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Apresentacao

Esta publicacdao tem como propdsito apresentar procedimentos e
metodologias de determinacdes quimico-bomatoldgicas de alimentos
destinados a alimentacao animal. As informacdes sao oriundas de
consultas de literaturas nacionais e internacionais, disponiveis em livros e
artigos cientificos. As metodologias relatadas neste trabalho estao
disponiveis em publicacdes em bibliotecas de instituicoes que realizam
trabalhos no ramo de alimentacao, bromatologia e nutricao animal.

Em funcao da experiéncia dos autores desta publicacao, as metodologias
usuais do Laboratério de Bromatologia e Nutricao Animal da Embrapa
Clima Temperado sofreram, ao longo dos anos, pequenas modificacGes nas
andlises bem como no manuseio de equipamentos. Observamos que as
pequenas modificacdes nos métodos convencionais, indicados nas
metodologias descritas, facilitaram as analises laboratoriais.

Esta obra se destina a agronomos, zootecnistas, veterinarios, bem como a
alunos de curso superior, técnicos e iniciantes em laboratério de
bromatologia e nutricdo animal.

Waldyr Stumpf Junior
Chefe-Geral
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Métodos de Anadlises
Bromatoldgicos de
Alimentos: Métodos Fisicos,
Quimicos e Bromatoldgicos

Ruben Cassel Rodrigues

1. Introducao

1.1. BROMATOLOGIA E NUTRICAO ANIMAL

Bromatologia ou quimica bromatolégica é a ciéncia que estuda os
alimentos. Sendo que a nutricdo animal e alimentacdo animal sdo duas
expressoes corretamente usadas para significar o mesmo, mas em
verdade, nao se superpdem exatamente.

Segundo alguns autores, “nutricdo é o processo de fornecer as células do
organismo animal aquela porcao do meio quimico externo necesséria para
o funcionamento das muitas reacdes quimicas metabdlicas envolvidas no
crescimento, manutencao, trabalho, producao e reproducao”. Entao,
nutricao envolveria a procura, ingestao e absorcao dos alimentos quimicos
que servem como alimento, e o transporte desses alimentos até o interior
das células, das formas fisica e quimica mais adequadas para assimilacao e
uso por aquelas células Phillipson, (1970).

1.2. IMPORTANCIA DA ALIMENTACAO ANIMAL

O desempenho de um animal é fruto da interacdo genétipo x meio
ambiente. Ambos componentes sao importantes. A producao de leite de
vaca, por exemplo, depende em cerca de 25 a 40% do patriménio
genético do animal. O restante é devido aos fatores do meio ambiente,
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dentre os quais a alimentacdo ocupa um lugar de destaque. E por este
motivo que a alimentacao é um fator capital na produtividade zootécnica.
Ela se expressa de quatro maneiras:

a) Como fator de exaltacdo de capacidade produtiva dos animais;

A potencialidade genética s6 aparece na sua plenitude se for dada ao
animal toda a condicao favoravel, especialmente alimentacao.

b) Como fator indireto de melhoramento animal;

Evidentemente ao se dar oportunidade ao animal, através da alimentacao,
de mostrar o que ele pode produzir, automaticamente estad sendo dada a
oportunidade de ser escolhido para participar do processo de reproducao e
de participar na formacao e melhoramento da descendéncia.

c) Como fator sanitério e de prevencao de enfermidades;

E bastante claro que um animal bem nutrido oferecerd maior resisténcia a
incidéncia de doencas, o que vem a se refletir na produtividade.

d) Como fator econémico da producao zootécnica;

O aspecto econémico em zootecnia ndo pode ser descurado. Ha
necessidade de se estabelecer um equilibrio econdmico desejavel entre
alimentacao e custo. A alimentacdao, como componente de custo, é de
vital importancia pela sua participacdo. Na exploracao avicola, por
exemplo, pode ser responsavel por 70 a 80% do custo.

1.3. ALIMENTO, NUTRIENTE E NUTRIENTE
DIGESTIVEL

Alimento é todo o material que, apés ingestao pelos animais, é capaz de
ser digerido, absorvido e utilizado, ou seja, possui valor nutricional para o
animal.

Alimentos podem ser de origem vegetal ou animal, podendo seus principais
grandes componentes ser assim distribuidos:
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Alimento
Agua Matéria Seca
Organica E‘Orgénica
Hidratos de carbono Vitaminas Material mineral
PROTEINAS

FIGURA 1- Componentes dos alimentos.

Nutriente, de acordo com a literatura, é todo constituinte do alimento, ou
grupo de constituintes do alimento, com uma mesma composicao quimica
geral que participa na manutencao da vida. Assim hidratos de carbono,
lipidios, proteinas, vitaminas e minerais compreendem os grupos
geralmente reconhecidos como nutrientes, embora ar e 4gua possam da
mesma forma, ser considerados também como nutrientes. Ha certa
tendéncia em esquecer estes dois, talvez pela sua universalidade e
obviedade da sua necessidade, ou talvez porque se pense, sobre os
mesmos, mais em termos do papel fisico que quimico. Mais modernamente
este conceito de nutriente pode ser ampliado, a fim de incorporar
substancias que nao sao originarias diretamente do alimento, tais como
vitaminas sintéticas, aminoacidos ou sais minerais preparados
quimicamente.

Nutriente digestivel diz respeito a porcao do nutriente que é digerido e
absorvido pelo organismo animal. Na pratica este termo é aplicado
somente as proteinas, hidratos de carbono e gorduras.

2. METODO DE WEENDE
2.1. PRINCIPIO

O esquema de Weende consiste num conjunto de determinacdes que
caracterizam os grandes grupos de nutrientes, sem levar em conta os
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nutrientes de “per se”. Em que pese as restricoes ou imperfeicoes antes
apontadas, esse esquema tem se mantido até hoje, e a ciéncia da nutricao
nele tem se apoiado e desenvolvido suas pesquisas na area de nutricao
animal. Estas determinacdes tornaram-se uma linguagem comum para
quimicos, nutricionistas, zootecnistas, fisiologistas e fabricantes de racoes.

Em realidade, o esquema de Weende foi fundamental para o
desenvolvimento do célculo de racdes, possivelmente por sua simplicidade
e baixo custo, bem como pela concepcao de cria-lo em funcao da nutricao
dos animais, isto é, das suas macro-caracteristicas. Embora, ao longo dos
anos, cientistas venham tentando substituir o esquema de Weende por
outras técnicas mais eficientes, sua aceitacao é universal. Na década de
60, Van Soest, pesquisador norte-americano, propds uma alternativa ao
esquema de Weende, a qual obteve grande aceitacao nos meios
cientificos.

Pode-se ter uma idéia de conjunto do Esquema de Weende no fluxograma
em anexo.
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AMOSTRA SECA AO AR

SECAGEM A 105°C ——— AGUA

l

AMOSTRA SECA

/N

SOXHLET KJELDAHL

EXTRATO ETEREO NITROGENIO X 6,25 = PROTEINA

'

DIGESTAO ACIDA —— FILTRADO

'

RESIDUO

'

DIGESTAO ALCALINA —— FILTRADO

'

RESIDUO

'

INCINERACAO A 600°C

RESIDUO = CINZAS FIBRA BRUTA

Figura 2- Esquema de Weende

2.2. COLETA DE AMOSTRAS QUE SE DESTINAM
AO LABORATORIO

A técnica da coleta de amostras de alimentos concentrados e das
forragens, visando a analise quimica, tem por finalidade obter amostra
representativa da média do material a ser analisado. Torna-se essencial,
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por tanto, todo o cuidado na coleta de tais amostras, sem o que se obtém
resultados viciados. Os erros cometidos durante a amostragem nao
poderao ser retificados ou compensados por mais cuidadosa que venham a
ser as futuras analises.

Do material para estudo, devem-se retirar varias amostras parciais,
colhidas em diversos pontos do local de interesse. Da amostra média de
concentrado ou volumoso, depois de homogeneizada, podem ser tiradas
amostras parciais antes que sejam enviadas ao laboratério. Apds a coleta
das amostras, elas devem ser colocadas em sacos plasticos ou de papel e
transportadas imediatamente ao laboratério, a fim de nao alterar a
umidade do material, durante o transporte, principalmente de forragem
fresca, e evitar ocorréncia de fermentacao. A perda de alguma umidade,
durante o transporte, nao tera grande importancia desde que os resultados
sejam dados apenas na matéria seca total.

A manipulacdo da amostra até o momento de sua andlise devera ser tao
cuidadosa quanto possivel, para evitar a ocorréncia de alteracées nos
principios nutritivos existentes. Tratando-se de forragens verdes, fezes,
urina, etc., e quando as analises nao forem processadas imediatamente, é
necessario que as amostras sejam conservadas em congelador, entre -5°C
e-10°C.

2.2.1. Preparo da amostra a ser analisada
a) Trituracao prévia;

Na maioria dos casos, as amostras exigem uma trituracao grosseira, antes
de se proceder a qualquer analise. As forragens verdes, com raizes,
tubérculos etc., deverao ser cortados inicialmente, com faca de metal
inoxidavel. Os graos serao triturados grosseiramente, em moinhos
adequados, enquanto as forragens ensiladas e as racoes fareladas
raramente necessitam de moagem ou trituracao prévia.

b) Moagem final

E feita apds a moagem ou trituracdo prévia. Amostras que na origem ja
apresentam com elevado teor de matéria seca, acima de 80%, quase
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sempre podem sofrer a moagem final diretamente. A moagem final
consiste em se triturar as amostras, de modo que se obtenha um pé
bastante fino, usando-se moinhos dotados de peneiras de 20/30 “Mesh”
(nimero de perfuracdes por polegada linear). Costuma-se aquecer a
amostra na mesma temperatura de trabalho, antes da moagem, a fim de
facilitar este processo.

Certas determinacdes quimicas, tais como a do nitrogénio aminico,
vitamina C, caroteno etc., devem ser feitas na amostra fresca, porque tais
compostos apresentam perdas ou alteracdes durante o processo de
secagem.

Apds a moagem de cada amostra, a “camara de moagem” do moinho deve
ser cuidadosamente limpa com pincel e jatos de ar comprimido, bem como
as demais partes do moinho, tendo-se que retirar a peneira e seu suporte.
Isto se aplica, rigorosamente, quando o alvo das analises é macro e ou
micro nutrientes, sendo, todavia, permitido um intervalo de cinco amostras
nas demais situacdoes. O mesmo se aplica com o redutor de Jones.

2.3. Determinacdo da matéria seca
2.3.1. Principio

A determinacao da matéria seca é o ponto de partida da andlise de
alimentos. E de grande importancia, uma vez que a preservacdo do
alimento pode depender do teor de umidade presente no material e, além
disso, quando se compara o valor nutritivo de dois ou mais alimentos,
temos que levar em consideracdo os respectivos teores de matéria seca. E
o peso do material analisado livre de d4gua. O conhecimento do percentual
da matéria seca contido na amostra é importante, pois € com base nele
que se estabelece o célculo da dieta, ja que o consumo do alimento pelos
animais é expresso em kg de matéria seca/animal/dia.

Assim, quanto menor o percentual de matéria seca maior o consumo. No
entanto, existe uma faixa de percentagem de matéria seca que € ideal
tanto para o consumo, como para a producao e conservacao dos alimentos
que, no exemplo do milho, fica em torno de 28% a 35% de matéria seca.

25



26

Métodos de anélises bromatolégicos de alimentos: Métodos fisicos, quimicos e
bromatoldgicos

Por outro lado, se desejamos comparar o resultado de anélises em
diferentes épocas, locais ou regioes, sempre faremos essa comparacao em
base de matéria seca, isto €, como se o alimento contivesse 100% da
mesma. Convém ressaltar o fato de que somente os principios nutritivos
que integram a matéria seca sao aproveitados pelo organismo animal com
fins nutricionais.

A agua contida nos alimentos encontra-se sob as seguintes formas: livre,
de estrutura e de constituicao.

Caso seja necessario conhecer a matéria seca com maior brevidade, deve-
se pesar em torno de 10 g de amostra verde, submetendo-a a secagem a
105°C por 48 horas. Concluido o processo, deve-se deixar a amostra seca
esfriar por no minimo uma hora em dessecador, para, entdo, pesa-la.

No Laboratério de Nutricdo Animal/Embrapa Clima Temperado, faz-se essa
determinacao pelo processo indireto bifasico, que consiste em duas fases:
secagem prévia ou pré-secagem e a secagem definitiva.

2.3.2. Pré-Secagem (Matéria Seca a 65°C)
2.3.2.1. Principio

Em geral, a pré-secagem é necessaria quando a amostra possui alto teor
de umidade ou baixa matéria seca; como as gramineas, as silagens etc.
Normalmente é feita em temperatura de 60 + 5°C para evitar perda por
volatilizacao ou alteracao de outros nutrientes, principalmente compostos
nitrogenados.

A operacao de pré-secagem deve ser feita de preferéncia em estufas de
ar forcado. O tempo de pré-secagem é varidvel, em média 72 horas,
dependendo da umidade e da carga que se coloca na estufa, ou seja, o
tempo necessario para que o material apresente peso constante,
permitindo moagem perfeita. A perda de dgua que se verifica na pré-
secagem tem de ser computada no célculo da umidade total, portanto, o
material antes de ser colocado na estufa deve ser pesado em balanca
adequada, com precisao de 0,1 g e, para isso, coloca-se o material em um
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recipiente préprio, de peso previamente conhecido, denominado “tara”. E
recomenddvel o uso de bandejas (22 x 16 x 6 cm), de tela bem fina ou
sacos de papel perfurados, a fim de facilitar a entrada do ar quente e
apressar a secagem. Para cada amostra deve-se fazer pelo menos duas
determinacdes, paralelamente, para a comparacao entre os pesos das
amostras.

Ao término de dois a trés dias, retira-se o material da estufa, deixando-o
esfriar sobre balcoes ou mesa do laboratério durante uma hora, ou seja,
até que a umidade da amostra entre em equilibrio com a umidade do ar,
fazendo-se, a seguir, a pesagem. Chamamos esse procedimento de
amostra seca ao ar (ASA). A seguir, faz-se a moagem final guardando a
amostra em vidros fechados com tampas de polietileno, para a
determinacao das andlises subsequentes.

Para andlises mais aprimoradas como a de aminoéacidos e de acidos
graxos, por exemplo, sdo necessarios processos especiais de secagem

para preservar a verdadeira forma quimica dos componentes. Dentre esses
processos destacam-se a secagem a vacuo com ou sem elevacao de
temperatura e a secagem pelo frio (liofilizacdo). A ocorréncia de
compostos volateis, como a amdnia, encontrada em silagens e cama de
galinheiro, exige cuidados especiais durante a secagem da amostra; a pré-
secagem nado deve ser superior a 55°C, e, em muitos casos, as
determinacoes devem ser feitas no material natural.

2.3.2.2. Material necessario

a) Saco de papel perfurado (5 kg) ou bandejas metalicas;

b) Estufa de secagem de ar forcado (Temperatura = 65°C);
c) Estufa de esterilizacao (Temperatura = 105°C);

d) Balanca analitica com precisao mais ou menos 0,1 mg;

e) Moinho Wiley (peneira de 1 mm) de facas;

f) Redutor de Jones.

2.3.2.3. Procedimento

a) Tarar o saco de papel;
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b) Pesar a amostra, cerca de 250 g por repeticao (modificacao implantada
no Laboratério de Bromatologia e Nutricdo Animal-LBNA/Embrapa Clima
Temperado);

Observacdo: Separar uma parte para determinacdo de pH,
aproximadamente 9 g de amostra, caso seja necessario;

c) Colocar em estufa de ar forcado a 60°C + 5°C por 48 a 72 horas, a
depender de estagio de secagem da mesma;

d) Retirar da estufa e deixar por 1 hora em contato com a temperatura
ambiente;

e) Pesar e fazer as devidas anotacdes das amostras, anotando-se o peso
em ficha adequada;

f) Submeter a moagem em moinho de facas. A amostra é recolhida em
sacos plasticos ou vidro com tampa, previamente identificado com a
especificacdo da mesma. Armazenar cerca de 50 g de amostra;

g) Reduzir a amostra para 50 — 100 g em redutor de Jones, caso seja
necessario;

h) Limpar cuidadosamente o moinho e o redutor.
2.3.2.4. Utiliza-se a Formula

ps = PMPS
PMV

100
Onde:
PS = Pré-Secagem

PMPS = Peso do material pré-seco

PMYV = Peso do material verde
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2.3.3. Matéria Seca Definitiva (Matéria Seca 105°C)
2.3.3.1. Principio

A matéria seca definitiva é usada para amostras que foram submetidas a
pré-secagem ou para amostras que contém mais de 80% de matéria seca,
racOes fareladas, graos de cereais etc. Para tal processo, pesa-se de
2,000 a 3,000g de amostra seca ao ar e triturada, em capsula de
porcelana previamente secas e pesada na “tara”. Na pratica, quando se
trabalha com grandes quantidades de amostras, deixamos os cadinhos de
porcelana, durante toda a noite na estufa, dispensando, desse modo, a
verificacdo de constancia de peso e apds procede-se a secagem em estufa
a 105°C, durante quatro horas Lenkeit; Becker, (1956). A seguir, retira-se
os cadinhos da estufa e coloca-os em um dessecador por uma hora
aproximadamente, até que a temperatura deles se iguale com a
temperatura ambiente; e pesa-se novamente. E necessaria uma balanca
analitica de aproximadamente O,1 mg. A perda de peso representa a
umidade bruta, ou seja, todos componentes volateis a temperatura de
105°C. Os resultados sdo apresentados em porcentagem.

Racdes ricas em gordura podem aumentar de peso durante uma secagem
demorada, uma vez que podera haver fixacao de oxigénio, durante o
processo. Em tais casos, torna-se necessario usar processos especiais de
secagem. As silagens e outras forragens submetidas a fermentacao podem
sofrer perdas de determinadas substéncias durante a secagem como
acidos organicos, amoniacos, etc. Com estes materiais, o teor exato de
matéria seca pode ser obtido pela determinacao desses componentes
volateis ou, o que é mais pratico, por secagem a vacuo.

2.3.3.2 Verificacdo da constancia de peso

Esse método é adotado quando os materiais a serem utilizados (cadinhos
de porcelana, capsulas metalicas etc.) ndo estao devidamente secos.
Procede-se da seguinte maneira: repete-se a secagem, voltando com o
cadinho de porcelana ou capsula metélica a estufa a 105°C por mais uma
ou duas horas, deixando-se esfriar em dessecador, realizando novas
pesagens, até permanecer com peso constante. A diferenca de peso entre
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as pesagens nao deve ser maior que 1%. Se ocorrer uma variacdo maior
de peso, significa que o material ndo esta devidamente seco. Chama-se a
esta operacao de verificacao da constancia de peso.

2.3.3.3. Material necessario
a) Capsula metaélica ou porcelana (cadinho);
b) Estufa de secagem e esterilizacdo (Temperatura = 105°C);

c) Dessecador a vacuo, com luva, tampa e fundo, em vidro borossilicato,
equipado com placa de porcelana e silica gel azul;

d) Balanca analitica com precisao mais ou menos 0,1 mg;
e) Sacos plasticos ou vidros com tampa;

f) Bandeja de aluminio.

2.3.3.4. Procedimento

a) Colocam-se as capsulas metdlicas ou cadinhos de porcelana
em estufa para secar durante 12 horas, a uma temperatura de 105°C;

b) Retiram-se as capsulas metalicas ou cadinhos de porcelana da estufa e
coloca-se em dessecador, para esfriar por 1 hora. Quando se trabalha com
uma quantidade superior a 20 cadinhos, deve-se deixar esfriar por mais
alguns minutos, para que haja uma maior estabilizacdo do peso;

c) Retiram-se as cépsulas metélicas ou cadinhos de porcelanas do
dessecador (uma a uma), tara-se e anota-se o peso em ficha adequada;

d) Pesa-se de 2,500 g a 2,510 g da amostra (modificacdo implantada no
Laboratério de Bromatologia e Nutricdo Animal-LBNA/Embrapa Clima
Temperado);
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e) Coloca-se em estufa para secar a 105°C por 4 horas (podendo se deixar
de um dia para o outro);

f) Retira-se da estufa a capsula metalica ou porcelana (cadinho), e coloca-
se em dessecador para esfriar durante 1 hora;

g) Pesam-se as amostras, anotando-se o peso em ficha adequada.
2.3.3.5. Calculo final

2.3.3.5.1 Utiliza-se a Férmula

_PAS (ASE) 100
PAN (ASA)

%

Onde:
PAS = Peso da amostra seca (ASE)
PAN = Peso da amostra natural ou imida (ASA)

2.3.3.6. Matéria Seca Total (105°C)

%MS (60 + 5°C) x %MS (105°C)
100

% MStotal =

2.3.3.7. Ajuste a base de 100 % da matéria seca a 105°C

Yoresultado

Baseseca =—x
%MS(105°C)

Onde:
%resultado = % de resultado da andlise a ser corrigida

%MS (105°C) = % de matéria seca na amostra
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2.3.4. Teor de umidade

2.3.4.1. Determinacao da umidade de plantas e residuos
organicos

2.3.4.1.1 Principio

O teor de umidade em plantas, adubos organicos, compostos e residuos de
origem organica é geralmente determinado em relacédo a temperatura de
secagem de 65-75°C, até atingir peso constante.

A esta temperatura as reacoes de natureza biolégica cessam e o material
pode ser mantido seco por periodo indeterminado, quando protegido da
umidade.

2.3.4.1.2 Material necessario

a) Estufa com circulacao de ar forcado, com temperatura regulavel;
b) Capsula de porcelana ou aco inox;

c) Balanca com sensibilidade de 0,01 g.

2.3.4.1.3 Procedimento

a) Pesar de 40 a 50 g de material umido e homogeneizado e colocar em
recipiente de secagem (tarar o recipiente de secagem, limpo e seco)
(modificacado implantada no Laboratério de Bromatologia e Nutricao
Animal-LBNA/Embrapa Clima Temperado);

b) Manter a 65-75°C com circulacao de ar forcado por 24 a 48 horas (ou
até nao se observar mudanca de peso com aumento do tempo de
secagem);

c) Pesar o material seco;

d) Apéds a pesagem, o material pode ser moido para as andlises quimicas.
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2.3.4.1.4 Calculos
a) Teor de umidade em base imida

peso(umido) — peso(sec o) <100

%Teor(umidade) = (Gmido)
peso(umido

b) Expressar o resultado com um digito decimal (em % mm").
2.3.4.2. Determinacao da umidade do solo
2.3.4.2.1. Principio

A umidade do solo é determinada secando-se 0 mesmo em estufa a 105°C,
por duas horas, sendo expressa em base de peso. Esta determinacao é
utilizada para calcular o fator de correcao nas analises para levantamento
e classificacao de solos.

A diferenca no teor de umidade de solos minerais secos a baixa
temperatura e a 105°C é de aproximadamente 1 a 2%.

2.3.4.2.2 Material necesséario

a) Capsulas metalicas com capacidade de 100-200g;
b) Balanca com sensibilidade de 0,01 g.

2.3.4.2.3 Procedimento

a) Pesar 100 a 150 g de solo imido em capsula metalica; tarar e
identificar as capsulas secas (modificacao implantada no Laboratério de
Bromatologia e Nutricdo Animal - LBNA/Embrapa Clima Temperado);

b) Secar a 105°C por 2 horas (de preferéncia em estufa com circulacao de
ar);

c) Retirar da estufa as capsulas metalicas e colocar em dessecador para
esfriar durante 1 hora;
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d) Pesar as amostras, anotando-se o peso em ficha adequada.
2.3.4.2.4 Calculos

a) Teor de umidade em base Uumida;

PSU — PSS x100
PSS

Umidade(%) =
Onde:

Umidade (%) = Teor de umidade

PSU = Peso do solo imido

PSS = Peso do solo seco

b) Expressar o resultado com um digito decimal (em % mm);
c) *ASA = Amostra seca ao ar (65°C) — Pré-secagem.

A Tabela 1 apresenta modelo de ficha para apresentacao de resultados de
pré-secagem.

A Tabela 2 apresenta modelo de ficha para apresentacao de resultados de
matéria seca definitiva.
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TABELA 1. Determinacao da % de Pré-Secagem

EMBRAPA CLIMA TEMPERADO
LABORATORIO DE BROMATOLOGIA E NUTRICAO ANIMAL
DETERMINACAO DA % DE PRE-SECAGEM A 65°C
N° do Projeto:

Responsavel:
DATA: N° do Lote:
Tara + Amostra Amostra ASA
Amostra| Tara Tara + ASA ASA* ASA
verde Verde
N° () (9 (9 (%) 0
(9) (9

*ASA = Amostra seca ao ar (65°C) — Pré-secagem
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TABELA 2. Determinacado da % de Matéria Seca

EMBRAPA CLIMA TEMPERADO

LABORATORIO DE BROMATOLOGIA E NUTRICAO ANIMAL

DETERMINACAO DA % DE MATERIA SECA A 105°C

N° do Projeto:

Responsavel:
DATA: N° do Lote:
Amostra N° Peso Peso | Cépsula + Peso
Identificacéo %MS | 0MS
N° Cépsula | Capsula | Amostra | Am. seca | Am. seca
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2.4. CINZAS OU MATERIA MINERAL
2.4.1. Principio

Cinza ou matéria mineral é o produto que se obtém apds o aquecimento de
uma amostra, a temperatura de 500 a 600°C, ou seja, até o aquecimento
ao rubro, porém nao superior a 600°C, durante 4 horas ou até a
combustéao total da matéria organica.

A determinacao da cinza fornece apenas uma indicacao da riqueza da
amostra em elementos minerais. Fick (1976).

A cinza, nos alimentos, tem o significado nutricional quase nulo; contém,
principalmente, os seguintes cations: calcio, potassio, s6dio, magnésio,
ferro, cobre, cobalto e aluminio; e anions: sulfato, cloreto, silicato, fosfato,
etc. Na verdade s6 foi incluida no Esquema de Weende para poder-se
calcular os extrativos nao nitrogenados (ENN).

Realiza-se a determinacao da cinza pelo método de incineracao simples.

Pode-se fazer a calcinacao do cadinho em bico de bunsen, cobrindo-se,
antes, a amostra com glicerina liquida. Esse procedimento objetiva evitar a
producao de muita fumaca no inicio da calcinacao. Entretanto, todo o
processo pode ser feito no préprio forno mufla, desde que se tenha o
cuidado de colocar o cadinho com a amostra no forno mufla frio,
aumentando o aquecimento lentamente, até 500-600°C.

Se a temperatura do forno mufla for além de 600°C, alguns cations e
anions serao parcialmente ou totalmente perdidos por volatilizacao.

Outro aspecto importante a ser salientado é que o peso da amostra a ser
calcinada esta correlacionado com a quantidade de elemento mineral a ser
pesquisado.

