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ESTUDO COMPARATIVO DE METODOLOGIAS APLICADAS EM ANALISES DE
FIBRA EM DETERGENTE NEUTRO E FIBRA EM DETERGENTE ACIDO COM
GERENCIAMENTO DE RESIDUOS QUIMICOS

RESUMO - Foram realizados dois experimentos, objetivando-se avaliar
quantitativamente diferentes metodologias propostas em andalises de fibra em
detergente neutro (FDN) e fibra em detergente acido (FDA), visando a precisdo dos
resultados analiticos, a reducdo nos custos e no tempo das andlises, bem como a
minimizacdo no descarte de residuos quimicos. Foram utilizados seis alimentos de uso
corrente na alimentacdo animal: feno de Tifton 85 (Cynodon spp.), cana-de-agucar
(Saccharum officinarum L.), silagem de milho (Zea mays L.), capim-xaraés (Brachiaria
brizanta cv. Xaraés), capim-marandu (Brachiaria brizanta cv. Marandu) e um
concentrado protéico, o farelo de babacu (Orbignya phalerata). No primeiro experimento
foram comparados os teores de FDN e FDA obtidos pelo método convencional com trés
métodos alternativos que utilizam a autoclave como sistema digestor e no segundo
experimento foi avaliada a possibilidade de reutilizar, por uma vez, as solugdes
detergentes e a acetona recuperada, utilizadas no desenvolvimento das primeiras
analises. O delineamento experimental utilizado na analise de cada alimento foi o
inteiramente casualizado, em um esquema fatorial 4x2 (4 metodologias e 2 formas de
andlises), no primeiro experimento e 2x4x2 (2 utilizagdes, 4 metodologias e 2 formas
de analises), no segundo experimento. Observou-se que a implantacdo das
metodologias alternativas permitiu ganhos significativos com a redugao dos custos
operacionais e do tempo da analise, minimizando os impactos ambientais. A precisdo
analitica dos métodos alternativos variou entre os alimentos estudados, tendo sido
recomendados nas determinacdes dos teores de FDN no feno de Tifton 85, farelo de
babacu e cana-de-acucar e nas determinacfes dos teores de FDA apenas no farelo de
babacu pelo método alternativo que utiliza a autoclave e saquinhos da ANKOM. Os
resultados de todas as andlises nao diferiram significativamente quanto a forma (nédo

sequencial e sequencial), com excecédo da determinacdo de FDA na silagem de milho,



Vi

pelos métodos alternativos que utilizam digestdo em autoclave e saquinhos da ANKOM
e TNT. A recuperacgao e posterior utilizacdo da acetona permitiram ganhos econdmicos
e ambientais. No desenvolvimento das andlises com reutilizagdo da acetona foi
observada uma taxa de recuperacdo de 84,12%. Observou-se que a reutilizagcdo das
solucBes detergentes (neutra ou acida), em todas as determinacdes dos teores de FDN
e FDA, promoveu a reducdo no custo e no tempo das andlises, e, em especial, no
descarte de residuos quimicos no meio ambiente. Nao foi verificada uniformidade na
precisdo das andlises desenvolvidas com solucdes detergentes recuperadas, sendo
necessaria a observacdo da combinacdo do método analitico com o alimento a ser

analisado.

Palavras-Chave: custos operacionais, métodos alternativos, parede celular, precisao,

residuos quimicos, reutilizacdo de solugbes
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COMPARATIVE STUDY OF METHODOLOGIES APPLIED IN ANALYSIS OF
NEUTRAL DETERGENT FIBER AND ACID DETERGENT FIBER WITH CHEMICAL
WASTE MANAGEMENT

SUMMARY - Two experiments were conducted, aiming to quantitatively evaluate
different methods proposed for the analysis of neutral detergent fiber (NDF) and acid
detergent fiber (ADF). This evaluation included the precision of analytical results, the
reduces costs and time analysis and minimizes waste generation. Six typical foods in
animal nutrition were used: Tifton 85 hay (Cynodon spp.), sugarcane (Saccharum
officinarum L.), corn silage (Zea mays L.), grass xaraés (Brachiaria brizantha cv.
Xaraés) grass marandu (Brachiaria brizantha cv. Marandu) and a proteic concentrated,
the babassu meal (Orbignya phalerata). The first experiment compared the NDF and
ADF results of the conventional method with three alternative methods that use
autoclave as system digester and on the second experiment the possibility of reuse, for
once, of detergent solutions and recovered acetone applied on the first experiment, were
studied.The experimental design used in the analysis of each food was completely
randomized in a 4x2 factorial scheme (four methods and two forms of analysis) in the
first experiment and 2x4x2 (2 uses, four methods and two forms of analysis) in the
second experiment .It was observed that alternative methodologies has allowed
significant gains by reducing operating costs, time of analysis, minimizing environmental
impacts. The analytical precision of alternative methods varied among studied foods.
NDF alternative methods were recommended for Tifton 85, babassu meal and
sugarcane samples. ADF determinations by alternative methods are not recommended
for samples studied; except for babassu meal that can be analyzed by the alternative
method using an autoclave and bags of ANKOM. All analytical results of the
determinations of NDF and ADF showed the same behavior in both forms of analysis
used (non-sequential and sequential), except the determination of ADF in corn silage by
methods alternative digestion using autoclave and bags of TNT and ANKOM. The

recovery and subsequent use of acetone led to economic and environmental gains. It
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was observed 84.12% of acetone recovery rate. It was noted that the reuse of detergent
solutions (neutral or acid) in all determination of NDF and ADF, decreased the cost and
time analysis, and in especially in the disposal of chemical wastes into the environment.
Uniformity was not verified the precision of the analysis carried out with detergent
solutions recovered, requiring the observation of the combination of the analytical

method with the food being analyzed.

Keywords: alternative methods, cell wall, chemical waste, operating costs, precision,

re-use solutions



CAPITULO 1. CONSIDERACOES GERAIS

Uma das varidveis de grande importancia no estudo de nutricdo animal € o
consumo de alimentos. Em busca da eficiéncia do processo da alimentagdo animal, a
partir da década de 70, os nutricionistas passaram a empenhar-se em estabelecer
novos parametros para avaliar a qualidade das forragens, interferindo positivamente na
produtividade dos rebanhos (CARVALHO, 1995).

Sabe-se que o0s alimentos sdo compostos complexos constituidos de
carboidratos, proteinas, gorduras, vitaminas e sais minerais, tendo como uma das
principais funcdes fornecer energia ao organismo.

Neste sentido, as determinacdes analiticas surgem como um parametro de

grande importancia para o conhecimento da composi¢ao quimica de um alimento.

1.1 Fibras na alimentacao de ruminantes

Fibra alimentar é toda substancia residual de origem vegetal ndo digerida pelas
enzimas digestivas. Nao € considerada uma substancia quimica especifica, mas uma
denominacdo geral aplicada a diversos materiais constituidos de hidrogénio (H) e
carbono (C), especialmente a celulose, a hemicelulose e a lignina, organizadas para
formar as paredes celulares dos vegetais.

Para MERTENS (2001), a definicdo de fibra esta vinculada ao método analitico
empregado em sua determinacdo, sendo assim, também se considera fibra como um
termo apenas nutricional.

De acordo com VAN SOEST (1994), a fibra é rica em carboidratos, que séo
usados como fonte de energia pelos microrganismos do rimen e tem sido usada na

caracterizacao de alimentos e como fator limitante na formulagéo de ra¢des animais.



MERTENS et al. (1994), relataram sobre a dificuldade dos nutricionistas em
estabelecer uma definicdo uniforme de fibra, bem como sobre a concentragéo de fibra
ideal para a otimizagdo do consumo de energia por bovinos.

A fibra é também considerada um nutriente essencial por produzir os &cidos
graxos de cadeia curta (AGCC) durante a fermentacdo ruminal, sendo estes as
principais fontes de energia para o ruminante (MERTENS, 2001). O conhecimento das
suas fracdes permite o entendimento de suas caracteristicas e importancia no
balanceamento de dietas, na avaliacdo da qualidade dos alimentos e em estimativas de
seu valor nutricional (WEISS,1999).

MERTENS et al. (1994) relatam que o objetivo de se analisar qualquer alimento é
0 de detectar as diferengas nutricionais entre as fontes de alimentos para fornecer
informacdes aos nutricionistas, principalmente os que tratam com ruminantes e, ainda,
separar as fracdes digestiveis, ndo digestiveis, rapidamente digestiveis, etc.

Quimicamente a fibra é um agregado de compostos cuja composicdo €
dependente da fonte e da forma como é medida (MERTENS, 1992). Portanto, o método
para a obtencédo da fibra deve estar de acordo com os principios biolégicos ou com sua
utilidade empirica.

Quando se fala em fibra € inevitavel falar nos métodos laboratoriais disponiveis

para a realizagdo das analises.

1.2 Metodologias para analises de fibra

A busca de alternativas para avaliar o valor nutricional dos alimentos e/ou dietas
com o objetivo de obter estimativas precisas da disponibilidade de nutrientes e também
reduzir os custos e o trabalho em rotinas laboratoriais tem sido um constante desafio
dos pesquisadores na area de nutricdo animal.

Uma variedade de técnicas para determinacdo de parametros importantes em
pesquisa animal tem sido citada na literatura. Nesse contexto, devem-se observar

alguns critérios para a escolha adequada da metodologia a ser empregada, dentre



esses se destacam os recursos disponiveis, financeiros e operacionais, a possibilidade
de implantacé@o da técnica e a busca por maior precisao das estimativas (BERCHIELLI
et al. 2001). Deve-se também considerar o impacto ambiental causado pelo método
escolhido.

Um dos problemas do analista é selecionar uma dentre as varias possibilidades
de andlise de uma determinada amostra. Para escolher melhor, o analista precisa
conhecer os detalhes praticos das diversas técnicas e seus principios teoricos. Deve
também estar familiarizado com as condi¢cdes nas quais cada método € confiavel e
conhecer as possiveis interferéncias. Deve se preocupar com a exatidao e a precisao, o
tempo de andlise e o custo. Os métodos com mais exatiddo em certa determinacao
podem ser muito lentos ou exigir reagentes dispendiosos. Levando em conta a
economia, pode ser necessario escolher um método que, embora menos exato, dé
resultado de exatidao suficiente em tempo razoavel (JEFFREY et al. 2002).

O conceito de fibra bruta (FB) foi estabelecido desde 1864 pelo método de
Weende (AOAC, 1975), sendo utilizado como um padrdo. Em termos gerais, FB é
aguela isolada por solucbes de acidos e bases fortes. A marcha analitica consiste em
duas extragbes em sequéncia. A primeira extracdo (acida) remove amidos, acucares e
parte da pectina e da hemicelulose dos alimentos. A segunda extracdo (basica) retira
proteinas, pectinas e hemicelulose remanescentes e parte da lignina (MERTENS,
2001). Assim, a FB é formada principalmente de celulose adicionada de pequenas
qguantidades de lignina e hemicelulose. Este método é limitado pela falta de preciséao
dos resultados da solubilizacdo da hemicelulose e lignina (VAN SOEST & WINE, 1968).

Atualmente, os trabalhos de pesquisa na area de nutricdo de ruminantes
consideram a determinacao dos teores de fibra em detergente neutro (FDN) e fibra em
detergente acido (FDA), métodos de analises mais precisos, sendo a quantificacdo dos
teores de FB praticamente inexistente. Estas técnicas, conhecidas como sistema
detergente foram desenvolvidas por VAN SOEST (1963, 1967) e por VAN SOEST &
WINE (1967, 1968) e oficialmente aceitas pela AOAC (1980) por estimar com maior
precisdo tanto os componentes totais da parede celular como os das fracbes mais

indigestiveis desta.



A determinacdo quantitativa dos teores de FDN parte do principio que o
detergente neutro solubiliza a bicamada lipidica da membrana celular dos alimentos e,
por filtracdo separa-se a parede celular (celulose, hemicelulose e lignina) do contetddo
celular. Atualmente esse € o método mais aceito pelos nutricionistas de ruminantes
para determinacao de fibra. Contudo, parte da pectina, componente da parede celular, é
solubilizada e computada como contetdo celular. Quanto & analise dos teores de FDA,
esta é definida como a quantificacdo da fibra baseada em tratamento com detergente
acido.

O método proposto por VAN SOEST (1963, 1967) e por VAN SOEST & WINE
(1967, 1968), foi desenvolvido nos laboratérios do Departamento de Agricultura dos
Estados Unidos - USDA, principalmente para analises de forrageiras, VAN SOEST,
(1967). Este método permite uma grande quantidade de alternativas sequenciais de
analises, com o objetivo de fracionar alguns componentes minoritarios importantes da
parede celular, além de estimar os macrocomponentes isoladamente por diferencas
matematicas entre os resultados das analises efetuadas (FERREIRA, 1994).

A determinacdo quantitativa utiliza solugbes contendo diversos reagentes sendo
que cada um possui uma funcdo especifica. Na determinacdo de FDN utiliza-se uma
solucdo de detergente neutro composta de tetraborato de sédio, &cido
etilenodiaminotetracético (EDTA), hidrogenofosfato de sodio, lauril sulfato de sédio e
trietilenoglicol. O tetraborato de soédio e o hidrogenofosfato de sédio funcionam como
sistemas tampdes mantendo o pH da solucdo de detergente neutro préximo a 7,0
evitando, assim, a solubilizacdo da hemicelulose e da lignina. O detergente lauril sulfato
de sédio é usado na remocdo das proteinas, o EDTA, por ser um agente quelante,
promove a solubilizacdo das proteinas e pectinas e o trietilenoglicol solubiliza amidos.
Portanto, essa mistura de reagentes isola, principalmente, celulose, hemicelulose e
lignina com alguma contaminacao por proteina e pectina. Em relacdo a pectina, esta é
facilmente extraida e quase completamente digerida. Ja a contaminacdo por proteina
parece contrabalancear a perda de pectina imediatamente soltuvel, fazendo da FDN

uma estimativa aceitavel da parede celular dos tecidos vegetais (MERTENS, 1992).



Ao longo dos anos, comprovou-se que o metodo convencional de VAN SOEST
(1963, 1967) e VAN SOEST & WINE (1967, 1968) ndo era muito eficaz para algumas
categorias de alimentos, particularmente os cereais ricos em amido e subprodutos
agroindustriais ricos em pectinas, taninos, complexos taninos-proteina e produtos da
reacdo de Maillard; havendo, entdo, a necessidade de sofrer algumas alteracées em
uma ou outra etapa analitica de acordo com o tipo de amostra (VAN SOEST et al.1991).
Assim, desde que foi desenvolvido, o método convencional vem sofrendo algumas
modificagbes, devendo-se tomar muito cuidado na comparacao dos valores.

