CADERNOS
académicos

UFGD

~

CIENCIAS

AGRARIAS

A colecao

Cadernos Académicos da UFGD
tem como objetivo divulgar

o material produzido

pelos docentes da universidade,
para uso.didatico nas atividades
de ensino e extensao.

/o'{. 00000
o ) b/. .Q/." 4
s e eo







TECNICAS LABORATORIAIS
NA ANALISE DE ALIMENTOS

Rafael Henrique de Tonissi e Buschinelli de Goes
Hellen Leles Lima




Universidade Federal da Grande Dourados

COED
Editora UFGD

Coordenador Editorial : Edvaldo Cesar Moretti
Técnico de apoio: Givaldo Ramos da Silva Filho
Redatora: Raquel Correia de Oliveira
Programadora Visual: Marise Massen Frainer
e-mail: editora@ufgd.edu.br

Conselho Editorial - 2009/2010

Edvaldo Cesar Moretti | Presidente
Wedson Desidério Fernandes | Vice-Reitor
Paulo Roberto Cimé Queiroz

Guilherme Augusto Biscaro

Rita de Céssia Aparecida Pacheco Limberti
Rozanna Marques Muzzi

Fabio Edir dos Santos Costa

Revisao: Raquel Correia de Oliveira

Projeto gréfico e capa: Marise Massen Frainer
Impresséo: Grafica Centro Imagem | Campo Grande | MS

Ficha catalogréfica elaborada pela Biblioteca Central - UFGD

636.0855 Goes, Rafael Henrique de Tonissi e Buschinelli

G598t Técnicas laboratoriais na andlise de alimentos. /
Rafael Henrique de Tonissi e Buschinelli Goes,
Hellen Leles Lima. — Dourados, MS: Ed.UFGD,
2010.
52p . — (Cadernos académicos UFGD. Ciéncias
agrarias).

ISBN
973-85-61228-66-8

1. Nutricdo animal — Anélise. 2. Alimentos - Ané-
lise. I Tima, Hellen I eles. I1. Titulo

| Cadernos Académicos | UFGD



Técnicas Laboratoriais na Andlise de Alimentos

SUMARIO
1. Introducao 7
2. Amostragem na Bromatologia 9

Coleta e cuidados com a amostra
Cuidados a serem realizados

na amostragem/coleta da amostra
Preparacao da amostra
Amostragem de fezes e urina
Graos

Roteiro para coleta de amostras
de produtos a granel

Roteiro para coleta de amostras
de produtos ensacados
Consideracoes gerais

3.Composicao Centesimal 20
Matéria seca (MS) e umidade
Matéria seca parcial ou pré-secagem (ASA)
Matéria seca total ou secagem definitiva (ASE)
Matéria mineral ou cinza
Proteina bruta (PB) ou nitrogénio total
Fibra bruta (FB)
O método de Van Soest na determinacao
da qualidade de forrageiras
Determinacao de fibra em detergente neutro
Determinacao da fibra em detergente acido
Determinacao de lignina
Gordura ou extrato etéreo

4.Avaliacdo da Digestibilidade
“IN VITRO” da Matéria Seca 40
Digestibilidade in vitro
da matéria seca (DIVMS) usando o
instrumento “daisy”
(in vitro true digestibility- ivtd)
Segundo Estagio (Pepsina + HCl 6N)
Calculos
Procedimentos de coleta,
preparo e incubacdo do in6cuo

5. Bibliografia 50




| Cadernos Académicos | UFGD



Técnicas Laboratoriais na Andlise de Alimentos

1. Introducao

Esse manual tem como objetivo facilitar o acesso de estudantes
de graduacdo em Zootecnia e profissionais ligados a area de avaliacio
de alimentos para animais, seguindo as metodologias mais utilizadas
em laboratérios de andlise de alimentos.

A produgdo animal é uma drea voltada principalmente para o
fornecimento de alimentos e outros produtos de origem animal para
atendimento das necessidades do homem. O objetivo pratico da avalia-
cdo de alimentos € aperfeicoar a sua eficiéncia de utilizacdo, oferecen-
do assim uma resposta mais confidvel em relacdo a producao animal e
proporcionando retorno financeiro mais adequado ao produtor (BER-
CHIELLLI, 20006).

A andlise de alimentos a serem utilizados para ragdes animais,
forrageiras e outros alimentos é de muita importancia para todos o0s
pesquisadores. O objetivo principal destas andlises € conhecer a com-
posicdo quimica, além de verificar a identidade e pureza, sejam elas
de natureza organica ou inorganica, do material analisado. Um estudo
mais completo desses alimentos e dessas forragens conterd proprieda-
des como: aroma, aspecto, sabor, alteracdes, estruturas microscopicas e
a digestibilidade — que interessa especialmente ao zootecnista — que ird
determinar o valor nutritivo deste alimento, ou seja, a parte do alimento
que estaria disponivel para o animal.

E importante saber que essas andlises nio representam compos-
tos quimicamente definidos, mas sim grupos de compostos quimicos.
A proteina, por exemplo, ndo sé abrange varios compostos quimicos e
compostos de nitrogénio, como o extrato etéreo; ela inclui também os
triglicerideos, outros compostos soliveis em éter, como pigmentos e
ceras.

O método normalmente usado para as andlises é chamado de




“Weende”. Por este método € que se tem a andlise aproximativa dos
alimentos, desde 1864, com excecdo do nitrogénio, que € feito pelo
método KJELDAHL (A.O.A.C.,1984).

As andlises classicas comumente feitas visam obter informagdes
sobre Matéria Seca, Proteina Bruta, Gordura ou Extrato Etéreo, Fibra
Bruta, Extrato Nao Nitrogenado e Cinza ou Matéria Mineral.

O método descrito por VAN SOEST (1967) foi usado de forma
complementar para se obter maiores informacdes sobre a forrageira es-
tudada, por ser mais preciso nas informacdes de carboidratos, separan-
do a fibra bruta em fibra em detergente neutro e detergente acido.

Procurou-se a forma mais prética e facil de construir este ma-
terial, para corresponder as principais necessidades de estudo ligadas
a nutricdo animal e andlise de alimentos, buscando as técnicas mais
recentes e visando atender aos novos e mais dindmicos conceitos dessa

area cientifica.
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Técnicas Laboratoriais na Andlise de Alimentos

2. Amostragem na Bromatologia

2.1. Coleta e cuidados com a amostra

A coleta tem por finalidade obter amostras representativas da
média do material e ser analisado. Deve ser realizada da forma mais
cuidadosa possivel para obter uma amostra que, mediante sua andlise,
indique com precisdo a qualidade real do lote, transferéncia e proprieda-
de, saida ou nas inspe¢des que porventura ocorram. Deve-se retirar nu-
merosa quantidade de amostras parciais, colhidas em diferentes pontos
e locais de interesse: campo, fabricagcdo, depdsito, transporte, sacaria,
etc. Desta amostra as vezes volumosa, apés homogeneizada, podem ser
retiradas amostras parciais, antes que sejam enviadas ao laboratério.

Apés a coleta a amostra deve ser armazenada de forma correta, a
fim de se preservar o valor nutritivo, e a0 mesmo tempo deve ser iden-
tificada corretamente (selada ou rotulada), para finalmente ser transpor-
tada ao laboratdrio.

Uma amostragem deficiente resultard sempre em valores errone-
os em andlises posteriores, impossibilitando o estabelecimento de ma-
nejo adequado para a perfeita estocagem e conservacao dos alimentos.

2.2. Cuidados a serem realizados
na amostragem /coleta da amostra

- Amostragem deve ser ao acaso

- Niimero de amostras (varidvel)

> 4 (sempre)
<100 recipientes 10% a coletar (minimo 5)
101-200 recipientes 5% a coletar (minimo 10)
201-2000 3% a coletar (minimo 25)
> 2000 1% a coletar (minimo 50)




- Quantidade de amostra (a quantidade deve ser suficiente para se
realizar todas as andlises propostas).

- Embalagem (preservar o alimento contra alteragdes entre o lo-
cal de coleta e o laboratério)

- Rotulagem (identificacdo da amostra)

- Produto, local da coleta, data da coleta (horério, se pertinente),
observacao.

- Transporte (imediatamente para o laboratdrio, evitar alteracdes,
refrigeragdo — amostras deteriordveis).

2.3. Preparacao da amostra

Durante a preparag@o da amostra no laboratdrio deve-se assegu-
rar a homogeneizacio, de tal forma que qualquer porcio utilizada possa
ser representativa de um todo.