Quando mede-se quantitativamente um elemento mineral que esta
presente na amostra em pequenas quantidades, torna-se necessario que se
faca a calcinacao de amostra mais representativa ou a de maior peso.
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2.4.2. Material necessario
a) Céapsula de porcelana;
b) Forno de mufla com controlador de temperatura;

c) Dessecador a vacuo, com luva, tampa e fundo, em vidro borossilicato,
equipado com placa de porcelana e silica gel azul;

d) Balanca analitica com precisao mais ou menos 0,1 mg;
e) Bandeja de aluminio;

f) Pingas.

2.4.3. Reagentes

a) Acido nitrico concentrado (HNO,);

b) Nitrato de aménio (NH,NO,).

2.4.4. Procedimento

a) Colocar os cadinhos de porcelana em forno mufla para queimar por
quinze minutos. Para secagem dos cadinhos a temperatura de 550°C,
retira-se do forno mufla e coloca-se no dessecador para resfriar, durante 1
hora;

b) Retirar os cadinhos do dessecador (um a um) e tarar, anotando o peso
em ficha adequada;

c) Pesar, a seguir, de 1 a 3 g da amostra (modificacdo implantada no
Laboratério de Bromatologia e Nutricdo Animal-LBNA/Embrapa Clima
Temperado);

d) Proceder a incineracao durante 4 horas, a 550°C, até obter a cor cinza
clara. Apds esse tempo, caso persista a cor escura das cinzas, colocar de
3-5 gotas de HCO, ou alguns cristais de nitrato de aménio dentro do
cadinho e leva-lo novamente ao forno mufla, por mais 1 hora. Ao incinerar
as amostras, colocar a temperatura inicial em 200°C; ap6s 1 hora
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aumentar a temperatura para 550°C. Observa-se que a temperatura
inicial de 200°C ¢é adotada para evitar a queima brusca do material e,
consequentemente, as perdas (modificacao implantada no Laboratério de
Bromatologia e Nutricdo Animal-LBNA/Embrapa Clima Temperado);

Observacao:

Os cadinhos de vidro devem ser aquecidos gradativamente (subir a
temperatura de 100 em 100°C) para evitar que se danifiquem, até
atingirem 550°C;

e) Retirar as amostras do forno mufla e coloca-las em dessecador para
resfriar por 1 hora;

f) Pesar as amostras, anotando-se o peso em ficha adequada.
2.4.5. Calculo Final

2..4.5.1. Utiliza-se a Formula

Peso( cinza )

%C /N = x100

Peso(amostra)

Para se determinar a matéria organica utiliza-se a férmula:

MO =100—-%cinza

2.4.6. Ajuste a base de 100 % da matéria seca

Yoresultado

Baseseca =——x
%MS(105°C)

Onde:
%resultado = % de matéria organica na amostra
%MS (105°C) = % de matéria seca na amostra

Ver a seguir, na Tabela 3, modelo de ficha para apresentacao de
resultados.
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TABELA 3. Determinacao da Cinza e Matéria Orgéanica

EMBRAPA CLIMA TEMPERADO

LABORATORIO DE BROMATOLOGIA E NUTRICAO ANIMAL
DETERMINACAO DA % DE MATERIA MINERAL (Cinza) e M. ORGANICA
N° do Projeto:

Responsavel:
DATA: N° do Lote:
Anostra [\ Peso Peso | Cipsua

N | gerrificacso | CoPsla | Cipsuia | Amostra | Oz | o, s | OGirza | OND

Andlises corrigidas a 100% da Matéria Seca 105°C

2.5. EXTRATIVOS NAO NITROGENADOS (ENN)
2.5.1. Principio

Para obter-se a percentagem de ENN, somam-se as cinco determinacdes
laboratoriais do Esquema de Weende: matéria seca a 65°C (MS), extrato
etéreo (EE), proteina bruta N x 6,25 (PB), fibra bruta (FB) e matéria
mineral (MM). Este total é subtraido de 100.
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Estdo contidos nos ENN, os acucares, amido, dextrinas, glicogénio,
hemiceluloses e, variavelmente, a lignina. Essa fracdo do esquema de
Weende corresponde predominantemente aos hidratos de carbono mais
digestiveis ou, como se diz comumente, “hidratos de carbono soltveis”.

Como se pode perceber, os ENN compreendem vaérias substancias,
varidveis em suas quantidades, mas que estao unidas entre si por serem
fontes nao especificas de energia e de alta digestibilidade.

Além dessa variacao entre seus componentes, a determinacao dos ENN,
por exemplo, pode ser feita por calculo, situacdo em que evitam-se todas
as imprecisdes pessoais e imperfeicoes relacionadas as outras
determinacdes laboratoriais, as quais acumulam todos os erros por ventura
cometidos durante a execucao das analises.

Consideram-se, portanto, os ENN como uma medida (til, tendo-se em vista
que sua imprecisao é considerada pequena e sua determinacao muito mais
rapida e simples que a determinacao dos varios aclcares e polissacarideos
soluveis.

2.5.2. Férmula

%ENN =MS + EE+ PB+FB+ MM —-100

Onde:

%ENN = Percentagem de extrativo ndo nitrogenado
MS = Matéria seca a 65°C

EE = Extrato etéreo

PB

Proteina bruta

FB

Fibra bruta

MM = Matéria mineral (cinza)
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2.6. EXTRATO ETEREO OU GORDURA
2.6.1. Principio

A determinacao do extrato etéreo (EE) consiste em submeter a amostra
seca do material a extracao com éter sulfdrico ou éter de petréleo,
partindo do principio da solubilidade dos lipidios. Esse trabalho é
desenvolvido num aparelho para extracao de gordura e acessoérios, tipo
“Goldfisch”. O éter usado no processo é aquecido até tornar-se volatil e,
ao condensar-se, circula sobre a amostra em analise, arrastando toda a
fracdo gordurosa e demais substancias soltveis em éter. O eter é
recuperado em outro recipiente, enquanto a gordura extraida é calculada
por diferenca de peso.

2.6.2. Consideracdes gerais

As gorduras ou lipideos sdo produtos naturais de origem animal ou vegetal
nos quais predominam ésteres de acidos graxos superiores. Sdo
substancias insolUveis em agua, mas soltveis no éter, cloroférmio, benzeno
e outros solventes organicos chamados de extratores.

O grupo de substancias que compdem o extrato etéreo é formado pelos
lipidios e outros compostos intimamente ligados ou associados, tais como:
fosfatideos, esterdis (colesterol), clorofila, 6leos volateis, resina, etc.

A gordura constitui a fracdo mais energética dos alimentos e, como os
carboidratos, é composta de carbono (C), hidrogénio (H) e oxigénio (O).
Entretanto a proporcao dos dois primeiros (C e H) é bem maior nas
gorduras que nos carboidratos, como indica a tabela abaixo, em indices
percentuais.

TABELA 4. Porcentagem de carbono, hidrogénio e oxigénio nas gorduras e

nos carboidratos (amido).

Carbono Hidrogénio O xigénio
Gordura 77 12 11
Amido 44 06 50

Fonte: Maynard; Loosli (1974).
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Como foi visto antes, as gorduras sdo bem mais energéticas que os
hidratos de carbono e as proteinas, de modo que é facil de entender que
sua presenca no alimento influencia seu valor energético de maneira
marcante.

O valor alimentar do extrato etéreo ndo é constante: considera-se que um
grama de gordura produz 9,35 Kcal de energia bruta, quando medido na
bomba calorimétrica, o que corresponde, aproximadamente, a 9 Kcal de
energia metabolizavel. 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.

2.6.3. Materiais/Equipamentos
a) Extrator e acessorios, tipo “Goldfisch”;
b) Papel de filtro tipo 10 ou equivalente, com didmetro de 12,5 cm;

c) Dessecador a vacuo, com luva, tampa e fundo, em vidro borossilicato,
equipado com placa de porcelana e silica gel azul;

d) Balanca analitica com precisdao mais ou menos 0,1 mg (com 4 digitos
apos a virgula).

2.6.4. Reagentes
a) Eter de petréleo p.a. (faixa de destilacdo de 30-60°C).
2.6.5. Método a quente

A extracao é feita com a temperatura mais elevada, usando, neste caso,
éter de petréleo cujo ponto de ebulicdo esteja entre 40-65°C. A extracao
é feita entre 4 a 6 horas em extrator tipo “Goldfisch”. No laboratério da
Embrapa Clima Temperado, utiliza-se o método a quente com extrator tipo
“Goldfisch”.

2.6.6. Método a frio

E realizado no extrator “Soxhlet” e utiliza-se o éter sulfdrico como
solvente, cujo ponto de ebulicdo é de 35°C, aproximadamente. A extracao
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é feita em vinte e quatro horas, aproximadamente.
2.6.7. Cuidados com os solventes

Em qualquer metodologia usada, deve-se ter o maximo de cuidado com os
reagentes. Frequentemente, certas impurezas ocorrem nos solventes
como: agua, alcool e oxidantes (perdéxidos) que acarretam erros nas
andlises. Assim, deve-se fazer uso de reagentes p.a., apenas.

2.6.8. Procedimento

a) Pesar de 2 a 3 gramas de amostra em um cadinho de porcelana ou
pesa-filtro e colocar em estufa a 105°C, durante 3 horas (secagem
definitiva). Em certos casos, torna-se recomendavel um processo especial
de secagem, em estufa a vacuo (modificacdo implantada no Laboratério de
Bromatologia e Nutricdo Animal - LBNA/Embrapa Clima Temperado);

b) Apés esfriar a amostra, colocar em dessecador por trinta minutos; faz-
se um embrulho com papel de filtro em forma de cartucho, e pesa-se a
amostra contida no cadinho de porcelana ou no pesa-filtro;

c) Tarar os béquers, tendo cuidado para nao tocar neles com as maos, pois
absorvem gordura, alterando o resultado final da amostra;

d) Numerar o papel de filtro a lapis (papel de filtro em formato de
cartucho, fechado em uma das extremidades)(modificacao implantada no
LBNA/Embrapa Clima Temperado);

e) Anotar o nimero do béquer onde foi colocado cada papel de filtro
(cartucho de papel)(modificacdo implantada no LBNA/Embrapa Clima
Temperado);

f) Proceder conforme exemplos a seguir;

Papel Béquer
01 01
02 02
03 16

04 12
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g) Tarar o balao (recipiente apropriado do aparelho) com o cartucho de
papel de filtro e o béquer (modificacao implantada no LBNA/Embrapa
Clima Temperado);

h) Pesar 1 grama da amostra em papel de filtro e colocar no suporte de
vidro (baldo), fixando-o na presilha da entrada do condensador do aparelho
de extracao)(modificacdo implantada no LBNA/Embrapa Clima
Temperado);

i) Adicionar de trinta a quarenta mililitro de éter de petréleo no béquer
previamente tarado, encaixando-o com o anel de rosca sob o condensador
(modificacdo implantada no LBNA/Embrapa Clima Temperado);

Observacéo:

Caso seja necessario repor o éter de petréleo, em caso de evaporacao,
deve-se no maximo, adicionar 2 vezes o éter de petréleo; se isto ocorrer
mais de 2 vezes, deve-se repetir a amostra novamente para fazer lavagem
do material utilizado segue-se o0 mesmo processo inicial. Toda vez que o
béquer for retirado do aparelho, deve-se colocar a tampa protetora em
cima da chapa aquecedora, para evitar explosao e acidentes com
queimadura. Nao devem ser deixados frascos com éter préximos ao
aparelho quando estiver sendo feita a extracao de extrato etéreo.

j) Destravar o disco aquecedor, fazendo-o tocar na base do béquer. Ligar a
agua de circulacao dos condensadores;

k) Ligar a resisténcia do disco, na posicao HI, e aguardar até que a
destilacao/condensacao do éter inicie; neste ponto posicionar o controle na
graduacao 6. O processo estard concluido apds 4 a 6 horas. Devem-se
fazer verificacdes ocasionais no decorrer deste periodo. Verificar se nao
hé evaporacao de éter de petréleo durante a fervura e condensacao. Apés
comecar a ferver, deixar por mais 2 horas no aparelho (modificacédo
implantada no LBNA/Embrapa Clima Temperado);

I) Desligar o aquecimento, baixar o disco (posicao inicial) e remover o
béquer e o suporte com a amostra. Colocar o tubo coletor de éter na
presilha da entrada do condensador;
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m) Reconectar o béquer e suspender o disco até o contato. Religar o
aquecimento na posicao 6. Antes que o éter do béquer evapore, retira-lo e
verter o solvente, recuperando-o em recipiente préprio;

n) Adaptar o suporte para o béquer, dispondo-o em posicao inclinada sobre
o disco aquecedor desligado, a fim de evaporar o éter remanescente;

o) Completar a secagem do béquer contendo a gordura extraida,
submetendo a secagem em estufa a 105°C durante trinta minutos
(modificacdo implantada no LBNA/Embrapa Clima Temperado);

p) Resfriar em dessecador por trinta minutos e pesar. A diferenca entre
este Ultimo peso e o béquer vazio (tara) corresponde ao peso da gordura
extraida.

2.6.9. Formula

PC+GE—PCV><
PA

%Gordura = 100

Onde:

PC = Peso do cadinho

GE = Gordura extraida

PCV = Peso do cadinho vazio

PA = Peso da Amostra

Observacado: Apds, é necesério corrigir pela Matéria Seca a 105°C

Cuidar para nao secar o éter no béquer, enquanto esta fervendo no
aparelho.

2.6.10. Ajuste a base de 100 % da matéria seca

Yoresultado

Baseseca =—x
%MS(105°C)
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Onde;
%resultado = % de gordura na amostra
%MS(105°C) = % de matéria seca na amostra a 105°C

Ver a seguir, na Tabela 5, modelo de ficha para apresentacao de
resultados.

TABELA 5. Determinacao da % de Extrato Etéreo

EMBRAPA CLIMA TEMPERADO

LABORATORIO DE BROMATOLOGIA E NUTRICAO ANIMAL
DETERMINACAO DA % DE EXTRATO ETEREO OU GORDURA
N° DO PROJETO:

RESPONSAVEL:
DATA: N©° do Lote:
Anostra [\ Peso [\ Tara Tara

%Gord | ) Gord
NP | Identificacio Papel | Aostra | Cadinho | Cadinho | Cad. +Gord

Andlises corrigidas a 100% da matéria seca a 105°C
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2.7. FIBRA BRUTA
2.7.1. Principio

O termo fibra bruta engloba as fracdes de celulose e lignina insoltvel. Do
ponto de vista quimico, fibra bruta é a parte dos carboidratos resistente ao
tratamento sucessivo com 4cido e base diluidos.

A maior fracao da fibra bruta, a celulose, é bem aproveitada pelos
ruminantes, uma vez que os microorganismos do rimen sao capazes de
desdobra-la formando acidos graxos volateis, que sao fontes de energia
absorvida pelo organismo destes animais. A fibra é necesséria para o
funcionamento do rimen. Quando em niveis elevados, baixa o consumo de
matéria seca por animal e a concentracao de energia por kg de matéria
seca.

A fibra é inversamente relacionada com o teor de energia. Quanto maior a
fibra, menor sera o valor da energia. E o contetido de fibra que determina
0 consumo voluntario do animal.

Os volumosos através da sua quantidade de fibra tem como papel dar
consisténcia ao bolo alimentar, regulando a velocidade de passagem pelo
trato digestivo.

Quando a silagem possui muita fibra, a passagem pelo trato digestivo é
lenta, ocasionando baixa digestao e absorcao dos nutrientes. Ja, quando a
silagem possui pouca fibra, a passagem pelo trato digestivo é rapida,
provocando fermentacdes indesejaveis, alterando o metabolismo do
animal.

2.7.2. Materiais/equipamentos
a) Aparelho digestor de fibra bruta;

b) Gooch de placa porosa, em vidro sinterizado, porosidade 2 (média),
capacidade 50 ml;

¢) Funil analitico 60°C, raiado, haste curta, com diametro de 100 mm.
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2.7.3. Reagentes e solucdes

a) Acido sulfdrico p.a.(H,SO, 95-97%, d = 1,84);

b) Alcool etilico (CH,CH,0H) 95%;

c) Hidréxido de sédio (NaOH).

2.7.3.1. Solucao de acido sulftrico 0,255N/1,25% p/v.

a) Pesar 13,03 g de é&cido sulfurico p.a.(H,SO, 95-97%, d = 1,84) em um
béquer e depois transferir para baldo volumétrico de 1.000 ml, contendo
aproximadamente 500 ml de agua;

b) Lavar o recipiente da pesagem com agua e verter no meio de
dissolucao;

c) Esperar esfriar antes de aferir o volume

d) Completar e aferir o volume, homogeneizando em seguida;

e) Executar a operacao em capela;

f) Transferir para recipiente apropriado e etiquetado.

2.7.3.2. Solucdo de hidréxido de sédio 0,313N/1,25% p/v.
a) Pesar 12,65 g de hidréxido de sédio p.a. (99% de pureza);

b) Dissolver previamente em béquer (PVC, PTFE, Polietileno) com
aproximadamente 300 ml de 4gua destilada;

c) Transferir para baldao volumétrico de 1.000 ml;

d) Submeter o béquer a sucessivas lavagens (triplice lavagem);
e) Deixar esfriar, aferir e homogeneizar;

f) Executar a operacao em capela;

g) Transferir para recipiente apropriado e etiquetado.
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2.7.4. Procedimento

a) Pesar 1 g de amostra e transferir para béquer de 600 ml (modificacao
implantada no Laboratério de Bromatologia e Nutricdo Animal - LBNA/
Embrapa Clima Temperado);

b) Adicionar 100 ml de Acido Sulfdrico 0,255N e colocar imediatamente
no aparelho digestor aquecido;

c) Ligar a dgua de circulacao dos condensadores. Apds o inicio da ebulicao
marcar trinta minutos.

d) Concluida a etapa, proceder a filtracao em papel de filtro (modificacao
implantada no LBNA/Embrapa Clima Temperado), fazendo-se lavagens
sucessivas com agua quente sobre o residuo;

e) Transferir o material retido no papel de filtro para o béquer de digestao
com 110 ml de hidréxido de sédio 0,313N quente;

f) Colocar aproximadamente quinze pérolas de vidro (modificacao
implantada no LBNA/Embrapa Clima Temperado). Seguir os mesmos
principios da digestao acida (trinta minutos);

g) Filtrar a fracdo fibrosa em gooch de placa porosa (modificacao
implantada no LBNA/Embrapa Clima Temperado), lavando o béquer com
agua quente e, a seguir, lavando-o duas vezes com alcool etilico 95 %;

h) Secar os gooch em estufa a 105°C durante 4 horas, esfriar em
dessecador e pesar;

i) Calcinar em mufla a 550°C durante 1 hora, esfriar em dessecador e
pesar.

2.7.5. Recomendacdes

a) Usar as solucdes de H,SO, e NaOH com titulo exato (solugdo de acido
sulfarico 0,255N/1,25% p/v. e solucado de hidréxido de sédio 0,313N/
1,25% p/v);
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b) Observar o tempo de digestdo que deve ser de exatamente trinta
minutos, iniciando a fervura um minuto apds a amostra entrar em contato
com o acido e/ou com a base;

c) As filtracdes devem ser efetuadas o mais rapido possivel, sem deixar o
material esfriar e as lavagens devem ser feitas com agua quente;

d) Material rico em gordura deve ser previamente desengordurado, para
evitar excesso de saponificacao da gordura, durante a hidrélise basica e,
consequentemente, prevenir a formacao de espuma.

2.7.6. Formula
0 _ 0
o4 FB — (PC+%FB)—(PC+%C) «1
PAXx%MS(105°C)

00

Onde:

FB = Fibra bruta

PC = Peso do cadinho

C = Cinza

PA = Peso da amostra

MS(105°C) = Matéria secaa 105°C

2.7.7. Ajuste a base de 100 % da matéria seca

Yoresultado

Baseseca =——x
%MS(105°C)

Onde:
%resultado = % de fibra bruta na amostra
%MS(105°C) = % de matéria seca na amostra

Ver a seguir, na Tabela 6, modelo de ficha para apresentacao de
resultados.
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TABELA 6. Determinacdo da % de Fibra Bruta

EMBRAPA CLIMA TEMPERADO
LABORATORIO DE BROMATOLOGIA E NUTRICAO ANIMAL
DETERMINACAO DA % DE FIBRA BRUTA

N° do Projeto: Responséavel:
DATA: N° do Lote:
Cadinho
Amostra N° Peso Peso Cépsula
Identificacio + Fibra %FB OFB
N° Cépsula | Céapsula | Amostra + Cinza
Bruta

Andlises corrigidas a 100% da Matéria Seca a 105°C

2.8. CELULOSE
2.8.1. Principio

O método baseia-se na dissolucdo de todos os componentes da amostra,
com excecao da celulose e dos minerais, por meio de um reagente acido
especifico.

2.8.2. Consideracdes gerais

Na realidade, o termo fibra bruta é empirico e engloba a fracdo da celulose
e da lignina. Sabe-se que parte da fracado da lignina é dissolvida nas
hidrélises acida e basica, durante o processo de determinacao da fibra
bruta, indo essa fracao fazer parte do Extrato Nao Nitrogenado (ENN), que
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se calcula por diferenca. Sabe-se, também que aproximadamente 97 % da

fibra bruta é composta de celulose e lignina; sendo que a maior fracao é a

da celulose. Assim, uma informacao mais exata sobre o teor de celulose e

de lignina dos alimentos seria obtida pela determinacao direta de cada uma
dessas fracdes. Van Soest (1968).

Na determinacao dos teores de celulose e de lignina das forrageiras,
observa-se que sua soma é sempre maior que o teor de fibra, isso porque,
como ja foi dito, na determinacao da fibra bruta, parte da celulose e da
lignina é dissolvida durante as hidrélises: acida e basica.

Sabe-se que os ruminantes desdobram a celulose, por meio de sua flora
bacteriana, até Acidos Graxos Volateis (AGV) principalmente, 4cido
acético, acido propidénico e acido butilico. A fermentacao da celulose se
processa no rimen-reticulo, por intermédio de bactérias e protozodarios ali
existentes. Crampton (1959), Annison (1959).

Em termos de aproveitamento pelos ruminantes, a celulose é igual ao
amido. Durante muito tempo, os AGV foram considerados como
subprodutos, sem maior importancia. Em 1952, descobriu-se que eles sao
a maior fonte de energia para os ruminantes, quando alimentados a base
de forragem. Os trés principais AGV estdo assim constituidos, em termos
do total de acidos graxos produzidos no rimen: acido acético, de 54 a
74% ; &cido propidnico, de 16 a 27% e acido butilico, de 6 a 15%.

2.8.3. Material necessario

a) Aparelho banho-maria, com temperatura controlada;

b) Forno mufla, com temperatura controlada a mais ou menos 600°C;

c) Gooch ou cadinho filtrante de porcelana, com capacidade de 50-60 ml;
d) Amianto branco, devidamente tratado;

e) Tubos de ensaio com capacidade de 100 ml (usa-sede 2,8 a3,0cm e
16 cm de altura);
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f) Balanca analitica com precisdao de mais ou menos 0,1 mg;

g) Dessecador a vacuo, com luva, tampa e fundo, em vidro borossilicato,
equipado com placa de porcelana e silica gel azul.

2.8.4. Reagentes e Solucdes

a) Acido acético glacial (CH,COOH);

b) Acido nitrico concentrado (HNO,);

c) Alcool etilico 96-98% (CH,CH,OH);

d) Benzeno (CH,);

e) Eter sulfurico (etilico) [(CH,CH,),0];

f) Agua destilada ou deionizada.

2.8.4.1. Solucao reagente acido

Constituido de (fazer uso de reagentes puros para andlise — p.a.):
a) 800 ml de acido acético glacial;

b) 200 ml de dgua destilada;

¢) 100 ml de &cido nitrico concentrado.

2.8.5. Procedimento

a) Pesar aproximadamente 1 g da amostra pré-seca, em tubo de ensaio;

b) Adicionar 16,5 ml do reagente acido ao tubo de ensaio com a amostra.
Tampar o tubo com bola de vidro e levar ao banho-maria, em ebulicéo,
durante trinta minutos. Esta fase é chamada de digestao das proteinas e
carboidratos (acidos digestiveis);

c) Apds a digestao, retirar os tubos do banho-maria e adicionar 20 ml de
etanol (alcool etilico) e deixar esfriar;
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d) Separar a parte liquida da sdélida, por filtracdo em gooch, preparando-as
para a andlise de fibra, na bomba a vacuo;

e) O material deve ser transferido, quantitativamente, para o gooch, com
auxilio de uma peseta contendo éalcool;

f) Apds a filtracéo, fazer a lavagem do material com 20 ml de etanol
quente;

g) A seguir, adicionar na filtracao 20 ml de benzeno quente e, finalmente,
adicionar 20 ml de éter sulftrico;

h) Secar os gooch, em estufa a 105°C, durante 4 horas;

i) Resfriar em dessecador e fazer a pesagem (gooch + celulose +
minerais);

j) Incinerar em forno mufla a 550°C, obtendo-se o peso de celulose.

Ver a seguir, na Tabela 7, modelo de ficha para apresentacao de
resultados.
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TABELA 7. Determinacao da % de Celulose

EMBRAPA CLIMA TEMPERADO

LABORATORIO DE BROMATOLOGIA E NUTRICAO ANIMAL
DETERMINACAO DA % DE CELULOSE

N° do Projeto:

Responsavel:
DATA: N° do Lote:
Tubo Gooch Celdose
Celdose
\Aostra Tara Celuose | Cduose | ASE VE M
T ASA Resid G
N e o, N | T g | AsAa | (% Netural*
] ] ] ] (%4
ASA (%

Andlises corrigidas a 100% da Matéria Seca a 105°C

2.9. DETERMINACAO DA ENERGIA BRUTA
2.9.1. Principio

A energia bruta refere-se a quantidade de calor liberado (Kcal/kg ou Kcal/
g) de determinada amostra, quando esta é completamente oxidada em
ambiente rico de oxigénio (vinte e cinco a trinta atmosferas de oxigénio).

2.9.2. Consideracdes gerais

O aparelho usado na determinacéo da energia bruta dos alimentos é a
bomba calorimétrica (calorimetro adiabatico de Parr). A bomba
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calorimétrica consiste basicamente em um cilindro metalico e
hermeticamente fechado, onde a amostra é colocada em recipiente
préprio com vinte e cinco a trinta atmosferas de oxigénio. A combustao é
feita através de um circuito elétrico que determina a queima de um
fusivel, que se encontra em contato com a amostra, liberando uma faisca
elétrica para inicio da combustao.

Visto que a bomba calorimétrica € mergulhada num recipiente com 2.000
ml de dgua destilada, em condicdes adiabéticas, a combustdo da amostra
provoca a elevacao da temperatura da 4gua na qual a bomba se acha
imersa. Medindo-se a elevacao da temperatura da 4gua, em condicdes
adiabaticas e, conhecendo-se o equivalente hidrotérmico da bomba
(fazendo-se as correcoes para a energia liberada pela oxigenacao do
fusivel e producao de gases), calcula-se a energia bruta da amostra.