No método convencional proposto por VAN SOEST & WINE (1967), o éter
monoetilenoglicol era usado para promover a solubilizacdo de amidos, entretanto, por
ser teratogénico, foi substituido pelo trietilenoglicol (VAN SOEST et al. 1991). Utilizava-
se também a decalina, agente antiespumante, que foi retirado por remover a lignina. O
sulfito de sddio, utilizado para remover contaminacdes por proteinas, também foi
suprimido por ndo remové-las completamente e por degradar a lignina. Ao longo dos
anos, diversas modificacdes foram efetuadas resultando em diferentes procedimentos
para determinacdo de teores de FDN. O método de ROBERTSON & VAN SOEST
(1981) nao utiliza sulfito de sodio, mas utiliza amilase na remocao de amido; o método
de VAN SOEST et al. (1991) né&o usa a decalina e recomenda o uso do trietilenoglicol,
da amilase e da uréia (8 Mol.L™) para remover amido, sendo opcional o uso do sulfito
de sddio. O método de MERTENS (1997) recomenda o uso do sulfito e da amilase.

Os altos valores de FDN obtidos nas analises de amostras de alimentos
concentrados e forragens contendo amido, associados as dificuldades que a pratica
laboratorial tem demonstrado na etapa de filtragdo, indicam que o detergente neutro
nao é eficiente na solubilizacdo dos amidos. Por isso, as amilases tém sido utilizadas
nas determinagcdes da FDN (VAN SOEST et al. 1991).

A FDA permite conhecer os constituintes menos sollveis da parede celular,
sendo que posteriormente, poderdo ser determinadas celuloses, lignina, nitrogénio
insolivel em detergente &cido (que representa o nitrogénio lignificado), cinzas
insoltveis em acido e silica. Basicamente, o teor de FDA é determinado por refluxo (60

minutos), a quente, de uma amostra em solucéo, contendo acido sulfurico (H.SO4 1N)



para solubilizar acucares, amidos, hemiceluloses e algumas pectinas e detergente
(brometo de cetil-trimetilaménio) para remocao de proteinas (MERTENS et al. 1994).
Por este método, a celulose, lignina, com algumas contaminagfes por pectina, minerais
(cinza insolavel) e compostos nitrogenados sdo quantitativamente recuperadas (VAN
SOEST, 1994). Embora consagrado nos principais laboratérios de nutricdo, os sistemas
detergentes apresentam limitagdes praticas, principalmente aquelas relacionadas ao
excesso de trabalho despendido na realizacdo das etapas de refluxo (em tubos de
digestdo ou em frascos) e filtracdo (com a utilizacdo de cadinhos de borossilicato) de
cada amostra do alimento avaliado na bateria, o que limita sua eficiéncia na utilizagéo
dos recursos humanos, financeiros e de infra-estrutura do laboratério (BERCHIELLI et
al. 2001).

BAILEY & ULYATT (1970) recomendaram que a primeira extracdo fosse feita
com detergente neutro e em seguida com detergente acido no intuito de purificar a fibra
em detergente &cido. Essa pré-extragcdo com detergente neutro elimina a interferéncia
por pectinas e silica biogénica. Além disso, a subtracdo de FDN da FDA superestima a
hemicelulose nas gramineas por figurar as medidas de seus acUcares constituintes
(THEANDER & WESTERLUND, 1993). Este problema demonstra bem a dificuldade de
se formular um procedimento laboratorial que atenda as exigéncias de fracionamento
dos constituintes dos alimentos.

As andlises para determinacdo dos teores de FDN e FDA podem seguir duas
sequéncias laboratoriais distintas: na primeira, conhecida como forma néo sequencial,
fazem-se duas pesagens da mesma amostra e procede-se com as analises de FDN e
FDA separadamente, enquanto que na forma sequencial pesa-se a amostra e procede-
se com a determinacdo de FDN, utilizando-se o residuo dessa analise na determinacdo
do teor de FDA. O cadinho contendo o residuo da FDN é imerso em 100 mL de solucdo
de detergente acido, acoplado ao sistema digestor e logo apos, lavado, filtrado e seco
em estufa para determinacdo do teor de FDA. (VAN SOEST & ROBERTSON, 1985). A
analise sequencial nas fragGes de fibras € atrativa porque as interferéncias importantes
podem ser evitadas e também o uso de uma Unica amostra é mais econdmico. A

vantagem principal € que as estimativas da hemicelulose e da celulose pela diferenca



sdo mais exatas, mas o tratamento sequencial ndo pode ser aplicado em todas as
amostras porque existem situagfes especificas em que as fragbes de interesse podem
ser perdidas no processo. Particularmente a silica biogénica (AlA), alguns taninos e
nitrogénio insolivel em detergente acido (NIDA) sdo melhores analisados por FDA
sequencial (VAN SOEST et al. 1991). Também, os valores de FDA podem ser
aumentados pela presenca de pectina (fibra solivel em detergente acido) que em
algumas situacdes, ndo consegue ser extraida completamente pela acdo deste
detergente, recomendando-se a analise sequencial nas amostras ricas em pectina.

FERREIRA (1994) discorre das muitas dificuldades de se estabelecerem
sistemas padronizados e eficientes de andlise quimica, os quais devem permitir
quantificar rigorosamente os componentes insollveis e sollveis da parede celular
vegetal, com a menor interferéncia possivel dos residuos indesejaveis. Esses residuos
se somam na estimacéo, fazendo com que muitos investigadores, ao longo dos anos,
procurassem estabelecer diferentes técnicas em funcdo da fracdo que se quer
determinar e do tipo de amostra analisada. Neste contexto, as modificagdes propostas
por JERACI et al. (1988), utlizando a enzima alfa-amilase termoestavel na
determinagdo de FDN, podem ser citadas na tentativa de otimizar o método
convencional.

As modificacdes propostas no meéetodo convencional de VAN SOEST (1963,
1967) e VAN SOEST & WINE (1967, 1968) diferem entre si nos ganhos. As que se
destacam em nosso pais sdo as propostas por KELLEY (1998), SOUZA et al. (1999) e
SILVA & QUEIROZ (2002). A base do método proposto por KELLEY (1998) consiste na
digestdo e filtracdo das amostras em condicdes homogéneas e de forma coletiva,
obtendo-se maior nimero de andlises por dia, em relacdo ao método proposto por VAN
SOEST (1963, 1967), onde as lavagens e filtracBes sucessivas séo feitas de forma
manual.

O meétodo proposto por SOUZA et al. (1999) enfatiza a reducdo de custos e
minimiza¢do da quantidade de residuos, mantendo a qualidade analitica do processo,
ao utilizar apenas 0,35 gramas de amostra em 35 mL de reagentes, analisando 80

amostras por dia. O método adota a utilizacdo do sulfito de sddio e uréia (8 Mol.L™)



mais amilase para amostras ricas em amido. Este método tem sido adotado, desde
2000, nas regides Sudeste, Centro-Oeste, Norte e Nordeste tendo como beneficiarios
laboratérios, institutos de pesquisa, universidades e indUstrias. A metodologia
alternativa é uma simplificacdo dos procedimentos analiticos originais, sem alteracao
dos principios do método proposto por VAN SOEST (1963, 1967) e VAN SOEST &
WINE (1967, 1968). Como o método alternativo emprega menores quantidades de
amostra e de reagentes, consequentemente diminui os residuos gerados, além de
processar maior nimero de amostras com menor impacto ambiental.

O meétodo proposto por SILVA & QUEIROZ (2002) utiliza 0,5 gramas da amostra
em 50 mL de solucdo detergente, tendo como base as tradicionais obras que versam
sobre analise de alimentos, dentre elas a “Official Methods of Analysis — (A.O.A.C)”,
apresentando uma marcha analitica sistematizada, de facil leitura e compreensao,
especialmente para as areas de engenharia agronémica e de alimentos, nutricdo
humana, zootecnia e bioquimica. Neste método utiliza-se a decalina como agente
antiespumante e é recomendado o uso do sulfito de sodio e do trietilenoglicol.

Assim, diversos procedimentos analiticos alternativos tém surgido para
determinacdo da fracdo fibrosa dos alimentos (MERTENS et al. 1994). Os chamados
métodos alternativos tém sido desenvolvidos na tentativa de suplantar as dificuldades
do método convencional quanto ao uso de méo de obra individual, demora na execuc¢ao
das etapas de analise, alto custo e diminuicdo dos residuos quimicos gerados no
processo.

Dentro deste contexto, alguns sistemas foram langcados no mercado como, por
exemplo, o denominado método da “Filter Bag Technique” da Ankom (FBT), (ANKOM,
2010), cujo principio de funcionamento baseia-se na digestéo e filtracdo das amostras
de alimentos contidas em saquinhos, em ambiente fechado. Esta técnica garante
condicdo homogénea de digestao e filtracdo para todas as amostras e possibilita, ainda,
a realizacdo de um numero bem maior de andlises por dia, pois algumas etapas do
método de VAN SOEST (1963, 1967), como as lavagens e filtracdes sucessivas, que
anteriormente eram feitas manualmente, passam a ser feitas no proprio sistema de
forma coletiva (BERCHIELLI et al. 2001).



Vérios aparelhos da ANKOM ja foram adquiridos por instituicbes de pesquisa e
por empresas particulares, no entanto, algumas davidas e limita¢cdes levam a condigédo
de sub-utilizac@o deste sistema. Uma delas seria quanto as concentracdes de FDN e
FDA obtidos com esta técnica, pois se encontram poucas informacdes disponiveis
sobre esse assunto na literatura. Um dos trabalhos é o realizado por KOMAREK et al.
(1993 e 1994), em que foram testados varios alimentos e verificados valores bem
proximos daqueles observados com o método convencional de digestédo de fibras. Outra
guestao refere-se ao alto custo dos saquinhos utilizados para conter as amostras
enquanto sdo digeridas, sendo os mesmos obtidos na propria empresa fabricante do
equipamento.

A eficiéncia das analises de FDN e FDA utilizando saquinhos de poliéster nas
determinacfes analiticas, com digestdo das amostras em autoclave a 120°C por 60
minutos foi primeiramente observada por KOMAREK (1993).

Na tentativa de minimizar os custos das analises com os saquinhos da ANKOM,
diversos trabalhos ja foram desenvolvidos utilizando-se saquinhos confeccionados com
outros tecidos similares ao da ANKOM como o nailon e o tecido nédo tecido (TNT).
Assim, BERCHIELLI et al. (2001) testaram quatro tipos de saquinhos diferentes no
equipamento da ANKOM: o primeiro tipo constituido de um material semelhante ao
papel da ANKOM, o segundo formado por um material semelhante ao nailon utilizado
na confeccdo de saquinhos para ensaio de degradabilidade ruminal, porém, com malha
de 50 um, adquirido na empresa representante da ANKOM no Brasil. Os dois outros
saquinhos de filtragem testados foram confeccionados com o mesmo nailon utilizado
em saquinhos para ensaio de degradabilidade ruminal, sendo um feito com nailon novo
e malha de 50 um, e o outro feito a partir de saquinhos de nailon ja utilizados em
incubacdo ruminal, malha de 50 um. Os saquinhos foram confeccionados com as
mesmas dimensfes dos saquinhos ANKOM (5 cm x 5 cm). Os tipos de saquinhos de
filtragem utilizados néo influenciaram nos teores de FDN nos diferentes alimentos, com
excecao das fezes, cujos saquinhos de néilon resultaram em concentracdes de FDN
inferiores. Nao houve diferenca significativa entre os valores de FDN e FDA, obtidos

pelo equipamento ANKOM ou pelo convencional, nos alimentos estudados, com
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excecdo da polpa citrica, cujo valor médio de FDA pelo ANKOM foi inferior aquele
obtido pelo método convencional.

PELL & SCHOFIELD (1993) analisaram o teor de FDN desenvolvendo micro-
analises (100 mg/ amostra), com digestdo de amostras em autoclave em condi¢des de
temperatura de 105°C durante 60 minutos. Os resultados obtidos foram comparados
com o metodo convencional, ndo sendo validadas as micro-analises em alimentos
concentrados.

DESCHAMPS (1999) testou o0 uso de saquinho de nailon (5 x 5 cm, porosidade
média de 45 pm) para acondicionar amostras de trés cultivares de capim-elefante,
observando, ao longo de 126 dias de crescimento, as principais modificagcbes na
composicdo quimica e na digestibilidade da matéria seca das mesmas. Na
determinacdo do teor de FDN foi utilizada uma autoclave de bancada sendo a
temperatura ajustada na melhor condicéo observada (temperatura de 120°C e tempo de
operacao de 40 minutos). O ajuste do tempo utilizado na digestdo em autoclave foi feito
em um ensaio prévio utiizando azevém e bagaco de cana como amostras
experimentais. A ado¢éo da autoclave permitiu executar a analise de 120 amostras por
operacao.

A confiabilidade dos resultados obtidos em analises reutilizando saquinhos
também foi observada no trabalho desenvolvido por BORTOLASSI et al. (2000) que
analisaram os teores de FDN e FDA pelo método convencional e pela “Filter Bag
Technique” da ANKOM (FBT), reutilizando os filtros F57 por até seis vezes. Foram
utilizados como alimentos o milho moido, farelo de trigo, farelo de soja, farelo de canola,
feno de tifton 85, feno de aveia, milheto e silagem de milho. Algumas restricdes foram
observadas: o método FBT para a determinacdo de FDN e FDA néo foi recomendado
em todos os alimentos analisados e a reutlizacdo dos filtros F57 na FBT foi
recomendada de acordo com o tipo de alimento a ser testado. Em alimentos como a
silagem de milho e o farelo de canola, a reutilizacdo dos filtros podera ser feita até seis
vezes, ja em outros alimentos, recomenda-se menor numero de reutilizacdes. A analise
da FDN em milho, na FBT, néo foi recomendada por apresentar diferenca (p<0,05)

entre 0 método convencional e FBT em todas as reutilizacdes. O milho moido
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apresentou esse comportamento devido a seu elevado teor de amido que foi
gelatinizado dentro do filtro durante o processo de fervura. A acdo da enzima alfa-
amilase, quando se utilizou o filtro F57, ndo foi suficiente para solubilizar o amido,
resultando, provavelmente, no entupimento da malha do mesmo e, dessa forma,
superestimando o teor de FDN desse alimento. Tal constatacédo nao foi observada na
metodologia convencional.

CORDEIRO et al. (2007), analisando os teores de FDN e FDA em cana-de-
acucar, farelo de algodao e fuba de milho, utilizaram a autoclave por ser mais prética,
tendo validado seus resultados comparando com analises desenvolvidas em blocos
digestores/ cadinhos filtrantes (método convencional). Os resultados obtidos indicaram
gue nao houve diferenca (p>0,05) entre os métodos analisados, 0 que comprovou a
eficacia do uso da autoclave.

