos  nitroge nados  e  dos carboidratos , conform e  e s tão
re pre s e ntadas  na Fig. 3.

Figura 2. Com paração e ntre  os  m é todos  Van Soe s t e  W e e nde  na divis ão da
m até ria orgâ nica de  forrage iras  (Silva, 2002).

As m e todologias  e m pre gadas  para as  fraçõe s  nitroge nadas  foram  s uge ridas por
Kris h nam oorth y e t al. (19 82) e  Licitra e t al. (19 9 6), onde , a fração “NA” re pre s e ntada
pe lo nitrogê nio não proté ico (NNP) com posta principalm e nte  de  am ônio, pe ptíde os ,
am inoácidos  e  nitrato, é  s olú ve l no rú m e n s e ndo rapidam e nte  conve rtidos  e m  am ônia,
pode  s e r de te rm inada pe la dife re nça e ntre  o NT e  o nitrogê nio ins olú ve l e m  ácido
tricloroacé tico a 10%  (m /v). A fração “NB1” re pre s e ntada por prote ínas  solú ve is e
rapidam e nte  de gradada no rú m e n; é  com posta de  pe ptíde os  e  oligope ptíde os , pode  s e r
de te rm inada atravé s  da dife re nça e ntre  o nitrogê nio solú ve l e m  tam pão borato-fosfato a
pH  6,8 (TBF) e  o NNP. Pe la dife re nça e ntre  o nitrogê nio ins olú ve l e m  TBF e  o insolú ve l
na FDN (NIDN), é  de te rm inada as  prote ínas da Fração “NB2” q ue  apre s e ntam  taxa de
de gradação rum inal inte rm e diária.
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As prote ínas  q ue  corre s ponde m  a Fração “NB3” com pre e nde m  as  prote ínas
e xte nsinas, pos s ue m  taxas de degradação m uito le nta s e ndo pouco s olú ve l no rú m e n,
de vido sua as sociação com  com pone nte s  da  pare de  ce lular das  plantas , s ão
de te rm inadas  pe la s ubtração do NID N e  do nitrogê nio ins olú ve l na FDA (NIDA).
Finalm e nte  as  form as de nitrogê nio indis poníve is , fração “NC”, s ão de te rm inadas
atravé s  do te or de  NIDA, e s ta fração e  com posta pe las form as de nitrogê nio as sociado
com  a lignina e  taninos  e  pe los com postos de “M aillard”. O s  com pone nte s  de s ta fração
são re s is te nte s  ao ataq ue  m icrobiano e  e nzim ático, é  totalm e nte  insolú ve l no trato
gastrinte s tinal.

Ainda s e gundo o CNPCS, os  carboidratos  pode m  s e r class ificados  com o
e s truturais  (ce lulos e  e  h e m ice lulos e) e  não e s truturais  (açú care s  s olú ve is, am ido e
pe ctina), e  s ubdivididos de acordo com  a taxa de  de gradação rum inal: a fração “CA”,
rapidam e nte  de gradada, é  o açú car s olú ve l; a fração “CB1” apre s e nta taxa de
de gradação inte rm e diária, é  com posta pe lo am ido e  pe la pe ctina; a fração “CB2” é  de
de gradação le nta e  com pre e nde  a pare de  ce lular dis poníve l, com posta de  ce lulos e  e
h e m ice lulos e , e  a fração “CC”  re pre s e nta o conte ú do indisponíve l da pare de  ce lular e
q ue  não é  dige rida ao longo de  s ua pe rm anê ncia no trato gastrinte s tinal, com posta
principalm e nte  de  lignina (Sniffe n e t al., 19 9 2).

Figura 3. Es q ue m a de  fracionam e nto das  form as  nitroge nadas  e  dos
carboidratos de alim e ntos  proposto pe lo s iste m a de  prote ínas  e
carboidratos  (CNPCS – Th e  Corne ll Ne t Carboh ydrate  and Prote in
Syste m ).
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 5. Pre paração das Am ostras

 
 5.1. Re ce bim e nto

 As am ostras  aq ui abordadas  s ão: plantas  forrage iras , fe no, s ilage m , re s íduos
agrícolas ou agro-industriais  e  conce ntrados .