A energia bruta dos alimentos, por si, tem pouca aplicacao, porém é o
ponto de partida para se determinar outras medidas energéticas dos
alimentos: energia digestivel, metabolizavel etc.

Os nutrientes apresentam diferentes valores de energia bruta. Os
carboidratos fornecem, em média, 4,15 Kcal/g; as proteinas, 5,65 Kcal/g
e as gorduras, 9,40 Kcal/g.

2.9.3. Material necessario

a) Bomba calorimétrica tipo “Parr” e acessoérios;

b) Balanca analitica com precisao mais ou menos O,1g;
c) Bureta automaética;

d) Erlenmeyer de 100 ml;

e) Peseta;

f) Pinca metélica;

g) Capsula metalica;

h) Balao de oxigénio;
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i) Erlenmeyer;

j) Béquer.

2.9.4. Reagentes e solucdes

a) Carbonato de sédio (Na,CO,);

b) Alaranjado de metila (C,,H, ,N,NaO_S);

c) Tabletes de combustao de acido benzdéico, padronizados.
2.9.4.1. Solucao padrdao de carbonato de sédio

a) Pesar 3,658 gramas de Na,CO, por litro de d4gua destilada.
2.9.5. Procedimentos

a) Flambar, ao rubro, as capsulas metalicas que servirdo de recipiente das
amostras e deixar esfriar, em dessecador.

b) Pesar, aproximadamente de 0,5 a 1,0 g da amostra, dependendo do tipo
de material a ser analisado.

c) Colocar a capsula com a amostra no eletrodo e instalar o fusivel
metalico de dez cm entre os eletrodos da bomba. O fusivel deve ter
contato com a amostra, mas nao deve tocar na capsula.

d) Colocar, aproximadamente, 1 ml de 4gua nas paredes da bomba com a
ajuda de uma peseta a fim de umedecé-las. Isso nao sera necessario se as
paredes do cilindro ainda estiverem imidas da determinacéao anterior.

e) Fechar bem a tampa da bomba e a valvula de liberacao de gases.
Adaptar a valvula de entrada de gases ao baldo de oxigénio e adicionar,
lentamente, o oxigénio até atingir de vinte e cinco a trinta atmosferas.

f) Colocar 2.000 ml de agua destilada no recipiente oval do calorimetro
fazendo em seguida a imersao na bomba (a 4gua colocada é suficiente
para a realizacao de vérias determinacdes; depois de 4 a 5 determinacoes,
aproximadamente, medir de novo a agua contida no recipiente e completar



Métodos de andlises bromatolégicos de alimentos: Métodos fisicos, quimicos e 59
bromatoldgicos

até os 2.000 ml; com isso, repOe-se a dgua que normalmente é perdida no
manuseio da bomba entre as determinacdes). A temperatura da dgua deve
estar entre os valores mensuraveis nos termometros, preferencialmente
préxima ao limite inferior de suas escalas. Ligar o eletrodo que se
comunica a fonte de energia e fechar o circuito.

g) Fechar o calorimetro, observando se os termdémetros estao
corretamente posicionados. Abaixar os termémetros e ligar o motor que
faz a 4gua circular. Observar se o recipiente no qual o calorimetro esta
contido encontra-se cheio de 4gua. Caso nao esteja, encher com agua até
a saida pelo “ladrao” (esta operacao é necessaria somente na primeira
determinacao do dia).

h) Ajustar a temperatura da 4gua da parte externa do calorimetro com a
da interna pela adicao de agua quente ou fria. Esperar até que o equilibrio
térmico dos dois termometros seja mantido por 3 a 5 minutos,
aproximadamente, observando-se as temperaturas em intervalos de um
minuto.

Observacao

O ideal seria que as temperaturas da dgua do calorimetro e da 4gua que o
circunda fossem iguais, para realmente ter-se uma condicao adiabatica.
Como na prética esta coincidéncia de temperatura é morosa, procura-se
aproximar ao maximo as temperaturas, admitindo-se, todavia, uma
amplitude térmica maxima de O,1 graus entre as temperaturas da agua.

Ler e registrar a temperatura do termémetro que esta em contacto com a
agua do calorimetro (temperatura inicial da determinacao) e acionar o
interruptor que provocara o fechamento do circuito elétrico.

E necesséria a entrada de 4gua quente ou fria no recipiente externo,
mantendo sua temperatura mais préxima possivel a do calorimetro, a
medida que a temperatura deste for aumentando.

Ler e registrar a temperatura final, apés ter-se mantido estavel durante 3
minutos, a intervalos de 1 minuto.
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Desligar o motor que faz a dgua circular e levantar os termdémetros. Abrir
o calorimetro, desligar a bomba do circuito externo do calorimetro e retira-
la do recipiente com agua, tendo-se o cuidado de nao deixar que se perca
muita agua do recipiente.

Retirar o excesso de pressao da bomba, abrindo a valvula.

Remover os restos do fusivel metélico que nao tenham sido
completamente oxidados e medi-los. As calorias do fusivel sao
determinadas sabendo-se que 1 cm de fusivel queimado produz 2,3
calorias.

Lavar as paredes internas da bomba, usando uma peseta com agua
destilada e colocar os lavados em um frasco de erlenmeyer.

Titular, usando solucao de carbonato de sédio padronizado e metil orange
como indicadores, para determinar a quantidade de acido formado pela
oxidac&o. Cada ml da solucéo de Na,CO, gasto na titulacéo corresponde a
uma caloria.

2.9.6. Equivalente hidrotérmico da bomba calorimétrica

Equivalente hidrotérmico é a quantidade de calorias necessarias para
elevar em um grau a temperatura de 2.000 ml de 4gua, na qual esta
imersa a bomba calorimétrica.

Quando ndo se conhece o equivalente hidrotérmico da bomba, torna-se
necessaria sua determinacao, usando-se, para isso, substancias cujos
valores caléricos sao previamente conhecidos.

E comum o uso do 4cido benzéico padronizado, em tabletes, cujo calor de
combustdo é conhecido (6.318 cal/g). Os tabletes sdo secos em estufa a
105°C, por uma noite, e deixados no dessecador para futuras pesagens
nas capsulas metalicas. Deve-se fazer de seis a oito determinacoes, a fim
de se obter um valor médio confiavel.

Uma vez que se conheca o aumento da temperatura da bomba
calorimétrica, provocado pela combustao das amostras do acido benzdéico,
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pode-se determinar o equivalente hidrotérmico, usando-se a férmula
segunte.

2.9.6.1. Formula do equivalente hidrotérmico

CCABx PAAcB + CF +C(ml/ Na,CO,)
TF —TI

Eq.Hid. =

Onde:

Eq.Hid. = Equivalente hidrotérmico

CCAB = Calor combustéo acido benzoéico

PAAcB = Peso da amostra 4cido benzoéico

CF = Calorias do fusivel

C(ml/Na,CO,) = Calorias

TF = Temperatura final

Tl = Temperatura inicial

Exemplo:

Peso do acido benzéico seco = 0,7701g

Fusivel queimado = 4,5cm X 2,3 = 10,3 calorias
Gasto Na,CO, na titulagdo = 8,0ml X 1,0 = 8,0 calorias

Diferenca de temperatura = 3,60°F

) 6,318x0,7701+10,3+38,0
Eq.Hid.= =1,356(cal / °F)
3,60
O equivalente hidrotérmico da bomba, uma vez determinado, serd sempre
usado, a menos que alguma parte da bomba seja substituida.

Conhecendo o equivalente hidrotérmico, pode-se conhecer o calor de
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combustao (Kcal/kg ou Kcal/g) de determinada amostra, no laboratério,
usando-se a seguinte férmula.

2.9.6.2. Férmula do calor de combustédo

EHBx DT +CF +C(ml/ Na,CO,)
PA

CC =
Onde:
CC = Calor de combustao

EHB = Equilibrio hidrotérmico da bomba

DT = Diferenca de temperatura (final-inicial)
CF = Calorias do fusivel

C(ml/Na,CO,) = Calorias

PA = Peso da amostra

2.9.7. Determinacdo da Energia Bruta da Urina (amostra
liquida)

2.9.7.1. Principio

Na determinacao da energia bruta (EB) da urina, devem-se preparar
convenientemente as amostras, a fim de que se obtenham melhores
resultados na determinacao, por meio de bomba calorimétrica. A urina
deve ser previamente acidificada na coleta, durante a realizacédo
experimento.

E comum o uso de capsula de polietileno, com capacidade de 5 ml. A
energia bruta das capsulas de polietileno, previamente determinadas (Kcal/
g), é obtida tomando-se a média da determinacao de quatro capsulas.

2.9.7.2. Preparo da amostra

Para melhor eficiéncia do trabalho no laboratério, recomenda-se pipetar
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inicialmente 5 ml de urina, por cépsula, previamente pesada em balanca
analitica. As amostras de urina precisam ser descongeladas até a
temperatura ambiente e ndao devem ser agitadas.

As cépsulas contendo urina (5 ml) sdo levadas a estufa de ventilacao
forcada a 55°C, até quase completa secagem das amostras (dezoito a
vinte e quatro horas). Em seguida, adicionam-se mais 5 ml de urina as
capsulas, a fim de se ter um total de 10 ml por amostra. Retorna-se a
estufa nas mesmas condicdes (dezoito a vinte e quatro horas), tendo-se o
cuidado de nao deixar a amostra secar completamente.

2.9.7.3. Queima das amostras

Na combustao da cépsula e da urina, usa-se bomba calorimétrica tipo
“Parr”.

Na determinacao da energia bruta total (capsula + urina), a férmula usada

para determinacao € a seguinte:
EBT(Kcal | g)=TF —TI x EHB

Onde:

EBT(kcal/g) = Energia bruta total

TF = Temperatura final

Tl = Temperatura incial

EHB = Equivalente hidrotérmico da bomba

A determinacdo da energia bruta dos 10 ml de urina é obtida calculando-
se:

EBT(Kcal)— EBC(Kcal)= EBU(10ml)
Onde:
EBT(kcal) = Energia bruta total

EBC(Kcal) = Energia bruta da capsula
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EBU = Energia bruta da urina

Exemplo:

Média da energia bruta das cépsulas = 10,500 Kcal/g
Energia bruta da casula (0,2530g) = 2,656 Kcal

Energia bruta total (cdpsula + 10 ml de urina) = 3,064 Kcal
Energia bruta de 10 ml urina = 0,408 Kcal

O caélculo da quantidade de energia bruta excretada pelo animal pela via
urinaria, baseia-se na estimativa da energia bruta da urina.

Ver a seguir, na Tabela 8, modelo de ficha para apresentacao de
resultados.

TABELA 8. Determinacao da % da Energia Bruta

EMBRAPA CLIMA TEMPERADO

LABORATORIO DE BROMATOLOGIA E NUTRICAO ANIMAL
DETERMINACAO DA % DA ENERGIA BRUTA

N° do Projeto: Responsavel:
DATA:
Tara Temperatura em °H Diferenca de Kcal/kg*
Tara ASA ASE
Amostra + Temperatura M.
(9 (@) | Inicial | Final , » (%) | Ms
ASA (g Final-Inicial Natural

* O equivalente hidrotérmico da Bomba Calorimétrica é de 1,356 cal/°F (PARR.
MOD. 1200).
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2.10. DETERMINACAO DO NITROGENIO TOTAL
2.10.1. Principio

O termo proteina bruta envolve um grande grupo de substancia com
estruturas semelhantes, porém com funcoes fisioldgicas diferentes. Com
base no fato de que as proteinas tém percentagem de nitrogénio quase
constante, em torno de 16%, o que se faz é determinar o nitrogénio. A
fracdo de componentes organicos, alvos de dosagens na forma
mencionada, incluem o nitrogénio protéico, propriamente dito, e outros
compostos nitrogenados nao protéicos, tais como: aminas, amidas,
lecitinas, nitrilas e aminoécidos.

Considerando que o concentrado tem o papel de suplementar o déficit
protéico oriundo do volumoso, é importante conhecer o nivel protéico das
silagens, volumosos e racoes concentradas e racao total, que normalmente
varia de acordo com o material a ser analisado.

Durante a digestdo da matéria orgénica, o sulfato de aménio (NH,)
resultante, na presenca da solucao concentrada de hidréxido de sédio, que
libera aménia (NH,), é recebido na solugéo de acido borico.

A amodnia, na solucao de 4cido bdrico, é titulada com acido sulfurico ou
cloridrico de titulo conhecido e, assim, determina-se o teor de nitrogénio
da amostra.

Para o calculo da proteina bruta, basta multiplicar o resultado pelo fator
6,25. Processa-se em trés fases: digestao, destilacao e titulacao.

2.10.2. Material necessario
a) Balanca analitica com precisao mais ou menos 0,1 mg;

b) Dessecador a vacuo, com luva, tampa e fundo, em vidro borossilicato,
equipado com placa de porcelana e silica gel azul;

c¢) Tubos de digestdo de 25 “250 mm;

d) Aparelho de destilacao de nitrogénio;
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e) Bureta automatica com capacidade de 50 ml;

f) Bloco digestor para 40 provas;

g) Frasco lavador;

h) Pipetador;

i) Pipeta de 5 mi;

j) Dosador com capacidade 10 ml (bico de papagaio);

k) Erlenmeyer de 125 ml.

2.10.3. Reagentes e solucdes

a) Acido sulfurico concentrado (H,SO, 96-98%, p = 1,84);
b) Hidréxido de sédio (NaOH);

c) Acido bérico (H,BO,);

d) Sulfato de potassio (K,SO,) ou sulfato de sédio (NaSO,) anidro;
e) Sulfato de cobre (CuS0,.5H,0);

f) Selénio metélico em pé (Na,S,0, 5H,0);

g) Vermelho de metila (C,,H, .O,N,);

h) Alcool etilico 95% (CH,CH,OH);

i) Verde de bromocressol (C, H,,B,,0.S).

2.10.3.1. Solucédo de acido sulfarico 0,05 N para titulacdao de
proteinas

a) Adicionar agua destilada no garrafao graduado com capacidade de 5
litros até a metade;

b) Adicionar 7,5 ml de acido sulfurico p.a. Quando se dispde de acidos de
marcas diferentes, deve-se preparar a solucao considerando informacodes
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do rotulo tais como, pureza e titulo (massa utilizada considerando o grau
de pureza dos reagentes);

c) Completar o volume do recipiente com agua destilada;

d) Separar trés erlenmeyer e adicionar, em cada um, 10 ml de hidréxido de
sédio O, 1N (padrao primario);

e) Adicionar 0,5 ml vermelho de metila em cada erlenmeyer;
f) Encher a bureta com a solucao preparada;

g) Titular os erlenmeyer até ficarem com a cor rosada. Anotar os volumes
e fazer a média;

h) Executar a operacao em capela;
i) Transferir para recipiente apropriado e etiquetado.

2.10.3.2. Titulacdo para determinar o fator conhecido do
H,SO, 0,05 N

a) Descartar qualquer residuo de acido que permaneca no depdsito de
vidro da bureta.

b) Lavar o depdsito de vidro da bureta com agua destilada e fazer a triplice
lavagem; logo apéds, secar em estufa de ar forcado.

c) Esvaziar a bureta e lavar com agua destilada vérias vezes, até que nao
restem residuos do acido anterior.

d) Pegar o depésito de vidro devidamente seco e enché-lo com a nova
solucdo, para a padronizacado do novo acido; apés montar a bureta.

e) Encher a bureta com o novo acido, descartando-o para eliminar qualquer
residuo de dgua destilada oriunda da lavagem anterior; fazer esse processo
por trés vezes, no minimo.

f) Pegar trés erlenmeyer de 125 ml.

g) Pipetar 10 ml de hidréxido de sédio 0,1 N, em cada erlenmeyer.



68

Métodos de anélises bromatolégicos de alimentos: Métodos fisicos, quimicos e
bromatoldgicos

h) Adicionar 0,5 ml de vermelho de metila a 0,2%, em cada erlenmeyer.

i) Anotar a quantidade de solucao gasta para o ponto de viragem da
titulacao.

j) Aplicar na férmula a seguir.
N1V1=N2V?2
Onde:

N1V1 = Hidréxido de sédio O, 1N

N1 = Normalidade de hidréxido de sédio O, 1N
V1 = Volume gasto de hidréxido de sédio O, 1N
N2 = Normalidade desconhecida

V2 = Volume gasto da solucdo desconhecida para o ponto de viragem na
titulacao

Exemplo:
Titulacdo 1 = 17,8 ml
Titulacdo 2 = 17,9 ml

Titulacdo 3 = 17,8 ml

Média - 17,8+179+17,8

= 17,83 ml

V1.N1 = V2.N2

V1 =10ml
N1 =0,1TN
V2 =17,83 ml

10x0,1 = 17,83 xN2
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o1
17,83
N2 = 0,0561 N

2.10.3.3. Padronizacdo do acido com TRIS

O TRIS ou THAM (Tris-(hidroximetil) amino metano) é um padréo primario
para a estandartizacao de solucoes diluidas de acidos. Possui alto peso
molecular, é incolor, nao é higroscépio e pode ser obtido com alta pureza.
Nao absorve CO, quer na forma sélida quer em solucéo. Seu pH no ponto
de equivaléncia é de 4,7. As solucdes revelam-se estaveis a temperatura
ambiente por, no minimo, trés meses.

2.10.3.3.1. Procedimento

a) Pesar 0,7 g de TRIS (reagente Merck n® 8382) e secar por uma hora a
102°C (ndo deixar nesta temperatura por mais de duas horas).

b) Dissolver 0,6057 g do reagente seco em baldao volumétrico de 100 ml
com &gua destilada livre de CO,.

c) Ajustar o volume e homogeneizar. A solucao assim preparada é 0,050
molc L-1.

d) Pipetar 10,00 ml da solucdo 0,050 molc L-1 de TRIS para um frasco de
erlenmeyer de 125 ml (em duplicata).

e) Adicionar 10 ml de 4gua destilada (livre de CO,).

f) Adicionar 5 ml do indicador acido bérico e titular com o acido. No ponto
de viragem o indicador passa da cor verde-clara a rosa-claro permanente.

10x 0,05
H

H =
Onde:
H = mol por litro

Observacao: Para a titulacdo do acido 0,0025 M utilizarmos somente 2,00
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ml da solugéo de TRIS 0,050 mol_L".
2.10.3.4. Solucao indicadora de acido bérico

a) Pesar 40 g de acido bérico (massa utilizada considerando grau de pureza
dos reagentes) em um béquer de 1000 ml e dissolver em 400 ml o acido
com agua destilada quente.

b) Deixar esfriar e transferir para o baldao volumétrico de 2000 ml.

c) Medir 40 ml de solucao obtida pela dissolucao de 0,66 g de verde de
bromocressol e 0,33 g de vermelho de metila em baldo de 100 ml com
etanol 95%, em proveta de 50 ml e 400 ml de alcool etilico, ou com
etanol comum em proveta de 500 ml.

d) Misturar as solucdes no baldao volumétrico de 2000 ml e adicionar
cuidadosamente o NaOH 0,1 N (de 1 em 1 ml, no maximo até 9 ml), até
que se observe uma minima mudanca da cor roxa para a verde clara.

e) Para saber se a solucao esta pronta, no ponto certo, pegar um béquer
de 50 ml e colocar 1 ml de dgua destilada e 1 ml do indicador de acido
bérico que esta sendo feito; o ponto de virada é da cor verde clara.

f) Completar o volume com &agua destilada e homogeneizar.
g) Guardar em frasco escuro.

2.10.3.5. Mistura digestora

2.10.3.5.1. Principio

A mistura digestora tem como finalidade assemelhar a digestibilidade dos
alimentos que ocorre no rimen do animal.

A mistura digestora torna a digestao das amostras mais répida, elevando o
ponto de ebulicdo do &cido sulfurico de 180°C para, aproximadamente,
400°C.
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2.10.3.5.2. Reagentes

a) Sulfato de potassio (K,SO,) ou sulfato de sédio (NaSO,);
b) Sulfato de cobre (CuSO,);

c) Selénio metalico (Se).

2.10.3.5.3. Procedimento

a) Pesar nove partes do sulfato de potéssio - (K,SO,) ou sulfato de sédio -
(NaSOQ,), considerando-se a massa atdbmica utilizada. Deve-se respeitar o
grau de pureza dos reagentes;

b) Pesar uma parte do sulfato de cobre — (CuSO,), considerando-se a
massa atémica utilizada. Deve-se respeitar o grau de pureza dos
reagentes;

c) Triturar até a completa homogeneizacdo. A mistura deve ficar com uma
coloracao uniforme;

d) Transferir para recipiente apropriado e etiquetado.
Observacao:

A mistura digestora pode variar, conforme o método a ser utilizado; ja
para os micros e macronutrientes deve-se acrescentar selénio metalico na
proporcao de O,8 partes.

2.10.3.5.4. Calculo

Para obter-se em torno de 500 gramas da mistura digestora, faz-se o
calculo através de regra de trés simples.

500g 9 partes
X I parte
Y= 500x1
9

X =55,55

71



72 Métodos de analises bromatolégicos de alimentos: Métodos fisicos, quimicos e
bromatoldgicos

Equivalente:

500 g de sulfato de potassio = 9 partes

55,55 g de sulfato de cobre = 1 parte

2.10.3.6. Verde de bromocressol + vermelho de metila

A combinacao de verde de bromocressol mais vermelho de metila é
utilizada para a determinacao de Nitrogénio.

2.10.3.6.1. Método para Volume de 100 mi

a) Pesar 0,33 g de verde de bromocressol;

b) Pesar 0,165 g de vermelho de metila;

c) Transferir para baldao volumétrico de 100 ml;

d) Completar o volume do baldo, com etanol 95%;

e) Transferir para recipiente apropriado e etiquetado.
2.10.3.7. Fenolftaleina 1% p/v

a) Pesar 1 g de fenolftaleina p.a.;

b) Transferir para baldo volumétrico de 100 ml;

c) Colocar 60 ml de éalcool etilico p.a. 95%;

d) Agitar até dissolver, acrescentar dgua destilada e deixar esfriar;
e) Aferir e homogeneizar;

f) Transferir para recipiente apropriado e etiquetado.
2.10.3.8. Verde de bromocressol 0,1% p/v
a) Pesar 0,1 g de verde de bromocressol p.a.;

b) Transferir para baldo volumétrico de 100 ml;
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c) Colocar 20 ml de alcool etilico p.a. 95%;

d) Agitar até dissolver, acrescentar dgua destilada e deixar esfriar;
e) Aferir e homogeneizar;

f) Transferir para recipiente apropriado e etiquetado.

2.10.3.9. Vermelho de metila 0,2% p/v

a) Pesar 0,2 g de vermelho de metila p.a.;

b) Transferir para baldo volumétrico de 100 ml;

c) Colocar 60 ml de éalcool etilico p.a. 95%;

d) Agitar até dissolver, acrescentar d4gua destilada e deixar esfriar;
e) Aferir e homogeneizar;

f) Transferir para recipiente apropriado e etiquetado.

2.10.3.10. Solucdao de hidroxido de sodio (NaOH) 10N
2.10.3.10.1. Material necessario

a) Béquer de PVC (policloreto de vinila) 1000 ml;

b) Baldo volumétrico 1000 mi

c) Bastéo de vidro;

d) NaOH (400 g).

2.10.3.10.2. Procedimento

a) Pesar 400 g de NaOH (considerando-se a massa atdmica utilizada, deve-
se respeitar o grau de pureza dos reagentes) em béquer de PVC
(policloreto de vinila) 1000 ml;

b) Colocar 500 ml de 4gua destilada (colocar aos poucos e mexer para ndo
agregar no fundo do béquer de PVC (policloreto de vinila); se isso ocorrer,
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aquecer para dissolver em banho maria). Preparar um banho com gelo para
o preparo da solucao de hidréxido de sédio. Nessa solucédo ocorre uma
reacao exotérmica;

c) Deixar esfriar e passar a solucao para a baldo volumétrico de 1000 ml,
lavando bem o béquer de PVC (policloreto de vinila), e completando o
volume de 1000 ml;

d) Executar a operacao em capela;

e) Transferir para recipiente apropriado de PVC (policloreto de vinila) e
etiquetado.

2.10.3.11. Solucdo de hidroxido de s6dio (NaOH) 1N

a) Medir 10 ml de NaOH 10N (que é o NaOH 40%, que se usana
proteina), em baldo volumétrico de 100 ml;

b) Completar o volume do baldo volumétrico com agua destilada;

c) Transferir para recipiente apropriado de PVC (policloreto de vinila) e
etiquetado.

2.10.3.12. Solucdao de hidréoxido de s6dio (NaOH) O,1N

a) Medir 10 ml de NaOH 1N (que é o NaOH 40%, que se usa na proteina),
em baldo volumétrico de 100 ml;

b) Completar o volume do baldo volumétrico com agua destilada;

c) Transferir para recipiente apropriado de PVC (policloreto de vinila) e
etiquetado.

2.10.4. Digestao

O nitrogénio orgéanico é transformado em amoénia e os compostos
orgénicos s&o convertidos em CO,, H,0 etc.

2.10.4.1. Procedimento

a) Selecionar os tubos de ensaio de 50 ml de borda grossa, devidamente
identificados;
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b) Pesar 0,200 g da amostra (modificacao implantada no Laboratério de
Bromatologia e Nutricdo Animal-LBNA/Embrapa Clima Temperado);

c) Adicionar a mistura catalitica ou mistura digestora de sulfato de
potéassio (K,SO,) ou sulfato de sédio (NaSO,) com o sulfato de cobre
(CuSO0,) na proporcéo de 9/1, coloca-se 0,7 g da mistura em cada tubo de
ensaio (modificacdo implantada no LBNA/Embrapa Clima Temperado);

d) Colocar 2 ml de H,SO, p.a. (modificacdo implantada no LBNA/Embrapa
Clima Temperado);

e) Colocar em bloco digestor a 400°C de temperatura, até ficar verde
cristalino, o que leva em torno de 2 a 3 horas dependendo do tipo de
amostra a ser analisada (modificacao implantada no LBNA/Embrapa Clima
Temperado).

2.10.5. Destilacao
Fase em que a amdnia é separada e recolhida em uma solucao receptora.
2.10.5.1. Procedimento

a) Verificar o nivel da 4gua da caldeira; apés, completar o nivel, a cada
trés amostras realizadas; conferir novamente o nivel, para nao danificar o
aparelho (modificagdo implantada no LBNA/Embrapa Clima Temperado);

b) Colocar a amostra no destilador;

c) Colocar 10 ml de NaOH 10 N com a torneira aberta (da-se uma lavada
apos colocar NaOH)(modificacdo implantada no LBNA/Embrapa Clima
Temperado);

d) Colocar o erlenmeyer contendo o indicador de acido bérico na
quantidade de 5 ml; ligar o destilador antes de colocar o erlenmeyer com o
indicador. A destilacao estardo completa quando se obtiver 40 ml de
amonia, que assume a coloracao verde cristalino. Caso a amostra tenha se
solidificado, adiciona-se um pouco de dgua destilada nos tubos e
homogeneiza-se antes de colocar no destilador para dissolver a amostra. O
NaOH destina-se a neutralizar o acido sulfurico da amostra e liberar a
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amonia (modificagdo implantada no LBNA/Embrapa Clima Temperado);
e) Retirar o erlenmeyer do aparelho, desligando-o (aquecimento);

f) Deixar diminuir a ebulicdo, abrir a torneira e retirar a amostra.
2.10.6. Titulacao

Fase em que é feita a determinacado quantitativa da aménia contida na
solucao receptora.