As amostras que se necessite ao chegar devem ser cortadas em
pequenos pedacos com faca inoxiddvel, para posterior homogeneiza-
cdo. Apos esta tritura prévia, o material deve ser identificado e colocado
em saco de papel previamente pesado e levado a balanca (com precisio
de duas casas decimais). O peso total (amostra mais saco de papel)
deve ser anotado no formulario préprio. Antes de levar o material para
a estufa de secagem com ventilacdo for¢ada, deve-se perfurar o saco de
papel, para permitir melhor circulacdo de ar.

2.3.1. Forrageiras — pastagens

Devem ser coletadas amostras em “zig zag”, no minimo 15. Logo
em seguida devem ser homogeneizadas e misturadas, retirando uma
sub-amostra para posterior anilise. Acondiciond-las em sacos plasticos,
alocadas em caixa de isopor ou refrigeradas para que ndo ocorra uma
perda de umidade.
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Tao logo as amostras sejam colhidas deverdo ser embaladas e en-
viadas ao laboratério com rapidez, a fim de se evitar perdas de umidade
e a ocorréncia de fermentagcdes indesejaveis. Muitas vezes a amostra
encaminhada tem sua origem de amostras parciais, colhidas em dife-
rentes pontos do local de interesse. A manipulagdo da amostra, até o
momento de sua andlise, devera ser tdo cuidadosa quanto possivel, para
evitar a ocorréncia de alteracdes nos principios nutritivos existentes
(SILVA e QUEIROZ, 2002).

Ao coletar amostras rentes ao solo, deve-se ter cuidado para que
nao haja contaminag¢ao de material morto e/ou terra.

2.3.2. Silagens, feno e outras amostras

Para fenos a amostra deve ser retirada de acordo com o tamanho
do experimento, utilizando-se o bom senso. Por exemplo: em lotes de
um (1) a 10 fardos, todos devem ser avaliados; em lotes com 10 a 100
fardos retira-se uma amostragem de 10 fardos ao acaso e em lotes com
mais de 100 fardos pode-se amostrar 10% dos fardos ao acaso.

Naavaliagdo de silagens, geralmente 10 a 15 amostras sdo coletas
de locais diferentes do silo, dependendo este niimero do tipo e tamanho
do silo. O material deve ser devidamente ensacado, com etiqueta escrita
a l4pis. O ar deve ser retirado e devem constar na ficha de encaminha-
mento das amostras informagdes sobre o periodo de armazenamento,
condic¢des do clima no momento da ensilagem, aditivos utilizados e a
data de plantio e colheita. O material deve ser mantido no freezer antes
de ser encaminhado ao laboratério.

2.4. Amostragem de fezes e urina
Amostras de fezes, geralmente coletadas para ensaios de digesti-

bilidade, devem ser bem homogeneizadas e corresponder entre um (1)
e 5% da quantidade produzida diariamente, ao longo de sete (7) dias de
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coleta. O material deve ser congelado. J4 a coleta da urina deve ser efe-
tuada uma vez ao dia, durante 7 dias consecutivos. Ao final as amostras
devem ser bem misturadas, dando origem a pelo menos duas amostras

representativas. O material deve ser conservado a 10°C.
2.5. Graos

2.5.1. Equipamentos utilizados
Os seguintes equipamentos sao usados na amostragem de graos
sob diferentes circunstincias e na manutenc¢do da representatividade da

amostra durante o periodo necessario.

2.5.2. Caladores simples
Sao extratores metdlicos utilizados para a retirada de amostras
em sacaria de aniagem ou algodao através de simples furacdo dos sa-

COS.

2.5.3. Caladores (sondas manuais)
Sdo extratores metdlicos utilizados na amostragem de graos a
granel, possuem divisdes (septos) no seu interior, permitindo a retirada

de muitas pequenas amostras de uma s6 vez, em varias profundidades.

2.5.4. Sondas Pneumaticas

Sdo equipamentos que retiram as amostras através de succdo dos
graos. Deve-se observar que o uso desses equipamentos na recepgao de
grdos ndo é permitido j4 que pode causar erros na amostragem devido

a retirada de mais quantidades de impurezas leves do que deveria e
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menos impurezas pesadas do que realmente possa existir. Poderd ser
utilizada em fabricas que recebam produtos limpos e secos.

q 1{»15..4?1‘
, s
<7 |

e —

2.5.5. Sondas Torpedo

Sao extratores utilizados para coleta de amostras de produtos a
granel a grandes profundidades e dotados de varetas auxiliares que vao
se encaixando uma a outra pelo sistema de roscas, possuindo ainda um
terminal para facilitar a sua introduc¢ao no interior da massa de graos.
Tais equipamentos sdo proprios para o controle de armazenagem ou

verificagdo parcial da qualidade de um silo ou graneleiro.

2.5.6. Pelicanos

Sdo coletores de amostras de produtos a granel em queda livre
(dutos de descarga) ou na saida dos transportadores, como correias
transportadoras, elevadores de caneca, roscas sem fim. Devem ser uti-
lizados baldes para depdsito das pequenas amostras 2 medida que elas
vao sendo retiradas, visando posterior homogeneizacao.

Tais equipamentos sdo adotados como padrao na coleta de amos-
tras de produtos descarregados em nossas moegas, ndo podendo em

hipétese alguma serem utilizados outros equipamentos.
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2.6. Roteiro para coleta de amostras de produtos a granel

2.6.1. Epocas de coleta

a) Antes de efetuar a pesagem do veiculo pré-amostragem
dos graos, seja ainda na fila de espera ou ja no patio do ar-
mazém. Essa operacio dard informagdes sobre a qualidade
do produto, através de determinacdes de sua sanidade, teor
de umidade e de impurezas, permitindo escolher o local e/
ou moega onde serd descarregado ou optar pela rejeicdo
do mesmo.

Tal procedimento, além de facilitar a secagem devido a
separacdo de produtos de mesma umidade, agiliza o rece-
bimento na unidade. O equipamento indicado para a pré-
amostragem € o calador.

b) Durante a descarga nas moegas, serd feita a amostragem
oficial utilizando-se o pelicano. A partir dessas amostras,
depois de homogeneizadas, ¢ feita a determinacdo da qua-
lidade dos graos.

¢) No decorrer do periodo de armazenamento deverdo ser
realizadas amostragens da massa de grdos a titulo de ins-
pecdo, a fim de se verificar o estado qualitativo e fitossani-
tario do produto estocado. Para esta atividade deverdo ser
utilizadas sondas torpedo na coleta de amostras superficial
e o pelicano na coleta de amostras pelas bocas de descar-

ga.
d) Por ocasiao da expedicdo do produto, deverdo ser reti-

14
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radas amostras para sanar as didvidas quanto a natureza e
caracteristicas do produto expedido. Pode-se utilizar o pe-
licano durante o carregamento, todavia o calador € o mais
indicado.

2.6.2. Procedimento operacional propriamente dito

B
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a) Na coleta de amostras realizada com introdug¢ao em po-
si¢do obliqua do calador na massa de graos, o esquema de
coleta a ser utilizado sera determinado pelo classificador

que podera alternar para cada operacao.

Esquema “A” Esquema “B”

(L

RAEEIEET

“% . g2

H

b) As amostras relativas a entrada do produto na unidade
de armazenagem deverdo ser coletadas com uso de peli-
canos. Tal coleta se dd durante toda a descarga, com no
minimo trés giros no caminhio (um no inicio, um no meio
e outro no fim da descarga). Nos caminhdes basculantes
a coleta é semelhante a realizada nos caminhdes conven-

cionais.

c) No caso de silos pode se estabelecer para coleta de

amostras os quatro pontos cardeais e o centro da massa a
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alturas pré-determinadas da massa de graos, como mostra

e esquema abaixo:

- As amostras podem ser coletadas com sonda pneumética, sonda
torpedo ou mesmo caladores. Neste tipo de amostragem, as amostras
devem ser analisadas separadamente, segundo as diferentes alturas em
que forem coletadas para verificagdo da existéncia de possiveis “bol-
sas” de calor ou umidade.

Para armazéns graneleiros ou piscinas o procedimento é seme-
lhante, devendo-se aumentar o nimero de pontos de coleta e distribui-
los de acordo com o dimensionamento das estruturas armazenadoras

em questao.

2.7. Roteiro para coleta de amostras
de produtos ensacados

2.7.1. Epocas de coleta

A operagdo deverd ser realizada por ocasido do recebimento e
expedi¢do do produto, bem como em casos de transferéncia de pro-
priedade, visando a determinac@o de seu percentual de umidade e de
impurezas.

No recebimento da mercadoria, deve-se avaliar as condicdes em
que os grios se apresentam. Averiguar a necessidade de equipamentos
de secagem e/ou limpeza ou da op¢do pelo seu armazenamento ime-
diato quando as caracteristicas de teor de umidade e impurezas assim

0 permitirem.
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No decorrer do periodo de armazenagem, amostragens poderao
ser realizadas a titulo de inspe¢@o sempre que houver indicios de infes-

tacdo por insetos ou de deterioracio no produto estocado.