SENGER et al. (2008) testaram quatro diferentes tempos e temperaturas de
autoclave em analises de FDN e FDA com o objetivo de encontrar um procedimento
alternativo que néo fosse diferente do método convencional (bloco digestor/ cadinhos
filtrantes). As amostras de 15 concentrados e 17 volumosos foram acondicionadas em
sacos de poliéster e nailon (4 cm x 5 cm e 50 um de porosidade). ApGs o experimento
foi observado que os resultados obtidos em autoclave regulada a temperatura de 110°C
durante 40 minutos néo diferiram (p>0,05) do método convencional.

CICHOSKI et al. (2009) determinaram a digestibilidade in vitro da matéria seca
(DIVMS) e da fibra em detergente neutro (DIVFDN) de quatro espécies de forrageiras
(duas gramineas e duas leguminosas), obtidas através do fermentador da ANKOM,
Daisy Il, utilizando diferentes materiais na confec¢do do saco de fermentacao: néilon e
TNT comparados aos sacos da ANKOM. As médias obtidas de DIVMS e DIVFDN,
utilizando saquinhos de nailon e TNT superestimaram os valores obtidos com o material
padrdo (saquinhos da ANKOM), observando-se que é possivel utilizar saquinhos de
materiais alternativos (nailon e TNT) desde que sejam corrigidos através de equacdes
estabelecidas nesse trabalho.

CASALI et al. (2009), avaliando o teor de FDN em farelo de trigo, casca de soja,

silagem de milho e feno de capim- brachiaria observaram similaridade (p>0,05) nos
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valores obtidos com os saquinhos da ANKOM e aqueles obtidos pelo método
convencional. Nos saquinhos de TNT observou-se semelhanca dos resultados com o
método convencional em alguns alimentos (farelo de trigo, capim-brachiaria e casca de
soja) e diferenca (p<0,05) nas amostras de silagem de milho. O teste com sacos
confeccionados com nailon indicaram menores teores de FDN (p<0,05) em comparacao
aos valores do método oficial, por ter ocorrido perda de particulas fibrosas que
provavelmente estd relacionada a estrutura do tecido. Quanto as analises
desenvolvidas com saquinhos de TNT verificaram-se divergéncias nos resultados
quando comparadas as dos saquinhos da ANKOM, sugerindo-se que a superficie do
TNT ndo apresenta poros em sua totalidade, uma vez que parte da superficie é vedada
pelo calor durante o processo de fabricagao do tecido.

Todos os experimentos desenvolvidos utilizando metodologias alternativas
(saquinhos de diversos tecidos e autoclave) visam a obtencdo de um método alternativo
de analise exato, preciso, mais econdmico e que também reduza o tempo das analises,
visto que o método convencional compreende varias etapas demoradas em especial a
digestéo e filtracdo das amostras.

Na area das analises laboratoriais deve-se considerar que todas as medidas
experimentais possuem certo grau de incerteza, pois sempre que € feita uma medida ha
uma limitagdo imposta pelo equipamento usado. Assim, o0 valor numeérico
correspondente & medida experimental terd uma incerteza associada a ela, conhecida
como erro experimental. Esse erro ndo tem como ser evitado, 0 que se procura é
minimiza-lo, melhorando-se tanto o equipamento quanto a técnica utilizada (SOUZA et
al. 1999). Assim, a continuidade das pesquisas neste aspecto é de grande importancia
para a identificacdo de outras tecnologias que fornegcam resultados analiticos confidveis
e rotinas laboratoriais otimizadas, visando ganhos no custo e no tempo utilizado no

desenvolvimento dos parametros da analise.
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1.3 Alimentos na Nutricdo de Ruminantes

E evidente o grande nimero de alimentos que podem ser utilizados na
alimentacdo de ruminantes. Convém ressaltar que as varias fontes de alimentos
possuem propriedades nutricionais diferentes (OLIVEIRA et al. 2005).

Segundo TEIXEIRA (1997), o volume dos alimentos indica, a principio, uma
forma de classificagdo dos mesmos. Assim, existem alimentos de alta concentracdo de
nutrientes - os concentrados, e 0s que possuem baixa concentracdo - 0s nao
concentrados ou volumosos. Geralmente, as ragdes sao compostas dos dois grupos.
Algumas vezes, utilizam-se somente o0s volumosos, entretanto, nunca se usam
exclusivamente concentrados na alimentag&do dos ruminantes.

Nos trabalhos de TEIXEIRA (1998) e MELLO (1999), observou-se a citacao de
gue os alimentos séo classificados de acordo com a Associacdo Americana Oficial de
Controle de Alimentos (AAFCO) e o Conselho Nacional de Pesquisas dos EUA (NRC),
nas seguintes categorias: volumosos, concentrados, minerais, vitaminas, aditivos e
outros alimentos que néo se classificam nos itens anteriores.

Os alimentos volumosos ou ndo concentrados caracterizam-se por possuir baixo
teor energético, com altos teores em fibra. Possuem menos de 60% de NDT e ou mais
de 18% de FB e podem ser divididos em secos e Umidos. Sao os alimentos de mais
baixo custo na propriedade. Os mais usados para os bovinos de corte sdo as pastagens
naturais ou artificiais (brachiarias e panicuns em sua maioria), capineiras (capim
elefante), silagens (capim, milho, sorgo), cana-de-agucar e bagaco. Entre os menos
usados estao: milheto, fenos de gramineas, silagem de girassol e palhadas de culturas.

Os alimentos concentrados possuem alto teor de energia, mais de 60% de NDT e
menos de 18% de FB. Estes podem ser energéticos caracterizando-se por possuirem
menos de 20% de proteina bruta (PB), tais como o milho, sorgo, trigo, arroz, melaco,
polpa citrica (todos de origem vegetal), sebos e gordura animais (de origem animal) e
protéicos, que se caracterizam por possuirem mais de 20% de PB. Citam-se o farelo de
soja, farelo de algodao, farelo de babacu, farelo de girassol, soja grao, farelo de

amendoim, caroco de algodéo, todos de origem vegetal.
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Os alimentos minerais usuais na alimentacdo animal sdo compostos de fosfato
bicalcico, calcario, sal comum, sulfato de cobre, sulfato de zinco e éxido de magnésio.

As vitaminas utilizadas sao as lipossollveis e hidrossolUveis enquanto que 0s
aditivos incluem os antibioticos, hormdénios, probiéticos, antioxidantes e corantes.

Na nutricdo de ruminantes as forragens destacam-se como fontes importantes de
nutrientes, pois delas advém a energia e a fibra necessaria nas ragdes para promover a
mastigacdo, ruminacdo e saude do rumen. As plantas forrageiras sdo constituidas
principalmente de carboidratos, correspondendo de 50 a 80% da matéria seca (MS) das
forrageiras e cereais. As caracteristicas nutritivas dos carboidratos das forrageiras
dependem dos acucares que os compdem, das ligacdes entre eles estabelecidas e de
outros fatores de natureza fisico-quimica. Assim, considerando-se o grau de
degradabilidade, os carboidratos das plantas classificam-se em duas grandes
categorias: estruturais e ndo estruturais, respectivamente (VAN SOEST, 1994).
Basicamente, os carboidratos ndo estruturais sdo aqueles encontrados no conteudo
celular, tais como glicose e frutose, e os carboidratos de reserva das plantas, como o
amido, a sacarose e as frutosanas (VITTORI et al. 2000). J& os carboidratos estruturais
incluem agueles encontrados normalmente constituindo a parede celular, representados
principalmente pela pectina, hemicelulose e celulose, que sdo os elementos mais
importantes na determinacdo da qualidade nutritiva das forragens (VAN SOEST et al.
1991). A natureza e concentracdo dos carboidratos estruturais da parede celular séo os
principais determinantes da qualidade dos alimentos volumosos, especialmente de
forragens (VAN SOEST, 1994).

Dentre as décadas de 70 a 90, a pecuaria brasileira sofreu uma grande mudanca
com a introdugcéo das gramineas do género Brachiaria brizantha cv. Marandu. As trés
cultivares que mais contribuiram para esta revolu¢ao foram a Brachiaria decumbens cv.
Basilisk, a Brachiaria humidicola cv. Tully e a Brachiaria brizantha cv. Marandu. A partir
de entdo a graminea forrageira mais plantada e estudada nos diferentes biomas
brasileiros € a Brachiaria brizantha cv. Marandu. O capim-marandu também conhecido
como braquiardo ou brizantdo foi langado no Brasil em 1984 pela Embrapa Gado de

Corte (Campo Grande — MS) e Embrapa Cerrados (Brasilia). De acordo com MACEDO
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(2006), constituem cerca de 80% das pastagens em alguns estados da regido Norte
(Acre, Rondénia e Pard) e cerca de 50% das pastagens cultivadas no Brasil.

A Brachiaria brizantha cv. Xaraés, conhecida como capim-xaraés, foi introduzida
pela Embrapa em 1986, chegando a Embrapa Gado de Corte (Campo Grande — MS)
em 1987 tendo sido avaliada por mais de dez anos pelos pesquisadores da Embrapa
Cerrados (Brasilia). Somente em 2003 foi langada comercialmente com o nome de
origem tupi-guarani cv. Xaraés (FONSECA & MARTUSCELLO, 2010). Atualmente, a
producdo do Xaraés é de 70% nas aguas, e na seca de 30%, com destaques para o
norte do Mato Grosso, Tocantins, Rondobnia, Acre, sul do Para, todos os estados das
regides Centro-Oeste, Sudeste, Oeste e a mata Atlantica da Bahia (VALLE et al. 2004).

Uma das culturas de maior destaque na area de produtos alimentares e
energéticos, no Brasil, € a cana-de-acucar. O pais € hoje o maior produtor mundial
dessa matéria-prima, com mais de 300 milhées de toneladas, que se transformam em
mais de 15 milhdes de toneladas de acucar e 15 bilhdes de litros de alcool. A regido
Nordeste, tradicional produtora de acgucar, vem perdendo posicdo relativa para a
producdo de Sado Paulo ao longo das ultimas décadas, pois as condicbes climaticas
predominantes neste estado sdo consideradas excelentes para a sua producdao,
permitindo o crescimento vigoroso da planta durante a primavera e o verao, e
oferecendo condi¢cdes adequadas para a maturagdo e a colheita, durante o outono e o
inverno. No Centro-Oeste, apesar do clima apresentar certa semelhanca, a deficiéncia
hidrica durante o inverno € mais acentuada, exigindo, na maioria das regides, uma
pequena suplementacao hidrica para viabilizar a rebrota das soqueiras e a manutengéo
dos niveis de produtividade (MACEDO, 2010).

A cana-de-acUcar € de facil adaptacdo as regides de clima tropical, quente e
umido, cuja temperatura predominante seja entre 19 e 32° C e onde as chuvas sejam
bem distribuidas, com precipitacdo acumulada acima de 1000 milimetros por ano,
desenvolvendo-se bem em solos de baixa fertilidade ou com condigbes fisicas
desfavoraveis, sendo que os solos ideais para o desenvolvimento da cana-de-agucar

devem ser bem arejados e profundos, com boa retencédo de umidade e alta fertilidade.



16

O Tifton 85 € um hibrido de Cynodon dactylon e Cynodon nlemfuensis. O género
Cynodon, por sua vez, € dividido em dois grupos: capim ou grama Bermuda e capim ou
grama Estrela. Segundo FONSECA & MARTUSCELLO (2010) os capins-bermuda séo
amplamente utilizados na forma de feno tanto em regides de clima tropical quanto nas
de clima temperado. Ha um grande nimero de cultivares do capim-bermuda, originarios
do melhoramento genético da grama Bermuda, que receberam o nome genérico de
Tifton, seguidos de uma numeracdo. No Brasil estdo disponiveis os cultivares Coastal,
Alicia, Callie, Tifton 44, Tifton 78 e Tifton 85 (HILL et al. 1996).

Os melhores fenos de gramineas do género Cynodon sao obtidos dos cultivares
gue tem mais folhas do que colmos, como o Florakirk, Tifton 85, Coastcross e Florona
(HILL et al. 1996).

O feno tem como caracteristica preservar as qualidades nutricionais da forragem
por meio de rapida desidratacdo, o que provoca a paralisacdo da atividade respiratoria
das plantas e estabiliza a atividade de microorganismos responsaveis pela deterioracao
dos principios nutritivos. O processo da fenacdo consiste na desidratacdo da forragem
verde contendo um teor de umidade entre 65 e 80%, transformando-a em feno,
atingindo um teor de umidade entre 10 e 20% (FONSECA & MARTUSCELLO, 2010).

A Embrapa Gado de Leite (Juiz de Fora — MG) adota a classificacao de feno nos
tipos A, B e C, em funcéo do teor de umidade, PB e FDN. Os fenos do tipo A possuem
de 12 a 15% de umidade, PB maiores que 13% e FDN menor que 65%, os do tipo B
possuem 18 a 15% de umidade, 9 a 13% de PB e 65 a 69% de FDN, enquanto que o0s
fenos do tipo C possuem umidade variando de 15 a 18%, PB menor que 9% e FDN
maior que 69% (FONSECA & MARTUSCELLO, 2010).

De acordo com FONSECA & MARTUSCELLO (2010) as gramineas do género
Cynodon constituem excelente op¢do de alimento volumoso, quando submetidas a
fenacdo, sendo seu valor nutritivo satisfatorio quando comparados a outros alimentos
de alta qualidade como a silagem de milho.

O milho é um cereal amplamente utilizado em alimentagcdo animal como

concentrado energético. De acordo com TEIXEIRA (1998), o milho € rico em energia,
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pro-vitamina A (betacaroteno) e pigmentantes (xantofila) e possui baixos teores de
aminoacidos principalmente lisina e triptofano, calcio, riboflavina, niacina e vitamina D.

E uma excelente cultura para confecgdo de silagem por apresentar boa
quantidade de acuUcares para producdo de acido latico, fundamental no processo de
ensilagem e por permitir altas producdes por hectare de um alimento de elevado valor
nutritivo (energia).

O processo da ensilagem inicia-se com o corte da planta na época ideal,
posterior enchimento do silo com a massa verde compactada e vedacdo do mesmo. O
processo de anaerobiose por acidificacdo desse material verde vegetal produz o que se
chama de silagem. Apd6s o fechamento do silo, os acucares solUveis contidos na planta
de milho sdo transformados em &cido lactico. Estas transformacdes levam a
acidificacdo do material, cujo pH devera situar-se abaixo de 4, valor que limita as
fermentacfes indesejaveis (acdo da flora butirica) e assegura uma boa conservacao da
silagem de milho (CENTRAL DA PECUARIA , 2010).

