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1 INTRODUCAO

Os n-alcanos fazem parte da cera cuticular das plantas, a qual geralmente
€ uma mistura complexa de lipidios alifaticos sintetizados pela planta (DOVE &
MAYES, 2005). Eles sdo compostos organicos de cadeia aberta e formados por
carbono e hidrogénio, onde a diferenga entre dois membros sucessivos da série é
constante (sdo homologos), e onde ha o prefixo n (normal) para os diversos alcanos,
por maiores que sejam as moléculas, desde que os &tomos de carbono se
encontrem em cadeia continua, sem ramificacbes. Nas plantas forrageiras, a
concentracdo maior é de alcanos de cadeia impar, do C,; ao Cz; e cada planta
possui um perfil caracteristico dessas ceras, como se fosse uma impressao digital
para cada individuo (Dove e Mayes, 1991).

Na nutricdo animal, os n-alcanos sao usados para determinar producao
fecal, digestibilidade, e indiretamente, o consumo dos animais em pastejo. Dove e
Mayes (2006) relataram que é possivel explorar as diferencas nos perfis dos n-
alcanos entre as plantas para determinar composicdo da dieta através de
comparacdes dos perfis das plantas com o padrdo encontrado nas fezes. Assim,
com uma Unica analise, é possivel determinar varios parametros importantes para a
nutricdo de herbivoros em pastejo. Para as estimativas de consumo de ruminantes
em pastejo se usam os n-alcanos Cs;, C3; € Czsz, encontrados no pasto e nas fezes
dos animais experimentais. Para estudar a composicéo da dieta, sdo usados o maior
namero de alcanco possivel, geralmente os n-alcanos a partir do C,s até o Cay.

A andlise dos n-alcanos, como a maioria dos lipidios, envolve extracao
com solvente, purificagdo para separar do extrato bruto a classe de lipidios
estudada, seguida da andlise individual dos analitos por cromotagrafia gasosa. Na
metodologia proposta por Dove e Mayes (2006), o n-heptano é utilizado como um
solvente na extracdo de n-alcanos. Este solvente precisa atender aos padroes
analiticos de qualidade cromatografica, cujo custo é alto, fazendo com que suba o
custo de andlise destas ceras. Neste sentido, este trabalho teve como objetivo testar
diferentes n-heptanos como solvente de ceras a fim reduzir os custos laboratoriais,
mas mantendo o padrao analitico de qualidade.

2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no laboratério de Nutricdo Animal da
Embrapa Pecuaria Sul, localizada em Bagé, RS. Em abril de 2012, foram testados
seis n-heptanos encontrados no mercado, denominadas pelas letras A, B, C, D, E, F
e o0 heptano HPLC que vinha sendo usado no laboratério foi denominado pela letra
“T”. Na Tab. 1, pode se observar a classificacdo dos heptanos testados, bem como o
teor de pureza e o valor pago pelo litro do reagente em marco de 2012.

Para o teste com os heptanos, foram usadas duas amostras de fezes e
duas amostras de azevém (Lolium multiflorum L.), provenientes de uma avaliacdo de
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consumo de forragem de novilhos de corte em pastejo. As amostras foram secas em
estufa de ar forcado, a 60°C, moidas e armazenadas em recipiente plastico.

Tabela 1-Tipo do produto e teor de pureza obtidos nos laudos dos reagentes analiticos testados e o
preco de compra

Valor unitéario

Heptano Produto Teor (%) (litro) (R$)
A Heptano P.A. 99,89 100,00
B n-Heptano P.A. 99,62 126,00
C n-Heptano P.A. 99,94 120,00
D n-Heptano P.A. 99,95 150,00
E n-Heptano P.A. 99,50 150,00
F n-Heptano P.A. 99,40 200,00
T Heptano HPLC 99,40 212,00

A quantificacdo dos n-alcanos, das amostras (fezes e forragem) seguiu a
metodologia do protocolo descrito por Dove e Mayes (2006). Foram feitas extragdes
dos alcanos usando os seis heptanos testados e o padrdo, nas duas amostras de
fezes e de forragem. Foram usados 2 ml do solvente para amostras de forragem e
1,5 ml para fezes. Os mesmos também foram usados para a purificacdo dos alcanos
(3,4 ml).