2.7.2. Quantidades a extrair
a) Nos lotes de produtos ensacados, proceder retirado de
amostras em no minimo 10% do total de sacas, numa pro-

porcao minima de 30 gramas de cada saca.

2.7.3. Procedimento operacional propriamente dito
As amostras sdo obtidas através da furacido dos volumes
(sacas) com caladores simples. A operacdo consiste em
introduzir o calador no sentido de baixo para cima, pro-
movendo-se 0 movimento vai e vem para facilitar o desli-

zamento do produto.

2.8. Consideracoes gerais

De acordo com Silva e Queiroz (2002), a maioria das amostras se
encontram em uma das seguintes categorias: (1) suficientemente secas
para serem finamente moidas e analisadas imediatamente (amostra com
mais de 90% de matéria seca); (2) suficientemente secas para serem
grosseiramente moidas (peneira de 3-6 mm), mas ainda muito imidas,

que precisem ser pré-secas ou parcialmente secas antes de finamente
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serem moidas (amostra com mais ou menos 85% de matéria seca); e
(3) amostras que precisam ser pré-secas antes de serem grosseiramente
moidas (peneiras de 4-6 mm) e finamente moidas (amostra com baixo
teor de matéria seca).

Estas categorias de amostras devem ser manejadas diferentemen-
te, isto &, necessitam de tritura prévia, moagem preliminar ou moagem
final.

Tritura prévia — a primeira tritura de amostras feitas com tesou-
ras ou facas, que geralmente ocorre com as forragens verdes, raizes,
tubérculos e etc. que necessitam ser cortados antes da secagem final. Os
graos sao grosseiramente triturados em moinhos adequados, enquanto
as forragens ensiladas e as ragdes fareladas nio necessitam dessa tritu-
ra.

Moagem preliminar — ocorre apds a trituragao prévia em amostras
com 85 % ou mais de matéria seca (racdes fareladas) ou em amostras
com menos de 85% de MS (forragens verdes) que ja foram pré-secas,
de acordo com a Figura 1.

Moagem final — nessa etapa mdi-se as amostras ate obter um po
bem fino, usando-se moinho de facas ou ciclone com peneiras de 1 mm.

E realizada apds a moagem prévia e preliminar com amostras.

18 | Cadernos Académicos | UFGD
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Amostra como “oferecida”
ou como “coletada”

Amostra contendo
mais do que 88% de
matéria seca

Amostra contendo
menos do que 88% de
matéria seca

Moer, usando peneira
de Imm

Analise as amostras
quimicamente

Determine % de maté-
ria seca parcial no ali-
mento como oferecido a
60°C ou seca a frio;
Deixe equilibrar com a
umidade do ambiente;
Pese;

Esta andlise sera de-
nominadacomo sendo
% de matéria parcial-
mente seca do alimento
“como oferecida” ou “
como coletado”

Determine a matéria
seca a 105°C

Moer, usando peneira
de 1mm

Este sera conhecido como:
Matéria Seca “como
oferecida” ou colhida para
demonstrar a producao

Analise quimicamente
as amostras se os
elementos nao foram
afetados pela secagem

Este valor de matéria
seca pode ser usado
para calcular a produciao
de matéria seca por
unidade de area

Determine a % de matéria
seca a 105°C. Esta analise
sera conhecida como % de
matéria seca na amostra
“parcialmente seca”

Matéria Seca do
alimento “como ofer-
ecida” para demon-
strar a producao

Figura 1- Fluxograma de preparo das amostras enviadas ao laboratério
de nutricdo animal
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3. Composicao centesimal
3.1. Matéria seca (MS) e umidade

E o ponto de partida para anélise de alimentos, tanto no aspecto
de conservagdo como no de comparacio do valor nutritivo dos alimen-
tos.

Pode ser dividido em matéria seca parcial ou pré-secagem e seca-
gem definitiva para entdo se determinar a matéria seca total.

3.2. Matéria seca parcial ou pré-secagem (ASA)

A umidade é evaporada da amostra e a matéria parcialmente seca
€ determinada como residuo remanescente apds a secagem em estufa.

Realizada quando as amostras contem alto teor de umidade (gra-
mineas, silagens, etc.), em estufa de circulagcdo for¢ada de ar com tem-
peratura de 55° C por 16 / 24 horas para se evitar perdas por volatiliza-
¢do ou alteracdo dos nutrientes.

O tempo de secagem pode variar de acordo com a umidade da
amostra e pode durar até trés dias ou quando a amostra estiver em as-
pecto quebradico, permitindo a moagem perfeita. A perda de d4gua deve
ser computada no cdlculo da umidade final, portanto o material deve ser
pesado antes de ser colocado na estufa. Deve-se pesar o material em que
serdo acondicionadas as amostras (sacos de papéis, plasticos, etc...)

Feito isso, leva-se 0 saco com amostra para a estufa com circu-
lagdo de ar for¢ado, a uma temperatura de 60° + 5° C por 72 horas para
pré-secagem (atingir aspecto quebradi¢o / ponto de feno, aproximada-
mente 18% de matéria seca). Apds este periodo, o material deve ser
retirado da estufa e colocado sobre um balcdo por 1 hora, para que a
umidade da amostra entre em equilibrio com a umidade do ambiente.
Este material ¢ chamado de amostra seca ao ar (ASA).

20 | Cadernos Académicos | UFGD
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Ap6s resfriado, faz-se pesagem do saco contendo a amostra seca
ao ar (ASA). A seguir, a ASA deve ser processada em moinho conten-
do peneira de 30 “mesh”, ou seja, 30 furos por polegada linear (1mm).
A fragdo moida deve ser recolhida em um frasco de vidro escuro com
tampa de polietileno, que deve ser etiquetado e armazenado para pos-

teriores analises.

Exemplo: Amostra de Braquiaria do brejo (B. arrecta)
Tara (saco de papel): 9,329

Tara mais amostra verde: 446,009

Tara mais ASA: 200,279

Amostra verde: 436,68g
ASA=200,27-9,32=190,95

%ASA = =43,7276

3.3. Matéria seca total ou secagem definitiva (ASE)

Usadas em amostras submetidas a pré-secagem ou que conte-
nham mais de 80% de MS (racdes fareladas, graos, farelos, etc...)

A determinacdo da matéria seca (MS) € o ponto de partida da
andlise de alimentos, pois possibilita a comparagido dos dados encontra-
dos com outros afins (independente de época, local ou regido). A ana-
lise de MS ¢€ feita retirando-se a dgua livre do material a ser analisado,
que € a maior fracio de dgua existente nos alimentos. As demais formas
de dgua encontradas nas forrageiras e alimentos concentrados sao deno-
minadas de estrutura e de constitui¢do, que apesar da importancia sob
o0 aspecto fisico-quimico ndo apresentam valores no aspecto pratico,
pelos baixos teores com que estdo presentes.

A determinacdo de umidade pode ser feita por dois processos: di-

reto e indireto. De um modo geral, o procedimento constitui-se de duas

21



fases: secagem prévia (ASA), e secagem definitiva conhecida como
Amostra Seca em Estufa (ASE).

O método indireto consiste na determinac¢do da MS, considerada
por diferenca de peso, sendo que esta correspondente a perda de dgua
— na realidade ocorrem perdas de outras substancias volateis, além de
dgua, que acabam sendo consideradas como 4gua, levando a um erro
que € considerado uma desvantagem deste método.

A umidade é eliminada da amostra pela secagem em estufa a uma
temperatura de 135°C por duas horas, ou 100°C por 24 horas, ou 105°C
por 16 horas (uma noite).

Procedimento:

A secagem definitiva é realizada a partir do material coletado, em
duplicata, cada uma pesando aproximadamente 2g. Pese as amostras
em um pesa filtro ou placa de petri com tampa, previamente secos e
tarados, fazendo a secagem em estufa a 105.°C durante uma noite.

Depois retire os pesa filtros da estufa, colocando-os em desseca-
dor durante 1 hora para esfriar, quando forem pesados. Nesses proce-
dimentos, realize as pesagens para determinag¢do da MS realizadas em
balanga analitica com precisdo de 0,0001g. O material assim obtido &
chamado de amostra seca em estufa (ASE).

Célculo percentual da Amostra Seca na Estufa (ASE)

ASA(g)

A determinacdo de matéria seca total (MST) é obtida através da
seguinte expressio:

% MST = % ASA* % ASE
100

A determinacdo da umidade total é calculada subtraindo-se de
100 g a percentagem de matéria seca.
Umidade = 100 — MST

22 | Cadernos Académicos | UFGD



Técnicas Laboratoriais na Andlise de Alimentos

a0 da Secagem Definitiva.