Apesar de serem poucos os trabalhos citados na literatura relativos ao uso do
farelo de babacu na alimentacdo animal, este é classificado como um alimento
concentrado protéico (BENEDETT & SPERS, 1995). A variagcdo na sua composicdo e o
processamento sao fatores que influenciam na sua composicéo final.

Segundo ROCHA JUNIOR et al. (2003); CAVALCANTE et al. (2005) e VIEIRA et
al. (2005), a composicdo bromatologica do farelo de babacu apresenta os seguintes
teores: MS — 89,9 a 95,2%, PB - 16,3 a 24,2%, EE — 1,1 a 17,3%, matéria mineral com
base na matéria seca (MM) — 4,6 a 7,2%, FDN — 64,5 a 78,7% e FDA — 32,9 a 53,8%. A
variedade de composicdo observada é devido aos diferentes processos de extracao do
6leo na obtencao da torta ou farelo.

Apesar da sua grande importancia sécio-ambiental principalmente no estado do
Maranhdo, a falta de conhecimento das propriedades quimicas, nutricionais e
ecolégicas do babacu ainda é rudimentar e insuficiente, obstaculo para uma futura
producéo sustentavel de biodiesel na regiéo.

De acordo com ABDALLA et.al. (2008), a torta ou farelo gerado na extracao do

6leo ndo passam por processo de agregacao de valor porque sdo desconhecidas as
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suas potencialidades nutricionais e econémicas. Em estudos recentes na Australia e
Canada, constatou-se que para cada 1% de acréscimo de gordura na dieta de
ruminantes, pode se reduzir em até 6% a quantidade de metano produzido por quilo
(kg) de matéria seca consumida (GRAINGER, 2008 citado por ABDALLA et.al. 2008).

O 6leo do babacu constitui cerca de 65% do peso da améndoa sendo um
subproduto na fabricacdo de sab&o, glicerina, 6leo comestivel e do farelo utilizado na
producéo de racdo animal (ALBUQUERQUE, 2006).

Em 1991, a Embrapa (EMBRAPA, 2010) analisou a composi¢cdo quimica da torta
de babacu, sendo o seu valor nutritivo comparado ao do milho. O resultado obtido
revelou que a torta de babacu possui teores mais elevados de proteina bruta, fibra e
matéria mineral, o que a torna um alimento em potencial a ser utilizado, com mais

frequéncia, na alimentacdo animal.

1.4 Impacto ambiental e gestédo de residuos

A questdo ambiental relacionada a minimizacdo da geracdo de residuos
originados de universidades, industrias e demais instituicdes, bem como a sua
disposicdo adequada, também tem levado a busca de alternativas metodoldgicas que
nao prejudiquem o meio ambiente e a saude publica (JARDIM, 1998).

Sabe-se que a geracao de residuos néo é exclusividade das inddstrias, uma vez
gue em laboratérios de universidades, escolas e institutos de pesquisa também sado
gerados residuos de elevadas diversidade e volume (TAVARES & BENDASSOLLI,
2005).

Atualmente, inclusive as industrias estdo gradualmente trocando processos
tradicionais por tecnologias ambientalmente corretas, sendo que as universidades estédo
montando programas de gerenciamento de residuos (PERGHER, 2004).

Particularmente, a pratica de descarte de residuos quimicos dos laboratérios de
ensino e pesquisa das universidades brasileiras tem sido uma preocupacao nova, pois

ndo existem ainda normas ou legislacbes no pais que estabelecam regras para o
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descarte; sendo que a grande maioria descarta seus residuos perigosos in natura
diretamente nas pias, 0s quais seguem para a rede de esgotos, comprometendo a
fertilidade do solo, o ecossistema marinho, a populagdo e os animais que utilizam a
agua (FELLEMBERG, 1980).

Confrontados com esta realidade, as instituicbes de ensino superior tém sentido
a necessidade de minimizar este problema que € inerente ao seu proprio
funcionamento. Palestras, debates e conferéncias séo realizados com a intencdo de
reverter esta préatica que é considerada normal por muitos profissionais. Nesse sentido,
pesquisas em busca de metodologias de analises que minimizem o descarte e
consequentemente o impacto ambiental tém sido realizadas na esperanca de minimizar
o problema (CASTRO, 1996).

O desenvolvimento de novas metodologias analiticas que se preocupem com as
questdes ambientais faz parte da chamada Quimica Verde (“Green Chemistry”, ou
Quimica Sustentavel) que foi introduzida h& cerca de dez anos nos EUA pela
“Environmental Protection Agency” (EPA), a Agéncia de Protecdo Ambiental daquele
pais, em colaboracao com a “American Chemical Society” (ACS) e o “Green Chemistry
Institute”. Esta iniciativa norte-americana vem despertando o interesse de organizacoes
governamentais e ndo-governamentais de varios paises. Na Europa, Japdo e Estados
Unidos foram inclusive criados prémios para incentivar pesquisadores de industrias e
universidades a desenvolverem tecnologias empregando os principios da Quimica
Verde. Desde 1996, quando o “Presidential Green Chemistry Awards” foi criado nos
EUA, mais de uma dezena de corporacdes e investigadores foram premiadas
(SANSEVERINO, 2002).

Na Europa, a “Royal Society of Chemistry” (RSC), com o apoio de setores
industriais e governamentais, instituiu em 2001 o U.K. “Green Chemistry Awards”, para
premiar empresas e jovens pesquisadores que desenvolverem processos quimicos,
produtos e servigcos que levem a um ambiente mais sustentavel, limpo e saudavel. Além
disso, a RSC criou a “Green Chemistry Network” (GCN), com o objetivo de promover a
conscientizagéo e facilitar a educacao, treinamento e pratica da “Green Chemistry” na

induUstria, academia e escolas. Outra importante iniciativa da RSC foi a criacdo, em
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1999, da revista “Green Chemistry”, de periodicidade bimestral, dedicada a publicacédo
de artigos inéditos que, de alguma forma contribuem para o desenvolvimento da area-
titulo do periddico (SANSEVERINO, 2002).

A Quimica Verde pode ser definida como a utilizacdo de técnicas quimicas e
metodologias que reduzem ou eliminam o uso de solventes e reagentes ou geracao de
produtos e subprodutos toxicos, que sdo nocivos a saude humana ou ao ambiente. Este
conceito, ndo é novidade em aplicacdes industriais, principalmente em paises com
controle rigoroso na emissado de poluentes. Ao longo dos anos os principios da Quimica
Verde tém sido inseridos no meio académico e em atividades de ensino e pesquisa
(COLLINS, 1995; CANN & CONNELLY, 2000; COLLINS, 2001).

Nas determinacdes analiticas de teores de FDN e FDA utiliza-se uma quantidade
expressiva de solugbes quimicas, que, na maioria das vezes, sdo descartadas in
natura. O método consiste em determinar a parede celular insollvel através da técnica
da extragdo que tem como base a solubilizacdo de constituintes do contetdo celular em
solugcédo neutra de lauril sulfato de sodio e EDTA, denominada de FDN. No residuo
desta extragdo encontram-se proteinas insollveis, nitrogénio ligado e alguns minerais.
A solubilizacdo da proteina insolavel e da hemicelulose, pode ser conseguida em outro
processo de extracdo denominado de FDA onde se utiliza o brometo de cetil-
trimetilamonio. Estes procedimentos sdo rotineiros em laboratérios de nutricdo animal e
geram residuos quimicos em grande escala. Durante as duas determinagdes, também é
necessario 0 uso da acetona em lavagens ap6s a filtracdo das amostras. Geralmente
essa acetona também € descartada in natura no meio ambiente.

A possibilidade de reutilizacdo das solugcbes reagentes utilizadas na
determinacdo dos teores de FDN e FDA sem a perda da precisdo das medidas
analiticas bem como a recuperacdo da acetona utilizada na etapa de lavagem fazem
parte dos processos da Quimica Limpa, cuja meta € tornar Uteis os residuos gerados
em laboratérios (AMARAL et al. 2001).

Considerando o exposto, o presente trabalho teve como
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Objetivo Geral

Avaliar quantitativamente diferentes metodologias propostas para analises de
FDN e FDA, visando a precisdo dos resultados analiticos, a redugcdo nos custos e no
tempo das andlises, bem como a minimizacdo da geracdo de residuos, avaliando a
reutilizacdo das solucdes detergentes nas andlises e do solvente acetona recuperado.

Objetivos Especificos

Avaliar quantitativamente a precisdo analitica dos teores de FDN e FDA obtidos
nas analises pelo método convencional nas formas nao sequencial e sequencial,

Avaliar quantitativamente a precisdo analitica dos teores de FDN e FDA obtidos
nas analises provenientes de trés métodos alternativos, nas formas ndo sequencial e
sequencial,

Comparar os resultados experimentais dos teores de FDN e FDA obtidos nas
analises desenvolvidas pela metodologia convencional e por trés métodos alternativos,
nas formas nédo sequencial e sequencial,

Avaliar o gerenciamento de residuos quimicos nas determinagdes dos teores de
FDN e FDA, através da reutilizacdo das solu¢des detergentes nas andlises e também
da recuperacéo do solvente acetona.

Avaliar a precisdo analitica na determinacdo dos teores de FDN e FDA,
comparando os resultados das analises desenvolvidas com reagentes e acetona
originais, com os resultados obtidos nas analises com reagentes reutilizados e acetona
recuperada, considerando o método convencional e trés métodos alternativos, nas

formas n&o sequencial e sequencial.
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CAPITULO 2. ESTUDO COMPARATIVO DE METODOLOGIAS APLICADAS EM
ANALISES DE FIBRA EM DETERGENTE NEUTRO E FIBRA EM DETERGENTE
ACIDO

RESUMO - O trabalho teve como objetivo avaliar diferentes metodologias
propostas para analises de fibra em detergente neutro (FDN) e fibra em detergente
acido (FDA), visando a precisdo dos resultados, a reducdo nos custos operacionais, no
tempo das andlises e no descarte de residuos quimicos. Foram utilizados seis
alimentos de uso corrente na alimentacdo de ruminantes sendo cinco alimentos
volumosos: feno de Tifton 85 (Cynodon spp.), cana-de-agucar (Saccharum officinarum
L.), silagem de milho (Zea mays L.), capim-xaraés (Brachiaria brizanta cv. Xaraés) e
capim-marandu (Brachiaria brizanta cv. Marandu) e um concentrado protéico, o farelo
de babacu (Orbignya phalerata). Os teores de FDN e FDA obtidos pelo método
convencional foram comparados com os resultados dos trés métodos alternativos que
utilizam a autoclave como sistema digestor. As metodologias alternativas permitiram
ganhos consideraveis pela reducdo dos custos operacionais e do tempo da andlise,
minimizando os impactos ambientais. A precisdo dos métodos alternativos bem como
sua utilizacdo, quando comparados ao convencional, foi medida aplicando-se a analise
de variancia, pelo procedimento General Linear Models (GLM) do Programa Statistical
Analysis System (SAS 9.1®). As médias dos métodos alternativos foram comparadas
com o método convencional pelo teste de Dunnette (a = 5%). O delineamento adotado
na analise de cada alimento foi o inteiramente casualizado, em um esquema fatorial 4x2
(4 metodologias e 2 formas de analises). Observou-se que a precisdo do método
alternativo depende do alimento a ser analisado. As determinagfes dos teores de FDN
pelos métodos alternativos foram recomendadas no feno de Tifton 85, farelo de babacu
e cana-de-agucar enquanto que as determina¢cBes dos teores de FDA pelos métodos
alternativos néo foram indicadas nos alimentos estudados com excec¢éo das analises no
farelo de babacu, pelo método alternativo que utiliza a autoclave e saquinhos da

ANKOM. Os teores de FDN e FDA nao diferiram significativamente quanto a forma de
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analise (ndo sequencial e sequencial), em todos os alimentos e métodos estudados,
com excecao da determinacao de FDA na silagem de milho, pelos métodos alternativos
gue utilizam digestdo em autoclave e saquinhos da ANKOM e TNT onde a forma nao

sequencial diferiu (p<0,05) da sequencial.

Palavras-Chave: analises, custos operacionais, métodos alternativos, parede celular,

precisédo
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1. INTRODUCAO

A busca por novos métodos de andlises quimicas que produzam resultados
confidveis, com baixo custo e que minimizem o descarte de residuos quimicos tem sido
objeto de estudo de vérias instituicbes de pesquisa e ensino superior. Sabe-se que
dados analiticos ndo confiaveis podem conduzir a decisdes desastrosas e a prejuizos
financeiros irreparaveis. Para garantir que um novo metodo analitico gere informacdes
confidveis e interpretaveis sobre uma determinada amostra, ele deve sofrer um
processo de validacdo. A validacdo de um método € um processo continuo que comeca
no planejamento da estratégia analitica e continua ao longo de todo o seu
desenvolvimento préatico (INMETRO, 2007).

A analise dos alimentos é uma area de grande importancia no setor de nutricdo
animal. Particularmente, as determina¢des analiticas dos teores de fibra em detergente
neutro (FDN) e em fibra em detergente &cido (FDA) sdo de extrema importancia por
estimar com maior precisdo tanto os componentes totais da parede celular como os das
fracdes mais indigestiveis desta. Conhecidas como “sistemas detergentes”, as marchas
analiticas foram desenvolvidas por VAN SOEST (1963, 1967) e por VAN SOEST &
WINE (1967, 1968) e oficialmente aceitas pela AOAC (1980). O método convencional
de anélise de alimentos apresenta como principal vantagem a precisédo dos resultados,
além de fornecer informagBes sobre importantes componentes da amostra (SILVA &
QUEIROZ, 2002). Entretanto, a rotina laboratorial é bastante demorada, por possuir
etapas que demandam muito tempo de execucéo tais como a digestdo, lavagens e
filtracOes sucessivas das amostras que sdo desenvolvidas manualmente. Também é
considerado um método de custo elevado e que gera residuos quimicos em propor¢cdes
consideraveis. Na tentativa de otimizar o sistema, varios métodos alternativos tém sido
adotados em rotinas laboratoriais, mas muitas vezes sem garantir a confiabilidade dos
resultados, que requer uma avaliacdo sistematica de um procedimento analitico para
demonstrar a preciséo e exatidao dos resultados.