2.10.6.1. Procedimento

a) A leitura é feita pela quantidade de acido gasto na titulacado, até trocar
a cor de verde cristalino para vermelho. Fazer a leitura pelo ml gasto de
H,SO, 0,05 N padronizado na titulacéo da amostra;

Observacao: Sempre se faz prova em branco, ou seja, a mistura catalitica
mais 2 ml de H,SO,.

b) Zerar a bureta;
c) Anotar o volume gasto;

d) Diminuir a prova em branco de volume gasto e anotar o resultado na
ficha.

2.10.7. Procedimento (Processo semimicro) A.0.A.C
(1975)

a) Pesar 0,200 g da amostra, embrulhar em papel impermeavel e colocar
no tubo de digestdo. Caso nao se disponha de quantidade de amostra
suficiente, ou o teor de nitrogénio se situe em torno de 7%, pesar 0,100 g
de amostra e fazer os céalculos com a seguinte Féormula: %N = 0,28 x f x
Vm (modificacdo implantada no LBNA/Embrapa Clima Temperado);

b) Adicionar mais ou menos 0,7 g de mistura catalitica ou mistura
digestora [sulfato de sédio (NaSO,) na proporcéo de 9 partes e 1 parte de
sulfato de cobre (CuSO,)] e, em seguida, 2 ml de 4cido sulfdrico
concentrado (modificacdo implantada no LBNA/Embrapa Clima
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Temperado);

c) Colocar a galeria com os tubos no bloco digestor, ligar o termostato e
posicionar a temperatura em 400°C. O aquecimento se prolongara por
duas a trés horas, sendo o processo alvo de verificacdes ocasionais;

d) No inicio da digestao o material apresentara coloracao escura, devido a
forte acdo oxidante do &cido sulfirico sobre a matéria orgénica, contudo,
préximo ao término do processo, o extrato tera, geralmente, cor verde
clara. No tocante a verificacao, deve-se tomar muito cuidado, visto que o
processo deve ser realizado em capela. No resfriamento da amostra
poderd haver choque térmico e, consequentemente, quebra do tubo e
projecao de vapores acidos na mao do operador;

e) Desligar o bloco e retirar a galeria, deixar esfriar por mais ou menos 5
minutos e adicionar dgua destilada para evitar cristalizacao do sulfato de
amonio. O extrato devera ficar com aproximadamente o dobro do seu
volume inicial (modificacdo implantada no LBNA/Embrapa Clima
Temperado);

f) Transferir a amostra para o destilador, adicionar 10 ml de hidréxido de
sédio 10 N (modificacédo implantada no LBNA/Embrapa Clima Temperado);

g) Em erlenmeyer de 125 ml colocar 5 ml de acido bérico e adaptar a
extremidade do condensador. Abrir a torneira da a4gua de circulacao do
condensador. Ligar a fonte de aquecimento. A solucao de acido bérico
deve passar para cor verde devido a presenca de amoénia (modificacao
implantada no LBNA/Embrapa Clima Temperado);

h) Desligar o destilador de nitrogénio quando se obtiver aproximadamente
40 ml do extrato;

i) Titular a solucdo com &acido sulfurico 0,05 N padronizado. O ponto de
viragem é do verde para o vermelho.

2.10.8. Formula para calculo da proteina

Para peso de amostras em gramas.
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FA 14x1
%Nitrogénio = VxNx ;AO,O x100
Onde:
V = Volume gasto na titulagéo

N = Normalidade de acido

FA = Fator do acido

PA = Peso da amostra

% Proteina = % de N (nitrogénio) x 6,25

2.10.9. Ajuste a base de 100 % da matéria seca

Y%resultado
Baseseca=—x
%MS(105°C)

Onde:
%resultado = % de proteina bruta na analise

%MS(105°C) = % de matéria seca na amostra

Ver a seguir, na Tabela 9, modelo de ficha para apresentacao de
resultados.
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TABELA 9. Determinacao da % de Nitrogénio Total

EMBRAPA CLIMA TEMPERADO

LABORATORIO DE BROMATOLOGIA E NUTRICAO ANIMAL
DETERMINACAO DA % DE NITROGENIO TOTAL E PROTEINA BRUTA
N° DO PROJETO:

RESPONSAVEL: N° do Lote:
FATOR DE NORMALIDADE DO ACIDO: DATA:
Amostra Ne Peso Peso ml gasto | ml gasto
Identificagdo %N | 0rB
N° Tubo| Amostra 1| Amostra 2| Amostra 1| Amostra 2

Andlises corrigidas a 100% da Matéria Seca a 105°C

3. Determinacao de digestibilidade in vitro da
Matéria Seca ou Organica

3.1. PRINCIPIO

A técnica, desenvolvida por Tilley e Terry (1963) e modificada por Van
Soest e Moore (1966), consiste em se deixar amostras de alimentos
(geralmente trabalha-se com forrageiras), num primeiro estagio
(fermentacao pré-gastrica), em contato com o contetdo liquido do rimen
(inéculo), no interior de um tubo de ensaio, no qual busca-se reproduzir as
condicoes predominantes no rimen-reticulo (presenca de microorganismos,
anaerobiose, temperatura média de 39°C, poder tampao com pH de 6,9);
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ja, num segundo estagio, processa-se a digestao pela adicao de pepsina e
acido cloridrico concentrado. A quantia de matéria seca ou organica que
desaparece apds os dois estagios é considerada como tendo sido digerida.

3.2. MATERIAIS/EQUIPAMENTOS

a Banho Maria com termostato eletronico (ajuste finissimo), temperatura
controlada de 0 a 120°C, precisao de mais ou menos 0,5°C, circulacao
interna de agua;

b) Galeria de aluminio;

c) Gés carbonico (CO,);

d) Garrafa térmica grande;

e) pH-metro, faixade 0 a 14;

f) Papel de filtro TIPO 389, com didametro de 12,5 mm;
g) Rolhas de borracha com valvulas de bunsen;

h) Tubos de ensaios de 25x150 mm, com parede reforcada de 1,5 mm;
i) Suporte de madeira para tubos de ensaio;

j) Forno de mufla;

k) Bomba a vacuo ou elétrica;

[) Termémetro de maxima e minima;

m) Potenciémetro;

n) Provetas de 500 e 1000 ml;

o) Kitazato de 2000 ml;

p) Cadinhos de porcelana.
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3.3. REAGENTES E SOLUCOES

a) Acido cloridrico (HCI);

b) Carbonato de sédio (Na,CO,);

c) Pepsina;

d) Saliva artificial;

e) Uréia (NH,).

3.3.1. Solucao de acido cloridrico 6 N

a) Adicionar aproximadamente 100 ml de agua destilada em balao
volumétrico de 500 ml;

b) Adicionar 240 ml de acido cloridrico concentrado p.a. (d = 1,19;
38,32% v/v);

c) Deixar esfriar, aferir e homogeneizar;
d) Executar a operacao em capela.
3.3.2. Solucao de carbonato de sédio

a) Pesar 15,8964 g de carbonato de sédio (considerando-se a massa
atdmica utilizada, deve-se respeitar o grau de pureza dos reagentes);

b) Transferir para baldo volumétrico de 100 ml;

c) Adicionar 50 ml de 4gua destilada, agitar até dissolver completamente;
d) Deixar esfriar, aferir e homogeneizar.

3.3.3. Solucao de pepsina 1:10.000 20% p/v

a) Pesar na proporcao de 1g/5 ml de solucao a preparar;

b) Submeter o meio a dissolucdo em agitador magnético 30 a 40 minutos
antes do inicio do 2° estagio do ensaio de digestibilidade.
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3.3.4. Solucéo de saliva artificial (volume da solucdo 500
ml)

a) Pesar e dissolver em aproximadamente 250 ml de dgua as seguintes
substancias: (considerando-se a massa atdmica utilizada, deve-se respeitar
o grau de pureza dos reagentes);

- 2,0445 g de fosfato diacido de potéssio (KH,PO,);

- 65,4674 g de fosfato de dissédico diidratado (Na,HPO,.2H,0);

- 0,7503 g de sulfato de magnésio heptaidratado (MgSO,.7H,0);
- 0,2501 g de cloreto de potassio (KCI);

b) Conservar em geladeira até o dia do inicio do ensaio de digestibilidade
(12 parte da saliva);

c) Adicionar, em seguida, 10 ml de carbonato de sédio (Na,CO,) e 5 ml de
uréia;

d) Pesar 0,0825 g de cloreto de célcio (CaCl,.2H,0) e 0,0125 g de sulfato
de sédio pentaidratado (Na,S.5H,0) e dissolver na 1% parte da saliva [a

dissolucao do cloreto de célcio e do sulfato de sédio somente completa-se
com a adicéo de gés carbbnico (CO,)I;

e) Completar o volume e saturar o meio com (CO,) por 3,5 minutos, a uma
presséo de vazdo de mais ou menos 0,2 Kgf/cm?;

Observagao: A operagédo de uso do CO, deve obedecer rigorosamente os
seguintes passos:

Apoés certificar-se de que o regulador da pressao de trabalho (4), a valvula
de bloqueio da linha (3) e o fluxdbmetro da linha (2) estao devidamente
fechados, abrir lentamente e por completo a valvula do cilindro de gas (1);

- Regular a vazao de forma que o indicador do fluxédmetro situe-se no nivel
30;

- Abrir a valvula de bloqueio e estabelecer a pressao de trabalho no
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regulador, ambos no laboratério;

- Concluida a operacdo com o CO,, fechar o regulador “4” e a véalvula “3".
Logo apés, fechar a valvula “1”. Tornar a abrir a valvula “3” e o regulador
“4", purgando o gas remanescente da linha para um recipiente com mais
ou menos 1 litro de agua. Fechar o regulador “4"”, a valvula “3” e o
fluxébmetro “2”;

f) Ler o pH (deve-se ligar o pH-metro 30 minutos antes do preparo da 2°
parte da saliva artificial, com a solucdo tampéao pH = 7,0, na
temperatura de trabalho do aparelho (mais ou menos 22°C), visando a
estabilizacdo do equipamento). Se este estiver situado na faixa de 6,8 a
6,9, conduzir o ensaio; se nao, tornar a saturar com gas carb6nico até
fixar o pH na referida faixa.

3.3.5. Solucao de Uréia 8% p/v
a) Pesar 4 g de uréia;

b) Transferir para balao volumétrico de 50 ml, adicionar dgua, agitar até
dissolver completamente;

c) Deixar alcancar a temperatura ambiente, aferir e homogeneizar.

3.4. PROCEDIMENTO

a) Pesar 0,500 g de amostra (em cada corrida/bateria introduzir O3 provas
em branco e 03 controles) e transferir para os tubos de ensaio;

b) Adicionar 10 ml de saliva artificial, injetar gas carbodnico e arrolhar. Em
seguida, acondicionar em banho-maria a uma temperatura de 39°C;

c) Coletar o liquido ruminal em kitazato ambientado com o gas carbonico e
em banho de 4gua a mais ou menos 42°C. Filtrar diretamente na garrafa
térmica com temperatura interna de mais ou menos 40°C;

d) Injetar gés carbénico no liquido da garrafa;

e) Adaptar pipeta automéatica de 12 ml a garrafa térmica e tornar a injetar
gas carbonico através da mesma. Agitar os tubos e adicionar o liquido
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ruminal, arrolhado a seguir;

f) Inocular gés carbénico em todos os tubos durante 20 segundos, a uma
pressdo de mais ou menos 0,2 Kgf/cm?. Deixar no banho-maria por 48
horas, agitando 3 vezes ao dia;

g) Ap6s 48 horas, acrescentar a cada tubo 0,9 ml (1,0 ml nos tubos
contendo o branco) de acido cloridrico 6 N e 0,5 ml de solucdo 20% de
pepsina 1:10.000. Segue-se outro estagio de 48 horas, também agitando
os tubos 3 vezes ao dia;

h) Ao termino da 22 etapa, filtrar o residuo indigestivel em papel filtro
previamente tarado;

i) Submeter o residuo a secagem por uma noite a 105°C. Esfriar em
dessecador por 1 hora e pesar anotando o peso em ficha adequada.

3.5. DIGESTIBILIDADE DA MATERIA ORGANICA

Para determinacao de digestibilidade da matéria organica (DIVMO),
acrescentam-se 0s seguintes passos:

a) Colocar os papéis de filtro com residuos secos e pesados em cadinhos
de porcelana previamente tarados;

b) Incinerar por 4 horas a 550°C;
c) Esfriar em dessecador por 1 hora e pesar.

3.5.1. Calculo para DIVMO

MO, -MO,,,

%DIVMO = x100

1

Onde:
MO, = Matéria orgénica inicial

MO,,, = Matéria orgénica indigestivel
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M.O, = M.S - (M.S, x % Cinza/100)
M.O, , = M.O, - M.O, ; onde:

M.O, = M.S, - cinza,

M.O, = M.S_ -cinza,

3.6. RESULTADOS

M.S. -M.S, , x 100
M.S,

%DIVMS =

Onde:
M.S , = M.S - M.S

M.S, = Matéria seca inicial

M.S, , = Matéria seca indigestivel
M.S, = Matéria seca residual
M.S,, = Matéria seca do branco

Ver a seguir, na Tabela 10, modelo de ficha para apresentacao de
resultados.

3.6.1. Ajuste a base de 100 % da matéria seca:

Y%oresultado

Baseseca =—x
%MS(105°C)

Onde:
%resultado = % de digestibilidade na analise

%MS(105°C) = % de matéria seca na amostra
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TABELA 10. Determinacéo da % de Digestibilidade “in vitro” da Matéria
Seca

EMBRAPA CLIMA TEMPERADO

LABORATORIO DE BROMATOLOGIA E NUTRICAO ANIMAL
DETERMINACAO DA % DE Digestibilidade “in vitro” da Matéria seca

N° do Projeto:

Responsavel:
DATA: N° do Lote:
Digestibilidade
Tubo Amostra Residuo
(%)
Amostrg Tara Tubo + Residuo| Mat. Sec 0
Targ ASA| ASE| MS Residuo Mat.
N° + Residuo (-) Branc¢ Digerida Mat
(9) (9| (%] (9 (9) Seca )

ASA (9 (9) (9 seca

Anélises corrigidas a 100% da Matéria Seca a 105°C

4. Determinacdo de pH e Acido Latico em Silagem
4.1. PRINCIPIO

A silagem é o produto do armazenamento da forragem verde depois de
fermentada, na auséncia de oxigénio. O armazenamento é processado em
silos, depois da forragem ter sido convenientemente picada e compactada.

A fermentacao é consequéncia da atividade bacteriana, a qual produz
entre outros os acidos latico e acético durante a fermentacao do material
ensilado. A forragem ensilada continua ainda em fermentacao durante
algum tempo, dependendo da maior ou menor quantidade de oxigénio
presente no silo apds a compactacao.
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As bactérias produtoras do acido latico sédo sacaroliticas; dai a importancia
de um teor elevado de carboidratos sollveis em agua na forragem, a fim
de obter maior producao deste acido.

O teor de matéria seca é de grande importancia, a fim de se obter silagem
de boa qualidade e rendimento. Silagem de boa qualidade é caracterizada
por apresentar de 30 a 40% de matéria seca, pH entre 3,8 a 4,5, acido
latico superior a 3,0% e acido butilico inferior a 0,2%, na matéria seca.

4.2. DETERMINACAO DE PH

4.2.1. Materiais/Equipamentos

a) pH-metro com escala de O a 14;

b) Eletrodo combinado para andlises de pH;

c) Béquer de 250 ml;

d) Frasco lavador;

e) Bastonete de vidro;

f) Balanca analitica com precisdao mais ou menos 0,1 mg.
4.2.2. Reagentes e solucdes

a) Acido citrico (C,H,0.);

b) Fosfato diss6dico heptaidratado (Na,HPO,.7H,0).

4.2.2.1.Solucao tampao, pH 4,0 e 7,0

A - 9,605 g acido citrico 500 ml 4gua destilada
ou 1,921 &cido citrico 100 ml 4gua destilada

B - 26,825 g Na,HPO,.7H,0 500 ml 4gua destilada
ou 10,73 g Na,HPO,.7H,0 200 ml 4gua destilada

pH4,0 = 30,7ml A + 19,3 mlI B! elevar a 100 ml com H,0
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pH7,0 = 6,5mlA + 43,6 ml B '! elevar a 100 ml com H,0
4.2.3. Procedimento

a) Pesar 9,0 g de silagem fresca em béquer de 250 ml e adicionar 60 ml
de agua destilada;

b) Fazer a leitura ap6s um repouso de 30 minutos; usando pH-metro
aferido com solucdes tampao pH 4,0 e 7,0;

c) Agitar o meio durante as leituras;

d) Transferir para recipiente apropriado e etiquetado.
4.3. DETERMINACAO DE ACIDO LATICO
4.3.1. Materiais/Equipamentos

a) Conjuntos de cilindros extratores;

b) Prensa hidraulica, capacidade 15 toneladas;

c) Liquidificador;

d) Espectrofotémetro, escala de leitura de 400-700 mm;
e) Papel de filtro, tipo 3892 ou equivalente, com didmetro de 18,5 cm.
4.3.2. Reagentes e solucodes

a) Acido cloridrico concentrado (HCI);

b) Cloreto de bério (BaCl,.2H,0);

c) Cloreto férrico (FeCl .6H,0);

d) Hidréxido de sédio (NaOH);

e) Lactato de litio (solucao padrao estoque);

f) Sulfato de zinco (ZnSO,.7H,0).
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4.3.2.1. Solucdo de acido cloridrico 1 N

a) Em balao volumétrico de 500 ml, adicionar cerca de 250 ml de agua
destilada;

b) Acrescentar 40 ml de acido cloridrico p.a. concentrado
(d=1,19;38,32%);

c) Aferir e homogeneizar;
d) Transferir para recipiente apropriado e etiquetado.
4.3.2.2.Solucao de cloreto de bario 9,88% p/v

a) Pesar 98,919 de cloreto de bério (considerando-se a massa atémica
utilizada, deve-se respeitar o grau de pureza dos reagentes), dissolver em
mais ou menos 300 ml de d4gua destilada;

b) Transferir para baldo volumétrico de 1.000 ml, lavando o béquer com
agua destilada;

c) Aferir e homogeneizar;
d) Transferir para recipiente apropriado e etiquetado.
4.3.2.3. Solucédo de cloreto férrico 5% p/v

a) Pesar 5,0075 g de cloreto férrico (considerando-se a massa atomica
utilizada, deve-se respeitar o grau de pureza dos reagentes), e dissolver em
12,5 mlde HCI 1 N;

b) Transferir para baldo volumétrico de 100 ml, lavando o béquer com
agua destilada;

c) Aferir e homogeneizar;
d) Transferir para recipiente apropriado e etiquetado.

4.3.2.4.Solucao de hidréxido de sédio 0,66 N
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a) Pesar 26,67 g de hidréxido de sédio (considerando-se a massa atdmica
utilizada, deve-se respeitar o grau de pureza dos reagentes), e dissolver em
mais ou menos 250 ml de 4gua destilada;

b) Transferir para baldo volumétrico de 1.000 ml, lavando o béquer com
agua destilada;

c) Deixar esfriar, aferir e homogeneizar;
d) Transferir para recipiente apropriado e etiquetado.

4.3.2.5. Solucdo de lactato de litio 1% p/v (solucdo padrdo
estoque)

a) Pesar 1,0101 g de lactato de litio p.a. (considerando-se a massa
atdmica utilizada, deve-se respeitar o grau de pureza dos reagentes);

b) Transferir para baldo volumétrico de 100 ml, adicionar
aproximadamente 50 ml de dgua destilada, agitando até completar a
dissolucao;

c) Aferir e homogeneizar;
d) Transferir para recipiente apropriado e etiquetado.
4.3.2.6. Solucao de sulfato de zinco 22,5% p/v:

a) Pesar 225,49 g de sulfato de zinco (considerando-se a massa atdémica
utilizada, deve-se respeitar o grau de pureza dos reagentes), e dissolver em
mais ou menos 300 ml de dgua destilada;

b) Transferir para baldo volumétrico de 1.000 ml, lavando o béquer com
agua destilada;

c) Aferir e homogeneizar;

d) Transferir para recipiente apropriado e etiquetado.
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4.3.3. Procedimento

4.3.3.1.Curva de calibracao
4.3.3.1.1. Preparo dos padrdes de leitura
Colocar em liquidificador:

a) 4,0 ml de solucéao de lactato de litio 1%;
b) 71 ml de 4gua deionizada;

c) 30 ml de cloreto de bério 9,88%;

d) 30 ml de hidréxido de sédio 0,66 N;

e) 15 ml de sulfato de zinco 22,5%.

Processar por 2 minutos. Filtrar em papel de filtro (o filtrado deve ser
limpido). Quando se obtiver 100 ml de filtrado cessar a filtracdo. Veja a
seguir, na Tabela 11, os padrdes de leitura.

TABELA 11. Padroes de leitura.

Concentracao no Volume A tomar Volume Final (ml) Concentracéo Final

filtrado % do filtrado (ml) (%)
1,0 5 25 0,2
10 0,4
l 15 0,6
20 0,8
1,0 25 25 1,0

4.3.3.1.2. Desenvolvimento da cor
a) Pipetar 10 ml de cada solucao padrao e transferir para tubo de ensaio;

b) Adicionar 1,0 ml de solucao de cloreto férrico 1:4 e agitar. Repetir este
procedimento com o branco;
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Observacdo: 0 “branco” deve ser preparado antes dos padrées ou mesmo
das amostras, da seguinte forma:

- Medir e misturar: 50 ml de dgua destilada com 20 ml de cloreto de bario
9,88%, com 20 ml de hidréxido de sédio 0,66 N e com 10 ml de sulfato
de zinco 22,5%;

* Processar em liquidificador por 2 minutos. Filtrar em papel de filtro.
Coletar duas aliquotas de 10 ml do filtrado obtido e adicionar 1 ml de
solucao de cloreto férrico 1:4 a cada uma destas. Incluir um branco a cada
bateria de amostras.

4.3.3.1.3. Leitura no Espectrofotometro

a) Ligar o aparelho 1 hora antes da leitura, fixando o comprimento de onda
em 425 nm;

b) Fazer ajuste de 0% de absorbancia e 100% de transmitancia com o
branco;

c) A sequir, ler os padroes em ordem crescente de concentracao;

d) Verificar o ajuste com o branco a cada leitura do padrao.
4.3.3.2. Preparo da amostra

4.3.3.2.1. Extracdo do suco de silagem

a) Pesar 100 g de silagem (em duplicata);

b) Submeter a prensagem até uma pressdo maxima de 10 toneladas;
c¢) O suco de silagem é recebido em proveta graduada;

d) Os cilindros extratores deverao ser lavados com agua destilada (sem
tratamento) a cada amostra prensada, isto é, entre duplicatas e amostras
distintas.
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4.3.3.2.2 Processamento do suco

Colocar em liquidificador:

a) 4,0 ml de suco da silagem;

b) 71 ml de 4gua destilada;

c) 30 ml de cloreto de bério 9,88%;

d) 30 ml de hidréxido de sédio 0,66 N e 15 ml de sulfato de zinco 22,5%.

Processar por 2 minutos. Filtrar em papel de filtro até que o filtrado
alcance mais ou menos 50 ml.

4.3.3.2.3. Desenvolvimento da cor e leitura

a) Pipetar 10 ml do filtrado de cada amostra e transferir para tubo de
ensaio;

b) Adicionar 1 ml de solucao de cloreto férrico 1:4 e agitar;

c) Proceder a leitura em espectrofotdmetro, ajustando para comprimento
de onda 425 nm, observando os mesmos procedimentos de uso quando do
preparo da curva de calibracao.
4.3.4. Resultados:
Vsuco x Ccurva

PS

Y% Acido latico =
Onde:

Vsuco = Volume de suco extraido por prensagem

Curva = Concentracdo de acido latico obtido com equacao de regressao
linear

PS = Peso seco da amostra.
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5. 0 METODO VAN SOEST NA DETERMINACAO
DA QUALIDADE DE FORRAGEIRAS

A tradicional andlise de alimentos, que vem sendo aplicada nos
laboratérios de nutricao animal, também denominada anélise aproximativa
de Weende, parece nao satisfazer mais os pesquisadores que, diariamente,
procuram conhecer mais e melhor cada um dos nutrientes contidos nos
alimentos.

O esquema de andlise proposto por Weende, apesar de fornecer uma idéia
de valor nutritivo do alimento, é falho em varios aspectos bem conhecidos
pelos que estao familiarizados com este esquema: a andlise da fibra bruta,
além do empirismo de sua técnica, € composta de celulose e parte da
lignina insoltvel. O extrativo ndo nitrogenado (ENN), calculado por
diferenca, fica, sujeito a erros que, normalmente, sdao cometidos nas
demais andlises, e, consequentemente, nao representa muito bem a fracao
de carboidratos sollveis ou digestiveis.

Um novo método de andlise, para avaliar a qualidade de forrageiras, foi
proposto por Van Soest (1965), o qual permite melhor fracionamento dos
diversos componentes da fracao fibrosa.

Neste capitulo, objetivou-se proporcionar maiores conhecimentos, a
respeito deste novo método, aos que trabalham em laboratérios de
nutricao animal, além de acrescentar um pouco da experiéncia que se tem
dele.

Na Tabela 12 faz-se uma comparacao entre o método classico de Weende
e o sistema proposto por Van Soest, numa andlise da matéria orgéanica de
forrageiras.

O novo método de determinacéo da qualidade das forrageiras
proporcionado por Van Soest (1965) é baseado na separacéo das diversas
fracdes constituidas nas forrageiras, por meio de reagentes especificos,
denominados detergentes.

Assim, por meio do detergente neutro, é possivel separar o conteido
celular (parte da forragem solUvel no detergente neutro) constituido,
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principalmente, de proteinas, gorduras, carboidratos sollveis, pectina e
outros constituintes sollUveis em agua, da parede celular (parte da
forragem insoltvel em detergente neutro), também chamada Fibra em
Detergente Neutro (FDN) que é constituida, basicamente, de celulose,
hemicelulose, lignina e proteina lignificada.