Quadro 1. Determinac
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Resumindo:

X100
AMOSTRA

ASA (%)= ~ASA
As * 100
ASE (%) = peso amostra seca

100
%MST = %ASA"%ASE
%U =100 — MST (%)
MST% = 100 — U%

3.4. Matéria mineral ou cinza

Cinza ou residuo mineral é o produ-
to que se obtém apds o aquecimento de uma
amostra, a temperatura de 500 a 600°C, até
0 aquecimento ao rubro, porém nado superior
a 600°C, durante quatro horas ou até a com-
bustao total da matéria organica. Por meio de
aquecimento em temperatura elevada, todas as
substincias volateis que se decompdem pelo
calor sdo eliminadas, e a matéria organica ¢
toda transformada em CO5 ,H>O, etc.

A cinza, nos alimentos, contém princi-
palmente os seguintes cétions: célcio, potés-
sio, s6dio, magnésio, ferro, cobre, cobalto,
aluminio; e anions: sulfato, cloreto, silicato,
fosfato, etc.

A determinagdo da cinza é feita muitas
vezes apenas para se conhecer o extrato ndo
nitrogenado (ENN), e/ou matéria organica de
determinadas amostras, sem a preocupagao do
teor de minerais. Assim sendo, pode-se fazer a
determinacdo da matéria mineral, dependendo
do objetivo do pesquisador em seu trabalho e
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também do tipo de alimento a ser analisado. Por exemplo, quando ana-
lisamos produtos como farinha de ossos ou produtos de origem mari-
nha, o teor de cinzas pode permitir uma boa estimativa da riqueza de
célcio e fésforo, no entanto, quando analisamos produtos vegetais, a
determinacdo da cinza tem relativamente pouco valor, isto porque seus
componentes minerais sao muito varidveis.

Forrageiras ricas em silica resultam em valor elevado de cinzas,
porém essa ndo apresenta nenhum beneficio nutricional ao animal.

Existem dois métodos para se determinar as cinzas: incineragao
simples e incinerac¢do dupla (ndo mais usado pelos inconvenientes que
apresenta na pratica).

Na determinagdo da matéria mineral sdo usados cadinhos de por-
celana limpos, colocados na mufla por 15 minutos a temperatura de
550°C. Em seguida sdo resfriados em dessecador e pesados. Dentro dos
cadinhos serd colocada uma quantidade de aproximadamente um (1)
grama. Os cadinhos com as amostras sdo colocados na mufla, que é
ligada em seguida. A elevacdo da temperatura deve ser lenta inicial-
mente, para evitar que a queima da amostra seja violenta, provocando
perdas indesejaveis.

Por ocasido da colocacio dos cadinhos na mufla, recomenda-se
pingar umas gotas de acido nitrico por cima das amostras, facilitando a
oxidacdo do carbono e sua conseqiiente volatilizacdo. O resultado final
da andlise ndo ¢ alterado porque o dcido nitrico também ¢ volatilizado.
Uma vez queimadas as amostras sdo retiradas da mufla, esfriadas em
dessecador e pesadas.

Calculo:
A - peso do cadinho + cinzas
B - peso do cadinho

C - peso da amostra parcialmente seca (ASA)

(12) o

% CINZAS
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Quadro 2. Determinacao da Analise de Matéria Mineral.

%

3,2613
2,9781
3,1197

Cinza MS | Cinza MN

8,4858
7,7490
8,1174

ASE %

87,8888

87,8888

Cinza
ASA %

7,4580
6,8105
7,1343

Peso da
Cinza (g)

0,1653
0,1376

Cad.+
Cinza (g)
27,9604

24,6751

ASA ()

2,2164
2,0204

Cad. +
ASA (g)

30,0115

26,5579

Peso
Cad. (g)

27,7951

24,5375
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Média

3.5. Proteina bruta (PB)
ou nitrogénio total

O termo Proteina Bruta (PB) envolve
um grande grupo de substincias com estruturas
semelhantes, porém com fungdes fisioldgicas
diferentes. Baseado no fato das proteinas terem
porcentagem de nitrogénio quase constante
(em torno de 16%), o que se faz é determinar o
nitrogénio e por meio de um fator de conversao
— a porcentagem de proteina bruta € obtida pela
multiplicacdo desta porcentagem de nitrogénio
no alimento pelo fator de conversdo 6,25 —
transformando o resultado em Proteina Bruta.

O método de Kjeldahl (1883) é o mais
utilizado, principalmente em forragens, e vem
sendo usado nos laboratérios de nutri¢ao ani-
mal por mais de 120 anos. Este método deter-
mina o nitrogénio contido na matéria organica,
incluindo o nitrogénio protéico propriamente
dito e outros compostos nitrogenados nao pro-
téicos, como: aminas, amidas, lecitinas, nitrilas
e aminoacidos.

O método Kjeldahl se baseia numa di-
gestdo 4cida, na qual o nitrogénio da amostra é
transformado em amonio (NH4 1), sendo poste-
riormente separado por destilacdo e finalmente
dosado pela titulagao.
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O método esta baseado em trés etapas:

1) Digestao - Nitrogénio organico foi transformado em amonia
que reage com o H,SO,, formando sulfato de amonio (NH,),SO, e os
compostos organicos sido convertidos em CO9, H>O etc.

2) Destilacao - A amonia € separada e recolhida em uma solucéo
receptora (H,BO, + indicador).

3) Titulacdo - Determinacdo quantitativa da amonia contida na
solugdo receptora.

Na determinagdo do nitrogénio sdo pesadas duas amostras de
ASA de aproximadamente 200 mg cada e introduzidas em tubos aber-
tos, onde recebem aproximadamente 2 gramas de mistura digestora
(K2SO4 +CUSO4 5SH7O+Se) € 5 mL de dcido sulftirico concentrado.
A mistura digestora serve para aumentar o ponto de ebuli¢dao do acido
sulfurico, acelerando a digestao 4cida.

Durante a digestdo dcida a temperatura deve ser elevada grada-
tivamente até atingir 350°C. No final da digestdo, o material fica com-
pletamente claro indicando a producgao de sulfato de amdénia. Proximo
a fase final da digestdo, deve-se agitar o baldo de modo a uniformizar o
material em digestdo, para obter total combustio (ndo deixar que o ma-
terial parcialmente oxidado se fixe nas paredes do baldao). Em seguida,
esfria-se o baldo naturalmente colocando um pouco de dgua destilada.

= Durante a fase de digestao sdao observadas

as seguintes reacgoes:

H_sO
mat. organica + SO, + CO,+H,0 +R-NH,
H_sO
R-NH, + H,0 + R-OH + NH,

[H]
R-CONH2 + HZO —=a R-COOH2 + NH3

Hz + H,50, ——— (NH,),S0,
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Salienta-se que o indice acido regula a perda do nitrogénio, e
para isso uma quantidade especifica de 4cido deve estar presente duran-
te a digestdo, a fim de evitar perda de nitrogénio.

Efetuada a digestdo acida, o tubo é levado para que o material
resultante sofra destilagdo. Assim que esfriar transfira imediatamente o
tubo para o conjunto de destilacdo, baldo ou tubo digestor, e num erlen-
meyer de 125 mL adicionar 20-50 mL de acido bdrico a 4% + indicador
misto (ou volume estimado de 4cido sulftrico 0,2 N de acordo com a
porcentagem de proteina estimada e duas gotas de solucio de vermelho
metila 0,1%). Adapte o erlenmeyer ao conjunto destilador para receber
amonia. A ponta do condensador deve ser introduzida na solugdo, a fim
de evitar perda de amonia. Destile por arraste, mantendo a ponta do
condensador na solu¢do ate que toda a amonia seja liberada, o volume
destilado € aproximadamente 75 mL. Retire o elernmeyer lave a ponta
do condensador com dgua destilada, assim como as paredes superiores
do elernmeyer.

Durante esta etapa o (NH)»SO4 formado na digestdo sofre adi-
¢do de NaOH, formando NH4OH + Na»SO4 em presenga de aqueci-
mento, sendo entdo o produto destilado para o erlenmeyer contendo um
composto de cor verde (4cido bérico) NH4H,BOs3.

(NH4)ZSO4 +2Na,OH —— > 2NH,0H + Na,SO,
NH4OH T’ NH3 + HZO
NH;+H;BO; —— NH,+ H,BO;
Obtém-se, entdo, cerca de 75 ml deste composto, titula-se o mes-
mo com HCI de normalidade conhecida (0,005N ou 0,1N) com fator
conhecido até viragem do indicador.

Para se evitar perdas de NH,, a saida do condensador deve ficar

imersa no acido borico.
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NH,"+ H,BO; + H(l ———— H;BO, + NH,Cl

Durante a titulacdo com HCI o indicador adquirir uma cor de
verde para rosa, se a titulagdo for realizada com solucio de hidréxido
de sédio 0,2 N a viragem do indicador, serd de vermelho para amarelo.