Na determinacédo do teor de FDN utiliza-se como reagente analitico uma solucao

composta de tetraborato de sédio, acido etilenodiamintetracético (EDTA),
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hidrogenofosfato de sédio, lauril sulfato de sédio e trietilenoglicol. O processo quimico
consiste na utilizagdo de solucao detergente anidnica (lauril sulfato de sédio) capaz de
formar complexos polianiénicos conhecidos por sais de sddio, os quais sédo sollveis em
pH acima de 6,0 o0 que promove a remocao das proteinas. A funcdo do EDTA & prevenir
a interferéncia de ions de metais pesados ou de metais alcalinos terrosos, quelando-os
e facilitando a solubilizacdo das proteinas e pectinas. A extracdo feita com solugéo
neutra (pH 7,0) de lauril sulfato de sédio e EDTA gera um residuo fibroso que recupera
a maioria dos componentes da parede celular - lignina, celulose e hemicelulose. O
residuo contém também componentes menores da parede celular, algumas proteinas e
nitrogénio ligado, minerais e cutina. As pectinas sdo removidas, apesar de serem
componentes da parede celular (ROBERTSON & VAN SOEST, 1981). O tetraborato de
sédio e o hidrogenofosfato de sddio funcionam como sistemas tamp&es mantendo o pH
da solucdo de detergente neutro préximo a 7,0 evitando, assim, a solubilizacdo da
hemicelulose e da lignina. A acdo do trietilenoglicol é promover a solubilizacdo de
amidos.

O método convencional, no entanto, ndo remove adequadamente o amido em
alguns alimentos como graos e silagem de gréos superestimando os valores da FDN.
Desta forma foi desenvolvida uma modificagdo da técnica, incluindo o uso da alfa-
amilase termoestavel no procedimento e/ou uréia para remover o amido em amostras
que contenham quantidades consideraveis deste carboidrato, reduzindo
substancialmente essa contaminacédo e ainda, facilitando a filtragdo (VAN SOEST et al.
1991).

Ao longo dos anos, outras modificagbes foram propostas no método
convencional de VAN SOEST & WINE (1967). Inicialmente o éter monoetilenoglicol era
usado para promover a solubilizacdo de amidos, entretanto, por ser teratogénico, foi
substituido pelo trietilenoglicol (VAN SOEST et al. 1991). Utilizava-se também a
decalina, agente antiespumante, que foi retirado por remover a lignina. O sulfito de
sodio, utilizado para remover proteinas contaminantes da FDN partindo ligacdes
disulfidicas e dissolvendo muitas ligacbes de proteina, também foi suprimido por néo

remové-las completamente e por possivelmente degradar a lignina e compostos
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fendlicos (VAN SOEST et al. 1991) . Neste contexto, faz-se necesséria a observacéo de
cada método e suas respectivas modificacdes. O método de ROBERTSON & VAN
SOEST (1981) nao utiliza sulfito de sodio, mas utiliza amilase na remog¢éo de amido,
assim como MERTENS (1997) que apesar de recomendar o uso desta enzima néao o
faz para o sulfito. O método de VAN SOEST et al. (1991) ndo usa a decalina e
recomenda o uso do trietilenoglicol, da amilase e da uréia (8 Mol.L™) para remover
amido, sendo opcional o uso do sulfito de sodio.

A determinacéo do teor de FDA ou da lignocelulose foi desenvolvida para evitar a
solubilizacdo da lignina que ocorre parcialmente no método da fibra bruta. VAN SOEST
(1963) desenvolveu o método que ndo utiliza alcali para isolar a fibra, propondo um
detergente &cido especifico composto de acido sulfirico concentrado e detergente
brometo de cetil- trimetilaménio (CTAB), a fim de solubilizar o conteudo celular e as
hemiceluloses, obtendo um conteddo insolUvel em detergente acido, denominado fibra
em detergente acido. A funcdo do &cido sulfarico (1 Normal) é de solubilizar agucares,
amido, hemicelulose e algumas pectinas contidas na amostra enquanto que o CTAB é
usado na remocdao de proteinas.

A pesagem da amostra define a sequéncia laboratorial a ser seguida. A marcha
analitica da forma ndo sequencial determina que uma nova amostra deva ser pesada
na determinacgéo do teor de FDA, enquanto que na forma sequencial procede-se com a
determinacdo de FDA, utilizando-se o residuo da determina¢édo do teor de FDN (VAN
SOEST et al. 1991).

A forma sequencial de andlise deve ser empregada preferencialmente no caso
de amostras ricas em pectina e silica biogénica, pois a solucdo de detergente acido
remove parcialmente estas substancias podendo os valores da FDA ser aumentados
pela presenca destes constituintes.

A etapa da digestdo das amostras utiliza um sistema digestor constituido por
chapas aquecedoras que sdo controladas individualmente e por condensadores
resfriados a agua, para manter o volume constante da solugdo. A filtragédo utiliza um
frasco kitassato acoplado a uma bomba a vacuo. As amostras sdo transferidas para

cadinhos filtrantes de vidro através de lavagem com agua destilada quente. A seguir,
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deve-se lavar a amostra transferida quantitativamente com acetona por duas vezes, e
deixa-la em estufa a 105°C por um periodo minimo de oito horas e maximo de uma
noite. Por fim, as amostras sao resfriadas em dessecador e a seguir pesadas. Os
resultados sao obtidos levando-se em conta 0 peso da amostra por se tratar de uma
determinacdo quantitativa gravimétrica.

Na forma ndo sequencial, faz-se necessario, ainda, a etapa da calcinacdo das
amostras, onde as mesmas sao aquecidas a 550°C por trés horas em forno mufla, para
gue as substancias volateis sejam decompostas pelo calor e eliminadas. Assim, a
matéria organica é transformada em didéxido de carbono (CO,) e agua (H:0). A
obtencdo de um residuo claro indica a auséncia de matéria organica na amostra
calcinada.

O uso das autoclaves em substituicdo ao digestor convencional € um método
alternativo (PELL & SCHOFIELD, 1993, DESCHAMPS, 1999 e SENGER et al., 2008)
que tem sido sugerido para as anéalises de FDN e FDA. As autoclaves ndo necessitam
de termOmetro para indicar a temperatura que se encontra a dgua no seu interior visto
gue existe uma relacdo direta entre a pressdo do vapor de agua saturado e a
temperatura desse mesmo vapor. Assim, através desse sistema, € possivel digerir as
amostras de forma coletiva, ndo necessitando que as amostras sejam controladas
individualmente e manualmente.

As andlises desenvolvidas na autoclave oferecem a possibilidade de pesagem
das amostras tanto em cadinhos filtrantes como em saquinhos. Na maioria das vezes,
saquinhos de TNT, confeccionados no proprio laboratério de analises, tém sido
preferencialmente utilizados ao invés dos saquinhos da marca ANKOM, visando a
reducdo do custo da andlise (CASALI et al. 2009).

Os cadinhos com placas porosas de vidro ou porcelana, ja possuem 0 meio
filtrante fundido ao corpo do cadinho, o que facilita o processo de filtracdo. Estes,
sofrem via de regra, ataque das solucdes alcalinas, por isso sdo utlizados em
aplicagOes diversas, evitando-se apenas solugdes alcalinas.

Todas as andlises desenvolvidas em autoclave, tanto com o uso dos cadinhos

filtrantes como dos saquinhos, seguem a marcha analitica descrita no método
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convencional: pesagem das amostras, digestdo, lavagem, secagem e pesagem do
residuo, com excec¢do da filtragdo que ndo é feita nas analises que utilizam saquinhos.

No caso da utilizacdo dos cadinhos filtrantes, as amostras sdo pesadas no
préprio cadinho previamente tarado que, em seguida, sdo acondicionados em béqueres
plasticos onde sera retida a solucdo detergente a ser adicionada sobre a amostra. Os
cadinhos sdo acondicionados na cesta da autoclave para a etapa da digestdo. Em
seguida, a etapa da filtracdo é feita a vacuo utilizando-se uma trompa de 4gua ou uma
bomba de vacuo. Pelo vacuo criado no kitassato, a pressao atmosférica impele o liquido
através dos poros do filtro, retendo a amostra. Durante a filtragéo, ocorre o processo de
lavagem das amostras com agua quente e acetona. A lavagem com agua gquente tem a
finalidade de remover toda solucdo detergente contida no residuo da fibra apés a
digestdo, enquanto que a acetona facilita a secagem, em estufa, deste residuo fibroso.

Quando as andlises sdo desenvolvidas em saquinhos (KOMAREC, 1993,
DESCHAMPS, 1999, SENGER, 2008), as amostras sdo pesadas, individualmente, em
saquinhos previamente tarados. A seguir, 0os saquinhos sdo selados a quente e
acondicionados em um béquer plastico de volume maior ou igual a dois litros. A solucao
detergente é, entdo, adicionada a esse recipiente até que todos os sacos figuem
imersos e em seguida procede-se a etapa da digestdo na autoclave de forma similar a
descrita quando do uso dos cadinhos filtrantes. A principal vantagem desse método
alternativo é a reducéo no tempo da analise, principalmente pela supressao da etapa da
filtracdo e pela lavagem das amostras acondicionadas nos saquinhos ser feita de forma
coletiva.

Tanto o método convencional quanto os métodos alternativos nas analises de
FDN e FDA, seguem a rotina de uma analise gravimétrica que utiliza uma série de
operacoes para se determinar a quantidade de um constituinte de uma amostra, que
pode ser por pesagem direta do elemento puro ou de um de seu derivado, cuja
composi¢cdo € conhecida e bem definida. O procedimento analitico gravimétrico
constitui-se em um método de extensa aplicagdo, principalmente pelas etapas de
laboratério de facil execucdo e por utilizar equipamentos simples e de manuseio facil.

Entretanto, algumas desvantagens sao observadas, tais como: o tempo muito longo na
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execucdo de cada etapa, o que o torna um método sujeito a uma série de erros
acumulativos.
Diante do exposto, o0 presente trabalho teve como objetivo
Avaliar diferentes metodologias propostas para analises de FDN e FDA, visando
a precisdo dos dados analiticos, a reducdo no tempo das analises e no descarte de

residuos quimicos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Local e época

O experimento foi conduzido no Laboratério de Nutricdo Animal do Departamento
de Zootecnia da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Universidade

Estadual Paulista, Campus de Jaboticabal — SP, no periodo de marc¢o a julho de 2010.

2.2 Amostras

Foram utilizadas seis amostras de uso corrente na alimentacdo de ruminantes
sendo cinco amostras de alimentos volumosos: feno de Tifton 85 (Cynodon spp.), cana-
de-acucar (Saccharum officinarum L.), silagem de milho (Zea mays L.), capim-xaraés
(Brachiaria brizantha cv. Xaraés) e capim-marandu (Brachiaria brizantha cv. Marandu) e
uma amostra de alimento concentrado protéico, de uso comum no estado do Maranhdo,
o farelo de babacu (Orbignya phalerata).

As amostras oriundas de areas pertencentes a Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias da Universidade Estadual Paulista, Campus de Jaboticabal — SP, colhidas
no més de marco de 2010, foram cana-de-agucar e silagem de milho, provenientes do
Laboratério de bovinocultura de leite; feno de Tifton 85 colhido na area de
Caprinocultura e as amostras dos capins xaraés e marandu, obtidas na éarea de

Forragicultura. A amostra do farelo de babacgu, por ser comum no Estado do Maranhéo,



30

foi proveniente do municipio de Vargem Grande e adquirida na Distribuidora DAMABLA

em S&o Luis-MA, em marco de 2010.

2.3 Preparo das amostras

O farelo de babacu foi processado na propria distribuidora que o comercializa
sendo que, em uma primeira etapa, ocorreu a extracdo do 6leo e, em seguida, a polpa
seca foi moida e acondicionada para venda.

Tanto o farelo de babacu quanto o feno de Tifton 85, por serem amostras com
baixo teor de umidade, ndo necessitaram da etapa da pré-secagem. Todas as demais
amostras foram pré-secas observando-se o procedimento descrito por SILVA &
QUEIROZ (2002). As amostras de cana-de-acucar, silagem de milho, capim-xaraés e
capim-marandu foram submetidas a pesagem em balanca semi-analitica digital
(MARTE), com preciséo de 0,01g e acondicionadas em sacos de papel perfurados a fim
de facilitar a entrada de ar quente durante a pré-secagem. Em seguida, 0s sacos
contendo as amostras foram colocados em bandejas de inox e submetidos a pré-
secagem a 60°C, por 72 horas em estufa com renovacao e circulacao de ar (MA 037 —
Marconi).

A seguir, o material foi esfriado sobre os balc6es de laboratério por uma hora e
em seguida pesado para determinacdo da matéria seca ao ar ou 12 matéria seca
(183MS). O préximo passo consistiu ha moagem, de modo a se obter um pé bem fino,
utilizando-se moinho de faca (TE-680, Tipo Willye — Tecnal) e peneiras com crivos de
um e cinco milimetros. As amostras foram acondicionadas em recipientes plasticos para
serem submetidas, posteriormente, ao processo da secagem definitiva conforme
descrito por SILVA & QUEIROZ (2002). Foram pesados cerca de um grama de cada
amostra em cadinhos limpos e previamente tarados, e colocados em estufa de
secagem e esterilizacdo (315 SE — Fanem), a 105°C por 16 horas. O material foi entdo

colocado em dessecador por uma hora aproximadamente, para que a temperatura
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retornasse a ambiente e, em seguida, pesado para determinacdo da 22 matéria seca
(2aMS).
Todas as determinacfes foram feitas em triplicata e os resultados médios obtidos

com os desvios padrao, em cada amostra, estao dispostos na Tabela 1.

Tabelal. Valores médios obtidos na pré-secagem (12MS) e secagem definitiva (22MS) e
desvios padréo

Amostras 12MS (%) desvios padréao 22MS (%)  desvios padréao
feno de Tifton 90,28 0,015
farelo de babacu 91,65 0,021
cana-de-acucar 22,65 0,074 93,61 0,012
silagem de milho 32,08 0,045 94,95 0,011
capim-marandu 30,18 0032 95,03 0,018
capim-xaraés 24,18 0,056 95,37 0,015

2.4 Preparo dos reagentes analiticos

Na preparacdo das solucdes detergentes adotou-se a marcha descrita por VAN
SOEST et al. (1991), dispensando o uso do sulfito de sédio.

Utilizaram-se duas solugbes: solucdo de detergente neutro e solugdo de
detergente acido. Em cada método de analise adotado, foram preparados,
separadamente, 15 litros de cada solucdo detergente com o objetivo de minimizar
possiveis erros nas determina¢des quantitativas. O procedimento adotado considerou
uma Unica preparacao das solucdes reagentes de concentracdes conhecidas para cada
método utilizado, visando a repetibilidade dos resultados.