Continuando em seu fracionamento, Van Soest (1967) propde um
detergente acido especifico, a fim de solubilizar o contetdo celular e a
hemicelulose, além de maior parte da proteina insoltuvel, obtendo-se um
residuo insollvel no detergente acido, denominado Fibra em Detergente
Acido (FDA), constituida, em sua quase totalidade, de lignina e celulose
(lignocelulose). Finalmente, por intermédio de reagentes: acido sulfurico
(H,SO,) 72% ou pelo método do permanganato de potassio (KMnO,), a
lignina é solubilizada, completando-se, deste modo, o fracionamento dos
constituintes da parede celular. A celulose sera conhecida, por diferenca
de pesagens, antes e depois de se conduzir os cadinhos para o forno de
mufla.

O método de Van Soest, para determinacdo da qualidade de forrageiras,
apresenta vantagens em relacao a outros, em virtude de sua maior
precisao, além de fornecer informacdes sobre importantes componentes:
fibra em detergente acido, celulose, lignina, cinza, silica etc.

No Laboratério de Bromatologia e Nutricdo Animal-LBNA/Embrapa Clima
Temperado foram feitas adaptacdes do método de Van Soest para
melhorar o rendimento das andlises realizadas (quantidade de amostras).
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TABELA 12. Comparacéo entre o método de Van Soest e Weende na
divisdo da matéria organica de forrageiras.

Componentes da Forragem

VAN SOEST WEENDE
Nitrogenados Nao nitrogenados
Proteina Extrato
CONTEUDO CELULAR solivel Gorduras etéreo
(soltvel em detergente Soltveis em agua T
neutro) Nitrogénio Amido Extrato n3o
nao &rotéico Pectina nitrogenado
T Soltivel em Proteina ~ HEMICELULOSE
PAREDE CELULAR dertegente 4cido  insoltvel
(Fibra em detergente
neutro) LIGNOCELULOSE  Njtroganio LIGNINA
(Fibra em lignificado  (solug&o em élcali)
detergente acido)
LIGNINA
(insoluvel) Fibra Bruta
CELULOSE

A 4

(Van Soest; Moore, 1966).-

5.1. DETERMINACAO DA FIBRA EM DETERGENTE

NEUTRO (FDN)
5.1.1. Principio

A FDN indica a quantidade total de fibra dentro do volumoso, que o
relaciona com o consumo. Assim, quanto menor o nivel de FDN, maior o
consumo de matéria seca. Os niveis de FDN variam conforme a espécie
vegetal e o seu estadio vegetativo. Normalmente os niveis de FDN nas
leguminosas sao mais baixos do que nas gramineas. Dentro da mesma
espécie vegetal, as plantas mais novas apresentam niveis de FDN mais



Métodos de andlises bromatolégicos de alimentos: Métodos fisicos, quimicos e
bromatoldgicos

baixos, o que é facilmente detectado, com o maior consumo pelos animais.

Van Soest, (1963).

Os niveis de FDN em silagem de milho variam bastante, porem é
considerado um bom nivel ao redor de 50%. Atualmente, com base em
pesquisas, estabeleceu-se, por exemplo, que o consumo total de FDN nas
vacas em lactacao deve ficar em 1,2% do seu peso vivo, em que 75%
devem ser oriundos dos volumosos (silagem, pastagem, feno) e 30% nas
racoes.

A fibra em detergente neutro (FDN) mede toda a fibra ou 0 componente de

volume (volumoso) do feno — hemicelulose, celulose e lignina, sendo util
para estimar o consumo voluntario. Quanto mais alto a valor de FDN, mais
baixo serd o consumo esperado.

Para amostras com alto teor de amido, deveré ser feito tratamento
preliminar, com solucdo de uréia 8,0 mol L' e de amilase termoestéavel.
Deve-se ter cuidado, pois as atividades das enzimas sao variaveis em
funcao da sua concentracao, meio (pH e temperatura) e substrato.
Qualquer enzima pode perder ou diminuir a sua atividade em funcao de
varios fatores (tempo, condicdo de armazenamento, etc.). As enzimas
devem ser armazenadas em geladeira.

5.1.2. Material e métodos

Para o desenvolvimento do procedimento é necesséria a utilizacao dos
seguintes materiais:

a) Estufa de secagem e esterilizacdo (temperatura = 105°C);

b) Cadinho filtrante de vidro borossilicato com placa porosa de vidro
sinterizado, porosidade média a grossa (100 a 160 mm);

c) Balanca analitica com precisao mais ou menos 0,1 mg;

d) Dessecador a vacuo, com luva, tampa e fundo, em vidro borossilicato,
equipado com placa de porcelana e silica gel azul;
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e) Forno de mufla com controlador de temperatura;
f) Bloco digestor para 40 provas;

g) Tubos de digestao de 25 250 mm;

h) Sistema de vacuo.

5.1.3. Reagentes e solucdes

As solucdes sao preparadas com reagentes quimicos de grau analitico,
agua destilada e ou deionizada.

a) Etilenodiaminotetraacetato dissédico (Na,C, H,,N,O,
dissédico);

+2H,0, EDTA sal
b) Borato de sédio decaidratado (Na,B,0,+ 10H,0);

c) Lauril sulfato de sédio [CH,(CH,)10CH,0SO_Nal - detergente;

d) Fosfato acido de sédio (Na,HPO,);

e) 2 metoxietanol ou éter monometilico do etilenoglicol (C,H,0,) ponto de
ebulicao de 124°C;

f) Acetona, p.a. [(CH,),COI;
g) Sulfito de sédio anidro p.a. (Na,SO.,);
h) Deca-hidronaftaleno, p.a. (C, H,,) (decalina - antiespumante);

i) Solucéo de uréia (H,N),CO) 8,0 mol L": dissolver 480 g de uréiaem 1 L
de 4gua destilada e ou deionizada;

j) Uréia p.a. [(NH,) ,COI;
k) Enzima alfa-amilase termoestavel (Termamyl 120 L).
5.1.3.1. Solucdo de fibra em detergente neutro (FDN)

Inicialmente é necessario o preparo das seguintes solucoes:
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a) Pesar 93,05 g de EDTA e 34,05 g de borato de sédio, transferir para
béquer de 1000 ml com 400 ml aproximadamente de agua destilada e
aquecer até que se dissolvam;

b) Pesar 150 g de lauril sulfato de sédio e juntar a solucdo (d). Dissolver
com agua quente;

c) Pesar 22,80 g de fosfato acido de sédio anidro que serd também
dissolvido, por aquecimento, e misturado aos demais reagentes;

d) Transferir quantitativamente as solucoes (a), (b) e (c) para garrafao de
vidro devidamente calibrado e etiquetado; adicionar 50 ml de etileno glicol
e completar o volume com agua destilada ou deionizada. Evitar a formacao
de espuma;

e) Volume final da solucao sera de 5000 ml.
5.1.4. Procedimento
a) Organizar as amostras;

b) Pesar 0,300 g da amostra em tubos de ensaio graduado de 50 ml
(modificacado implantada no Laboratério de Bromatologia e Nutricao
Animal-LBNA/Embrapa Clima Temperado);

c¢) Colocar 35 ml da solucéao de fibra em detergente neutro (FDN). Levar os
tubos ao bloco digestor a uma temperatura entre 120°C a 125°C. Colocar
metade dos tubos no bloco digestor dando um intervalo de 5 a 10 minutos
para colocar o restante dos tubos no bloco digestor. Cuidar para nao
ferver acima da temperatura indicada (controla-la a mesma), para nao
derramar no bloco digestor. Quando comecar a ferver deixar por mais 1
hora no bloco, mexendo os tubos quando a amostra se depositar acima da
solucéo de FDN (modificacao implantada no LBNA/Embrapa Clima
Temperado);

d) Colocar os gooch para secar em estufa a 105°C por 1 hora;

e) Retirar os gooch da estufa e colocar em dessecador para esfriar por 1
hora. Apds, deve-se tara-los;
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f) Filtrar em cadinho (gooch), usando pequena succao (em bomba de
vacuo). Durante a filtragem, recomenda-se utilizar bastao de vidro para
auxiliar na lavagem do residuo, lavar duas vezes no minimo, com agua
quente (90 a 100°C), tendo o cuidado de lavar as paredes do tubo. Fazer
duas lavagens com acetona (30-40 ml) até que ela se torne incolor, em
toda a amostra, a fim de que o solvente entre em contato com as
particulas de fibra;

g) Secar em estufa a 105°C, durante 4 horas, ou deixar durante a noite
(modificacdo implantada no LBNA/Embrapa Clima Temperado);

h) Colocar em dessecador por 1 hora para esfriar e pesar;

i) Se houver formacao de espuma durante a digestao, adicionar 1,0 ml de
decalina como antiespumante;

j) Para amostras com alto teor de amido, devera ser feito tratamento
preliminar, adicionando-se 10 ml de solucdo de uréia 8,0 mol L' e 0,2 ml
de amilase termoestéavel e incubar durante 5 minutos entre 80-90°C ou 4
horas a temperatura ambiente. A seguir, adicionar 35 ml da solucdao em
detergente neutro, levar a ebulicdo com temperatura a 125°C; apés 40
minutos, adicionar mais 0,2 ml de amilase termoestavel, completar a
digestao em até 60 minutos e seguir os procedimentos ja descritos;

k) Como a saliva é muito rica em amilase, deve-se evitar que a mesma
contamine o material e os reagentes utilizados, assim nao deve-se soprar a
pipeta usada para medir a &gua, amostras e reagentes. Uma diminuicao
maior que 10% na absorbancia do controle indica contaminacéo do
substrato com saliva;

I) Para limpeza dos cadinhos, estes deverao ser calcinados em forno de
mufla por 1 hora a 500°C, apés o termino das analises (modificacdo
implantada no LBNA/Embrapa Clima Temperado);

m) Utilizar a matéria seca a 105°C para corrigir os resultados com base
em 100% da matéria seca.
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5.1.5. Férmula Final para FDN
(Gooch + Amostra) — Peso(gooch)

%FDN = x100

Peso(Amostra)

5.1.5.1. Resultado final

Considerar como fibra em detergente neutro a porcentagem dos
constituintes da parede celular, calculada pela diferenca entre as
pesagens.

5.1.6. Ajuste a base de 100 % da matéria seca

Yoresultado

Baseseca =——x
%MS(105°C)

Onde:
%resultado = % de Fibra em Detergente Neutro na amostra
%MS(105°C) = % de matéria seca na amostra

Ver a seguir, na Tabela 13, modelo de ficha para apresentacao de
resultados.
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TABELA 13. Determinacdo da % de Fibra em Detergente Neutro

EMBRAPA CLIMA TEMPERADO

LABORATORIO DE BROMATOLOGIA E NUTRICAO ANIMAL
DETERMINACAO DA % DE FIBRA EM DETERGENTE NEUTRO
N° DO PROJETO:

RESPONSAVEL:
DATA: N° do Lote:
Amostra N° Peso Peso Peso |Gooch +
Identificacdo % FDN | 0 FDN
N° Cépsula| Capsula| Amostra| Gooch | Amostra

Anélises corrigidas a 100% da Matéria Seca a 105°C

5.2. DETERMINACAO DE FIBRA EM DETERGENTE
ACIDO (FDA)

5.2.1. Principio

A FDA indica a digestibilidade, ou seja, a quantidade de fibra que nao é
digestivel ja que contém a maior proporcao de lignina, fracao de fibra
indigestivel. O nivel maximo permitido de FDA é de 21% da matéria seca
da dieta.

A FDA é um indicador do valor energético da silagem: quanto menor a
FDA, maior o valor energético. Negativamente correlacionados com a
digestibilidade, os valores mais altos indicam menor digestibilidade.
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A fibra em detergente acido (FDA) mede os componentes mais
indigestiveis do feno, celulose e lignina. A FDA é usada para se estimar o
valor de energia do alimento, expressado como energias liquidas (Eli) ou
nutrientes digestiveis totais (NDT). Van Soest, (1963).

5.2.2. Material e métodos

Para o desenvolvimento do procedimento é necesséria a utilizacao dos
seguintes materiais:

a) Estufa de secagem e esterilizacdo (temperatura = 105°C);

b) Cadinho filtrante de vidro borossilicato com placa porosa de vidro
sinterizado, porosidade média a grossa (100 a 160 mm);

c) Balanca analitica com precisao mais ou menos 0,1 mg;

d) Dessecador a vacuo, com luva, tampa e fundo, em vidro borossilicato,
equipado com placa de porcelana e silica gel azul;

e) Forno de mufla com controlador de temperatura;
f) Bloco digestor para 40 provas;

g) Tubos de digestao de 25 “250 mm;

h) Sistema de vacuo.

5.2.3. Reagentes e solucdes

A solucao é preparada com reagentes quimicos de grau analitico e 4gua
destilada ou deionizada.

a) Brometo de cetil trimetilaménio - CTAB, [C, H_,N(CH,) Brl;
b) Acido sulfdrico concentrado, 97-98% (H,SO,);
c) Acetona, p.a. [(CH,),COI;

d) Deca-hidronaftaleno, p.a. (C, H,,) (decalina - antiespumante);

e) Solucéo de acido sulfurico 0,5 mol L.
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5.2.3.1. Solucao de fibra detergente acido (FDA)
a) Colocar a metade de agua destilada em um garrafao de 5000 ml;

b) Pesar 255,4 g de acidos sulfuricos e adicionar ao garrafao, completando
a seguir o volume de 5000 ml com agua destilada;

c) Pesar 102,0 g de CTAB em um béquer de 1000 ml e diluir o CTAB com
a solucéo de 4acido sulfarico (H,SO,) ja preparada anteriormente;

d) Colocar no agitador magnético para dissolver a solucdo, observando
para que figue bem homogeneizada;

e) Colocar com cuidado no garrafdo devidamente calibrado e etiquetado
para que ndo ocorra espuma.

5.2.4. Procedimento
a) Organizar as amostras;

b) Pesar 0,300 g da amostra em tubos de ensaio graduado de 50 ml
(modificacdo implantada no Laboratério de Bromatologia e Nutricao
Animal-LBNA/Embrapa Clima Temperado);

c) Colocar 35 ml da solucéao de fibra em detergente acido (FDA)
(modificacdo implantada no LBNA/Embrapa Clima Temperado);

d) Levar os tubos ao bloco digestor a uma temperatura entre 120°C a
125°C. Colocar metade dos tubos no bloco dando um intervalo de 5 a 10
minutos para colocar o restante. Cuidar para nao ferver acima da
temperatura indicada (controlar a mesma), para nao derramar no bloco
digestor. Quando comecar a ferver deixar por mais 1 hora no bloco,
mexendo os tubos para a amostra nao subir acima da solucao de FDA
(modificacdo implantada no LBNA/Embrapa Clima Temperado);

e) Colocar os cadinhos de vidro (gooch) para secar em estufa a 105°C por
1 hora;

f) Retirar os cadinho de vidro (gooch) da estufa e colocar em dessecador
para esfriar. Apés, tara-los;
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g) Filtrar em cadinho de vidro (gooch), usando pequena succdo (em bomba
de vacuo). Dispersar o residuo com bastao de vidro e lavar duas vezes, no
minimo, com agua quente (90 a 100°C), tendo o cuidado de lavar as
paredes do tubo até sair todo o residuo da amostra (modificacao
implantada no LBNA/Embrapa Clima Temperado);

h) Fazer duas lavagens com acetona (30-40 ml) até que a amostra se
torne incolor, em toda a amostra, afim de que o solvente entre em contato
com as particulas da fibra;

i) Secar em estufa a 105°C, durante 4 horas, ou deixar durante a noite
(modificacao implantada no LBNA/Embrapa Clima Temperado);

j) Colocar em dessecador por 1 hora para esfriar e pesar.

Ver a seguir, na Tabela 14, modelo de ficha para apresentacao de
resultados.

5.2.5. Férmula Final para FDA

(Gooch + Amostra) — Peso(gooch)

%FDA = x100

Peso(Amostra)

5.2.6. Ajuste a base de 100 % da matéria seca

Y%resultado
Baseseca=—x
%MS(105°C)

Onde:
%resultado = % de Fibra em Detergente Acido na amostra

%MS(105°C) = % de matéria seca na amostra
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TABELA 14. Determinacdo da % de Fibra em Detergente Acido.

EMBRAPA CLIMA TEMPERADO

LABORATORIO DE BROMATOLOGIA E NUTRICAO ANIMAL
DETERMINAGCAO DA % DE FIBRA EM DETERGENTE ACIDO
N° DO PROJETO:

RESPONSAVEL:
DATA: N° do Lote:
Amostra N° Peso Peso Peso | Gooch +
dentificaco] %FDA| QDA
N° Cipsula| Capsulal Anostra| Gooch| Amostra

Anélises corrigidas a 100% da Matéria Seca a 105°C

5.3. DETERMINACAO DE LIGNINA EM DETERGENTE
ACIDO (LDA)

5.3.1. Principio

O termo lignina é usado para designar um grupo de substancias com
unidades basicas quimicas semelhantes. A determinacao da lignina é feita
a partir da fibra em detergente acido (celulose, lignina, cutina, minerais e
silica). Existem dois métodos de determinacao: o método do acido sulfdrico
a 72% e do permanganato de potassio. A escolha de um ou outro método
vai depender do tipo de material a ser analisado e do objetivo dos dados
que se quer obter.
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O detergente remove a proteina e outros materiais soliveis em acido, os
quais interferem com a determinacao da lignina. O principio do processo é
o de que o residuo da fibra em detergente acido é primeiramente
lignocelulose no qual a celulose é dissolvida pela solugéo de H,SO, a 72%.
O residuo remanescente consiste de lignina e cinzas insolUveis em acido:
entretanto, em amostra contendo altas quantidades de cutina, ela sera
medida como parte da lignina. Quicke, (1959).

A maioria dos vegetais superiores contém, pelo menos, alguma fracao de
lignina. O conteldo de lignina varia de 4 a 12%, podendo chegar, nas
forrageiras mais fibrosas, a 20 % da matéria seca. E a fracdo menos
digestivel do alimento. Van Soest, (1968).

5.3.2. Material necessario
a) Estufa de secagem e esterilizacdo (temperatura = 105°C);

b) Cadinho filtrante de vidro borossilicato com placa porosa de vidro
sinterizado, porosidade média grossa (100 a 160 mm);

c) Balanca analitica com precisao mais ou menos 0,1 mg;

d) Dessecador a vacuo, com luva, tampa e fundo, em vidro borossilicato,
equipado com placa de porcelana e silica gel azul;

e) Forno de mufla com controlador de temperatura;
f) Bloco digestor para 40 provas;

g) Tubos de digestao de 25 “250 mm;

h) Sistema de véacuo;

i) Bandeja de vidro ou plastica apropriada;

j) Bastao de vidro (bastonetes).

5.3.3. Reagentes e solucdes

Esta solucao deve ser preparada com reagentes quimicos de grau analitico
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e dgua destilada e deionizada.

a) Acido sulfdrico concentrado, 97-98% (H,SO,);

b) Solucéao de acido sulfarico a 72%;

c¢) Solucao de fibra em detergente acida;

d) Acetona p.a.;

e) Agua destilada ou deionizada quente.

5.3.3.1. Solugéo de H,SO, a 72%

a) Preparar dentro da capela devido a liberacao de gases téxicos;

b) Em uma proveta de 1000 ml, medir 280 ml de dgua destilado ou
deionizada e adicionar 720 ml de H,SO, concentrado;

c) Deixar esfriar e completar o volume, somente uma vez, com agua
destilada;

d) Transferir para recipiente apropriado e etiquetado.
5.3.4. Procedimento

a) Pesar 0,700 g de amostra em tubo de ensaio de 50 ml, (modificacao
implantada no Laboratério de Bromatologia e Nutriciao Animal-LBNA/
Embrapa Clima Temperado);

b) Determinar a fibra em detergente acido FDA (conforme item 5.2);

c¢) Cobrir o cadinho filtrante (porosidade N°1) com &acido sulfarico a 72%
(AS-72%) a 15°C. Mexer com bastao de vidro até formar uma pasta
macia, com objetivo de desmanche de todos os grumos;

d) Encher o cadinho filtrante com &acido sulfurico a 72% (AS-72% mais ou
menos pela metade) e homogeneizar. Deixe o bastao de vidro dentro do
cadinho;

e) A medida que o acido vai sendo filtrado, colocar mais acido sulftrico a
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72% (AS-72%); nao é necessario encher o cadinho. Proceder assim a
cada hora, trés adicdes sao suficientes;

f) Deixar o cadinho durante 3 horas em repouso a temperatura ambiente;

g) Filtrar o cadinho em sistema de vacuo para retirar o maximo de acido
sulfurico 72% da amostra;

h) Lavar a amostra com agua quente até que esteja livre de acido sulfdrico
72%. Sempre mexendo com bastéo de vidro; lavar o bastdo durante a
lavagem até que esteja livre de residuo de amostra;

i) O cadinho com a amostra deve ser colocado em estufa a 105°C por 4
horas;

j) Pesar o cadinho com a amostra e anotar o peso em ficha apropriada;

k) Incinerar a amostra em forno de mufla a 550°C por 4 horas, sendo que
a temperatura deve ser aumentada de 100 em 100°C para evitar-se a
quebra dos cadinhos filtrante (gooch), pois materiais de vidro sofrem
danificacOes a temperaturas bruscas elevadas; apés essa etapa colocar no
dessecador e pesar novamente; anotar o peso em ficha apropriada
(modificacdo implantada no LBNA/Embrapa Clima Temperado).

5.3.5. Formula

PAAc— P
%ng :C—Cx

100

Onde:

%Lig = Percentual de lignina acido
PAAc = Peso da amostra acida

PC = Peso do cadinho (gooch)

PA = Peso da amostra
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5.3.6. Correcao a base de 100 % da matéria seca

Yoresultado
Baseseca=—x
%MS(105°C)

Onde:
%resultado = % de Lignina acido na amostra

%MS(105°C) = % de matéria seca na amostra

5.4. DETERMINACAO DE LIGNINA - METODO DO
PERMANGANATO

5.4.1. Material necesséario

a) Bandeja plastica ou de vidro (profundidade minima de 4 cm);
b) Bomba a vacuo.

5.4.2. Reagentes e solucdes

a) Etanol p.a 95% (CH,CH,OH);

b) Acido oxalico (H,C.O

27274

.2H,0);

c) Acido cloridrico (HCI);

d) Permanganato de potassio p.a. (KMnO,);
e) Nitrato férrico p.a. [Fe(NO,),.9H,01;

f) Nitrato de prata p.a. (AgNO,);

g) Acetato de potassio p.a. (C,H,KO,);

h) Acido acético glacial (CH,COOH);

i) Alcool butilico terciario p.a. [(CH,),COHI.
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5.4.2.1. Solucdo de etanol 80% v/v

a) Misturar 845 ml de etanol p.a. 95% com 155 ml de 4gua destilada.
5.4.2.2. Solucdo desmineralizante

a) Pesar b0 g de acido oxalico e dissolver em 700 ml de etanol p.a. 95%;
b) Transferir para baldao volumétrico de 1.000 mi;

c) Adicionar 50 ml de acido cloridrico 12 N, deixar esfriar, aferir e
homogeneizar;

d) Transferir para recipiente apropriado e etiquetado.
5.4.2.3. Solucao de permanganato de potassio 5%

a) Pesar 50 g de permanganato de potéssio p.a. e dissolver
gradativamente sob aquecimento em mais ou menos 400 ml de 4gua
destilada;

b) Transferir para baldo volumétrico de 1.000 ml, lavando o recipiente da
dissolucao com agua destilada. Deixar esfriar, aferir e homogeneizar;

c) Guardar esta solucao em frasco ambar livre da incidéncia direta da luz
solar.

5.4.2.4. Solucdo tampao

a) Pesar 6 g de nitrato férrico p.a. e 0,15 g de nitrato de prata p.a. e
dissolver em 100 ml de dgua destilada;

b) Dissolver 5,0 g de acetato de potassio p.a. em 500 ml de acido acético
glacial p.a.; adicionar, a primeira solucao, com mais 400 ml de alcool
butilico terciério p.a. e homogeneizar;

c) Transferir para recipiente apropriado e etiquetado
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5.4.2.5. Solucdo combinada

a) Misturar a solucao de permanganato de potassio e a tampao na razao
2:1 v/v, respectivamente;

b) Esta solucao deve ser guardada por uma semana, no maximo, em
refrigerador, e na auséncia de luz, caso nao venha a ser utilizada;

c) A coloracao normal desta solucao é violeta;
d) Transferir para recipiente apropriado e etiquetado.
5.4.3. Procedimento

a) Pesar 0,700 g de amostra em tubo de ensaio de 50 ml, (modificacao
implantada no Laboratério de Bromatologia e Nutricido Animal-LBNA/
Embrapa Clima Temperado);

b) Colocar os cadinhos, contendo a fibra em detergente acido (conforme
item 5.2); em bandeja com uma camada de dgua de 2-3 cm de altura;

c) Adicionar 30 ml da solucao combinada (conforme item 5.4.2.5) em
cada cadinho;

d) Observar que o nivel da solucdo e da 4gua na bandeja seja o mesmo;

e) Colocar um bastdo de vidro em cada cadinho, a fim de agitar o
conteudo do mesmo, deixando-o por 90 minutos;

f) Filtrar a solucao combinada por succao a vacuo, renovar a dgua da
bandeja e colocar 20 ml da solucédo desmineralizante;

g) Agitar o meio e deixar por mais ou menos 10 minutos, succionar e
renovar a solucao desmineralizante (20 ml). Deixar por 30 minutos,
agitando duas vezes;

h) Lavar com etanol 80% e acetona, respectivamente, por duas vezes com
quantidade suficiente para cobrir a amostra;

i) Secar os cadinhos por, no minimo, 4 horas em estufa a 105°C. Esfriar
em dessecador e pesar;
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i) Incinerar em forno de mufla a 500°C por 2 horas. Esfriar em dessecador
e pesar.

5.4.4. Resultados

%Lig = A-B x100
PAx%MS(105°C)
%Cel = B-C %100
PAXx%MS(105°C)
Onde:

%Lig = Percentual de lignina

%Cel = Percentual de celulose

PA = Peso da amostra

MS(105°C) = Matéria secaa 105°C

A

Peso do cadinho + FDA
B = Peso do cadinho + Celulose + cinza residual
C = Peso do cadinho + cinza residual

5.4.5. Correcao a base de 100 % da matéria seca

Y%resultado
Baseseca=—x
%MS(105°C)

Onde:
%resultado = % de Lignina acida na amostra

%MS(105°C) = % de matéria seca na amostra

Ver a seguir, na Tabela 15, modelo de ficha para apresentacao de
resultados.
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TABELA 15. Determinacédo da % de Lignina Acida

EMBRAPA CLIMA TEMPERADO

LABORATORIO DE BROMATOLOGIA E NUTRICAO ANIMAL
DETERMINACAO DA % DE LIGNINA ACIDA

N° DO PROJETO:

RESPONSAVEL:
DATA: N° do Lote:
Amostra Ne Peso Peso Gooch + | Gooch +
Identificacio % Lig.| O Lig.
N° Gooch | Amostra| Gooch| Amostra Ac. Cinza

Andlises corrigidas a 100% da Matéria Seca a 105°C

6. VALOR RELATIVO NUTRICIONAL (V.R.N.)
6.1. PRINCIPIO

E um indice que mede a quantidade da silagem ou forragens em geral,
combinando a Digestibilidade e o Potencial de Ingestdo. Uma forrageira de
6tima qualidade apresenta valor relativo nutricional (V.R.N.) de mais ou
menos 150. Peixoto (1993).