E aconselhdvel fazer um teste em branco com o objetivo de eli-
minar qualquer interferéncia do papel e/ou de reagente. A quantidade
de HCI gasta na titulacdo da amostra em branco é subtraida da quanti-

dade gasta na titulagdo da amostra.

Obs: Todos os reagentes para esta marcha sao obrigatoriamente
(P. A)).

O calculo da % de Nitrogénio € obtido através da férmula:

VxNxfx14x100
peso da amostra (mg)

% deN =

% de N x 6,25 = % de proteina bruta,
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- Determinacao de nitrogénio e da Proteina bruta.

Quadro 3
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Vt : volume total

Br: Branco

Vr: Volume real = Vt - Br

Cte: (N*F*14*100) = 27,45

N =0,02

F=0,9804

Nitrogénio: Média = 0,8732 %

O célculo da porcentagem de Protei-
na € feito multiplicando-se o percentual de
nitrogénio pelo fator 6,25, que se originou
da constancia nos teores de proteina na
maioria dos produtos, que estd em torno de
16%.

3.6. Fibra bruta (FB)

Representa o residuo de substancia
da parede celular. Na fibra bruta encon-
tram-se como constituintes fracdes de ce-
lulose e de lignina insolivel em alcali, que
¢ estimada através do método de Wendee.
A FB € a parte dos carboidratos resistentes
ao tratamento sucessivo com 4cido e base
diluidos, e representa a grande parte da fra-
¢do fibrosa dos alimentos.

Constitui-se como uma amostra li-
vre de umidade e apds a extracdo por éter,

¢ digerida inicialmente com uma solugdo
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de acido fraco e posteriormente com uma solucdo 4cida fraca. O resi-
duo organico € coletado num cadinho filtrante, e a perda de peso apds a
filtragem € denominada Fibra Bruta.

Procedimento para determinagao da fibra bruta:

Pese 2-3 gramas da amostra seca ao ar, desengordurada ou nao,
dependendo do seu teor de gordura (>1%).

Digestao acida

Coloque a amostra em um béquer de 600 ml, préprio para ser
ajustado ao digestor, adicione 200 ml da solugdo de acido sulftrico a
1,25%, fervente. Coloque no aparelho digestor, pode-se adicionar tam-
bém algumas gotas de anti espumante. Deixe ferver por trinta minutos,
apos o inicio da ebuli¢do. Filtre em funil de Buchner com tela de néilon,
fazendo lavagens sucessivas com dgua destilada quente ou fervente até
a neutraliza¢do do material, que é verificado com papel de tornassol

azul.
Digestao basica

O residuo retido na tela é quantitativamente transferido para o
béquer de 600 ml, utilizando-se para transferéncia 200 ml da solugdo de
NaOH a 1,25%, fervente, e algumas gotas de anti espumante. Coloque
o béquer no digestor. Proceda a digestio basica por trinta minutos apds
o inicio da ebulicao.

Transfira o residuo (fibras + minerais), com o auxilio de agua
quente para o cadinho filtrante (previamente seco em estufa de 105° C
por duas horas) e lave até a neutralizacdo do material — use o papel de
tornassol azul. Apds a filtragem lave o material com alcool (20 ml) e

posteriormente com éter (acetona) (20 ml) a fim de facilitar a secagem.
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Faga a secagem dos cadinhos durante uma noite em estufa a 105°C (4-6
horas) e leve-os ao dessecador para esfriar e equilibrar com a tempera-
tura ambiente. Pese e registre os pesos.

Coloque os cadinhos filtrantes com residuos na mufla a 500°C,
durante duas horas, desligue a mufla e espere a temperatura baixar a
250°C. Coloque no dessecador e espere até que a temperatura se equi-
libre com o meio exterior. Pese e registre o peso — a diferenga de peso
antes e apds a queima nos fornece o peso da fibra bruta das amostras.

A pesagem nos fornece o peso do cadinho, da fibra bruta e dos

minerais.

Calculo:
P2 - peso final do cadinho mais fibra
P1 - peso do cadinho

A - quantidade de amostra

% de Fibra Bruta = %ﬂ X 100

3.7.0 METODO DE VAN SOEST NA DETERMINACAO
DA QUALIDADE DE FORRAGEIRAS

O método de VAN SOEST se baseia na separacio das diversas
fracdes constituintes da forrageira, por meio de reagentes especificos,
denominados detergentes. Este método apresenta vantagens em relacio
a outros em virtude de sua maior precisdo, além de fornecer informa-
cdes sobre importantes componentes — FDN, FDA, celulose, lignina,
cinza, silica, etc.

Por meio do Detergente Neutro, é possivel separar o conteido

celular (parte das forragens soliveis no detergente neutro) constitui-
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do de proteinas, gorduras, carboidratos soliveis em dgua, da parede
celular, também chamada Fibra em Detergente Neutro (FDN), que é
constituida basicamente de celulose, hemicelulose, lignina e proteina
lignificada.

A fim de solubilizar o contetido celular e a hemicelulose, além
da maior parte da proteina insolivel, VAN SOEST propds um deter-
gente dcido especifico. Apds a digestdo por este detergente, o produto
resultante serd quase que na sua maioria lignina e celulose (lignocelu-
lose), sendo este produto conhecido como Fibra em Detergente Acido
(FDA).

Conhecendo-se a porcentagem dos constituintes da parede celu-
lar (FDN) e da FDA do material analisado, é possivel calcular a fracao

de hemicelulose, apenas pela diferenca entre aquelas fracdes.
3.8. Determinacao de fibra em detergente neutro

O método Weende ndo parece satisfatério para se obter infor-
macdes sobre os carboidratos, pois inclui no grupo da fibra bruta a ce-
lulose e somente a lignina insoldvel em alcali. Parte da lignina passa a
fazer parte do extrato ndo nitrogenado, calculado por diferenca, além
de subestimar a fibra bruta. Por outro lado, no grupo dos extratos nao
nitrogenados encontram-se fra¢des de naturezas diversas como: amido,
hemicelulose, pectina, lignina solivel em dlcali e os carboidratos solu-
veis em agua (amilose, frutasanas).

Esta divisdo pode ser insatisfatéria sob o ponto de vista nutricio-
nal, visto que a hemicelulose, pectina e lignina solivel em alcali nao
apresentam as mesmas caracteristicas nutricionais dos outros compo-
nentes sob o termo de extratos nao nitrogenados.

O detergente neutro separa o contetido celular composto pelas

proteinas, gorduras, carboidratos soliveis, pectina e outros componen-
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tes soliveis em agua presentes na parede celular (parte da forragem
insolivel em detergente neutro), também chamado de Fibra em Deter-
gente Neutro (FDN).

Uma solucdo em detergente neutra é usada para dissolver subs-
tancias (pectinas) facilmente digeridas e o conteido celular das plantas
(proteinas, agucares e lipidios), deixando um residuo fibroso (FDN).

O detergente é usado para solubilizar as proteinas e o sulfito de
sddio e ajuda também a remover alguns compostos nitrogenados.

3.8.1. Procedimento para amostras

com baixo teor de amido

Pese cerca de 0,5 / 1,0 g de amostra seca ao ar, previamente
trituradas em moinhos com peneiras de 1 mm, coloque em béquer de
600 ml, adicione 100 ml do detergente neutro (temperatura ambiente).
Aqueca até ferver (cerca de 5 minutos), reduzindo a temperatura para
evitar a formacdo de espuma, deixe em digestdo durante 60 minutos,
logo em seguida faca a filtragem em cadinho filtrante, previamente pe-
sado, por succdo a vacuo. Lave com dgua quente o material dentro do
cadinho filtrante e repita essa operacio, certificando que todo material
passou para o cadinho. Lave igualmente o cadinho, tomando cuidado de
quebrar a crosta formada com ajuda de um bastao de vidro, facilitando a
lavagem e removendo todo complexo gelatinoso formado.

Lave uma vez com 30 ml de acetona, leve os cadinhos para a es-
tufa de 105°C e deixe secar por uma noite ou por 8 horas a temperatura
de 105°C. Esfrie em dessecador e proceda a pesagem.

Considere fibra em detergente neutro a percentagem dos consti-
tuintes da parede celular, calculada pela diferenca entre as pesagens.