A solucéo de detergente neutro foi preparada pesando-se, para cada litro, 18,61
gramas de acido etilenodiamintetracético P.A (EDTA) e 6,81 gramas de tetraborato de
soédio decahidratado (NayB,0710H,0), para posterior dissolu¢cdo, em conjunto, por
aguecimento. Paralelamente, outra solucdo composta por 30 gramas de lauril sulfato de
sédio (detergente) e 10 mL de trietilenoglicol (C3HgO,), foi preparada e misturada a

primeira. Por fim, pesou-se 4,56 gramas de hidrogenofosfato de sodio (Na;HPO,) e
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adicionou-se aos demais reagentes, sendo este dissolvido também por aguecimento.
Seguindo as recomendagOes de VAN SOEST et al. (1991), ndo foram utilizados a
decalina (agente antiespumante), por remover a lignina e o sulfito de sodio (remoc¢ao de
proteinas) por ndo remover as proteinas completamente e por degradar a lignina e
compostos fendlicos.

O preparo de cada litro de solucdo de detergente acido consistiu na dissolucéo
de 20 gramas de brometo de cetil-trimetilaménio em 28 mL de &cido sulftrico (1
Normal), a temperatura ambiente.

Todos os reagentes utilizados foram da marca Synth, com excec¢do do brometo
de cetil-trimetilamonio, fabricado pela Vetec.

No procedimento de lavagem das amostras, foi utilizada acetona P.A (A.C.S —
Synth) como solvente e nas determinacdes do teor de FDN nas amostras de silagem de
milho utilizou-se a enzima alfa-amilase (VAN SOEST et al., 1991), termoestavel
Termamyl (Tecnoglobo).

Toda a &gua utilizada nos procedimentos analiticos foi deionizada em Sistema
Purificador- Gehaka, modelo DG300.

2.5 Tratamentos

Na analise de cada alimento, o delineamento de tratamentos foi um fatorial

cruzado 4x2 (4 metodologias e 2 formas de andlises).

2.6 Determinacdo dos teores de FDN e FDA pelo método convencional (ndo

sequencial e sequencial)

Todo procedimento pratico de uma andlise gravimétrica consiste no
desenvolvimento das seguintes etapas sucessivas: preparacdo da amostra, preparacao

da solucdo, pesagem da amostra, atague quimico da amostra, precipitacao, digestao,
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filtracdo, lavagem, calcinagdo ou secagem, pesagem e célculos gravimétricos. Portanto,
apos o preparo das amostras e dos reagentes analiticos e seguindo-se o procedimento
do método de VAN SOEST et al. (1991), prosseguiu-se com a pesagem das amostras.
Considerando os seis alimentos estudados nas cinco repeticdes analiticas, cada uma
em tréplica, e ainda, as duas determinacdes analiticas (FDN e FDA) desenvolvidas nos
quatro meétodos testados, observando-se as duas sequéncias de andlises adotadas
(n&o sequencial e sequencial), foram obtidos 360 resultados. Para tanto, considerou-se
a repetitividade (“repeatability”) das analises, que representa a concordancia entre os
resultados de medigbes sucessivas de um mesmo método, efetuadas sob as mesmas
condi¢cdes de medicdo, chamadas condicdes de repetitividade: mesmo procedimento;
mesmo analista; mesmo instrumento usado sob as mesmas condicbes e mesmo local.
O termo repetitividade € adotado pelo Vocabulario Internacional de Metrologia, sendo
utilizado pelo INMETRO (INMETRO, 2000). Por outro lado, a ANVISA utiliza 0 mesmo
conceito para o termo repetibilidade (ANVISA, 2010). Assim, a repetitividade envolve
varias medi¢cdes da mesma amostra, em diferentes preparacoes.

Em cada determinacdo na forma ndo sequencial, utilizaram-se cerca de meio
grama da amostra, pesados em béqueres numerados com capacidade de 600 mL. As
pesagens foram feitas utilizando-se balanca analitica de precisdo, Analytical Plus
(Ohaus). A seguir, adicionou-se em cada béquer, contendo a amostra, cerca de 100 mL
de solugcédo de detergente neutro (nas analises de FDN) ou de solucdo de detergente
acido (nas analises de FDA). Cada béquer foi acoplado ao aparelho digestor formado
por chapas aquecedoras com controle de temperatura individual e por condensadores
resfriados com agua.

O processo de digestdo das amostras teve duracdo de uma hora, contada a
partir da fervura da solugcdo, sempre com o controle manual de cada amostra para
manter o volume constante da solucdo nos béqueres. Conforme o método modificado
por VAN SOEST et al. (1991), apenas nas determinacdes de FDN, foi adicionado 0,2
mL de enzima alfa-amilase termoestavel, por amostra analisada de silagem de milho,

antes da etapa da digestéo.
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A etapa da filtracdo das amostras utilizou um frasco kitassato acoplado a uma
bomba a vacuo. Primeiramente as amostras foram filtradas para separacdo da solucdo
detergente e posterior recuperagcdo e reutilizacdo. A filtracdo foi feita nos cadinhos
filtrantes de vidro com placa sinterizada (porosidade n° 2), capacidade de 50 mL, marca
Vidrolabor, previamente tarados, através de lavagem com agua deionizada quente (90
até 100°C), por duas vezes. A seguir, lavou-se a amostra com acetona também por
duas vezes. O volume médio de acetona utilizado em cada lavagem foi de 30 mL por
amostra. Toda a acetona utilizada durante as analises foi acondicionada em frasco de
vidro a&mbar para posterior recuperacdo. A etapa da secagem consistiu em deixar os
cadinhos filtrantes em estufa a 105°C por um periodo minimo de oito horas e maximo
de uma noite. Por fim, eles foram resfriados em dessecador e pesados na mesma
balanca usada nas pesagens iniciais. Os resultados analiticos foram obtidos levando-se
em conta o peso da amostra, por se tratar de uma determinacdo quantitativa
gravimetrica, utilizando-se a formula definida em (1), na determinacdo dos teores de
FDN e FDA:

% FDN ou% FDA=

(PC-T) 100 )
PA

onde,

PA = peso de matéria seca da amostra em gramas; PC = peso, em gramas, do cadinho
mais residuo da fibra detergente apo6s a digestdo e secagem; T = tara (peso inicial) do

cadinho em gramas.

Posteriormente, em todas as determinacdes ndo sequenciais, seguiu-se a etapa
da calcinacdo, onde por meio de aquecimento em altas temperaturas, todas as
substancias volateis se decompdem pelo calor e sdo eliminadas e a matéria organica €
transformada em dioxido de carbono (CO;) e agua (H,O). O processo consistiu na
gueima das amostras, colocando-se os cadinhos filtrantes em forno mufla (Nova
Técnica), a 550°C, por trés horas. Obteve-se um residuo claro, indicando auséncia de

matéria orgéanica, o qual foi pesado em balanca analitica digital.
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As analises para determinacdo dos teores de FDN na forma sequencial seguiram
0 mesmo procedimento descrito anteriormente: pesagem da amostra em béquer, adigdo
da solucdo reagente em cada béquer, digestdo individual das amostras, filtragéo inicial
com separacao da solucdo detergente para posterior recuperacdo e reutilizacdo da
mesma, filtracdo das amostras com transferéncia para cadinhos filtrantes utilizando-se
agua deionizada quente e acetona, acondicionamento da acetona para recuperacao
posterior, secagem em estufa dos cadinhos filtrantes, resfriamento em dessecador e
pesagem do residuo. A partir desse ponto, as andlises sequenciais, partem do principio
que se utilizara a mesma amostra ja utilizada na marcha analitica de FDN para
determinacdo do teor de FDA. Assim, os cadinhos com os residuos das analises de
FDN foram reutilizados e colocados em béqueres contendo cerca de 100 mL de solugéo
de detergente acido e, as amostras foram novamente acopladas ao aparelho digestor
controlando-se manualmente e individualmente a temperatura de cada béquer até que,
no momento da fervura, iniciou-se a contagem de 60 minutos para que ocorresse a
digestdo das amostras. A filtracdo, na forma sequencial de analise é mais simples e
rapida, considerando que as amostras ja se encontram nos cadinhos filtrantes. As
etapas de secagem em estufa, resfriamento das amostras em dessecador e posterior
pesagem, seguiram o procedimento jA descrito anteriormente. Tanto a solucéo
detergente quanto a acetona foram acondicionadas para serem recuperadas e

reutilizadas em analises posteriores.

2.7 Métodos alternativos com uso da autoclave

A metodologia alternativa que adota o uso da autoclave (PELL & SCHOFIELD,
1993, DESCHAMPS, 1999 e SENGER et al. 2008) é uma simplificacdo dos
procedimentos analiticos originais, sem alteracdo dos principios do método proposto
por Van Soest. Os procedimentos analiticos testados pelos autores tiveram como foco a
precisdo analitica dos resultados, reducdo no tempo e custo das andlises desenvolvidas

diariamente por laboratorios de andlise de forrageiras e alimento animal.
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O procedimento pratico nas analises alternativas de FDN e FDA empregou um
novo modelo de frasco de extracdo, pois a autoclave € um sistema hermeticamente
fechado cuja vantagem se da pelo aumento da pressdao e consequente aumento da
temperatura em menor tempo. Essa elevacéao de temperatura em menor tempo facilita a
solubilizacdo dos componentes da parede celular, diminuindo o tempo da analise.

Os métodos alternativos testados diferiram quanto ao material usado para o
acondicionamento das amostras durante a andlise. Para efeito de organizacdo, os

métodos alternativos foram, assim, denominados:

Método alternativo 1 - autoclave/ saquinhos ANKOM
Método alternativo 2 - autoclave/ saquinhos TNT

Método alternativo 3 - autoclave/ cadinhos filtrantes

Todos os trés métodos alternativos foram testados tanto nas analises de FDN
quanto de FDA, observando-se as duas formas de andlises (ndo sequencial e
sequencial), sempre nos seis alimentos, com cinco repeti¢cdes, cada uma em tréplica,
com a utilizacdo de solucdes detergentes originais. Assim, nesta etapa foram

desenvolvidas 60 analises gerando 1080 resultados analiticos.

2.8 Determinacdo dos teores de FDN e FDA pelos métodos alternativos 1 e 2

(n&o sequencial e sequencial)

Os métodos alternativos 1 e 2 que utilizam saquinhos para acondicionamento
das amostras e autoclave como sistema digestor, seguiram as recomendacdes
descritas por KOMAREC (1993) quanto ao uso dos saquinhos em substituicdo ao
cadinho filtrante e de PELL & SCHOFIELD (1993), DESCHAMPS (1999) e SENGER et
al. (2008), quanto ao uso da autoclave. O tempo e a temperatura utilizados na

autoclave seguiram as recomendac0es propostas por SENGER et al. (2008).
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No método alternativo 1, os saquinhos da ANKOM foram adquiridos prontos para
uso, em caixas contendo 100 unidades. Os saquinhos de tecido ndo tecido (TNT)
utilizados no método alternativo 2, foram confeccionados manualmente, utilizando-se
um TNT de 100 micras (1) e um molde nas dimensdes do saquinho da ANKOM (5 cm x
5 cm). Os sacos confeccionados foram colocados de molho com agua e detergente
neutro por aproximadamente 30 minutos, sendo agitados manualmente e depois
enxaguados em agua corrente diversas vezes até remocao completa do sabdo. Este
procedimento foi feito para retirar qualquer impureza contida no tecido (TNT) apds ser
manipulado na etapa da confeccdo dos saquinhos. Posteriormente, os saquinhos foram
secos em estufa com renovacao e circulacdo de ar (MA 037 — Marconi), a 65°C por
cinco horas, seguidos de uma selecao daqueles que nao apresentavam nenhum defeito
na malha. A proxima etapa foi selar as bordas dos saquinhos de TNT utilizando uma
seladora de pé (IMAP), finalizando a confec¢cdo dos mesmos.

No desenvolvimento das analises ndo sequenciais, tanto os saquinhos da
ANKOM quanto os de TNT foram devidamente identificados, pré-secos a 105°C e
tarados em balanca analitica digital.

A etapa da digestdo nos métodos alternativos 1 e 2 (ndo sequencial) foi feita de
maneira simultdnea, colocando-se todos os sacos selados, contendo as amostras,
imersos em um Unico recipiente de plastico contendo 600 mL de solugédo de detergente
neutro (nas analises de FDN) ou solucdo de detergente acido (nas analises de FDA).
Nessa etapa, observou-se reducao significativa do volume gasto da solucao reagente,
considerando que no método convencional utilizaram-se 100 mL para cada uma das 18
amostras analisadas por repeticdo, perfazendo um total de 1800 mL. Apds o término
das andlises, a solucdo detergente foi separada para posterior recuperacdo e
reutilizacao.

Em cada repeticdo utilizou-se 19 sacos, sendo um saco na determinacdo do
branco e os demais nas tréplicas dos seis alimentos. O béquer plastico foi, entéo,
acondicionado no cesto de inox da autoclave vertical (Phoenix) e colocado no interior do

equipamento contendo agua.
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No caso das determinacdes de FDN das amostras de silagem de milho, apos o
acondicionamento dos 19 saquinhos no béquer plastico, adicionaram-se quatro mL (0,2
mL/amostra) de enzima alfa-amilase termoestavel, seguindo-se a digestdao das
amostras (VAN SOEST et al. 1991).

A etapa da digestdo, utilizando a autoclave, ocorreu em 40 minutos a uma
temperatura de 110°C (SENGER et al., 2008), excluindo o tempo de aquecimento
prévio da agua e de resfriamento apdés a execucdo da analise. A autoclave € um
sistema totalmente fechado, que permite que o vapor da agua em aguecimento, bem
como da solucédo reagente, ndo se dispersem, fazendo com que a pressao interna se
torne superior a pressao atmosférica. Essa elevacdo de pressao faz com que ocorra um
aguecimento mais rapido e que a temperatura no interior do equipamento permaneca
constante. A grande vantagem deste sistema € que ele permite que um maior nimero
de amostras seja analisada, de forma coletiva, a0 mesmo tempo, sem que haja um
controle individual e manual da temperatura.

Apés a digestéo, procedeu-se com a lavagem coletiva dos saquinhos, que foram
submetidos a trés enxagues com agua deionizada quente durante cinco minutos e,
posteriormente, escorridos e imersos em acetona por trés minutos. O volume médio de
acetona utilizado na lavagem dos 19 saquinhos, em cada repeticao, foi de cerca de 250
mL, volume este, bem menor do que o utilizado no método convencional (cerca de 540
mL ou 30 mL por cada amostra). A acetona utilizada na lavagem foi acondicionada em
frasco de vidro ambar para ser recuperada e reutilizada em outras analises. Os
saquinhos foram secos em estufa, a 105°C, por um periodo minimo de oito horas e
maximo de uma noite. Em seguida, foram colocados em dessecador e apds atingirem a
temperatura ambiente, foram pesados em balanca analitica digital. A partir destes
pesos foram calculadas as concentracdes de FDN e FDA nas amostras analisadas,

utilizando a férmula definida em (2)

% FDN ou% FDA=

[PE-(TXB)I, 109 o)
PA

onde,
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PA = peso de matéria seca da amostra em gramas; PE = peso, em gramas, do
saquinho mais residuo da fibra detergente apds digestdo e secagem; T = tara (peso
inicial) do saquinho em gramas; B = valor do branco, em gramas (peso final do

saquinho apo6s secagem/ peso inicial do saquinho).