 Com  re lação ao re ce bim e nto de  am ostras , é  im portante  re s s altar q ue :
a) São ne ce s sários , no m ínim o, 15 g de  m ate rial pré -s ê co (65ºC) e  m oído para q ue  s e

pos sa re alizar as principais  dete rm inaçõe s  e m  e s tudos de nutrição anim al ?nitrogê nio
total, m até ria s e ca a 105ºC, fibra e m  de te rge nte  ne utro (FDN), fibra e m  de te rge nte
ácido (FDA), lignina, dige s tibilidade  “in vitro” da m até ria s e ca, m até ria orgâ nica
(cinzas), e xtrato e té re o, e ne rgia bruta, m acro e  m icroe le m e ntos  m ine rais ?;

b) Em  e xpe rim e ntos  q ue  produzam  pe q ue na q uantidade  de  am ostras , de ve m  s e r
discrim inadas  as  dete rm inaçõe s  ne ce s sárias  com  a q uantidade  de  m ate rial possíve l
de  s e  obte r;

c) Para de te rm inação de  pH , ácidos  graxos  voláte is e nitrogê nio am oniacal e m  s ilage m ,
cole tar de  1,0 a 2,0 k g de  am ostra;

d) A pe rda de  um idade , durante  o transporte , não te rá grande  im portâ ncia, de s de  q ue
os  re s ultados  s e jam  e xpre s s os  ape nas  na m até ria s e ca total. No e ntanto, e m
am ostras prove nie nte s  de  s ilage m , a um idade  é  um  bom  indicador de  s ua q ualidade ,
de ve ndo-s e  após  a cole ta transfe ri-las  para  saco plástico, com pactando para e xpe lir
o ar e  im e diatam e nte  e ncam inh á-las para o laboratório para s e re m  proce s s adas;

e ) Quando as dete rm inaçõe s  não fore m  re alizadas  im e diatam e nte  e m  am ostras de
forrage ns  ve rde s , fe ze s , urina, e tc., é  ne ce s sário q ue  as  am ostras  s e jam  cons e rvadas
e m  baixas  te m pe raturas  (e ntre  -18 e  -20ºC).

 
 5.2. Ide ntificação e  Re gistro

 A ide ntificação e  o re gistro das  am ostras  pe rm itirão o rastre am e nto dos dados
ge rados , pos s ibilitando ao pe s q uisador ou o clie nte  re lacionar os  códigos  atribuídos  pe lo
laboratório à  ide ntificação m ais detalh ada do e xpe rim e nto ou do trabalh o a q ue  os
re s ultados  s e  de s tinam .

 O  m ínim o q ue  é  pre cis o incluir na e tapa de  ide ntificação e  re gistro é  (Silva, 2002;
AOAC, 19 9 0; Bruno e t al., 19 9 5; EM BRAPA, 19 9 6):

?  nom e  do s olicitante  da análise;
?  data de  cole ta;
?  data de  re ce bim e nto das  am ostras;
?  tipo de  m ate rial;
?  de te rm inaçõe s  a s e re m  re alizadas;
?  nú m e ro-código de  cada am ostra; e
?  docum e ntação de  inform açõe s  re le vante s .
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 5.3. Pré -Se cage m

 A pré -s e cage m  das  am ostras  te m  os  s eguinte s  obje tivos: facilitar o proce s s o de
m oage m , cons e rvar e  prolongar a cons e rvação da am ostra pe la de s truição de  e nzim as
re s ponsáve is pe lo proce s s o de  de com pos ição (Jone s  Jr. &  Steyn, 19 73) e  pe la
dim inuição da atividade  m icrobiológica (facilitada pe la um idade ) e  pe rm itir a
de te rm inação da ASA. No caso de  s e r ne ce s sário o valor da porce ntage m  de  m até ria
s e ca, de ve -s e  pe s ar a am ostra ante s  e  de pois da pré -s e cage m .

Am ostras de plantas destinadas  a de te rm inaçõe s  de  m acro e  m icroe le m e ntos
m ine rais  pode m  ne ce s s itar de s contam inação ante s  da pré -s e cage m , de vido a poe ira ou
re s íduos de pulve rização no local da cole ta, de pe nde ndo dos  ele m e ntos  a s e re m
de te rm inados  e  das possibilidade s  de  contam inação. Caso ne ce s sário, lavar as  am ostras
com  solução de te rge nte  ne utra (e ntre  0,1 e  0,3%  v/v) e  e m  s e guida com  água
de s ionizada. Este  proce dim e nto de ve  s e r rápido, para s e  evitar pe rda de  nutrie nte s
durante  a lavage m . Se  as  am ostras  e s tive re m  s e cas ou m urch as , é  acons elh áve l não
lavar com  água (Nogue ira e t al., 19 9 8).