A identificacdo e quantificacdo dos n-alcanos foi determinada por
cromatografia gasosa, usando um SHIMADZU GC-2010 equipado com detector de
ionizacdo de chama (FID), um carrossel automatico AOC-20S e um auto injector
AOC-20i. Os n-alcanos extraidos foram injetados (1pl) para dentro de uma coluna
Rtx®-5 RESTEK (30 m x 0,25 mm x 0,25 um, absorbente composto por 5% difenil e
95% dimitil polisiloxane). O gas de arraste foi 0 N, a um fluxo constante de 30 ml
min. Gradientes de temperatura foram controlados para o injetor (270°C) e a coluna
(170°C por 1 min; 30°C/min até 215°C espera de 1 min e 6°C min™ para 300°C;
21min). A temperatura do FID foi mantida a 340°C.

O procedimento de GC foi calibrado com uma solucdo de padréo externo
contendo uma mistura sintética dos n-alcanos C; a C4 (>99% de pureza, Sigma-
Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA) com concentracbes similares aquelas
encontradas nos extratos. As areas dos picos cromatograficos correspondentes a
cada n-alcano foram determinadas por meio do programa Shimadzu GC Solution, no
qual a identificacdo dos n-alcanos de comprimento de cadeia entre Cy a Css Se
baseou na comparacdo com o padrdo externo, pelo tempo de retencdo medio de
cada n-alcano na coluna. Os picos identificados, foram convertidos em quantidades
de n-alcanos tendo por referéncia o padrdo interno tetratriacontano (Cszs) €
calculados em mg/kg de matéria seca (MS). Para este calculo, foi realizado anélise
de teor de matéria seca nas amostras de fezes e forragem (AOAC, 1996).

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado,
arranjado em um fatorial 7X2, onde foram testados sete heptanos (A, B, C, D, E, F,
T) em dois tipos de amostras (fezes e forragem), com duas repeticdes. Todas as



01

CIC m—

l UFPELOTAS 21° Congresso de Iniciacao Cientifica | 42 Mostra Cientifica | Universidade Federal de Pelotas
f—— 200 ———|

200

variaveis estudadas foram submetidas a analise da variancia e contrastes ortogonais
entre o heptano padrédo (T) e os demais para comparacdo entre médias e também
teste de Tukey para comparar as meédias. O programa estatistico utilizado nas
analises foi 0 JMP, versao 9.0.0 (SAS Institute Inc., 2010).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o houve diferencas entre o heptano considerado como padréo (T) neste
ensaio e os outros (A, B, C, D, E, F), quando testados por contraste ortogonal. Por
isto sdo apresentados aqui as médias comparadas pelo teste de Tukey.

Os resultados obtidos podem ser vistos nas Tab. 2 e 3. N&o houve diferenca
significativa na quantidade (mg/kg MS) de n-alcanos Cs3, Czs, Cz6, C27, Cog, Cs0, Caa,
Css, C3s € Cgz6, em nenhum dos heptanos avaliados (Tab. 2).

Tabela 2 — Concentracdo média de alcanos (mg/kg de MS) extraidos pelos heptanos testados

Heptano
N-alcanos A B C D E F T
Cous 6,73 7,04 6,91 6,44 6,30 6,17 6,45
Cus 26,50 27,00 27,91 26,63 26,13 25,66 26,88
Cas 3,44 3,62 3,75 3,21 2,87 2,92 2,85
Cyr 68,47 69,89 70,47 69,60 69,06 68,28 70,35
Coo 300,41 304,69 301,44 304,85 303,36 302,51 307,04
Cao 27,62 28,00 29,11 28,25 27,98 27,74 28,26
Ca 513,65 517,52 513,38 520,87 516,94 516,21 520,89
Ca 60,66 60,99° 68,19° 62,48° 61,70° 61,49° 62,71°
Cas 161,96 161,07 161,44 163,60 163,03 162,58 163,37
Cas 16,39 15,81 16,44 16,32 16,58 16,44 16,48
Cas 1,46 1,56 1,48 1,57 1,62 1,61 1,64