Nas determinacfes ndo sequenciais, apos a etapa de pesagem dos saquinhos,
estes foram colocados em cadinhos de porcelana, previamente limpos, numerados e
tarados, e submetidos ao aquecimento em forno mufla (Nova Técnica), a 550°C, por
trés horas. A seguir, os cadinhos foram resfriados em dessecador e pesados em
balanca analitica digital.

Na forma sequencial de andlise, as determinacdes relativas aos teores de FDN
foram desenvolvidas similarmente ao relatado nas analises desenvolvidas na forma nao
sequencial. A diferenca entre as duas formas se da na finalizacdo das andlises de FDN.

Na analise sequencial, apos a pesagem dos saquinhos na determinagcdo dos
teores de FDN, estes foram reutilizados nas determinagdes de FDA. Assim, os 19
saquinhos foram acondicionados coletivamente em béquer plastico e imersos em 600
mL de solucdo detergente 4cida, colocados em autoclave para digestdo em 40 minutos,
secos em estufa, a 105°C por um periodo minimo de oito horas e maximo de uma noite,
resfriados em dessecador e pesados para determinacdo das concentracdes de FDA,
utilizando-se a mesma equacgdo. Aqui, ndo é feita a etapa de calcinacdo em mufla. Mais
uma vez, tanto a solucdo detergente quanto a acetona utilizada foram recuperadas para

serem reutilizadas posteriormente.

2.9 Determinacao dos teores de FDN e FDA pelo método alternativo 3 (n&o-

sequencial e sequencial).

O método alternativo 3 utilizou cadinhos filtrantes no acondicionamento das
amostras segundo as recomendacdes descritas por VAN SOEST et al. (1991), com
digestdo em autoclave de acordo com PELL & SCHOFIELD (1993), DESCHAMPS
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(1999) e SENGER et al. (2008). O tempo e a temperatura utilizados na autoclave
seguiram as recomendacdes propostas por SENGER et al. (2008).

Nas analises desenvolvidas na forma ndo sequencial, o procedimento pratico
adotado em cada repeticdo das andlises consistiu em pesar os 18 cadinhos limpos,
previamente secos em estufa por quatro horas e resfria-los em dessecador. A seguir,
foram pesados cerca de meio grama de cada amostra, em tréplica, nos cadinhos
filtrantes, que foram acoplados em béqueres plasticos individuais, adicionando-se cerca
de 600 mL de solu¢do de detergente neutro (nas andlises de FDN) ou solugdo de
detergente acido (nas analises de FDA) distribuidas nos 18 béqueres plasticos que, em
seguida, foram ajustados na cesta de inox acondicionada dentro da autoclave contendo
agua, para o processo da digestéo.

A digestdo ocorreu em 40 minutos e logo apés seguiu-se com a lavagem dos
cadinhos. O processo da lavagem foi feito em kitassato acoplado a bomba de véacuo,
utilizando agua deionizada quente e acetona. O enxague com agua deionizada quente
se deu até a remocdo completa da solucdo detergente. Posteriormente, iniciou-se a
secagem das amostras em estufa, a 105°C, por um periodo minimo de oito horas e
maximo de uma noite. As amostras foram resfriadas em dessecador e pesadas na
mesma balanca analitica utilizada na pesagem inicial das amostras. A recuperacao da
solugéo detergente utilizada bem como da acetona usada no processo da lavagem das
amostras (cerca de 500 mL) foi desenvolvida. Os teores de FDN e FDA foram
calculados pela diferenca entre a tara do cadinho e o peso do cadinho mais residuo da
fibra detergente apds digestédo e secagem, utilizando a féormula definida em (1).

Ao final de cada analise de FDN ou de FDA, os cadinhos foram levados a mufla
por trés horas, em temperatura proxima de 550°C, para queima da matéria organica.

Nas analises desenvolvidas na forma sequencial o procedimento préatico adotado
na determinacdo de FDN foi o mesmo descrito anteriormente. ApGs a pesagem dos 18
cadinhos filtrantes contendo o residuo da fibra detergente (obtido depois da digestao),
estes foram reutilizados nas analises de FDA e para tanto, colocou-se cada um em

béqueres plasticos individuais, adicionou-se cerca de 30 mL de solucédo de detergente
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acido em cada béquer, ajustou-se em cesta de inox procedendo com a digestdo em
autoclave por 40 minutos.

A seguir, foram desenvolvidas as mesmas etapas: filtracdo, acondicionamento da
solucdo reagente e da acetona para recuperacao posterior, secagem, resfriamento e
pesagem dos cadinhos com os residuos da fibra detergente, seguido dos calculos

através da férmula definida em (1).

2.10 Delineamento experimental e andlise estatistica

O delineamento adotado foi o inteiramente casualizado, em um esquema fatorial

4x2 (4 metodologias e 2 formas de analises).

O modelo estatistico utilizado foi:

Yik= g+ MT; + FM; + (MT*FM)jj + &

onde: Yii = teores de FDN e FDA, u= efeito geral da média; MT; = efeito do método i;
FM; = efeito da forma j; (MT*FM);; = efeito da interacéo entre o método i e a forma j; gjx =
erro residual.

O teste de Normalidade dos erros utilizado foi Cramer-von-miser (a = 5%) e o
teste de homocedasticidade foi o Levene (a = 5%).

Os dados foram submetidos a analise de variancia, pelo procedimento General
Linear Models (GLM) do Programa Statistical Analysis System (SAS 9.1®). As médias
foram comparadas pelo teste de Dunnette, tendo o método convencional como o

“controle” (a = 5%).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliacdo do descarte de residuos quimicos em andlises de FDN e FDA pelos

meétodos convencional e alternativos (n&o sequencial e sequencial)

A avaliacdo do descarte de residuos quimicos em cada metodologia analitica
adotada na determinacdo dos teores de FDN e FDA foi feita observando-se a
guantidade de reagentes quimicos utilizados e seu consequente despejo no meio
ambiente. Em todas as analises desenvolvidas (n&o sequencial e sequencial) foram
utilizadas solucdes detergentes (neutra e acida) na etapa da digestdo das amostras e
acetona na lavagem das mesmas. As determinacfes analiticas desenvolvidas com
reagentes quimicos e acetona originais perfizeram um total de 1440 analises. Na
Tabela 2 estdo apresentados os volumes médios gastos de solucdes detergentes e
acetona em cada analise desenvolvida com tréplicas, nos seis tipos de alimentos, em

cada metodologia avaliada e os respectivos desvios padrao.

Tabela 2. Volumes médios (Vm) gastos de solugdes detergentes e acetona e desvios
padréo /metodologia

Metodologia solucdes detergentes acetona desvios padréo
Vm (mL) Vm (mL)

convencional 1800 520 0,045

alternativo 1 600 250 0,056

alternativo 2 600 260 0,038

alternativo 3 600 510 0,042

Observou-se que o método convencional foi 0 que mais consumiu reagentes
qguimicos; tanto as solucdes detergentes quanto a acetona.

Todas as metodologias alternativas utilizaram uma quantidade bem menor de
solucbes detergentes quando comparadas ao método convencional. Isto foi decorrente
das diferencas nas metodologias testadas e seus processos de digestdo e lavagem
distintos. Nos métodos alternativos 1 e 2 que utilizam saquinhos para acondicionar as

amostras, a imersdo em solucdo detergente é feita de forma coletiva em um Unico
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béquer plastico, o que reduz consideravelmente o volume de reagente necessario para
provocar a imersdo dos saquinhos. No método alternativo 3 que utiliza cadinhos
filtrantes, a imersdo das amostras acondicionadas nos cadinhos é feita em recipientes
plasticos individuais, o que também reduziu a quantidade de solucdo detergente
utilizada. No método convencional, as amostras foram imersas em béqueres com
capacidade de 600 mL, volume que requereu mais solucdo na imersdo das amostras.

Em relacdo ao uso da acetona na etapa da lavagem, observou-se que todos 0s
métodos alternativos requereram um volume menor de acetona sendo que ndo se
observou uma diferenga consideravel entre os métodos convencional e alternativo 3
gue fizeram uso dos cadinhos filtrantes. Estes necessitaram de maior volume de
acetona na etapa da lavagem, por ser um processo manual e individual. Ao passo que
a lavagem dos saquinhos (ANKOM e TNT) foi feita de maneira coletiva, requerendo
menos tempo, solvente (acetona) e gerando menos residuo, reduzindo,
consequentemente, a poluicdo ambiental.

Vale ressaltar que quando comparado o tempo despendido na realizacdo das
andlises que utilizam cadinhos filtrantes (métodos convencional e alternativo 3), este é
extremamente maior do que o utilizado nos métodos alternativos 1 e 2 (saquinhos da
ANKOM e TNT, respectivamente). Nos métodos alternativos 1 e 2 a etapa da lavagem
se da de forma mais rapida, pois a pratica emprega a lavagem coletiva dos saquinhos
ao passo que nos metodos convencional e alternativo 3, a lavagem é morosa, cansativa
e uma importante fonte de erro, por ser executada separadamente em cada cadinho
filtrante.

Assim, os resultados obtidos indicam que todos os métodos alternativos (1, 2 e 3)
permitiram reducdo na quantidade de reagentes quimicos utilizados com consequente
reducdo no custo das analises, geraram menores impactos ambientais e aumentaram o

rendimento de analises diarias.
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3.2 Avaliacdo quantitativa das diferentes metodologias e formas propostas para
analises de FDN e FDA

Na Tabela 3 sédo apresentados os valores de F com respectivas probabilidades p
e dos coeficientes de variacdo (CV) obtidos na analise de variancia dos teores de FDN,

nos seis alimentos analisados.

Tabela 3. Valores de F com respectivas probabilidades p e CV obtidos na anélise de
variancia dos teores de FDN nos alimentos analisados

] ALIMENTOS
ESTATISTICAS™ " feno de cana-de-  silagemde farelo de capim- capim-
Tifton aclcar milho babagu xaraés marandu
F p/ MTY 21,05(p<0,01) 59,96(p<0,01) 60,45(p<0,01) 6,25(p<0,01) 24,54(p<0,01) 32,63(p<0,01)
F p/ FM®@ 1,10 (p>0,10) 1,08 (p>0,10) 3,70 (p=0,05) 0,24 (p>0,10) 3,50 (p=0,05) 2,30 (p>0,10)
Fp/ MT*FM® 1,19 (p>0,10) 1,80 (p>0,10) 0,24 (p>0,10) 7,14 (p>0,10) 0,28 (p>0,10) 2,52 (p=0,05)
Ccv 2,04 2,86 6,06 6,58 2,24 2,12

(1) método; (2) forma; (3) interagdo método e forma

Observa-se que houve diferenca significativa (p<0,01) dos métodos em todos os
alimentos estudados. Em relacdo a forma adotada no procedimento analitico (ndo
sequencial ou sequencial), esta ndo diferiu significativamente (p=0,05) em todos os
alimentos estudados. Nao houve interacao significativa (p=0,05) entre 0 método e a
forma de anéalise em todos os alimentos.

Os maiores coeficientes de variacdo obtidos foram na silagem de milho (6,06) e
farelo de babacu (6,58), observando-se nos demais alimentos, valores similares e mais
baixos, confirmando a precisédo das anélises.

Apresentam-se na Tabela 4 as meéedias dos teores de FDN obtidas nos seis

alimentos analisados, considerando os métodos e as formas analiticas adotadas.
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Tabela 4. Médias obtidas na analise de variancia nos alimentos, formas e métodos
estudados na avaliacéo dos teores de FDN

METODOS
ALIMENTOS FORMAS MTC™ MTA;“ MTA,®  MTA® GERAL
NS® 78,90 78,76 79,72 81,99 79,732 ™
FENO DE TIFTON s® 79,06 78,91 78,51 81,63 79,53
GERAL 78,98 78,84 79,11 81,82+"
NS 54,08 50,22 49,96 53,42 51,92°
CANA-DE-ACUCAR S 52,89 50,24 49,50 53,94 51,642
GERAL 53,48 50,23* 49,73* 53,68
NS 41,72 55,69 48,39 50,08 48,972
SILAGEM DE MILHO S 44,07 54,52 48,03 49,01 48,912
GERAL 42,90 55,11* 48,21* 49,54*
NS 70,94 62,81 67,77 65,07 66,73°
FARELO DE BABACU S 65,84 64,96 67,07 70,31 67,042
GERAL 68,39 63,88 67,42 67,99
NS 68,96 72,28 70,20 71,48 70,69%
CAPIM-XARAES S 68,33 71,34 69,75 71,30 70,18°
GERAL 68,64 71,81* 69,98* 71,39%
NS 72,44 77,02 74,49 75,79 74,91°
CAPIM-MARANDU S 72,57 75,21 74,21 75,97 74,482
GERAL 72,51 76,15* 74,35* 75,89*

() Médias dos métodos (2), (3) e (4) seguidas por (*) diferem do controle pelo teste de Dunnette (a = 0,05)
(I1) Média das formas seguidas de mesma letra n&o diferem entre si pelo teste F (a = 0,05)

(1) MTC - Método Convencional (bloco digestor/ cadinhos filtrantes)

(2) MTA; — Método Alternativo 1 (autoclave/ANKOM)

(3) MTA, — Método Alternativo 2 (autoclave/TNT)

(4) MTA; — Método Alternativo 3 (autoclave/cadinhos filtrantes)

(5) NS — Forma N&o sequencial

(6) S — Forma Sequencial.

Nas analises de feno de Tifton observou-se que o MTA; (autoclave/cadinhos
filtrantes) diferiu (p<0,05) do MTC (bloco digestor/ cadinhos filtrantes), considerado
como padrédo de referéncia. Assim, os resultados obtidos indicam que as analises de
FDN desenvolvidas no feno de Tifton em autoclave com uso de cadinhos filtrantes n&o
séo indicadas e que as anélises em autoclave com uso dos saquinhos (ANKOM e TNT),
nao diferem (p>0,05) do MTC (bloco digestor/ cadinhos filtrantes) sendo, portanto
recomendadas.