A s ecage m  é  fe ita e m  sacos de papel ou de  algodão lim pos , e m  e s tufa com
circulação de  ar a te m pe ratura de  65ºC, por um  pe ríodo de  48 h  ou até  pe s o constante
(Silva, 2002; Bruno e t al., 19 9 5). Para o caso de  s ilage m , a pré -s e cage m  de ve  s e r fe ita
a 45ºC por 72 h . A carga de  cada e s tufa de ve  e s tabe le cida de  tal  m odo q ue  a
circulação inte rna de  ar não s e ja pre judicada.

Am ostras de fe ze s  q ue  s e rão analisadas  após  s ecage m  e  m oage m  de ve m  s e r
colocadas  e m  bande jas  lim pas  e  s e cadas  a 65ºC durante  48 h  ou até  pe s o constante .
Am ostras  q ue  s e rão analisadas  fre s cas deve m  s e r colocadas  e m  sacos  plásticos , s e ndo
e ntão re tirado o ar e  conge ladas  até  a s ua m anipulação.

A pré -s e cage m  é   ne ce s sária q uando a am ostra pos sui alto te or de  um idade .
Após  s e cage m , a bande ja ou o saco de  pape l é  re tirado da e s tufa e  posto sob

condiçõe s  am bie ntais do laboratório por pe lo m e nos 1 h . Es s e  te m po é  ne ce s sário para
q ue  a um idade  da am ostra e ntre  e m  e q uilíbrio com  a um idade  do am bie nte  e  atinja pe s o
constante  e  para e vitar e rros de pesagem  (m ovim e ntação de  ar asce nde nte  s obre  a
balança).

No caso de  grãos , o s e guinte  proce dim e nto para controle  de  q ualidade  da m até ria
prim a é  adotado nas  indú s trias : pré -s e cage m  a 45ºC por 24 h ; e m  s e guida, o grão é
triturado ou q ue brado e  colocado e m  e s tufa por 1 h  a 130ºC para de te rm inação da
m até ria s e ca.
 
 5.4. M oage m

 A m oage m   das  am ostras  é  fe ita e m  m oinh o do tipo W ile y, com  facas , com
pe ne iras de 1 m m , s e ndo cole tado ape nas  o q ue  pas sa na pe ne ira (Silva, 2002; AOAC,
19 9 0; PERSTO RP ANALYTICAL - TECATO R, 19 9 5; EM BRAPA, 19 9 6). Toda supe rfície
q ue  te nh a contato com  a am ostra de ve  s e r de  aço inoxidáve l.

 A m oage m  é    re alizada   e m    am ostras   q ue   apre s e ntam   e le vado te or de  m até ria
s e ca (>  80% ). Se  a am ostra for constituída de  pó fino, capaz de  atrave s s ar a pe ne ira
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de  m alh a 40, bastará h om oge ne izá-la e  re duzi-la, com  auxílio do q uarte ador, à  porção
de s tinada à  anális e .

 O  proce dim e nto a s e r utilizado na m oage m , e ntre  um a am ostra e  outra, é  o
s e guinte :
a) ao re tirar a am ostra, abrir o m oinh o e  lim par ade q uadam e nte  s e u inte rior, não

de ixando m ate rial q ue  pos sa contam inar a am ostra s e guinte ;
b) fe ch ar novam e nte  o m oinh o, colocando pe q ue na q uantidade  da próxim a am ostra;
c) de s cartar e s ta q uantidade  m oída;
d) colocar o re s tante  do m ate rial, cole tando o m ate rial m oído.

 Para q uantidade s  pe q ue nas de am ostras , o m e lh or é  e m pre gar m icrom oinh os . Não
s e ndo pos síve l, aprove itar todo o m ate rial, inclus ive  o q ue  fica re tido na pe ne ira. No
caso de  algum as  am ostras , com o por e xe m plo caroço de  algodão, é  ne ce s sário usar
m oinh o e s pe cial ou tratar a am ostra (H Cl p.a., conce ntrado),  para facilitar a m oage m .
 