3.8.2. Procedimento para alimentos
com alto teor de amido
O procedimento para a andlise é 0 mesmo para amostras com

baixo teor de amido, o que muda € que as amostras passam por um pré-
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tratamento e por pequenas alteragdes no procedimento: as amostras sao
tratadas inicialmente com 30 ml de solucdo de uréia 8M e 50u de amila-
se, estdvel ao calor. Devem ser bem misturadas e aquecidas em banho-
maria a 90°C por cinco minutos, e levadas ao dessecador por quatro
horas. A mistura deve ser diluida com 100 ml em detergente neutro, e

na seqiiéncia seguir o procedimento norma para estimar FDA.
3.9. Determinacao da fibra em detergente acido

A FDA ¢ a por¢do menos digestivel da parede celular das for-
rageiras pelos microorganismos do rdmem. Constitui-se na sua quase
totalidade por lignina e celulose.

Para a determinacdo da fibra em detergente acido pode-se utilizar
o método sequencial aproveitando os residuos da determinagao de fibra
em detergente neutro, por ser mais rapido e permitir que se determine
mais de uma fragdo com uma mesma amostra.

Adicione 100 ml de solucdo de detergente 4cido, levando os co-
pos ao aparelho, deixando-os aquecer por cinco minutos a uma tempe-
ratura branda para evitar a formagdo de espuma. Apdés iniciada a fer-
vura, € marcado o tempo de 60 min. para digestdo. Apds este periodo,
faca filtragem imediatamente em cadinho filtrante de vidro, previamen-
te pesado, por sucg¢do a vacuo. Lave com dgua quente o material dentro
do copo certificando que todo material passou para o cadinho e também
lave dentro do cadinho. Lave igualmente com acetona, levando, apds
este procedimento, os cadinhos para estufa a 105°C por 8 horas, deixan-

do esfriar em dessecador, e depois pese os cadinhos.

A diferenca entre FDN e FDA fornece a Hemicelulose.

34 | Cadernos Académicos | UFGD



Técnicas Laboratoriais na Andlise de Alimentos

3.10. Determinacdo de lignina

Na nutri¢@o animal, a lignina exerce um influéncia negativa so-
bre a digestibilidade de outros nutrientes, ja que atua como barreira
fisica na digestdo dos nutrientes concentrados no interior da célula. A
lignina € pouco digerivel, e seu contetido varia de quatro a 12%, poden-
do chegar até a 20% da MS das plantas mais fibrosas ou com avangada
maturidade. Durante o processo da pré-secagem, a a¢do do calor pode
elevar o teor aparente da lignina. Por isso é importante que a tempera-
tura de pré-secagem nao seja superior a 55°C.

Para se determinar a lignina parte-se da fibra em detergente 4ci-
do, existindo dois métodos: o do cido sulfirico 72% e o do permanga-
nato de potdssio.

O método do permanganato possui vantagens sobre o acido sul-
firico: mais rapidez, € menos corrosivo, menos afetado pelos danos da
temperatura ambiente durante a secagem inicial da amostra. Entre as
desvantagens cita-se: o tamanho da particula da amostra deve ser infe-

rior a 1 mm a fim de que haja melhor contato com os reagentes.

Procedimento:

Determinada a fibra em detergente 4cido, coloque os cadinhos
contendo a fibra em uma bandeja de vidro, contendo dgua. Adicione
30 ml de solucdo de permanganato 2:1 em cada cadinho, colocando,
em cada, um bastao de vidro, para agitar o conteido e permitir que a
solucdo de 2:1 entre em contato com todas as particulas por mais ou
menos 15 minutos. Faca filtracdo por suc¢do a viacuo. Renove a dgua
da bandeja e coloque a solugdo 2:1 nos cadinhos, permanecendo entiao
por 1:30 horas. A cor purpura deve estar presente por todo o processo

da oxidacao.
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Os cadinhos sdo entdo novamente succionados a vicuo e colo-
cados em bandeja limpa com 4gua, adicionando-se 30 ml de solucdo
desmineralizadora. Depois de 10 min., succione e renove a soluc¢io des-
mineralizadora, a fim de que a fibra fique de cor clara. Lave os cadinhos
com etanol e acetona e deixe-os secar em estufa a 105°C. Calcule o teor
de lignina pela diferenca de peso.

Amostra

‘ Contetuido celular soluvel ‘

Extracdo com detergente neutro

Residuo FDN

Extracdo com detergente acido

Residuo FDA Oxidacao com KMnO4

Hidrolise H2504 72%

Celulose e cutina Lignina

Lignina cutina

Hidrélise H2504 72%

Celulose
KMnO4
5002 C
500°C Cutina

Minerais
Minerais

Celulose

Cutina

Figura 2: Diagrama do método seqiiencial na determinacdo dos componentes

da parede celular.
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Quadro 4- Determinacao dos Constituintes da Parede Celular

(c.p.c)
MS Cad. + resi- .,
Amostra | ASA(g) ASE % N2 Cad. |Peso Cad. (g) " | Residuo (g) |CPCMS (%)| MN %
(9) duo (g)
1 0,549 87,8888 0,4825 874 29,913 30,257 0,344 71,2953 27,3999
2 0,515 87,8888 0,4526 834 29,942 30,265 0,323 71,3654 27,4269
Média 0,334 71,3304 27,4134
Contetido celular = 100 - FDN = 28.6696.
Quadro 5- Determinacao de FDA, Lignina e Celulose
Cad. +
MS |Peso Cad.Cad. +FDA Cel. + [Lignina| FDA MS | Lignina | Celulo-|Celulose
Amostra| ASA (g) | ASE (%) FDA(g) | o * [H9™ L i Hgm v hy
(9) () () Cinza | (g) (%) (%) | se(g) | (%)
(9)
1* 0,549 87,888 0,4825 | 29,913 30,078 0,165 [30,046| 0,032 |34,1969| 6,6321 - -
2% 0,515 87,888 0,4526 | 29,942 30,092 0,150 {30,033 - 33,1418 - 0,059 | 13,0358
Média 33,6694| 6,6321 13,0358

Hemicelulose = FDN-FDA = 71,3304 — 33,6694 = 37,661
* método do permanganato
** método do acido sulftrico 72%
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3.11. Gordura ou extrato etéreo

As gorduras ou lipidios sdo substancias insoliveis em dgua, mas
soliiveis em solventes organicos chamados extratores, como éter, clo-
roférmio, benzeno, etc. A gordura constitui a fracdo mais energética
dos alimentos e € composta de carbono, hidrogénio e oxigénio. Além
das gorduras existem muitos outros compostos intimamente ligados ou
associados, tais como: fosfatideos, esterdis (colesterol), clorofila, 6leos
volateis, resina, etc., que sdo arrastados na presenga destes solventes
organicos.

Gorduras, 6leos, pigmentos e outras substancias gordurosas solu-
veis contidas em uma amostra seca sao dissolvidos através da extracio
com éter, que é entdo evaporado desta solucido gordurosa. O residuo
resultante € pesado, sendo chamado de extrato etéreo ou gordura bruta.
O éter e as amostras devem ser livres de umidade, para evitar a co- ex-
tracdo de componentes soliveis em aguas presentes na amostra, como
carboidrato, uréia, acido lactico, glicerol e etc.

A riqueza em gordura pode influenciar o armazenamento de al-
guns produtos, uma vez que as gorduras dos alimentos constituem uma
fracdo bastante instdvel, pois os alimentos ricos em tal substancia ranci-
ficam facilmente. Os alimentos rancificados perdem grande quantidade
de certos nutrientes essenciais, como as pro-vitaminas A e D, caroteno,
complexo B, Tc..., e alguns 4cidos graxos podem sofrer oxidag¢do oxi-
dativa.

O valor alimentar do extrato etéreo nao é constante. Considera-se
que um grama de gordura produz 9,35 Kcal de energia bruta, quando
medida na bomba calorimétrica, o que corresponde aproximadamente
a 9 Kcal de energia metabolizdvel. Os alimentos com maior teor de
gordura tém valores mais altos de NDT, pelo fato de a gordura fornecer

2,25 vezes mais energia que os carboidratos.
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Os reagentes usados devem ser puros para andlise (P.A.), para
evitarmos que haja qualquer tipo de contaminacdo do material a ser
analisado.

Para se fazer a determinacdo de gordura existem dois métodos,
que se diferenciam quanto ao solvente utilizado: método a frio (usando
éter sulftrico, cujo ponto de ebulicio € de 35° C e extrator “Soxhlet”),
e a quente (usando éter de petréleo, cujo ponto de ebuli¢do € de 60° C).
O método a frio leva em torno de 12-24 horas de extragdo enquanto o
método a quente dura em torno de 04-06 horas.

O método a quente é mais rapido que o método a frio, e é assim
chamado pois a extracdo € feita com temperatura mais elevada, cujo
ponto de ebulic¢do esteja entre 40-65° C.