* Letras distintas ha mesma linha representam diferenca significativa entre os heptanos testados pelo
teste de Tukey (P<0,005)

O dotriacontano (Cs;) apresentou maior extracdo com o heptano C (P<0,001).
Houve interacdo entre heptano testado e tipo de amostra (fezes e forragem) nos
hidrocarbonetos C,4 (P<0,003) e Cyg (P<0,001; Tab.3).

Os valores médios de Cys € Cys, em mg/kg de MS, foram maiores nas
amostras de fezes do que na forragem (P<0,005). Amostras de fezes sempre
apresentam valores mais altos de n-alcanos porque nas fezes ha concentracdo
deste devido a digestibilidade da forragem que o animal estd consumindo e a
velocidade com que este alimento passa no rimen (Brosh et al., 2003).

A quantificagdo de Cy4 nas amostras de fezes ndo diferiram entre si, mas
houve diferengas na extracédo deste hidrocarboneto nas amostras de forragem, onde
o heptano T apresentou maiores valores (P<0,005). O heptano T apresentou
menores valores de Cyg nas fezes que os demais heptanos testados. J4 para as
amostras de forragem, os heptanos C, F e T apresentaram maiores valores de Cs.

E necessario fazer uma analise cromatogréfica dos heptanos testados para
afirmar que as diferencas encontradas na quantificacacdo dos n-alcanos Cy4, Cog €
Cs2 se devem realmente a uma maior capacidade de extracdo destes solventes ou
se eles apresentam alguma contaminag¢do que pode estar sendo computada como
n-alcano. Talvez possam estar presentes isbmeros destes alcanos nos heptanos
testados.
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Tabela 3 — Concentracdo média de alcanos (mg/kg de MS) extraidos pelos heptanos testados,
conforme o tipo de amostra

Tipo de Heptano

mg/Kg.MS A B C D E F T
Cos Fezes 1,88%° 1,897 1,77°° 1,78%° 2,30° 1,51%°%%° 1,517

Forragem  0,80% 0,84 0,79% 0,71° 0,95"°% 0,66° 2,11%
Cas Fezes 16,27% 16,412 16,08 15,24 15,86° 16,47 13.22°

Forragem  3,66° 4,09 5,22 3,82° 4,41° 4,66 7,17°

* Letras distintas na linha representam diferenca significativa pelo teste de Tukey (P<0,005)

Existem poucos dados na literatura que relatem perfil de n-alcanos em
azevém. Dove e Mayes (1991), em sua revisdo sobre o uso de n-alcanos na nutricao
de ruminantes, relataram valores médios de concentracdo de alcanos para esta
espécie forrageira semelhantes para alguns dos analitos avaliados neste estudo. Os
valores aqui encontrados foram: 17,32; 36,12; 4,72; 155,8; 13,93; 257,10; 8,46;
74,66 e 7,94 mg/kg de MS para os n-alcanos Cys, Cy7, Czs, Cog, Cs0, C31, C32, C33 €
Css, respectivamente. Somente o C29 ficou abaixo dos valores apresentados pelos
autores acima citados. As causas para esta diferenca podem ser idade da planta,
maior percentual de colmo na amostra porque este componente tem menor
concentracéo de n-alcanos do que as folhas.

4 CONCLUSAO

Todos os heptanos testados podem ser usados para extracdo de n-alcanos
para determinar consumo de ruminantes em pastejo, sendo a escolha do reagente,
dependente do pre¢co do mesmo.

Para avaliar composicdo da dieta em ruminantes, devem ser realizadas
analises cromatograficas dos heptanos para comprovar a inexisténcia de
substancias que possam comprometer a quantificacéo de n-alcanos das amostras.
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