 
 5.5. Acondicionam e nto

 Após a m oage m , as  am ostras  s ão acondicionadas  e m  frascos  com  tam pa, com
capacidade  aproxim ada de  150 m L, ide ntificados  com  o nú m e ro-código (Voge l e t al.,
19 9 2; Fe rre ira &  Gom e s , 19 9 5).

 Alguns  cuidados deve m  s e r tom ados  ne s ta fas e :
a) utilizar e m balage m  lim pa e  s e ca, q ue  garanta a aus ê ncia de  inte ração e ntre  o

am bie nte  e  a am ostra;
b) a e m balage m  de ve rá e s tar ade q uadam e nte  rotulada;
c) ide al é  analisar as  am ostras  logo após  a m oage m . Não s e ndo pos síve l, arm aze nar e m

local fre s co (de  pre fe rê ncia re frige rado) e  prote gido da luz; e ,
d) é  ne ce s sário lavar as  e m balage ns de s tinadas  ao arm aze nam e nto, le vando-s e  e m

conta os  tipos de dete rm inaçõe s  a s e re m  re alizadas . No caso de  s e  de te rm inar m acro
e  m icroe le m e ntos , alé m  da lavage m  com  s olução  de te rge nte  ne utra, re com e nda-s e  a
lavage m  com  solução de  H Cl p.a., a 10%  (v/v) e  e m  s eguida com  água de s ionizada.

 Ao final do acondicionam e nto, as  am ostras  s e gue m  para o laboratório,
acom panh adas de form ulário de  re gistro, e s tando prontas  para s e re m  analisadas .

 Quando s e  tratare m  de  am ostras de fe ze s  conte ndo m arcadore s , com o, p. e x.,
crom o ou cobalto, procurar agrupar os  te m pos de cole ta (um  grupo: T0 - Anim al 1, T0 -
Anim al 2, ...; outro grupo: T1 - Anim al 1, T1 - Anim al 2, ...; e tc.). Com  is so, o q ue  s e
pre te nde  é  m inim izar contam inaçõe s  e ntre  as  am ostras , ou s e ja, proce s s a-s e  prim e iro as
de  baixa conce ntração, indo e m  dire ção à s  m ais  conce ntradas .

 Em  todo o trabalh o de  pre paro de  am ostra é  re com e ndáve l o uso de  luvas  e
m áscara.
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6. Anális e  de  Alim e ntos  para Bovinos

A s eguir s ão listados  alguns dos proce dim e ntos  analíticos  atualm e nte  re alizados  no
Laboratório de  Nutrição Anim al  da Em brapa Pe cuária Sude s te .

6.1. D e te rm inação da m até ria s e ca: (AOAC  19 9 0):

a) Pré -s e cage m  - e m  e s tufa calibrada a 65ºC por 72 h , ou até  pe s o constante .
b) M oage m  – e m  m oinh o  de  facas  tipo W ile y, cole tando a am ostra q ue  pas sou pe la

pe ne ira de  m alh a 40.
c) Se cage m  a 105ºC – transfe rir para pe s a-filtro de  1 a 2 g de  am ostra m oída, de ixar

e m  e s tufa calibrada a 105ºC por aproxim adam e nte  8 h  ou até  pe s o constante .

6.2. D e te rm inação da prote ína bruta: (AOAC, 19 9 0):

M é todo m icro – bas e ado na de com pos ição da m até ria orgâ nica pe lo ácido s ulfú rico e  na
q uantificação do nitrogê nio utilizando s iste m a de  de s tilação  por arraste  a vapor (
m é todo proposto por Kje ldah l, e m  1883 ).

6.3. D e te rm inação da fibra e m  de te rge nte  ne utro,  FDN : (Van Soe s t, 19 65, Goe ring &
Van Soe s t, 19 70):

Com  solução de te rge nte  ne utra solubiliza-s e  o conte ú do ce lular com posto bas icam e nte
de  prote ínas  solú ve is , açú care s , lipíde os , nitrogê nio não-prote ico, pe ctina, am ido e
outros  constituinte s  s olú ve is  e m  água. A porce ntage m  dos constituinte s  da pare de
ce lular, parte  da forrage m  insolú ve l e m  de te rge nte  ne utro, q ue  é  bas icam e nte
constituída de  ce lulos e , h e m ice lulos e , lignina e  prote ína lignificada, é  obtida por
dife re nça e ntre  as  pe s age ns da am ostra ante s  e  de pois  de  sua s olubilização.