A forragem de referéncia é a alfafa em floracao plena (41% F.D.A. e
53% F.D.N.) para qual se fixou um V.R.N. igual a 100.

O calculo do V.R.N. pode ser feito através da férmula a seguir.
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6.2. FORMULA

(DMS x IMS))
1,29

VRN =
DMS =88,9—(0,779x FDA)

vs =20
FDN

Onde:
VRN = Valor relativo nutricional
D.M.S. = Digestibilidade da matéria seca

[.M.S. = Ingestdo da matéria seca
6.3. COMENTARIO

Na pratica, o conhecimento do V.R.N. faz com que haja um
direcionamento em funcao do potencial do animal. Quanto maior o V.R.N.
melhor o seu aproveitamento pelos animais de alto potencial produtivo.

7. AVALIACAO ENERGETICA DOS ALIMENTOS
7.1. INTRODUCAO

Na Zootecnia, em nutricao animal, existe um tema dos mais importantes
para o qual a informacao, embora em abundéncia, ndo se encontra
abordada de modo completo nas literaturas existentes. Trata-se do estudo
do valor nutritivo dos alimentos, assim como a maneira de expressa-lo, de
forma prética, de modo a permitir o célculo de racdes balanceadas. E
muito dificil, se ndo impossivel, estabelecer um denominador comum em
relacdo ao valor nutritivo dos alimentos, ja que uma forragem rica em
proteina, por exemplo, pode ser pobre em vitaminas ou mineral. A farinha
de osso, por exemplo, é excelente como fornecedora de minerais, mas,
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praticamente a isso limita-se o seu valor. Nao é compativel, por exemplo,
com o farelo de soja, cuja funcao na racao é a de um suplemento protéico.
Ambos, dentro das suas finalidades, sao importantes e necessarios, face
as diferentes exigéncias nutritivas dos animais, a fim de tornar os
alimentos compativeis, no aspecto da nutricdo animal, com o aspecto
econdmico. Peixoto (1993).

Por esse motivo, cientistas de varios paises pesquisaram metodologias que
permitissem o desenvolvimento de padrdoes em varios centros de pesquisa,
destacando-se os europeus e os americanos. Todos foram unanimes em
fixar que o principal valor de um alimento estd no seu contetudo
energético. A condicao principal para o organismo animal é o fornecimento
de quantidades adequadas de energia, necessarias ao desenvolvimento e
manutensao de suas funcdes vitais. (De nada adianta riqueza em
nutrientes como o ligoelementos, vitaminas, aminoacidos etc.). A energia
que o organismo animal requer provém da matéria organica que compoe o
alimento, que pode provir, tanto dos hidratos de carbono, das gorduras,
bem como das proteinas. Todos esses nutrientes sao importantes para,
uma vez assimilados pelo animal, cederem energia.

Deseja-se obter uma idéia de uma magnitude, fazendo-se a sua
mensuracao, ou seja, comparando-a com outra magnitude bem conhecida,
considerada como unidade padrao. Entao, a amostra padrao com valor
conhecido, serve para fazer as comparacdes com os valores medidos nas
amostras estudadas.

Sao caracteristicas fundamentais das unidades de medida:
- Valores conhecidos universalmente;
- Rigorosamente constantes desde um ponto de vista quantitativo;

- Homogéneas com as magnitudes que se medem, desde um ponto de vista
qualitativo;

- Proporcionais nas magnitudes que se medem.

A magnitude que se mede, neste caso, é o valor nutritivo das forragens,
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ou mais precisamente, o valor energético. Veremos mais adiante, como os
diversos métodos preconizados preenchem esses requisitos. Teixeira
(1998).

7.2. FORMULAS DE CALCULOS DAS ENERGIAS
PARA SILAGENS

7.2.1. Nutrientes digestiveis totais (NDT)

Nutrientes digestiveis totais (NDT) é uma medida do valor energético dos
alimentos usada nos Estados Unidos, sendo muito conhecida no Brasil.

A sua determinacao baseia-se na determinacao quimica, dentro do
esquema de Weende, dos componentes organicos do alimento, e do
conhecimento dos correspondentes coeficientes de digestibilidade.

Determina-se a fibra em detergente acido; apds, aplica-se na Férmula do
NDT que se segue:

NDT =87,84—(0,7x%FDA)

7.2.2. Digestibilidade da matéria seca (DMS)

A digestibilidade é a relacdo entre a quantidade de alimento que o animal
ingere e a que digere, sendo esta Ultima aquela parcela que é efetivamente
assimilada, que entra no metabolismo propriamente dito do organismo
animal.

Determina-se a fibra em detergente acido; apés, aplica-se na Férmula da
DMS que segue:

DMS =88,9—(0,779x % FDA)
7.2.3. Energia digestivel (ED)

Energia digestivel de um alimento é a energia expressa em calorias
provenientes da diferenca da sua energia bruta e da energia bruta contida
nas fezes (ED = E.B.A. - E.B.F.). E, no entanto, essencialmente, um
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conceito que envolve a fase da digestibilidade do animal.

Pode-se, assim, obter o valor dos alimentos expressos em E.D. a partir de
valores conhecidos de NDT, considerando que 1 kg de N.D.T., contém 4,4
quilocalorias, conforme foi estabelecido por Crampton e Harris (1969) e
outros autores que tomaram como base trabalhos em que foram feitas
determinacdes, simultaneamente, de N.D.T. e E.D. Enfim, para se obter a
Energia Digestivel, utiliza-se a férmula abaixo:

ED = NDT x0,04409

7.2.4. Energia metabolizavel (EM)

Como viu-se anteriormente, a E.D. leva em conta somente a perda que
ocorre nas excrecoes sélidas, que embora seja a de maior magnitude, nao
€ a Unica. Perdas ocorrem também na urina e nos chamados gases de
combustdo (metano) provenientes de fermentacoes, principalmente por
parte dos ruminantes.

A medida energética que leva em consideracao tais perdas é a chamada
Energia Metabolizavel, constituindo-se, pois, em um sistema perfeito.

Da fibra em detergente acido, calcula-se o NDT, e do NDT calcula-se a
energia metabolizavel, conforme férmula abaixo.

EM = EDx0.,82

7.2.5. Fibra bruta (FB)

O termo fibra bruta engloba as fracdes de celulose e lignina insoltvel. Do
ponto de vista quimico, fibra bruta é a parte dos carboidrato resistente ao
tratamento sucessivo com 4cido e base diluidos.
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Fibra bruta em si ndo é um nutriente. Integram-se nutrientes como a
celulose e hemiceluloses, mas também a lignina, substancia orgéanica de
composicao variavel e nao bem definida, altamente indigestivel.

A partir da fibra em detergente acido aplica-se a equacao abaixo:
FB =FDAx0,83
7.2.6. Energia liquida (EL)

E sabido que apds uma refeicdo ha, no organismo animal, uma elevacdo de
temperatura, elevacao essa que variard com a natureza dos alimentos
digeridos. Tal elevacao de temperatura é chamada de “incremento de
calor” e considerada inutil j4 que, como se sabe, o animal é incapaz de
transformar energia térmica em outra forma de energia.

Ao deduzir-se o incremento de calor da Energia Metabolizavel, obtém-se o
que chamamos de Energia Liquida, ou seja, aquela parte da energia bruta
do alimento que é efetivamente Gtil ao metabolismo do animal.

Esta concepcao do valor energético da forragem é considerada
teoricamente a mais perfeita.

_EM-IC
MSA

EL = KCal /| KG(de MS)

Onde:

EL = Energia liquida

EM = Energia metabolizavel
IC = Incremento de calor

MSA = Matéria seca do alimento
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7.3. FORMULAS DE CALCULOS DAS ENERGIAS
PARA RACAO ANIMAL

7.3.1. Nutrientes digestiveis totais % (NDT)
7.3.1.1. Racéao Total

NDT =93,53-(1,03x FDA)

7.3.1.2. Racao Concentrada

NDT =81,41-(0,60x FB)

7.3.1.3. Milho (gréo)

NDT =99,72—-(1,927x FDA)

7.3.1.4. Graos Pequenos

NDT =4,898+(ELx40,767)

7.3.2. Energia liquida lactacao (\Mcal/kg)
7.3.2.1. Racéao Total

EL =(NDT x0,0245)—-0,12

7.3.2.2. Racao Concentrada

EL =(NDT x0,0245)—-0,12

7.3.2.3. Milho (gréo)

EL = {1,036 -(0,0203x FDA)}/ 0,454

7.3.2.4. Graos Pequenos

EL =1{0,9265—(0,00793x FDA)}/ 0,454

7.4. ENERGIA LiQUIDA DE MANTENCA (ELM) (MCAL/
KG)

ELm = {137 EM)—(1,12)— (0,137 x EM* }+(0,0105x EM * )}x 0,454
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7.5. ENERGIA LIQUIDA DE GANHO (ELG) (MCAL/KG)
ELg = {(1,42x EM )~ (1,65)— (0,174 EM * )+(0,0122x EM* )}x 0,454

8. MACRONUTRIENTES (N, P, K, CA E MG) EM
PLANTAS E RESIDUOS ORGANICOS

8.1. PRINCIPIO

Esta metodologia possibilita determinar cinco macro elementos com uma
Unica digest&o por peréxido de hidrogénio (H,0,) e acido sulfarico (H,SO,)
com mistura de digestao. A recuperacao destes nutrientes é semelhante a
obtida com os métodos de Kjeldahl Bremner (1965) para N e por digestao
nitro-percldrica para os outros nutrientes. Johnson; Ulrich (1959).

Os métodos de determinacao selecionados sao isentos de interferéncias
nas condicoes recomendadas.

8.2. METODOLOGIA ADOTADA

A mistura de H,0, mais H,SO, propicia uma pré-digestdo da amostra
atingindo uma temperatura de 180°-190°C. Esta oxidacao parcial de
compostos organicos evita a formacao de espuma e a frequente perda de
material apés a adi¢éo de H,SO,, no inicio do aquecimento Tedesco,
(1982).

Deve-se elevar e manter a temperatura a 350°-375°C para obter a
digestao completa do material no bloco digestor (verificar a temperatura
com termdmetro).

Sao utilizados para a digestao das amostras tubos de ensaio (também
denominados de tubos de digestao) de 25x250 mm em vidro pyrex. Estes
tubos devem ser adquiridos ja marcados nas capacidades de 20 e 50 ml.

A diluicdo no préprio tubo de digestao facilita o procedimento. O erro
visual é de aproximadamente 1%. A homogeneizacdo da mistura é feita
com ar comprimido (utilizando bomba de laboratério, com filtro na linha do
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ar para evitar contaminacao das amostras com 6leo). Pode-se, também,
agitar no préprio tubo com agitador “vortex”.

Apbs a decantacao (6 — 12 horas), sao retiradas aliquotas do extrato para
as varias determinacdes, nao havendo necessidade de filtracao.

8.2.1. Nitrogénio

O teor de N varia com a espécie, variedade botanica, cultivar, parte do
desenvolvimento e estado nutricional da planta. Em geral situa-se entre
0,5e5%.

A recuperacdo quantitativa do N é dificultada pela presenca no tecido
vegetal de compostos heterociclicos “refratarios” como o nicotinico e
piridina, ou outros contendo ligacdes N-N e N-O. Devem ser utilizados,
portanto, na digestao, catalisadores (cobre e selénio) e alta temperatura
(esses sdo os motivos de se utilizar temperatura entre 350°-375°C): a
adicdo de sais como Na,SO, eleva o ponto de ebulicdo do &cido.

O procedimento adotado é baseado no método recomendado por Bremner
(1965) para solos, com inclusédo da H,0,. As proporgdes de reagentes
foram mantidas.

Para a determinagdo do NH, +, uma aliquota de 10-20 ml é destilada em
micro-destilador, conforme descrito por Bremner e Edwards (1965) e
modificado por Tedesco e Gianello (1979), apés a adicao de NaOH,
coletando-se o destilado em indicador &cido bérico e titulando-se com
H,SO, diluido.

8.2.2. Fosforo
O teor de P no tecido vegetal varia em geral entre 0,08 ¢ 1,5%.

Adiciona-se uma aliquota do extrato apés adicao de molibdato de amoénio e
acido aminonaftolsulfénico e determina-se por espectofotometria. Este
método possui sensibilidade adequada sendo livre de interferéncias por
H,0, e sais da mistura de digestao.
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8.2.3. Potassio

O teor de K no tecido vegetal varia na maior parte dos casos entre 0,2 e
10%.

E determinado por fotometria de chama ap6s a diluicdo do extrato,
ajustando-se a sensibilidade do aparelho para os padroes adequados.

A presenca de Na = (aproximadamente 420 mg/L") ndo causa
interferéncia, observando-se, entretanto, o efeito supressor de ionizacao
Tedesco (1982).

8.2.4. Calcio e Magnésio

Os teores de Ca no tecido vegetal variam geralmente entre 0,05 e 2,5%,
e os de Mg entre 0,02 e 1,5%. Sao determinados por espectrofotometria
de absorcao atémica ap6s a diluicdo do extrato e a adicao de La ou Sr em
solucao 4cida.

8.3. MATERIAL NECESSARIO

a) Bloco digestor para tubos de digestao de 25 x 250 mm com controle
eletrénico de temperatura com capacidade para 40 provas;

b) Espectrofotdmetro de absorcéo atdmica;
c) Fotdmetro de chama;
d) Espectrofotometro (visivel);

e) Destilador de arraste de vapor (micro-Kjeldahl), conforme descricao no
capitulo;

f) Microbureta de 5 ml com carregamento automatico (graduacao de 0,01
ml).

8.4. REAGENTES E SOLUCOES
a) Acido sulfdrico concentrado (H,SO,);

b) Peréxido de hidrogénio (H,0,);
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c) Sulfato de sédio (Na,SO,);

d) Sulfato de cobre (CuSO,.5H,0);

e) Hidréxido de sédio (NaOH);

f) Acido bérico (H,BO,);

g) Molibdato de aménio (NH4)6Mo07024.4H20 0,38%).

8.4.1. Solucéo de peréxido de hidrogénio (H,0,) a 30%

a) Perdxido de hidrogénio (H,0,) a 30%: E volatilizado o O, com o tempo,
necessitando de armazenamento em frasco adequado protegido da luz
(pode ser usado o produto comercial de 130 volumes, de baixo custo).

8.4.2. Mistura de digestao

a) Moer 100 g de Na,SO,, 10 g de CuSO,.5H,0 e 1 g de selénio (ou
selenito, fazer conversao teor de agua, para calcular o peso necessério de
selenito em equivaléncia ao selénio), e misturar bem.

8.4.3. Solucéo de hidréxido de sédio (NaOH) 10 mol

a) Dissolver 400 g de NaOH (produto técnico) em 800 ml de H,0O destilada
em copo de béquer de pyrex (ou aco inox);

b) Ap6s esfriar, transferir para baldao volumétrico de 1 litro e completar o
volume;

c) Guardar em recipiente plastico.
8.4.4. Solucao de indicador de acido bérico

a) Pesar 40 g de acido bérico em um béquer de 1000 ml dissolvendo o
acido com agua destilada quente (em torno de 400 ml de dgua destilada);

b) Deixar esfriar e transferir para o balao volumétrico de 2000 mi;

c) Medir 40 ml de solucao obtida pela dissolucao de 0,660 g de verde de
bromocressol e 0,330 g de vermelho de metila em baldo de 100 ml de
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etanol 95% (produto técnico), em proveta de 50 ml, e 400 ml de alcool
etilico ou comum em proveta de 500 ml;

d) Misturar as solucdes no balao volumétrico de 2000 ml e adicionar
cuidadosamente cerca de no maximo 9 ml de NaOH O, 1N sendo que deve
ser colocado de 1 ml em 1 ml, até que observe-se uma minima mudanca
de cor de roxo para verde claro;

e) Para saber se a solucao esta pronta, adicionar em um béquer de 50 ml,
1 ml de 4gua destilada e colocar 1 ml do indicador de &cido bérico. (O
ponto de viragem é verde claro);

f) Completar o volume com agua destilada e homogeneizar. Guardar em
frasco escuro.

8.4.5. Solucéo de acido sulfarico (H,SO,) 0,025 mol

a) Dissolver 1,4 ml de H,SO, concentrado e elevar a 1000 ml com agua
destilada (1 ml desta solucao gasto na titulacao corresponde a 700 ug de
N).

8.4.6. Solucdo de molibdato de amonio

8.4.6.1. Preparo de 10 L de solucao P-B (HCI 0,87M e
(NH,);Mo.0,,.4H,0 0,38%]):

a) Dissolver 38,0 g de molibdato de aménio (NH,) Mo,0,,.4H,0 0,38%)

724"
em 1500 ml de dgua destilada previamente aquecida a 60°C em copo de

béquer de 2.000 ml;

b) Deixar esfriar e transferir para um baldao volumétrico de 2.000 ml e
completar o volume com agua destilada;

c) Transferir para um tambor plastico com capacidade de 10 L;

d) Colocar aproximadamente 800 ml de dgua destilada ou deionizada em
baldo volume de 2.000 ml;

e) Adicionar 707 ml de HCI concentrado (d = 1,191:37,7% e 12,31M) e
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agitar (se o acido nao tiver estas especificacdes consultar a Tabela 21
para a modificacao da quantidade a usar);

f) Completar o volume com agua destilada e agitar;

g) Transferir para o tambor plastico de 10 L onde ja se encontra a solucao
de molibdato de amoénio e agitar;

h) Adicionar 6 L de agua destilada ou deionizada utilizando balbes
volumétricos de 2.000 ml e agitar bem o tambor para uma perfeita
homogeneizacao da solucao.

8.4.6.2. Preparo da solucao P-C (acido 1-amino-2naftol-4-
sulfénico, sulfito de sédio e metabissulfito de sédio):

a) Preparar um estoque de p6 redutor, misturando e triturando em um
almofariz os seguintes reagentes:

I. &cido 1-amino-2naftol-4-sulfénico: 2,50 g;
Il. sulfito de s6dio (Na,SO,): 5 g;
lll. metabissulfito de sédio (Na,S,0,): 146 g.

b) Guardar o pé redutor em vidro fosco, envolto com folha de aluminio (no
maximo 40 dias);

c) Dissolver 32 g do pé redutor (item I, Il e Ill) em 200 ml de agua
destilada morna (50°-60°C) em copo de béquer;

d) Transferir para um vidro e deixar em repouso até cristalizar. O tempo
de cristalizacdo é de 3 a 6 dias. Depois de cristalizado pode ser filtrado. E
necessario preparar nova solucao a cada 3 semanas.

8.4.7. Solucao de estroncio a 0,3% em HCI 0,2 M

a) Diluir 5,42 g de SrCl, e 16,7 ml de HCI concentrado a 1 L com agua
destilada ou deionizada.
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8.4.8. Solucao de magnésio (1.200 mg L' de Mg?*)

a) Pesar 0,600 g de Mg metalico. Dissolver em 10 ml de HCl a 50%.
Completar o volume a 500 ml com agua destilada ou deionizada.

8.4.9. Solucédo de padrao misto de P, K, Ca e Mg

a) Pesar 1,999 g de CaCO, (seco a 105°C por 2 horas) e colocar em baléo
volumétrico de 1 litro;

b) Adicionar 20 ml de HCI 50% para dissolver. Adicionar 1,318 g de
KH,PO, e 3,472 g de KClI (secos a 105°C por 2 horas);

c) Adicionar 200 ml da solucao de magnésio (com 1,200 mg/L-1 de Mg) e
completar o volume com agua destilada;

d) Esta solucao contém 300 mg/L-1 de P, 2,200 mg/L-1 de K, 800 mg/L-1
de Ca e 240 mg/L-1 de Mg.

8.5. PROCEDIMENTO
8.5.1. Digestdo das amostras

a) Pesar 0,200 g da amostra e colocar em tubo de digestao seco. (usar
funil de haste longa e diametro interno de 10 mm);

b) Adicionar 1 ml de H,0,;

c) Adicionar vagarosamente 2 ml de H,SO, concentrado (a reacéo é
rapida); fazer o procedimento na capela;

d) Adicionar 0,7 g da mistura de digestao (usar medida calibrada (dosador)
e funil de haste longa e didametro interno de 10 mm);

e) Colocar no bloco digestor a 160°-180°C até evaporar a dgua, para
evitar projecao do liquido para fora do tubo (a solucao escurece devido a
oxidacao de compostos organicos solluveis ndo decompostos, por
apresentar temperatura mais baixa);
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f) Aumentar a temperatura a 350°-375°C. Apés clarear (cor amarelo-
esverdeada) manter esta temperatura por 1 hora;

g) Retirar os frascos do bloco e deixar esfriar (colocar o conjunto numa
placa de amianto ou madeira para evitar choque térmico);

h) Completar o volume com agua destilada até a marca de afericdo de 50
ml (o tubo deve ter a temperatura de 50°-60°C, suportavel ao tato, para
evitar solidificacdo da amostra);

i) Agitar com ar comprimido (usar um tubo capilar ou pipeta de 1 ml,
colocando um filtro de algodao no tubo flexivel. Lavar e enxaguar o capilar
entre o processamento de cada amostra);

j) Transferir para frascos “snap-cap” de 90 ml. Deixar decantar algumas
horas antes de retirar as aliquotas para as determinacdes de P, K, Ca e
Mg (pode-se, também, deixar decantando durante a noite).

8.5.1.1. Observacées

a) Para as curva padrao, medir (com microbureta) 0,0 -0,5-1,0-2,0 -
3,5 e 5,0 ml da solucao padrao misto para tubos de digestao, seguindo o
procedimento descrito a partir do item 8.5.1.b. Apds a diluicao a 50 ml,
ter-se-4 (Tabela 16):

TABELA 16. Diluicées para 50 ml da digestdo da amostra.

ml de padrédo: mg/L" 0,0 0,5 1,0 2,0 3,5 5,0
P 0,0 3.0 6.0 12,0 21,0 30,0
K 0,0 22,0 44,0 88,0 154,0 220,0
Ca 0,0 8.0 16,0 32,0 56,0 80,0
Mg 0,0 2,4 4,8 9,6 16,8 24,0

a) Com as diluicoes e os métodos de determinacao descritos abaixo, as
concentracdes finais serdo em mg/L-1 (Tabela 17):
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TABELA 17. Concentracoes finais

P 0,0 0,5 1,0 2,0 3,5 5,0
K 0,0 2,0 4,0 8,0 14,0 20,0
Ca 0,0 2,0 4,0 8,0 14,0 20,0
Mg 0,0 0,2 0,4 0.8 1,4 2,0

a) Nao é necessdrio repetir a curva a cada bateria (quando em trabalho
continuado com as mesmas solucdes e condicoes de trabalho), mas
somente a prova em branco e 2 padroes.

8.5.2. Determinacéo de nitrogénio (N)

a) Pipetar 10 ml do extrato para balao de destilacao de 100 ml (ajustar a
vazao do vapor a 35-40 ml em 3 a 4 minutos);

b) Adicionar 5 ml de NaOH 10 mol/L" e iniciar a destilacdo imediatamente
(receber o destilado em erlenmeyer de 50 ml contendo 5 ml de indicador
de acido borico);

c) Destilar até coletar 35-40 ml;

d) Titular com H,SO, 0,025 mol (usar microbureta de 5 ml).

8.5.2.1. Observacées

a) Iniciar com a prova em branco e observar se o valor obtido é aceitavel;

b) A determinacao de N é geralmente feita por ultimo, ndo sendo afetada
pela presenca do precipitado na aliquota;

c) O tempo requerido para a digestao, em geral, € menor nas anélises de
tecido, devido a menor quantidade de compostos refratarios presentes;

d) Cada ml de H,SO, 0,025 mol utilizado na titulagédo (descontando o
branco) corresponde a 700 ug/L'de N. Caso a concentracdo do acido
utilizado for diferente desta, calcular a concentracao de N utilizando o
fator;
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e) A sensibilidade do método (com as especificacdes dadas) é de 0,017%
de N (para 0,01 ml de acido utilizado na titulacdo). Maior sensibilidade
pode ser obtida destilando 20 ml do extrato;

f) Para maiores detalhes quanto a operacao do destilador semimicro-
kjeldahl consultar o manual do aparelho.

8.5.2.2. Calculos

a) Utilizar a férmula:

(ml H* am—-ml H*brjx700><5><5

%N =
10.000

(no caso de utilizar 0,200 g da amostra, destila-se 10 ml do extrato (apés
a diluicdo a 50 ml) e titula-se com H,SO, 0,025 mol).

b) Expressar o resultado em % de N (mm™), com 2 digitos decimais.
8.5.3. Determinacao de fésforo (P)

a) Transferir uma aliquota de 1 ml do extrato obtido através da digestao
da amostra para copo plastico descartavel de 50 ml. (usar seringa
calibrada);

b) Adicionar 2 ml de 4gua destilada. (usar seringa calibrada);
c) Adicionar 3 ml de solucao P-B. (usar seringa calibrada);
d) Adicionar 3 gotas de solucdo P-C;

e) Agitar e determinar a absorbancia em 660 nm apds quinze minutos.
(ap6s 20-35 minutos em dias frios).

8.5.3.1. Observacées

a) Utilizar as mesmas seringas calibradas para a preparacdo das amostras
e padroes;
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b) Amostras com alto teor de P (absorbéncia situada fora da parte reta da
curva padrao) devem ser diluidas convenientemente com o extrato da
prova em branco;

c) A sensibilidade do método (absorbancia igual 0,002) corresponde a
aproximadamente 0,0015% de P na amostra. Pode-se determinar até
aproximadamente 0,66 % de P na amostra sem diluicao;

d) Para leitura direta, pode-se ajustar o valor de 0,30% com o padrao de
2,0 mg/L" de P.