Procedimento (Extracdo e Destilagdo)

Tome amostras de aproximadamente 2 gramas cada de ASA, em
papel de filtro e faga cartuchos. Pese os papéis usados antes de pesar a
amostra e anote os dados em formulario proprio. Coloque cada amostra
em recipiente préprio do aparelho de extragdo “Godifish” ou ““Soxh-
let”.

Em um becker previamente limpo e de peso conhecido, em ba-
lanca analitica, adicione 40 ml de éter de petréleo (P. A.) e coloque sob
o condensador fixando-o ao anel de rosca. Ligue a 4gua do condensador
e tome as devidas precaugdes para evitar o vazamento de éter durante
sua fervura e condensagao.

O aparelho permanece ligado de 4 - 6 horas, com verificagdes
ocasionais. Apds completada a extracdo, remove a amostra do reci-
piente e coloque o tubo coletor de éter sob o condensador. O becker
é reposto e o éter destilado. Antes que o éter do becker seque, retire
do aquecimento e derrame o éter do tubo coletor em frasco apropria-
do. Complete a secagem do becker em estufa a 105°C por 30 minutos.
Ap6s este tempo, retire o becker e o coloque em dessecador para esfriar
e posteriormente ser pesado. O peso da gordura extraida é calculado

pela diferenca do becker vindo do dessecador menos o becker vazio.
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Quadro 6 — Determinacao da Gordura ou Extrato Etéreo
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4. Avaliacao da digestibilidade
“in vitro” da matéria seca

Na analise de forragens a digestibilidade
pode ser definida como sendo a quantidade de
nutrientes consumidos que néo aparece nas fe-
zes. A técnica tenta reproduzir em laboratério
0 que acontece no animal, e consiste em dei-
xar a amostra da forragem em contato com o
liquido ruminal (in6culo) em tubo de ensaio ou
potes, para tentar reproduzir as condi¢bes que
predominam no rimen-reticulo, com presenca
de microorganismos, condicdo de anaerobiose,
temperatura de 39 °C, capacidade tampao, pH
6,9. Procura repetir o que acontece “in vivo”,
apos 24 a 48 horas de digestdo microbiana.

Recomenda-se que a dieta do animal do-
ador seja a mesma da amostra que se quer ana-
lisar, disponibilidade de animais para coleta e
diversidade dos tipos de amostras.

Para se ter confianca nos resultados obti-
dos, costuma-se fazer andlises com uma amos-
tra indice, as quais se conhece os seus valores.
Caso haja algum resultado discrepante para a
amostra indice, € sinal de que algum problema
ocorreu invalidando os resultados obtidos com
as amostras analisadas.

Para a avaliacdo da digestibilidade “in
vivo”, tem-se a técnica de uma ou duas etapas,
dependendo da riqueza em proteina do material
a ser utilizado (TILLEY e TERRY, 1963).
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1* Etapa: para a avaliacao da digestibilidade pese duas amostras
com peso em torno de 1 g de ASA, que foram colocadas em tubos pré-
prios ou potes para ensaio de digestibilidade, adicionando-se aos tubos
40 ml de saliva artificial (solucdo tampdo de Mc Dougall), e 10 ml de
inéculo de ramen. Passe CO, sobre a superficie do contetddo dos tubos
— para eliminar o O, presente — e imediatamente feche com rolhas de
borracha equipada com valvula de Bunse. Incube os tubos por 48 h a
39 °C, em estufa de temperatura controlada sofrendo agitagdes suaves
(3 a 4 vezes ao dia).

22 Etapa: Ap0s essas 48 h de digestdo microbiana, retire os tu-
bos da estufa adicionando aos mesmos 6 ml de acido cloridrico 20 %
v/v, colocados (2 + 2 + 2 ml) para evitar a formacdo de bolhas de ar,
e adicione também 2 ml de solugdo de pepsina a 5 % p/v. Coloque os
tubos (destampados) de volta a estufa para nova incubagdo durante 48
h a 39 °C, fazendo agitacdes ocasionais (3 a 4 vezes ao dia) como na 1°
etapa. A pepsina promove uma digestio na segunda etapa, desdobrando
a proteina do substrato.

Finalmente, retire os tubos, fazendo a filtracdo do residuo, quan-
titativamente, com a ajuda de dgua em piseta, para cadinhos filtrantes
previamente pesados. Leve os cadinhos a estufa a 105 °C, por uma noi-
te, esfriando-os em dessecador e pesando-os.

E recomendado a inclusio de tubos controles “brancos” em cada
procedimento de anélise, afim de se conhecer a matéria seca residual do
liquido de rdmen utilizado.

A seguir, € apresentada a férmula de como se calcula a digestibi-

lidade ““in vitro” da matéria seca.

Calculo:

DIVMS = 100 x g/MS amostra - (g/MS residual - g/MS “branco”)
g/MS amostra

Os resultados estdo no quadro 8.
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4.1. Digestibilidade in vitro da matéria seca (divms)
usando o instrumento “daisy” (in vitro true digestibility- ivtd)

4.1.1. Reagentes
solucdao Tampao A:
1.KH,PO,

2.MgS0,.7H,0

3. NacCl

4.CaCl .2H,0

5. Uréia (grau de reativo)
Solucao Tampao B:
6.Na,Co,

7.Na,5.9H,0

4.1.2. Procedimentos

g/litro

10,0
0,5
0,5
0,1
0,5

g/litro

15,0
1,0

para 2 jarros
(2660 mi)

26,600 g
1,330g
1,330g
0,266 g
1,330g

para 2 jarros
(532ml)

7,980 g
0,532¢

4.1.2.1. Preparacdo das bolsas de filtro e amostras:

Um dia antes da incubagdo, pré-enxdgiie as bolsas de filtro F 57

ou TNT (ver amostra) com acetona dentro de um recipiente de vidro

durante trés a cinco minutos, depois escoe a acetona e leve para secar

por completo durante dois minutos em estufa com ar seco (55 °C). Re-

tire e faga a marcacao das bolsas com caneta permanente (nao usar a de

retroprojetor) ou lapis preto e coloque na estufa de 105°C até o outro

dia (uma noite). O enxagiie em acetona remove um surfactant que pode

inibir a digestdo microbiana.
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No dia seguinte coloque as bolsas no dessecador (dentro do reci-
piente) por 40 minutos. Pese cada bolsa de filtro e registre o peso (W),
uma a uma, sem tocd-las antes da pesagem.Tare a balancga e pese 0,25 g
de amostra (W,), de preferéncia diretamente na bolsa de filtro.

Sele as bolsas e armazene-as adequadamente para que poste-
riormente (quando as solugdes tampdes ji estiverem preparadas) se-
jam colocadas no jarro do Fermentador Artificial de Rimen (DAISY).
Sao feitas até 25 bolsas por jarro (24 amostras + 1 branco), colocadas
equitativamente nos quatro jarros de digestdo bem como dentro do jarro
ocupar os dois lados. Inclua uma bolsa lacrada vazia (branco) em cada
jarro que levard ao fator de corregdo (W,). As amostras sao feitas em
duplicata sempre.

Quando a DAISY estd comecando a ser utilizada (inicio de ope-
racdo) € aconselhdvel utilizar, além do branco, duas bolsas lacradas
com um testemunha (padrdo conhecido, valores de digestibilidade ta-
belados), que dependendo do material a ser analisado pode ser: feno
de alfafa moido a 1 mm para volumosos, milho moido a 1 mm para
concentrados energéticos e farelo de soja moido a 1 mm para concen-
trados protéicos). Isto € feito somente para fins de comparacdo (valor

conhecido com valor encontrado).

4.1.2.2. Preparacao das Solucoes Tampoes

(para cada 2 jarros da DAISY):

No dia da incubagdo (DAISY), prepare as solugdes tampdes A e
B, separadamente. O ideal é que enquanto uma pessoa prepara as solu-
¢oes, outra coleta e prepara o indcuo (liquido ruminal). Enquanto € feito
o preparo das solugdes, deve-se manter o copo do liquidificador, as pro-
vetas graduadas para o inécuo e o funil tudo em banho-maria a 39°C.

Anote os pesos de cada reagente em copos plasticos separados

(numere de um a sete os copinhos, um nimero por reagente, siga a
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ordem da marcha). Utilize dois recipientes grandes (solucdo total com
3,2 litros) para preparar as solucdes A e B separadas. Anote em cada
recipiente a solucdo que ali serd feita. Adicione os reagentes lavando
os copinhos com dgua destilada morna (39°C), complete com dgua des-
tilada morna até 2660 ml para a solucdo A e 532 ml para a B, depois
misture bem com o bastdo de vidro.

Misture bem as solugdes A e B (relagdo 1:5) e leve ao pHmetro
para aferir o pH da mistura, que devera ser 6,8 a 39°C.