6.4. D e te rm inação da fibra e m  de te rge nte  ácido FDA, (Van Soe s t ,19 65):

Utilizando-s e  de  re age nte s  e s pe cíficos , a am ostra é  tratada com  um a solução
de nom inada de te rge nte  ácida  (SDA), a q ual solubiliza o conte ú do ce lular, a
h e m ice lulos e  e  a m aior parte  da prote ína ins olú ve l; no e ntanto, o nitrogê nio lignificado, a
lignina solú ve l e m  álcali, a lignina ins olú ve l, a ce lulos e  e  a sílica, faze m  parte  do re s íduo,
de nom inado de  fibra e m  de te rge nte  ácido (FDA).

6.5. D e te rm inação da lignina (Van Soe s t &  W ine , 19 68):

Butle r &  Baile y (19 73), re fe re m -s e  à  lignina com o um  polím e ro 3-m e tóxi-fe nil-prope nol e
3-5-dim e tóxi-fe nil-prope nol, ligados  e m  proporçõe s  variadas  e  e m  s e q ü ê ncia casualizada,
originando as s im  grande  varie dade  de  produtos , o q ue  dificulta a sua e xata de finição.
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Por m e io do re s íduo lignoce lulós ico da fibra e m  de te rge nte  ácido, a lignina é  oxidada e
solubilizada por m e io de  um a s olução de  ácido sulfú rico a 72% .

6.6. D e te rm inação das  cinzas ou m até ria m ine ral (Silva, 2002):

A am ostra é  calcinada e m  forno de  m ufla (550ºC – 600ºC) para e lim inar a m até ria
orgâ nica e  s ubstâ ncias  voláte is . Por dife re nça de  pe s age m , e ntre  o pe s o do cadinh o
vazio e  o pe s o do cadinh o com  o re s íduo, e ncontra-s e  o te or das  cinzas .

6.7. D e te rm inação do e xtrato e té re o (Silva, 2002):

A de te rm inação do e xtrato e té re o cons is te  na s olubilização pe lo é te r das  gorduras ou
lipíde os . Esta s olubilização é  fe ita e m  e xtrator do tipo Soxh le t, utilizando-s e  o é te r e tílico
com o s olve nte , e m  q ue  a am ostra é  s ubm e tida ao re fluxo contínuo, por um  pe ríodo de
te m po capaz de  e xtrair toda fração a solú ve l no é te r.

6.8. D e te rm inação da dige s tibilidade  “in vitro” da m até ria s e ca (Tille y &  Te rry,19 63):

O  alim e nto é  incubado por 48 h , e m  q ue  ocorre rá fe rm e ntação pe los m icrorganism os do
líq uido de  rú m e n,  s ob condiçõe s  anae róbicas , te m pe ratura de  39 ºC, pode r tam pão a pH
de  6,9 ; após  s e rá s ubm e tido por m ais 48 h  a dige s tão e nzim ática da pe ps ina e m  m e io
ácido.

6.9 . D e te rm inação dos  m acros  e  m icros  nutrie nte s :

M acros nutrie nte s : cálcio, m agné s io, fósforo, potás s io e  e nxofre
M icros nutrie nte s : cobre , zinco, m anganê s  e  fe rro

Utiliza-s e  o m é todo de  de com pos ição por via ú m ida q ue  é  m ais  utilizado para
solubilização de  m ate rial ve ge tal. As am ostras  s ão solubilizadas  com  ácidos  oxidante s
e m  m istura H NO 3 +  H ClO 4. A m aioria das  am ostras  é  totalm e nte  oxidada, de ixando os
e le m e ntos  a s e re m  de te rm inados  na solução ácida e m  form as  inorgâ nicas  s im ple s  e
apropriadas  para anális e . As dete rm inaçõe s  analíticas do Ca, M g, Cu, Z n, M n e  Fe  s ã o
re alizadas  por e s pe ctrom e tria de  absorção atôm ica por ch am a, o fósforo é  de te rm inado
por e s pe ctrofotom e tria de  absorção m ole cular e m  s iste m a de  anális e  por inje ção e m
fluxo contínuo, m e dindo-s e  a inte ns idade  da cor produzida pe lo com ple xo
vanadom olibdofosfórico; o potás s io é  de te rm inado por fotom e tria de  ch am a; e  o e nxofre
por turbidim e tria do s ulfato de  bário (M alavolta, 19 89 ).
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