8.5.3.2. Calculos

a) Curva padrao de P;

Curva padrido de P y=0,2015x
R*=0,9996
1,00 -
s 0,80
2
« 0,60 -
=
5 040 -
8
< 0,20 -
0,00 \ \ \ \ \
0 1 2 3 4 5
P na solugio final (mg.L™")

b) Fator de concentracio; E determinado pela curva padréo.

c) Fator de diluicao;

>0 ><§><§=1,500
020 1 3
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A diluicdo pelo P-C nio esta sendo considerada.

a) Teor de P;

P(%) = LxFCxFD
10.000

Onde:

P(%) = é o teor de fésforo em porcentagem

L = Leitura

FC = Fator de concentracao

FD

Fator de diluicao
b) Expressar o resultado em % de P (mm™), com 2 digitos decimais.
8.5.4. Determinacao de potassio (K)

a) Retirar uma aliquota de 1 ml e transferir para um copo plastico
descartavel. (usar seringa calibrada);

b) Adicionar 10 ml de 4gua destilada ou deionizada;

c) Determinar a emissao de luz no fotdbmetro de chama.
8.5.4.1. Observacées

a) Nos fotbmetros que dispoem de controle de sensibilidade, ajusta-se o
maximo da escala com padrao adequado conforme as amostras. Se houver
amostras com baixo teor, estas podem ser determinadas utilizando como
ajuste maximo um padrao intermedidrio. As amostras com teor alto de K
podem ser analisadas utilizando como ajuste maximo o padrao maior.
Evita-se assim a necessidade de diluir as amostras;

b) A sensibilidade do método (leitura = 1), para o caso de ajustar o ponto
100 da escala com o padréo de 8 mg/L" de K na solucéo final corresponde
a2 0,022% de K na amostra. O teor maximo que pode ser determinado com
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a diluicdo recomendada é de 5,5% de K na amostra (ajustando-se a leitura
100 com o padrdo de 20 mg/L™");

c) Para leitura direta em fotdmetro com escala iluminada fixa pode-se
desenhar uma escala (em %) sobreposta a escala do aparelho, ajustando-
se o valor de 2,2% para o padrédo de 8 mg/L".

8.5.4.2. Calculos

a) Curva padrao de K;

Curva padrdo de Ky =0,0012x2 + 0,1079x
. R? = 0,9975
=
> 20,0
£
= 16,0
2
£ 12,0
o
S 8,0
3
o 4,0
g 0,0 v T T T T 1
* 0 20 40 60 80 100
Emissdao (unidade da escala)

b) Concentracdo na solucdo final (cs), determinada pela curva padrao;

c) Fator de diluicao;

= 50 ><£=2,750
0,20 1

d) Teor de K;

LxCSxFD

KO == 0000
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Onde:

K(%) = é o teor de potassio em porcentagem

L = Leitura

CS = Concentracdo na solucéo final

FD = Fator de diluicao

e) Expressar o resultado com 2 digitos decimais (em % mm').

8.5.5. Determinacédo de calcio e magnésio (simbolo
quimico — Ca e Mg)

a) Transferir uma aliquota de 2,5 ml do extrato para copo plastico
descartavel (usar seringa calibrada);

b) Adicionar 2,5 ml de dgua destilada ou deionizada;
c) Adicionar 5 ml da solucdo de Sr 0,3% em HCI 0,2 M;

d) Determinar a absorbéancia do Ca no fotémetro de absorcao (Observar as
instrucoes peculiares de cada aparelho);

e) Retirar uma aliquota de 5 ml (do copo plastico apds a leitura da
absorbancia do Ca);

f) Adicionar 10 ml de dgua destilada;
g) Determinar a absorbancia do Mg no fotébmetro de absorcao.
8.5.5.1. Observacées

a) Amostras com alto teor de Ca e Mg devem ser diluidas
convenientemente com o extrato da prova em banco [2 ml do extrato, 2
ml de dgua destilada e 4 ml da solucao de estroncio (Sr)];

b) Com a metodologia adotada é possivel determinar entre 0,002% e
0,83% de Ca e entre 0,001% e 0,57% de Mg na amostra, sem
necessidade de diluicao;
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c) Para a leitura direta do teor de Ca, ajustar o aparelho para 0,80% de
Ca com o padrao de 8,0 mg/L-1;

d) Para a leitura direta do teor de Mg, ajustar o aparelho para 0,24% de
Mg com o padrao de 8,0 mg/L-1.

8.5.5.2. Calculos
8.5.5.2.1. Calcio

a) Curva padrao de Ca;

Curva padrao de Ca y =0,0418x
R?=0,999
0,75
3 0,60
c
«_é: 0,45
o 0,30
3 0,15
< 3
0,00 ¢ \ ‘ ‘ ‘ ‘
0 4 8 12 16 20
Ca na solucgao final (mg.L'1)

b) Fator de concentracao: determinado pela curva padrao;

c) Fator de diluicao;

Dzixixmzl.ooo
0,20 2,5

d) Teor de Ca;

LxFCxFD

Cal”) =0 000
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Onde:
Ca(%) = é o teor de calcio em porcentagem
L = Leitura

FC

Fator de concentracao

FD = Fator de diluicao
e) Expressar o resultado com dois digitos decimais (% mm™).
8.5.5.2.2. Magnésio

a) Curva padrao de Mg;

Curva padrio de Mg y = 0,6644x
R? = 0,9999
0,80 -
3 0,60 -
[=
«
£ 0,40
o
3 0,20 -
< 3
0,00 : ‘ ‘ |
0 0,3 0,6 0,9 1,2
Mg na solugéo final (mg.L™)

b) Fator de concentracao: determinado pela curva padrao;
c) Fator de diluicao;

50 5 10 15

= X —x —x— =13.000
0,20 25 5
d)Teor de Mg;
LxFCxFD
M) = D

10.000
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Onde:
Mg(%) = é o teor de magnésio em porcentagem
L = Leitura

FC

Fator de concentracao
FD = Fator de diluicao

e) Expressar o resultado com dois digitos decimais (% mm™).

9. MICRONUTRIENTES (ZN, CU, MN E FE),
ENXOFRE E SODIO EM PLANTAS E RESIDUOS
ORGANICOS

9.1. PRINCIPIO

A digestdo de tecido vegetal e outros materiais organicos com HNO, -
HCIO, é amplamente utilizada na determinacéo do teor total de vérios
nutrientes Blanchar et. al., (1965); Chapman; Pratt (1961); Johnson;
Ulrich, (1959); Sarruge; Haag, (1974); Tabatabai, Bremner, (1970). Os
procedimentos adotados variam conforme a sensibilidade desejada, os
nutrientes a determinar, a vidraria, os equipamentos utilizados, etc.

9.2. METODOLOGIA ADOTADA

A digestdo com HNO, - HCIO, deve ser feita com cuidado Johnson e
Ulrich (1959) alertam para os cuidados que devem ser observados no uso.

Apresenta, entretanto, as seguintes vantagens:

a) Nao ha perda de elementos por volatilizacdo, com excecdo de B e Cl,
porque a temperatura néo ultrapassa o ponto de ebulicdo do HCIO,
(203°C), €;

b) Nao ocorre absorcao de elementos metalicos na silica (o que se observa
na queima a 500-600°C). E portanto, amplamente utilizada para a
extracao de Zn, Cu, Fe, Mn, Na e S no tecido de plantas e outros materiais
(composto, adubos organicos, residuos de origem animal e vegetal, etc.).
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Outros elementos podem também ser determinados no extrato, como
metais pesados (Pb, Ni, Cd, Cr, etc) e macronutrientes (P, K, Ca e Mg).

Na digestao de amostras de adubos organo-minerais, com altos teores de
minerais pode ocorrer a explosao do perclorato, sendo recomendada, neste
caso, a digestdo com Br-CCl, BR-MA-Lanarv, (1983).

A concentracao dos micronutrientes no tecido das plantas é em geral
menor que 20 mg/kg™ para o cobre, entre 10 e 100 mg/kg™" para o zinco,
entre 20 e 1.000 mg/kg™" para o manganés, e entre 20 e 1.000 mg/kg"’
para o ferro. O sddio pode variar entre 10 e 200 mg/kg™" (em solos salinos
os teores sdo maiores). O teor de S é compativel ao do P, variando entre
0,05a1,2%.

No procedimento adotado, as quantidades de HNO, — HCIO, recomendadas
foram reduzidas ao maximo para agilizar a etapa de digestdao e manter
uma concentracéo de HCIO, de, aproximadamente, 0,5M no extrato (apés
diluicdo a 20 ml, supondo nao haver perda de acido), compativel com a
leitura direta no fotdmetro de absorcao com nebulizador especial (para
evitar corrosao).

Para evitar a perda de HCIO, (e secagem de extrato) é adotado o uso de
um pequeno funil tampado nos tubos de digestao, para propiciar a
condensacao do acido, que entao escorre pelas paredes do tubo. Este
procedimento oferece as vantagens de lavar as paredes de residuos que
aderem durante a fase de digestdo com HNO, e evitar que as mesmas
sequem, o que pode provocar perdas de S, As e P.

Tubos de digestdao podem ser adquiridos ja calibrados a 20 ml. Deve-se ter
cuidado ao ajustar o volume até a marca de 20 ml, pois um erro de 0,5 ml
(facilmente visivel) representa um desvio de 2,5%. Com cuidado, este erro
pode ser reduzido a menos de 1%.

Atencao especial deve ser dada a limpeza dos tubos de digestdo. Apds a
digestdo com H,0,-H,SO, (para macronutrientes), os tubos apresentam em
geral um depdsito persistente de silicatos nas paredes, resistente a solucao
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de limpeza (H,SO,-K.Cr,0,). Este depésito pode, entretanto, ser removido
com um banho de HF concentrado. Deixa-se o 4cido em contato com o
vidro por alguns segundos (3 a 4), passando-se 0 mesmo de um tubo a
outro, lavando-se, em seguida, com agua da torneira (o melhor é dispor de
dois conjuntos para macro e micronutrientes — deve-se ter cuidado com o
uso do HF: se derramado nas maos, lavar imediatamente com bastante
agua e gelo para neutralizar o acido). Apds, livre de depdsitos, a vidraria
pode ser lavada com HCI 1M e, a seguir, por varias vezes, com agua
destilada.

No procedimento adotado, o extrato é deixado em repouso para
decantacao da silica (e fracdo mineral), determinando-se os elementos
metdlicos no extrato por fotometria (absorcdo ou emisséao), apos diluicdo
adequada. O S é determinado por turbidimetria conforme o método
descrito por Tabatabai e Bremner (1970).

9.3. MATERIAIS/EQUIPAMENTOS

a) Bloco digestor, para tubos de digestdao de 25 x 250 mm, com 40
provas, com temperatura regulavel até 300°C;

b) Funil para depositar o tecido no fundo do tubo de digestao (haste de 18
mm de didmetro externo e comprimento de 20 cm);

c) Funis (condensador) de 30 mm de didmetro na parte mais larga, 45 mm
de comprimento e 5 mm de didmetro externo da haste;

d) Fotdmetro de absorcao atébmica;
e) Fotébmetro de chama;
f) Calorimetro (UV - visivel) ou turbidimetro;

g) Capela - A forma ideal de ventilacdo dos vapores de HCIO, seria o
borbulhamento em agua, ou absorcao em soda (JOHNSON; ULRICH,
1959). Pode ser utilizada uma capela de PVC, com a condensacao do
acido. Nao se deve trabalhar com compostos organicos na mesma capela.
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9.4. REAGENTES E SOLUCOES

a) Cobre (Cu);

b) Zinco (Zn);

c) Ferro (Fe);

d) Manganés (Mn);

e) Sodio (Na);

f) Cloreto de sédio (NaCl);

g) Acido nitrico concentrado (65%; d = 1,40), p.a. (HNO,);
h) Acido perclérico concentrado (70%; d = 1,67), p.a. (HCIO,);
i) Sulfato de Potéssio anidro p.a. (K,SO,).

9.4.1. Padrao de Cu de 1.000 mg L’

a) Pesar 1.000 g de Cu metalico;

b) Dissolver com 20 ml de HNO_ a 50%;

c) Diluir a 1 litro com HCI O, 1M.

9.4.2. Padrao de Zn de 1.000 mg L™’

a) Pesar 1.000 g de Zn metalico;

b) Dissolver com 20 ml de HNO_,a 50%;

c) Diluir em 1 litro.

9.4.3. Padréao de Fe, Mn e Na

a) Pesar 0,600 g de Fe metélico e 0,450 g de Mn metalico;

b) Dissolver em 20 ml de HNO, 50%, utilizando baldo volumétrico de 500
ml;
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c) Adicionar aproximadamente 300 ml de agua destilada ou deionizada;
d) Adicionar 1,524 g de NaCl (seco a 105°C por 2 horas);
e) Completar o volume;

f) Esta solucdo possui 1.200 mg/L" de Fe, 900 mg/L"' de Mn e 1.200 mg/
L' de Na.

9.4.4. Padrao diluido

a) Dissolver 7,175 g de K,SO, (seco a 105°C por 2 horas) em
aproximadamente 300 ml de d4gua destilada e completar com agua
deionizada em um baldo volumétrico de 1000 ml;

b) Adicionar 40 ml da solucdo 9.4.1. (1.000 mg/L"de Cu), 24 ml da
solucdo 9.4.2. (1.000 mg/L" de Zn) e 200 ml da solucéo 9.4.3. (Fe, Mn e
Na);

c) Completar o volume;

d) Esta solugcdo contém 40 mg/L " de Cu, 24 mg/L" de Zn, 240 mg/L" de
Fe, 180 mg/L"' de Mn, 240 mg/L" de Nae 1.320 mg/L" de S.

9.4.5. BaCL,-gelatina

a) Dissolver 0,6 g de gelatina (pode-se usar produto comercial incolor) em
200 ml de agua destilada ou deionizada aquecida a 60-70°C;

b) Colocar em geladeira (-4°C) por 16-18 horas;
c) Trazer a temperatura ambiente (20-25°C);

d) Adicionar 2,0 g de BaCl, nessa solugéo e agitar até a completa
dissolucao;

e) Esta solucdo deve ser guardada em geladeira a temperatura entre 4-8°C
(mantém-se estavel por aproximadamente 10 dias);

f) Antes de usar, trazer a temperatura ambiente e agitar.
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9.5. PROCEDIMENTO
9.5.1. Digestdo das amostras

a) Pesar 1.000 g de amostra e colocar no tubo de digestao (os tubos
devem ser marcados a 20 ml. Usar funil com haste longa);

b) Adicionar 6,0 ml de HNO, concentrado (usar seringa calibrada);
c) Deixar em repouso até o dia seguinte (na capela);

d) Agitar manualmente cada tubo (tomar cuidado para nao elevar a
mistura nas paredes do tubo);

e) Aquecer a 80-90°C por trinta minutos (tomar cuidado para nao elevar a
mistura nas paredes do tubo);

f) Aumentar a temperatura para 120°C [desprende fortes vapores de
6xidos de nitrogénio do HNO, (cor marrom)];

g) Manter esta temperatura até restar 0,5-1,0 ml de acido (retirar os
tubos que tendem a secar);

h) Deixar esfriar por 10 minutos (sobre placa de amianto ou madeira);
i) Adicionar 1,0 ml de HCIO, concentrado (usar seringa calibrada);

j) Aquecer a 180-190°C (desprende vapores de 6xidos de nitrogénio do
HNO, remanescente);

k) Quando comecar o desprendimento de vapor de HCIO, (branco), colocar
os funis de 30 mm de didmetro nos tubos de digestao (para evitar perda de
HCIO, e secagem do material);

I) Manter a esta temperatura por 2 horas;

m) Deixar esfriar e adicionar aproximadamente 5 ml de 4gua destilada
[sobre placa de amianto ou madeira, até poder tocar o tubo com a mao
(50-60°C). Se houver formacao de cristais aguecer levemente];
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n) Ajustar o volume a 20 ml com agua destilada (a concentracao final do

acido é 0,57M);

o) Homogeneizar cada tubo (manualmente);

p) Deixar decantar até o dia seguinte (em frascos “snap-cap” de 90 ml).

9.5.1.1. Observacao

a) Para as curvas padrao, medir (com microbureta) 0,0 -0,5-2,5¢e¢ 4,0
ml do padrao misto para tubos de digestao, seguindo o procedimento

descrito a partir do item 9.5.1.n. Apés a diluicao para 20 ml, verificar-se-a

(Tabela 18):

TABELA 18. Diluicées para 20 ml da digestdo da amostra

ml de padréao 0,0 0,5 1,0 1,5 2,5 4,0
Teor de Cu (mg/L™" 0,0 1,0 2,0 3,0 5,0 8,0
Teor de Zn (mg/L™") 0,0 0,6 1,2 1,8 3,0 4,8
Teor de Fe (mg/L") 0,0 6,0 12,0 18,0 30,0 48,0
Teor de Mn (mg/L™) 0,0 4,5 9,0 13,5 22,5 36,0
Teor de Na (mg/L™") 0,0 6,0 12,0 18,0 30,0 48,0
Teor de S (mg/L™") 0,0 33,0 66,0 99,0 165,0 264,0

a) Com as diluicdes e os métodos de determinacao descritos abaixo, as

concentracdes finais serdo (sem diluicdo para Cu, diluicdo de 3x para Zn,

Fe, Mn e Na e diluicdo de 11x para S) (Tabela 19):

TABELA 19. Concentracoes finais

Teor de Cu (mg/L") 0,0 1,0 2,0 3,0 5,0 8,0
Teor de Zn (mg/L™") 0,0 0,2 04 | 0,6 1,0 1,6
Teor de Fe (mg/L™") 0,0 2,0 4,0 6,0 10,0 16,0
Teor de Mn (mg/L") 0,0 1,6 3,0 | 45 7,5 12,0
Teor de Na (mg/L") 0,0 2,0 4,0 6,0 10,0 16,0
Teor de S (mg/L") 0,0 3,0 6,0 9,0 15,0 24,0
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c) Em trabalho quotidiano, ndo é necessario repetir as curvas padrao a
cada batelada, somente a prova em branco e 2 padroes.

9.5.2. Determinacdo de enxofre

a) Pipetar 1,0 ml de sobrenadante (pode-se usar seringa calibrada e copos
descartaveis);

b) Adicionar 10 ml de HCI O, 1M (usar seringa calibrada);

c) Adicionar 1,0 ml da solucéo BaCl,-gelatina. Agitar alguns segundos (usar
seringa calibrada e agitar com pequeno bastao de vidro);

d) Deixar em repouso por 30 minutos;

e) Agitar novamente e determinar a absorbéncia no fotdometro em 440 nm
(fazer a leitura entre 30 e 60 minutos apds a adicéo de BaCl,-gelatina).

9.5.2.1. Observacoes

a) A sensibilidade (absorbancia igual 0,002) é de 0,052 mg/L" na solucéo
de leitura (para o ponto 2,5 mg/L" na curva do item 9.5.2.2), ou 25 mg/
kg' (0,0011%) na amostra (diluicdo de 220 vezes);

b) Com o procedimento descrito podem-se determinar teores de até
0,35% de S no tecido, sem outra diluicdo;

c) Para a leitura direta do teor de S na amostra, ajustar a absorbancia de
0,095 com o padréo de 2,5 mg/L" de S na solucéo final.
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9.5.2.2. Calculos

a) Curva padrdo de S;

y = 0,0523x

Curva padrao de S
R? = 0,9947

0,60 -
0,50 -
0,40 -
0,30 -
0,20 -
0,10
0,00 w \ \ \ \

0 2 4 6 8 10

Absorbancia

$0,4% na solugio final (mg.L™)

b) Fator de concentracao: determinado pela curva padrao;
Fator de concentracdo = 0,0265 mg/L" por mil absorbancias;

c) Fator de diluicao;

FD:?X%:220

d) Teor de enxofre;

S(%) = LxFCxFD
10.000
Onde:
S(%) = é o teor de enxofre em porcentagem
L = Leitura

FC = Fator de concentracao

FD

Fator de diluicao
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e) Expressar o resultado com dois digitos decimais (% mm™).

9.5.3. Determinacdo do cobre, zinco, ferro, manganés e
sodio

a) Pipetar 10 ml de sobrenadante (usar seringa calibrada e copos plasticos
descartaveis);

b) Determinar a absorbancia de Cu no fotémetro de absorcéo;

c) Pipetar 5,0 ml da solucao restante e adicionar 10 ml de agua destilada
(usar seringa calibrada, com cuidado para evitar contaminacao);

d) Determinar as absorbancias de Zn, Fe, e Mn no fotdbmetro de absorcao;

e) Determinar a emissao de Na no fotdbmetro de chama (regular o
fotdbmetro de chama com os padrdes convenientes).

9.5.3.1. Observacoes

a) Amostras com altos teores devem ser diluidas convenientemente com o
extrato da prova em branco;

b) Para o Cu, a sensibilidade (absorbancia = 0,002) é de
aproximadamente 0,057 mg/L" na solucéo de leitura (fator de
concentracao para o ponto 4,0 mg/L" na curva do item 9.5.3.2.1.), ou
1,14 mg/kg™" na amostra (diluicdo de 20x). Concentracoes de até 120 mg/
kg™ na amostra podem ser determinadas pelo procedimento descrito, sem
outra diluicao;

c) Para o Zn, a sensibilidade (absorbancia = 0,002) é de aproximadamente
0,016 mg/L" na solucéo de leitura (fator de concentracdo para o ponto
1,0 mg/L" na curva do item 9.5.3.2.2.), ou 0,98 mg/kg ' na amostra
(diluicdo de 60x). Concentracoes de até 95 mg/kg' na amostra podem ser
determinadas pelo procedimento descrito, sem outra diluicao;

d) Para o Fe, a sensibilidade (absorbancia = 0,002) é de aproximadamente
0,06 mg/L" na solucao de leitura (fator de concentracdo para o ponto 2,0
mg/L" na curva do item 9.5.3.2.3.), ou 3,60 mg/kg' na amostra (diluicdo
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de 60x). Concentracdes de até 365 mg/kg"' na amostra podem ser
determinadas pelo procedimento descrito, sem outra diluicao;

e) Para o Mn, a sensibilidade (absorbancia = 0,002) é de
aproximadamente 0,045 mg/L" na solucéo de leitura (fator de
concentracao para o ponto 1,0 mg/L" na curva do item 9.5.3.2.4.), ou
2,70 mg/kg" na amostra (diluicdo de 60x). Concentracdes de até 140 mg/
kg™ na amostra podem ser determinadas pelo procedimento descrito, sem
outra diluicao;

f) Na determinacao do Na, o fotdbmetro de chama pode ser ajustado para
registrar 80 nm com o padrédo de 4 mg/L" na solucdo de leitura. A
sensibilidade neste caso (para a leitura de uma unidade) é de
aproximadamente 0,05 mg/L" na solucao de leitura, ou 3,0 mg/kg™ na
amostra (diluicdo de 60x). Concentraces de 300 a 600 mg/kg’' na
amostra podem ser determinadas pelo procedimento descrito, sem outra
diluicao (determinar o teor de Na na solucao pela curva);

g) Para a leitura direta dos teores de Cu, Zn, Fe e Mn da amostra, ajustar
o fotdmetro de absorcao para obter os valores de 40 mg/kg™’ de Cu, 24
mg/kg’ de Zn, 240 mg/kg' de Fe e 180 mg/kg"' de Mn com o extrato com
um ml do padrao misto, diluido conforme as amostras (cuja concentracao
final é de 2 mg/L" de Cu, 0,4 mg/L" de Zn, 4 mg/L" de Fe e 3 mg/L" de
Mn).
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9.5.3.2. Calculos
9.5.3.2.1 Cobre

a) Curva padrao de Cu;

y=0,0523x

Curva padrao de Cu
R?=0,9947

0,70 -
0,60 - [
0,50 -
0,40 -
0,30 -
0,20 -
0,10 -
0,00 \ \ \ \ \ \
0 2 4 6 8 10 12

Absorbancia

Cu na solugio final (mg.L™)

b) Fator de concentracao: determinado pela curva padrao;
Fator de concentracdo = 0,0288 mg/L" por mil absorbancias.
c) Fator de diluicao;

FD:?:2O

d) Teor de cobre;
Cu(mg/kg™")=LxFCxFD
Onde:

Cu = é o teor de cobre em (mg/kg™)

L = Leitura

FC = Fator de concentracao

FD

Fator de diluicao
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e) Expressar o resultado em ntimero inteiro (mg/kg™).
9.5.3.2.2. Zinco

a) Curva padrdo de Zn;

Curva padrio de Zn y = 0,1982x

R? = 0,9988
0,60
0,50
0,40
0,30
0,20
0,10

0,00 v T T T T T 1

0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00

Absorbancia

Zn na solugio final (mg.L™)

b) Fator de concentracao: determinado pela curva padrao;
Fator de concentracdo = 0,00820 mg/L" por mil absorbancias.
c) Fator de diluicao;

FD:Ex£:6O
1 5

d) Teor de zinco;

Zn(mg kg™ )= LxFCxFD
Onde:

Zn = é o teor de zinco em (mg/kg™)
L = Leitura

FC

Fator de concentracao

FD

Fator de diluicao
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e) Expressar o resultado em nimero inteiro (mg/kg™).
9.5.3.2.3. Ferro

a) Curva padrao de Fé;

Curva padréo de Fe y =0,0502x
R* = 0,9986
0,30
0,25
0,20
0,15
0,10
0,05
0,00 ¢ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0

Absorbancia

Fe na solugao final (mg.L'1)

b) Fator de concentracao: determinado pela curva padrao;
Fator de concentracdo = 0,00820 mg/L" por mil absorbancias.

c) Fator de diluicao;

FD:§><§:6O
1 5

d) Teor de ferro;
Fe(mg/kg™')=LxFCxFD
Onde:

Fe = é o teor de ferro em (mg/kg™)
L = Leitura

FC

Fator de concentracao

FD

Fator de diluicao
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e) Expressar o resultado em ntimero inteiro (mg/kg™).
9.5.3.2.4. Manganés

a) Curva padrao de Mn;

Curva padrdo de Mn  y = 0,0398x

R? = 0,9995

0,20 -
0,16 -
0,12
0,08 -
0,04 -
0,00

Absorbancia

0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0

Mn na solugo final (mg.L™")

b) Fator de concentracao: determinado pela curva padrao;

Fator de concentracdo = 0,0227 mg/L" por mil absorbéancias.

c) Fator de diluicao;

FD:2—10><$:60

d) Teor de manganés;

Mn(mg / kg™)=Lx FCx FD

Onde:

Mn = é o teor de manganés em (mg/kg™’')
L = Leitura

FC

Fator de concentracao

FD

Fator de diluicao
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e) Expressar o resultado em ntimero inteiro (mg/kg™).
9.5.3.2.5. Sadio

a) Curva padrao de sddio (Na): ajustar a leitura (na escala de zero a 100)
com o padréo de 20 (mg/L");

b) Concentracao na solucao final (CS), determinado pela curva padrao;

c) Fator de diluicao;

FD = 20 X 15 =60
1 1
d) Teor de sédio;

Na(mg /| kg™')=LxCSxFD

Onde:

Na = é o teor de sddio em (mg/kg™)

L = Leitura

CS = Fator de concentracdo na solucao final
FD = Fator de diluicao

e) Expressar o resultado em ntimero inteiro (mg/kg™).

10. METODOS TITULOMETRICOS

10.1. CONCENTRACAO E PREPARO DE SOLUCOES
10.1.1. Definicoes

10.1.1.1. Dissociacéo

Processo de separacéao de ions, oriundos de uma ligacao i6nica.
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10.1.1.2. lonizacéo

Processo de producao de ions, a partir do rompimento de ligacoes
moleculares.

10.1.1.3. Cétion

ion carregado positivamente, gerado a partir da retirada de elétrons da
estrutura de um atomo.