Adicione a solugdo resultante (A+B) nos jarros (distribua unifor-
memente entre os dois jarros, com 1600 ml para cada jarro da solucio
A+B) e também nos outros dois jarros (outro preparo de solugdes). Co-
loque as bolsas com as amostras dentro dos jarros com a solucdo A+B.
Se a DAISY nao for utilizada totalmente (100 bolsas, ou menos de 4
jarros), acrescente no(s) jarro(s) sem amostras 0 mesmo peso em agua,
para que a mdquina trabalhe a rotacdo adequadamente.

Ative os botdes de aquecimento e rota¢do, permitindo que a tem-
peratura nos jarros da DAISY atinja o equilibrio pelo menos 20 minutos
antes da incubagdo (in6cuo + CO,). Este tempo pode ser usado para o
preparo do inécuo.

4.1.2.3. Coleta e Preparacao do Liquido Ruminal

e Incubacao

Observacoes:

MANUTENCAO TEMPERATURA 39°C

(MATERIAIS E INOCUO)

INFUSAO CONSTANTE DE Co,, NAO BORBULHAR

O LiQUIDO

DUAS PESSOAS (UM SE PREOCUPA SO COM co,)

Antes da coleta, aqueca tudo com dgua a 39° C (garrafa térmica
com 4gua a esta temperatura e recipiente de coleta aquecido). Prepare
a bomba de vacuo (tomada, mangueira do vicuo e mangueira coletora)
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e depois abra a fistula, introduzindo a mangueira coletora diretamente
na fase liquida do material ruminal. Ligue a bomba até “sugar” cerca de
2/3 da capacidade do recipiente coletor para que nao entre liquido no
interior da bomba (perigo).

Retire a dgua a 39°C da garrafa térmica rapidamente e adicione o
liquido coletado, juntamente com infusdo constante de CO, antes, du-
rante e depois dessa adicdo na garrafa, fechando-a gradativamente com
a adi¢do de + CO, Repita as operagdes acima com cuidado at€ comple-
tar o contetido da(s) garrafa (s) térmica(s) — serd necessario cerca de
dois litros de liquido ruminal para cada utilizacdo completa da DAISY
(quatro jarros x 400 ml = 1600 ml).

Leve o material coletado na garrafa térmica rapidamente ao labo-
ratério onde ja deve estar preparada e aquecida a solug@o tampao A+B
com as amostras nos jarros.

Os materiais utilizados (liquidificador, funil, provetas) para pre-
parar e medir o in6cuo devem estar no banho-maria a 39°C. Esvazie
entdo os contetdos inteiros da(s) garrafa(s) térmica(s) no liquidificador
aquecido e com um pouco de CO,, acrescente rapidamente o CO, e mis-
ture a uma velocidade alta durante 30 segundos. Espere um segundo
para esvaziar o liquidificador no funil (para diminuir espuma forma-
da).

A acdo de mistura serve para desalojar os micrébios que se pren-
deram nas fibras da massa do rimen e asseguram uma populacdo mi-
crobiana adequada para a andlise in vifro. Durante este tempo retire a
proveta e o funil do banho-maria e arrume com o tecido para a filtragem
(tecido da amostra dobrado ao meio, nao reutilizar, somente um uso).
Filtre a quantidade inteira no tecido e aperte com as mdos; se sobrar
liquido no liquidificador, infundir CO, com ele quase fechado até termi-
nar de filtrar e também na proveta onde estd o incuo.

Meca 400 ml deste liquido filtrado (indcuo) em cilindro gradua-
do (proveta) aquecido e com CO, e remova um jarro por vez da DAISY
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ainda ligada (rotag@o e aquecimento), acrescentando este liquido e in-
fundindo CO, continuamente durante a colocagdo até fechar a tampa
de forma segura (cerca de trinta segundos com CO,). Coloque de volta
na maquina e repita o procedimento até o tltimo jarro, feche definitiva-
mente a DAISY, abrindo-a ocasionalmente somente para checar rapi-
damente a rotagao.

Incube durante 48 horas para determinar a DIVMS; a DAISY
manterd uma temperatura de cerca 39,5°C. Marque o horério exato da
incubagdo para que as proximas etapas (adi¢do da pepsina + HCI, re-
tirada das amostras incubadas e pesagem final das bolsas), sejam feitas

neste mesmo horario nos outros dias.
4.2. Segundo Estagio (Pepsina + HCl 6N)

Verifique se ha disponibilidade do HCI 6N preparado. Cerca de
40 minutos a 1 hora antes do horario marcado da incubacdo comece a
preparar toda a solucido de pepsina em meio 4cido a ser usada para os
quatro jarros.

Use quatro béqueres de 250 ml, um para cada jarro. Pese quatro
vezes 8 gramas de pepsina e dissolva em 35 ml de 4gua destilada mis-
turando bem. Aqueca moderadamente na chapa até ficar morno (dis-
solu¢cdo melhora, mas nao deixe muito quente a temperatura para nao
desnaturar a enzima).

De preferéncia use o agitador magnético apés deixar morno.
Leve proximo ao pHmetro regulado cada béquer um a um e deixe os
outros na chapa (cuidado com temperatura). Pegue uma pipeta pequena
plastica para gotejar o HCI 6N. Ajuste o pH até 2,9 a 3,1, e se necessario
acrescente gotas do acido com a pipeta, gota a gota, mensurando o pH
até atingir o adequado citado acima. Se o pH passar um pouco, goteje
soda cédustica moderadamente.
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Volte para a chapa e pegue o outro béquer, repetindo a operagao
acima até fazer todas as quatro solucdes. Espere o horario (o mesmo da
incubag@o) mantendo os béqueres na chapa morna e leve até a DAISY
todos eles, acrescentando a solucio nos jarros, um a um, e mantendo o
funcionamento da DAISY — antes de retornar o jarro a miquina agite-o
um pouco. Deixe por mais 24 horas na maquina.

No mesmo horério do outro dia, pegue um recipiente para aco-
modar as bolsas e remova todos os jarros da DAISY, desligando-a.
Descarte o liquido e apdie as bolsas, retirando-as dos jarros, e lave-as
até a dgua ficar clara no recipiente. Remova o excesso de dgua das bol-
sas e adicione acetona até cobri-las. Deixe por trés a cinco minutos na
acetona com um pesinho em cima.

Descarte a acetona e retire o excesso das bolsas. Leve o recipien-
te com as bolsas para a estufa a 55°C por uns dois minutos e depois co-
loque na estufa a 105°C por uma noite. No outro dia, no mesmo horario
da incubacio coloque o recipiente com as amostras no dessecador por
40 minutos (usar luva) e depois desse tempo retire sem tocar nas bol-
sas (usar a pinga) € pese uma a uma, registrando os pesos finais (W,).
Descarte ou prepare as bolsas para serem reutilizadas (mais duas vezes

apenas, porém ndo aconselhavel).
4.3. Calculos
% DIVMN= 100 — [(W,- (W, x F)) x 100 / W,]
Onde:

W, > peso da tara da bolsa (vazia)

W,~> peso das amostras (mais ou menos 0,25 g)
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W,=> peso da bolsa final apos 48 horas fermentando e 24 horas de
digestdo com meio acido e pepsina

F> correc¢ao da bolsa em branco (peso final da bolsa em branco
ap6s o processo todo/ W,) W, peso da bolsa em branco antes da in-
cubagao (vazio)

Faga a relacdo para encontrar o valor em base de MS.
% DIVMS = 100 -((W, -(W, x F)) x 100 / (W, x MS)

4.4. Procedimentos de coleta,
preparo e incubacao do inécuo

Figura 8 : Procedimentos de coleta, preparo e incubacao do inécuo
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Quadro 7 - Digestibilidade “In Vitro” da Matéria Seca

Amostra t::o Tubo | ASA(g) | ASE (%) | Ms (g) ;‘::’;u: Residuo B':::;O MS Digerida | MS (%)
Brac.T. 3 32,0335 | 1,0536 | 87,8888 | 09260 | 32,4741 | 0,4406 | 0,3992 0,5268 56,39
Brac.r. 4 | 315414 | 1,0792 | 87,8888 | 0,9485 | 32,0012 | 04598 | 04184 0,5301 55,89
Média 0,5285 56,39
Branco

1 B1 | 338280 33.8822 | 0.0542

2 B2 |47.7156 477505 | 0.0349

3 B3 | 266993 267344 | 0.0351
F.indice

1 I'1 | 363802 | 1,0449 | 9484 |09910| 368227 | 04425 | 04011 0.5899 59.53

2 12 | 47,2920 | 1,0328 | 9484 |09795| 47,7399 | 0.4479 | 0.4065 0.5730 58.50

3 I3 | 27,1539 | 1,1527 | 94,84 |1,0932| 27,6379 | 04840 | 04426 0.6506 59.51
Média 59.13

Média do Branco = 0,0414
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