10.1.1.4. Anion

ion carregado negativamente, gerado a partir do acréscimo de elétrons da
estrutura de um atomo.

10.1.1.5. Equivalente-grama

E definido como a relacdo entre a massa molar de uma substancia e a
quantidade de cargas positivas e negativas que ela libera durante a reacao
que participa. Portanto o célculo do equivalente-grama depende da
natureza da substancia avaliada:

Para acidos:

Massa molar (g)

Eq/g=
N° de H' ionizdaveis
Para bases:
Massa molar (g)
Eq/g=

N° de OH~ disponiveis
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Para sais/6xidos:

massa molar (g)

Eqlg= — "
n° total de cargas positivas do cation

ou

Eqlg= massa molar (g)

n° total de cargas negativas do dnion

Para oxidantes/redutores:

massa molar (g)

Eqlg= , . .

n° de elétrons recebidos pelo oxidante
ou
Eqlg= massa molar (g)

n° de elétrons cedidos pelo redutor

10.1.1.6. Massa molar

A massa molar de uma substéancia é definida pela soma das massas
atébmicas dos elementos quimicos que a compdem.

Exemplo:
NaOH Massa molar: 40
Elemento: Na 0] H
Massa atémica: 23 16 1
H,SO, Massa molar: 98
Elemento: H S 0]

Massa atémica 1x2=2 32 16x4 =64
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10.1.1.7. Soluto
Substancia que ao compor uma solucdo ou mistura é dissolvida em outra.
10.1.1.8. Solvente

Substancia que ao compor uma solucao ou mistura é responsavel pela
dissolucao de outra. A agua é o solvente universal.

10.1.1.9. Solucao
Sistema homogéneo composto por duas ou mais substancias.
10.1.1.10. Diluicdo

Entende-se por diluicdo, a reducao da concentracao de uma solucao pela
adicao de volume conhecido de solvente. A relacao de uso mais comum ao
processar a diluicao é volume da solucao original/volume de solvente e,
com menor frequéncia, volume de solucao original/volume final da solucao.

Convém, entretanto, salientar que, para definir o fator de diluicdo, utiliza-
se a férmula do quociente entre os volumes final e inicial.

Fator de diluigdo = Volume da solugdodiluida (ml)

Volume da solugao original (ml)

10.1.1.10.1. Diluicédo de solucdes

Exemplo:

Alcool 70%

Solucéo mée [C] conhecida

Solucdo diluida [D] desejada

Ex.: DispOe-se de &lcool 96% = solucdo mae [C]

Deseja-se alcool 70% [D]
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100 ml &4lcool196% — 96 partes de alcool
X — 70 partes de alcool

Como é uma regra indireta:

100> 70

X —>96

X = 96 x100 :@:137
70 7

Conclusao: Adiciona-se 37 ml de dgua destilada (= 137 — 100) a 100 de
alcool puro, i.e., 96%, resultando alcool 70% p.q. 96 , 137 = 0.7 ou
70%

10.1.1.11. Densidades Absoluta e Relativa

Entende-se por densidade absoluta, a relacdo entre a massa de uma
substancia e o volume que ela ocupa, sob determinadas temperatura e
pressao.

Densidadeabsoluta = — >0 (2)

Volume (ml)

Ja a densidade relativa parte da comparacao da densidade da substéancia
com a agua, sob as mesmas condicdes.

10.1.1.11.1. Reagente padrao primario

Reagente padrao primario sao substancias que tém as seguintes
caracteristicas:

- Devem ser de facil obtencao, purificacdo, dessecacao e conservacao;
- S30 reagentes com pureza acima de 99,9%;

- Nao devem ser higroscépicos;
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- Devem ser bastante sollveis.
10.1.1.11.2. Reagente padrdo secundério

Um reagente padrao secundario € uma substancia que pode ser usada no
preparo de solucdes através de padronizacoes em relacdo a um padrao
primario.

10.1.1.11.3. Solucdes padrées diretas

Sao aquelas solucdes preparadas com um padrao primario, nas quais pesa-
se a quantidade desejada de padrao primério e acrescenta-se o volume de
agua desejado.

10.1.1.11. 4. Solucdes padrdes indiretas

Séao aquelas solucdes preparadas com padrdes secundarios, nas quais,
apods a pesagem e o acréscimo de agua, deve-se fazer uma padronizacao
da solucao obtida em relacdo a um padrao primario.

10.1.2. Normalidade

A normalidade é definida como o nimero de equivalentes de uma
substancia presentes em um litro de solucéo.

massa (g)

- Equivalente - grama x volume (L)

10.1.3. Molaridade

A molaridade é definida como o niimero de moles de uma substancia
presentes em um litro de solucéao.

M= massa (g)

Massa molar x volume (L)

10.1.4. Concentracéo

Pressupdem-se as mais diversas relacoes de peso e volume de substancias.
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Algumas destas relacées sdao de uso mais comum na rotina de um
laboratério:

- Percentagem peso/peso (% p/p);

- Percentagem peso/volume (% p/v);

- Percentagem volume/volume (% v/v);

- Massa por litro (g/L).

10.1.4.1. Percentagem peso/peso (% p/p)

Concentracao definida pela relacdo entre o peso de soluto e o peso da
solucao.

massa de soluto (g) x 100

Yp!p=
wprp massa da solugdo (g)

10.1.4.2. Percentagem peso/volume (% p/v)

Concentracao definida pela relacao entre o peso de soluto e o volume da
solucao.

massa desoluto (g) x 100

Yp/v=
volumeda solugdo (ml)

10.1.4.3. Percentagem volume/volume (% v/v)

Concentracao definida pela relacdo entre o volume de soluto e o volume
da solucao.

volumede soluto (ml) x 100

Yov/v=
’ volumeda solugdo (ml)

10.1.4.4. Massa por litro

Concentracao definida pela massa de soluto presente em um litro da
solucao.
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massa de soluto (g) x 100

%g /L=
volumeda solugao (L)

11. SEGURANCA EM LABORATORIO QUiMICO
11.1. PRINCIPIO

O trabalho em laboratérios quimicos, pelas peculiaridades das tarefas
executadas, é motivo de preocupacao quanto aos riscos existentes e a
observancia das normas de seguranca do pessoal, dos trabalhadores
permanentes (laboratoristas) ou eventuais (pessoal de limpeza etc.).

O desconhecimento das situacoes de perigo, caracteristica na fase de
aprendizado e mesmo do pessoal ja experiente no trabalho, com produtos
novos ou nao identificados, acentua ainda mais os riscos citados. Criam-se,
desta forma, situacdes que podem causar sérios acidentes.

Para preveni-los, devem ser feitas avaliacdes dos riscos e tomadas
medidas de controle que, rigidamente observadas, propiciam condicoes de
trabalho em niveis de seguranca adequados.

Entre os riscos mais comuns destacam-se os seguintes:

a) Manuseio de material de vidro e de produtos quimicos;

b) Trabalho a temperaturas elevadas;

c) Trabalho a pressoes diferentes da atmosfera;

d) Uso de fogo;

e) Uso de eletricidade.

11.2. RISCOS QUIMICOS

11.2.1. Formas de agressdo por produtos quimicos

Além do contato direto com a pele, os diversos agentes quimicos podem
entrar em contato com o organismo humano por trés vias:
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a) Por inalacao;
Constitui a principal via de intoxicacao.
b) Por absorcao cutéanea;

A pele e a gordura protetora sédo barreiras bastante efetivas, sendo poucas
as substancias que podem ser absorvidas em quantidades perigosas.

c) Por ingestao;

Pode ocorrer de forma acidental (uso indevido de pipetas), ou ao engolir
particulas que estejam retidas no trato respiratério, resultantes da inalacao
de pds ou fumos.

11.2.2. Limites de tolerancia

As acoes de efeitos dos contaminantes dependem de fatores como:
a) Tempo de exposicao;

b) Concentracao e caracteristicas fisico-quimicos do produto;

c¢) Suscetibilidade pessoal, além de outros.

O “limite de tolerancia” estabelece as concentracdes dos agentes quimicos
presentes a um ambiente de trabalho, sob os quais o homem pode ficar
exposto sem sofrer efeitos adversos a sua saude.

A concentracao de um determinado poluente no ar pode ser determinada,
de maneira relativamente simples, com o uso de tubos colorimétricos
especificos para este fim.

11.2.3. Medidas basicas de seguranca

Devem ser tomadas considerando trés itens principais, a saber: medidas
relativas as instalacdes, medidas relativas as operacoes especificas e
medidas relativas ao pessoal.
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11.2.3.1. Medidas relativas as instalacodes

Um laboratério deve ser instalado em local previsto para este fim.
Inclusive prevendo um plano (esquema) para seu funcionamento racional
dentro de padrdes de seguranca adequados.

A localizacao deve ser, de preferéncia, em pavimento térreo, tendo ao
redor area isolada e livre. A construcao de laboratério em andares dificulta
enormemente a tomada de medidas preventivas.

As instalacdes elétricas e hidraulicas devem ser aparentes ou sob piso
falso, para facilitar a manutencao.

As canalizacdes para gases sob pressao devem ser aparentes e os cilindros
de alimentacao localizados em area externa ao laboratério, bem ventilada
e adequadamente sinalizada.

Para a construcao de pisos e bancadas, os materiais devem ser escolhidos
de forma a dificultar a combustao e resistir ao ataque de produtos
quimicos.

Para trabalho com produtos volateis devera ser prevista capela, a qual
periodicamente sera submetida a processo de manutencao.

Os produtos quimicos devem ser armazenados em locais especialmente
destinados para este fim, permanecendo no laboratério uma quantidade
minima.

Para prevenir e contornar situacdes de emergéncia devem ser previstas
instalacoes, tais como:

a) Protecao contra incéndio;

Os locais de trabalho com substancias inflamaveis ou explosivas devem
dispor de saida de emergéncia, porta contra fogo e sinalizacao de alarme.

b)Chuveiro de emergéncia;

Séao instalados em locais de facil acesso e em condicoes de uso a qualquer
momento, devendo, portanto, passar por manutencao periédica.
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c) Lavadores de olhos;

Para atendimento quando da projecao de produtos quimicos nos olhos. Os
lavadores de olhos devem passar por manutencao periddica.

d) Sinalizacao de seguranca;

Devem ser demarcadas no piso as areas de seguranca (equipamentos
contra incéndio, chuveiros de emergéncia, etc.), sendo mantidas
desobstruidas e em perfeito estado de conservacao.

Recomendam-se o uso de cartazes e placas indicando riscos de acidentes,
medidas de orientacao e localizacdo de equipamentos de seguranca.

11.2.3.2. Medidas relativas as operacdes especificas
a) Manuseio de produtos quimicos;

Todo o trabalho com produtos quimicos em laboratérios deve ser precedido
por pesquisa sobre as propriedades quimicas, fisicas e toxicoldégicas dos
produtos, seu manuseio seguro e medidas de primeiros socorros em caso
de acidente, a fim de conscientizar o operador sobre os riscos aos quais
estd exposto.

Recomendam-se, para uma primeira tomada de posicao, consulta ao Index
Merck, as tabelas de laboratérios previstas para este fim, ou as fichas
toxicoldgicas.

a) Rotulagem;

Nenhum produto deve ser manipulado no laboratério sem que se saiba
exatamente o seu comportamento.

Os rétulos devem conter sempre informacdes necessérias para a perfeita
caracterizacao, bem como indicacdes de riscos, medidas de prevencao
para o manuseio e instrucdes para o caso de eventuais acidentes, tais
como:
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- Contato ou exposicao;
- Antidotos e informacdes para manuseio e armazenagem de recipientes.

A fim de evitar a dilaceracao de rétulos, estes devem ser periodicamente
vistoriados.

b) Operacdes envolvendo produtos volateis e toxicos;

Devem ser feitas exclusivamente em capelas, locais em que a exaustao
dos vapores e gases evita a disseminacao dos mesmos no ambiente do
laboratério.

c) Operacdes com vidraria;

A vidraria utilizada é dos mais variados tipos e o trabalho com calor
intenso, frio, pressao, além da correcao e adaptacao de pecas de vidro,
frequentemente conduz a acidentes.

A seguir sao apresentadas recomendacdes bdsicas de seguranca no
trabalho com vidraria:

- Nunca trabalhar com vidro trincado ou quebrado;

- Ao introduzir tubos de vidros em rolhas, lubrificar o vidro com vaselina ou
silicone e proteger as maos com luvas grossas ou mesmo toalhas;

- Para o trabalho sob pressao reduzida, verificar previamente a espessura
das paredes dos frascos e conexdes de vidro, usando somente material
resistente a variacoes de pressao;

- Ao usar pipetas, deve-se verificar o seu estado de conservacao.
d) Despejos e residuos:

Os residuos quimicos de laboratérios ndo devem ser jogados diretamente
no esgoto.
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Dependendo das caracteristicas dos produtos que o compdem, devera ser
feito tratamento que pode envolver operacdes tais como:

- Diluicao;

- Neutralizacao;

- Interacao;

- Combustéo;

- Resfriamento;

- Filtracao;

- Precipitacao, tratamentos com resinas, entre outros.

Quando o residuo for gasoso, o tratamento usando frascos lavadores é
bastante eficiente.

11.2.3.3. Medidas relativas ao pessoal
e) Uso de equipamento de protecao individual:

- O uso de equipamento de protecao individual, tais como: avental de
algodao, 6culos, luvas, protetores faciais, mascaras para gases sao
indispensaveis em algumas situacdes de laboratério;

- O avental de algodao, além de proteger contra a projecdo dos produtos
quimicos, protege o laboratorista contra o fogo, pois, em situacdes nas
quais possa vir a inflamar-se, pode ser rapidamente despido. O tecido deve
ser consequentemente, de material de dificil combustéao;

- E os aventais de tecidos sintéticos pegam fogo com facilidade e nao sao
recomendados;

- O uso de éculos e protetores faciais é fundamental nos casos em que
pode haver qualquer tipo de projecao (respingos, estilhacos, etc.). Os
6culos com filtros especiais sao recomendados para protecao contra
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radiacOes (ultravioleta e infravermelho), comuns em instrumentos
analiticos.

f) Treinamentos periédicos:

Devem ser feitos sistematicamente, com o objetivo de conscientizar o
pessoal sobre as normas de seguranca, evitando, com isto, a acomodacao
e displicéncia no seu cumprimento, assim como verificar a eficiéncia de
equipamentos e medidas em caso de acidentes.

Os principais itens do treinamento devem envolver:

- Medidas de controle a incéndios, derrame ou vazamento;

- Utilizacao de equipamentos de protecao individual;

- Atendimento de primeiros socorros;

- Manuseio de produtos quimicos.

g) Normas pessoais de seguranca:

- Nao fumar em laboratério;

- Nao comer em laboratério;

- Evitar brincadeiras que possam comprometer as normas de seguranca;
- Evitar visitas de pessoas estranhas ao laboratério;

- Nao usar a vidraria de laboratério para guardar alimentos ou ingerir
liquidos;

- Manter rigorosa higiene pessoal diaria, lavando cuidadosamente maos,
bracos e rosto antes de ingerir bebidas e alimentos apés o trabalho;

- Usar, sempre que estiver dentro do laboratério, mesmo que nao esteja
trabalhando, todo o equipamento de protecao individual disponivel, e
conhecer, em detalhes, os produtos ou os reagentes em trabalho.
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12. SOLUCOES DE LIMPEZA

12.1. SOLUCAO SULFOCRONICA - PARA VIDRARIA
12.1.1. Reagentes

a) Dicromato de Potassio K,Cr,0,;

b) Acido sulfarico H,SO, (pode ser o comercial ou p.a.);

c) Agua destilada.

Observacao: Solucao utilizada para limpeza de vidraria tais como: pipetas,
tubos de ensaio, cadinhos, placa de petri e outros.

12.1.2. Procedimento

a) Pesar 60 g de dicromato de potdassio previamente triturado e dissolvido,
com mais ou menos 200 ml de dgua destilada em aquecimento brando em
agua destilada quente; deixar esfriar;

b) Adicionar lentamente 800 ml de &cido sulfldrico comercial;

c) O recipiente do preparo deve estar parcialmente imerso em banho de
agua gelada;

d) Executar a operacao em capela;

e) Transferir para recipiente apropriado e etiquetado.

12.2. SOLUCAO DE ACIDO CLORIDRICO 1% - PARA
VIDRARIA

12.2.1. Reagentes

a) Acido cloridrico (HCI) p.a.;
b) Agua destilada.

12.2.2. Procedimento

a) Medir em uma proveta 10 ml de acido cloridrico;
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b) Colocar em torno de 200 ml de dgua destilada em um baldo de 1000
ml;

c¢) Adicionar o HCL lentamente ao balao;
d) Completar o volume de 1000 ml;
e) Executar a operacao em capela;

f) Transferir para recipiente apropriado e etiquetado.

12.3. SOLUCAO DE ACIDO FOSFORICO (H,PO,) 10%
V/V. - PARA DESTILADOR

12.3.1. Reagentes

a) Acido fosférico p.a.;

b) Agua destilada ou deionizada.
12.3.2. Procedimento

a) Tomar 100 ml de acido fosférico comercial (85%), diluir em agua
destilada e elevar a 1000 ml;

b) A caldeira do destilador deve ficar com a referida solucdo por uma
noite;

c) Esta solucao pode ser reutilizada mais vezes;
d) Executar a operacao em capela;

e) Transferir para recipiente apropriado e etiquetado.

13. ANALISES REALIZADAS NO LABORATORIO
DE BROMATOLOGIA E NUTRICAO ANIMAL

a) Matéria Seca a 65°C (Pré-secagem) (MS 65°C);
b) Matéria Seca a 105°C (Matéria Seca Definitiva) (MS105°C);

c) Matéria Organica (MO);
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d) Matéria Mineral (MM);

e) Proteina Bruta (PB);

f) Extrato Etéreo ou Gordura (EE);

g) Fibra em Detergente Neutro (FDN);
h) Fibra em Detergente Acido (FDA);
i) Fibra Bruta (FB);

j) Lignina &cida (Lig);

k) Silica (SIL);

) Fosforo (P);

m) Potéssio (K);

n) Célcio (Ca);

o) Magnésio (Mg);

p) Nitrogénio Amoniacal (NA);

q) Potencial de Hidrogénio (pH).

fisicos, quimicos e

13.1. CALCULO DAS ENERGIAS ATRAVES DE

EQUACOES

a) Nutrientes Digestiveis Totais (NDT);

b) Energia Metabolizavel (EM);

c) Digestibilidade da Matéria Seca (DMS);

d) Energia Digestivel (ED);
e) Energia Liquida (EL);

f) Fibra Bruta (FB);
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g) Extrativo Nao Nitrogenado (ENN);
h) Valor Relativo Nutricional (VRN)

14. REAGENTES USADOS NO LABORATORIO DE
BROMATOLOGIA E NUTRICAO ANIMAL

a) Acetona;

b) Amylase;

c) Acido acético glacial;

d) Acido ascérbico;

e) Acido bérico;

f) Acido bromidrico;

g) Acido citrico anidro

h) Acido cloridrico;

i) Acido fluoridrico;

j) Acido nitrico;

k) Acido perclérico;

) Acido sulfdrico concentrado;

m) Acido 1 amino naftol 4 sulfénico;
n) Alcool etilico;

o) Azul de metileno;

p) Brometo de cetil trimetil aménio;
q) Cloreto de potassio;

r) Cloreto de bério;
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s) Cloreto de célcio anidro;
t) Cloreto de manganés;

u) Cloreto de sédio;

v) Cloroférmio;

w) Cromato de potassio;

x) Decalina

y) Dicromato de potassio;
z) EDTA sal dissddico;

aa) Eter de petrdleo;

bb) Eter Etilico;

cc) Etileno glicol;

dd) Fenolftaleina;

ee) Ferricianeto de potassio;
ff) Ferro metalico;

gg) Fosfato 4cido de sédio anidro;
hh) Fosfato de potassio;

ii) Fosfato de sédio;

ji) Hidréxido de sédio;

kk) Hexano;

I) lodo metalico;

mm) Lauril sulfato de sédio;

nn) Molibdato de amoénio;

fisicos, quimicos e
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oo) Nitrato de Célcio;

pp) Nitrato de Ferro llI;

qq) Nitrato de Potéssio;

rr) Nitrato de Prata;

ss) Oxido de lantanio;

tt) Oxido de magnésio;

uu) Ortofenantrolina;

vv) Permanganato de Potéassio;
ww) Peréxido de hidrogénio 120V;
xx) Selénio de sédio;

yy) Selenito de sédio;

zz) Sub acetato de chumbo;

aaa) Sulfato de sédio anidro;
bbb) Sulfato de potassio;

ccc) Sulfato de zinco;

ddd) Sulfato de cobre heptaidratado;
eee) Tetraborato de sédio;

fff) Vermelho de metila;

ggg) Verde de bromocresol;

hhh) Zinco 20 Mesh.

bromatoldgicos
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TABELA 20. Tabela de elementos quimicos importantes

Ndmero . Peso Densidade Ponto de Ponto de
Elementos Simbolo

atdémico Atémico D400 Fusdo Ebulicdo

13 Aluminio AL 26,9815 2,7 658 2057
51 Antimdnio Sb 121,75 6,68 630 1380
33 Arsénio As 74,9216 5,72 615 subl. -
7 Azoto N 14,0067 1,25 -210,5 -195,8
56 Bario Ba 137,34 3,5 710 1140
83 Bismuto Bi 208,980 9,8 271 1560
5 Boro B 10,811 3,33 2300 2550
35 Bromo Br 79,909 3,14 -7,3 58,78
48 Cadmio Cd 112,40 8,64 321 767
20 Célcio Ca 40,08 1,65 850 1240
6 Carbono C 12,01115 2,25 3652 -
82 Chumbo Pb 207,19 1134 327 1620
17 Cloro Cl 35,453 1,507 -100,5 -34,6
27 Cobalto Co 58,9332 8,9 1492 2900
29 Cobre Cu 63,54 8,92 1084 2336
24 Cromo Cr 51,996 6,92 1920 2480
16 Enxofre S 32,064 2,07 112,8 444.,6
50 Estanho Sn 188,69 7.2 231,8 2270
38 Estroncio Sr 87,62 2,6 757 1150
26 Ferro Fe 55,847 7,86 1535 3000
9 Fltor F 18,9984 1,695 -218 -188
15 Fosforo P 30,9738 1,82 441 280
31 Galio Ga 69,72 5,9 29,5 1983
1 Hidrogénio H 1,00797 0,09 -262 -252,8
53 lodo | 125,9040 4,93 113,6 184,34
3 Litio Li 6,939 0,534 179 1336
12 Magnésio Mg 24,312 1,74 657 1107
25 Manganés Mn 54,9381 7.2 1221 1900
80 Mercurio Hg 200,59 13,558 -38.,8 356,68
42 Molibdénio Mo 95,94 10,2 2622 4800
28 Niquel Ni 58,71 8,9 1453 2900
79 Ouro Au 196,967 19,25 1063 2600
8 Oxigénio (¢} 15,9997 1,429 -218,7 -182,68
46 Paladio Pd 106,4 11,97 1555 2200
78 Platina Pt 195,09 21,45 1773 4300
19 Potéassio K 39,102 0,86 63,5 760
47 Prata Ag 107,870 10,5 960 1950
34 Selénio Se 78,96 4,26 220 688
14 Silicio (crit.) Si 28,086 2,4 1414 2355
11 Sodio Na 22,9898 0,97 97,7 880
81 Téalio Tl 204,37 11,84 303 1457
52 Teldrio Te 127,60 6,24 452 1390
22 Titanio Ti 47,90 4,4 1800 > 3000
92 Uranio u 238,09 19,0 1689 -
23 Vanadio \% 50,942 6,07 1726 > 3000
74 Volframio W 183,85 19,3 3380 5900
30 Zinco Zn 65,37 7.1 419,4 907

Fonte: Tabela auxiliar MERCK (1971).
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TABELA 21. Concentracdes usuais de diversos acidos comerciais

% em Densidade Grau
Elementos peso D20° Baumé Normalidade*
40
Acido acético glacial 96 1,06 8 17
Acido acético glacial 99-100% 99-100 1,06 18
Acido acético diluido 30 1,04 5,4 5
Acido cloridrico 25 1,12 16 8
Acido cloridrico conc. (1,16) 32 1,16 20 10
Acido cloridrico conc. (1,18) 36 1,18 22 12
Acido cloridrico fumegante 38 1,19 23 12,5
Acido férmico 98-100 1,22 26 26
Acido fosférico 25 1,15 19 9
Acido fosférico conc. (1,71) 85 1,69 59 45
Acido fosférico conc. (1,75) 89 1,75 62 48
Acido nitrico 25 1,15 18,6 5
Acido nitrico conc. 65 1,40 41 14
Acido nitrico fumegante ca.99% 1,61 49 21
Acido sulftrico conc. 95-97 1,84 66 36
Acido sulfarico diluido 16 1,11 14 4
Acido sulftrico fumegante aprox.
- 1,99 72 -
65% SO3
Anidrido acético
90 1,07 10 -

Erg. B. 6

Fonte: Tabela auxiliar MERCK (1971).

*Valores aproximados.
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TABELA22. Indicadores de acidos e bases.

Zona de
viragem
Indicador Mudanca de cor
ph
Azul de timol 1,2-2,8 Vermelho — amarelo
Parpura de m-cresol 1,2-2,8 Vermelho — amarelo
4-Dimetilaminoazobenzeno 2,9 - 4,0 Vermelho - alaranjado-amarelado
Azul de bromofenol 3,0-4,6 Amarelo - violeta-avermelhado
Vermelho congo 3,0-5,2 Violeta-azulado — alaranjado-avermelhado
Alaranjado de metila 3.1-4,4 Vermelho - alaranjado-amarelado
Verde de bromocressol 3,8-54 Amarelo - azul
Indicador misto 5 Merck 4,4-5,8 Violeta-avermelhado — verde
Vermelho de metila 4,4 -6,2 Vermelho — amarelo-alaranjado
Tornassol 5,0-8,0 Vermelho — azul
Parpura de bromocressol 5,2-6,8 Amarelo — purpuro
Vermelho de bromofenol 5,2-6,8 Amarelo-alaranjado — pulrpura
Azul de bromotimol 6,0-7,6 Amarelo — azul
Vermelho de fenol 6.4 - 8,2 Amarelo — vermelho
Vermelho neutro 6,8 -8,0 Vermelho-azulado — amarelo-alaranjado
Vermelho de cresol 7,0-8,8 Amarelo — plrpura
Purpura de m-cresol 7,4-9,0 Amarelo — plrpura
Azul de timol 8,0-9,6 Amarelo - azul
Fenolftaleina 8,2-9,8 Incolor — violeta-avermelhado
Timolftaleina 9,3-10,5 Incolor — azul
Amarelo de alizarina GG 10,0 - 12,1 Amarelo claro — amarelo acastanhado
Azul de épsilon 11,6 - 13,0  Alaranjado - violeta

Fonte: Tabela auxiliar MERCK (1971).
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