Na cana-de-acicar o MTA; (autoclave/ANKOM) e MTA, (autoclave/TNT)
diferiram (p<0,05) do MTC (bloco digestor/ cadinhos filtrantes), enquanto que o MTA;

(autoclave/cadinhos filtrantes) nao diferiu (p>0,05). Neste caso, as analises
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desenvolvidas com o uso dos cadinhos filtrantes com digestdo em autoclave néo
perdem a precisdo analitica dos resultados obtidos.

Nos alimentos silagem de milho, capim-xaraés e capim-marandu todos os
métodos alternativos diferiram (p<0,05) do MTC (bloco digestor/ cadinhos filtrantes).
Assim, a andlise dos teores de FDN pelos métodos alternativos diminui a precisédo
analitica dos resultados nestes alimentos.

No farelo de babacgu observou-se que apenas o0 MTA; (autoclave/ANKOM) diferiu
(p<0,05) do MTC (bloco digestor/ cadinhos filtrantes), podendo-se entdo analisar teores
de FDN sem perda da precisdo analitica pelo MTA, (autoclave/TNT) e MTA;
(autoclave/cadinhos filtrantes) neste alimento.

Em todos os métodos analiticos observou-se que nédo houve diferenca (p>0,05)
quanto as formas de analise (ndo sequencial e sequencial) em todos os alimentos
estudados.

A variacdo obtida no teor de FDN no feno foi de 78,84% (MTA;) a 81,82%
(MTAg3). Estes valores sdo proximos aos que RODRIGUES et al. (2006) obtiveram em
analise de FDN do feno de Tifton-85, de 80,80% em plantas com 28 dias e de 80,70%
em plantas de 70 dias.

Os teores de FDN obtidos na cana-de-acucar variaram de 49,73% (MTA;) a
53,68% (MTAg3), sendo semelhantes aos valores apresentados por SANTOS et al.
(2006) que analisaram a cana-de-agucar em diferentes idades de corte (11 e 24 meses)
apresentando percentuais médios de FDN iguais a 48,60% e 56,88%, respectivamente.
Os teores obtidos também estdo de acordo com os apresentados por RODRIGUES et
al. (1997), que encontraram variacao de 45,00% a 56,00% para FDN na avaliacéo de
11 variedades de cana-de-acucar.

Variacdo mais ampla nos teores de FDN foi observada na amostra de silagem de
milho: 42,90% (MTC) a 55,11% (MTA;). Os valores mais proximos do extremo maior
estdo de acordo com o teor de 55,44% observado por VALADARES FILHO et al.
(2006). Estudos realizados por FOX et al. (1990); VAN SOEST (1994) e CARVALHO
(1995) relatam valores de FDN na silagem de milho variando entre 46,00% a 63,20%,

faixa de variacdo mais ampla do que a obtida neste trabalho.
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No farelo de babacu o teor de FDN variou de 63,88% (MTA;) a 68,39% (MTC).
Teores observados (64,50% a 78,70%) por ROCHA JUNIOR et al. (2003);
CAVALCANTE et al. (2005) e VIEIRA et al. (2005), indicam uma faixa de variacdo mais
ampla que engloba os resultados obtidos.

Ao se analisar os métodos, a variacdo obtida de FDN em amostras de capim-.
xaraés foi de 68,64% (MTC) a 71,81% (MTA;), um pouco abaixo do teor (73,40%)
relatado por EUCLIDES (2002).

No capim- marandu o teor médio de FDN variou na faixa de 72,51% (MTC) a
76,15% (MTA;). ARAUJO (2005) relata que em regi&o subtmida, no periodo seco com
uso de irrigacdo, o teor de FDN obtido, variou entre 69,80% a 74,31%, enquanto
GEREDES et al. (2000) ao estudar o capim marandu, na regido sudeste, nas estacoes
do inverno e outono, encontrou valores de FDN iguais a 57,92% e 72,70%,
respectivamente. Esta faixa ampla de variacdo deve-se a fatores ambientais como a
luminosidade, temperatura, disponibilidade de agua e nutrientes que influenciam no
crescimento das plantas (RODRIGUES, 2004).

Portanto, a utilizacdo dos métodos alternativos sem a perda da precisdo analitica
e com a reducdo do custo e do tempo das andlises constitui-se uma boa escolha nas
analises dos teores de FDN em feno de Tifton, cana-de-acucar e farelo de babacu.

Na Tabela 5 estdo apresentados os valores de F com respectivas probabilidades
p e dos coeficientes de variagdo (CV) obtidos na analise de variancia dos teores de
FDA, nos seis alimentos analisados.

Nas analises para determinacdo de teores de FDA, observou-se que houve
diferenca significativa (p<0,01) nos métodos em todos os alimentos estudados. Quanto
a forma adotada no procedimento analitico (ndo sequencial e sequencial), esta nao
diferiu significativamente (p> 0,10) em todos os alimentos. Em relacdo a interacao entre
o método e a forma de andlise ndo se observou diferenca significativa (p>0,10) em

todas as amostras estudadas, com excecao da silagem de milho (p<0,01).
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Tabela 5. Valores de F com respectivas probabilidades p e CV obtidos na andlise de
variancia dos teores de FDA nos alimentos analisados

’ ALIMENTOS
ESTATISTICAS ™fano de cana-de- silagem de farelo de capim- capim-
Tifton acglcar milho babacu xaraés marandu
F p/ MT® 77,95(p<0,01) 55,64(p<0,01) 79,74(p<0,01) 51,77(p<0,01) 76,78(p<0,01)  8,45(p<0,01)
F p/ FM? 0,00 (p>0,10) 0,80 (p>0,10) 0,61 (p>0,10) 0,00 (p>0,10) 3,03 (p>0,10) 1,64 (p>0,10)
Fp/ MT*FM® 254 (p>0,10) 1,71 (p>0,10) 8,29 (p<0,01) 2,97 (p>0,10) 2,19 (p>0,10) 1,97 (p>0,10)
cv 13,73 10,59 9,18 12,26 12,43 13,29

(1) método; (2) forma; (3) interacao método e forma

Os valores obtidos para os coeficientes de variacdo (CV) nas analises do teor de
FDA variaram de 9,18 a 13,73, confirmando a precisdo dos dados obtidos.

Na Tabela 6 encontram-se as meédias dos teores de FDA obtidas nas analises
dos seis alimentos estudados, considerando-se 0s métodos e as formas analiticas.

Foi observado o mesmo comportamento analitico nas determinagfes dos teores
de FDA desenvolvidas nos alimentos feno de Tifton, cana-de-agucar, capim-xaraés e
capim-marandu. Todos os métodos alternativos diferiram significativamente (p<0,05) do
MTC (bloco digestor/ cadinhos filtrantes). Assim, considerando o MTC (bloco digestor/
cadinhos filtrantes) como padréao de referéncia, a determinacdo dos teores de FDA nos
alimentos feno de Tifton, cana-de-agUcar, capim-xaraés e capim-marandu por todos 0s
métodos alternativos diminui a preciséo analitica dos resultados, em especial pelo MTA;
(autoclave/saquinho TNT) que apresentou média mais elevada que os demais métodos.

Quanto a forma de andlise (ndo sequencial e sequencial) constatou-se que nao
houve diferenca (p>0,05), em todos os métodos analiticos, nas analises desenvolvidas
nos alimentos feno de Tifton, cana-de-agUcar, capim-xaraés e capim-marandu.

A silagem de milho foi a Unica amostra que apresentou interacdo significativa
(p<0,05) entre método e forma de analise. Em todas as analises desenvolvidas nas
formas nédo sequencial e sequencial observou-se diferenca significativa (p<0,05) entre
todos os métodos alternativos e o MTC (bloco digestor/ cadinhos filtrantes). Verificou-se
também que dentro do MTA3; (autoclave/cadinhos filtrantes) ndo houve diferenca
(p>0,05) quanto as formas de analise, mas se evidenciou perda na precisdo analitica.
Portanto ndo se recomenda o uso de todos os métodos alternativos em analises de

teores de FDA na silagem de milho.
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Tabela 6. Médias obtidas na analise de variancia nos alimentos, formas e métodos
estudados na avaliacéo dos teores de FDA

METODOS
ALIMENTOS FORMAS mTCc? MTA,? MTA,® MTA;"™ GERAL
NS® 38,78 47,58 63,10 47,21 49,17%M
FENO DE TIFTON s® 41,32 43,64 67,12 44,32 48,80°
GERAL 40,05 4561+  6511* 45,77*
NS 30,67 35,39 42,61 34,73 46,082
CANA-DE-ACUCAR S 31,38 32,23 43,19 34,15 46,032
GERAL 31,02 33,81* 42,91* 34,44*
NS 26,27° 32,10% 35,87 31,54 31,20
SILAGEM DE MILHO S 25,942 28,46*° 39,65*® 30,07*® 31,03
GERAL 26,11 30,28 37,97 30,78
NS 37,82 43,66 56,83 46,01 46,082
FARELO DE BABACU S 42,78 40,99 56,84 43,52 46,03%
GERAL 40,30 42,33 56,84* 44, 77*
NS 36,74 46,83 57,19 42,68 45,86%
CAPIM-XARAES S 37,12 41,28 58,10 39,84 44,092
GERAL 36,93 44,06* 57,65* 41,26*
NS 38,42 49,12 60,44 44,66 48,16%
CAPIM-MARANDU S 39,71 43,72 61,50 41,82 46,69°
GERAL 39,06 46,42* 60,97* 43,24*

(I) Médias dos métodos (2),(3) e (4) seguidas por (*) diferem do controle pelo teste de Dunnette (a = 0,05)
(Il) Média das formas seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste F (a = 0,05)

(1) MTC - Método Convencional (bloco digestor/ cadinhos filtrantes)

(2) MTA; — Método Alternativo 1 (autoclave/ANKOM)

(3) MTA, — Método Alternativo 2 (autoclave/TNT)

(4) MTA; — Método Alternativo 3 (autoclave/cadinhos filtrantes)

(5) NS — Forma N&o sequencial

(6) S — Forma Sequencial.

No farelo de babacu observou-se que o MTA; (autoclave/ANKOM) néo diferiru
(p>0,05) do MTC (bloco digestor/ cadinhos filtrantes), enquanto que o MTA;
(autoclave/TNT) e MTA; (autoclave/ cadinhos filtrantes) diferiram significativamente
(p<0,05). Assim, o MTA; (autoclave/ANKOM) mostrou-se preciso em andlises de FDA
no farelo de babacu. N&o foi observada diferenca (p>0,05) quanto a forma de analise
(n&o sequencial e sequencial).

Os teores médios de FDA obtidos na amostra de feno de Tifton, nos quatro
métodos analisados, variaram de 40,05% (MTC) a 65,11% (MTA;). WEST et al. (1998)
apud GONCALVES et al. (2003), trabalhando com feno de Tifton 85, encontraram
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valores médios mais baixos (35,60%) em teores de FDA, com idade de corte de 25
dias.

Na cana-de-agucar observaram-se valores médios de FDA nos quatro métodos
analisados, variando entre 31,02% (MTC) a 42,91% (MTA;). PATE et al. (2001),
analisando o valor nutricional de 66 variedades comerciais de cana-de-acucar
plantadas no sul da Flérida, observaram uma ampla variacdo no teor de FDA (28,30%
a 41,50%), compativel com os valores observados neste trabalho.

As andlises desenvolvidas na silagem de milho na forma nado sequencial
revelaram uma variacdo no teor médio de FDA de 26,27% (MTC) a 35,87% (MTA,).
Quando utilizada a forma sequencial de andlises, a variacdo foi de 25,94% (MTC) a
39,65% (MTA;). A média obtida por VALADARES FILHO et al. (2002), ao analisarem
112 amostras, foi de 30,80%.

Os resultados obtidos no farelo de babacu: 40,30% (MTC) a 56,84% (MTA)),
considerando os quatro meétodos, estdo proximos aos citados por CAVALCANTE et al.
(2005) e VIEIRA et al. (2005) que obtiveram valores entre 32,90% a 53,80%. Ainda um
teor de 48,30%, foi obtido por MOREIRA FILHO (2008), ao estudar a composicao
bromatologica de seis espécies nativas de farelo de babacu do estado do Piaui
consumidas por caprinos.

No capim-xaraés a variacdo das medias obtidas nos resultados dos quatro
métodos, foi de 36,93% (MTC) a 57,65% (MTA,). Observou-se que a média dos
resultados obtidos no MTA; (autoclave/TNT) estd bem mais alta em comparagcdo as
médias obtidas nos demais métodos usados. PEREIRA et al. (2008) obtiveram um
valor médio de 38,96% em analises de teor de FDA em amostras de capim-xaraés, que
€ préximo ao valor obtido nas andlises pelo MTC

. No capim-marandu a variacdo observada nas médias foi de 39,06% (MTC) a
60,97% (MTA,). Os valores obtidos pelos métodos alternativos MTA; (46,42%) e MTA;
(43,24%) se aproximam ao encontrado (46,42%) por PEREIRA et al. (2008), enquanto
que a meédia (39,06%) obtida pelo MTC aproxima-se do teor médio (34,20%) relatado
por SANTOS et al. (2008) ao estudar cultivares de capim-marandu submetidas a

diferentes niveis de adubacdes. Observou-se ainda, que a média dos resultados obtidos
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no MTA, € bem superior em comparacdo as médias obtidas nos demais métodos
utilizados.

Durante todas as andlises de determinacdo do teor de FDA observou-se que o
MTA, (autoclave/TNT) foi o que apresentou maiores médias e maior divergéncia das
médias obtidas no MTC (bloco digestor/ cadinhos filtrantes).

CASALI et al. (2009) no trabalho “Estimacgéo de teores de componentes fibrosos
em alimentos para ruminantes em sacos de diferentes tecidos” relatam que o TNT,
embora seja um tecido com estrutura de malha similar ao do ANKOM, ndo apresenta
poros em sua totalidade. Esta caracteristica € conferida ao TNT durante o processo de
confecgdo onde a parte da superficie € vedada por calor. Essa estrutura do tecido
poderia ampliar as estimativas de resultados analiticos. Assim, os resultados obtidos
permitem sugerir que ainda € necessario averiguar melhor a generalizacdo do uso dos
saquinhos confeccionados com TNT em andlises de teor de FDN e FDA.

A viabilidade da determinacdo dos teores de FDA nos alimentos estudados por
qualquer uma das formas analiticas (p >0,05) é um resultado de grande importancia
visto que a forma sequencial de andlise € mais rapida e econdmica que a nao
sequencial, por utilizar apenas uma amostra nas determinacdes dos teores de FDN e
FDA. A forma sequencial também é considerada mais exata por estimar, por diferenca,
a hemicelulose e a celulose.

Vale ressaltar que a forma analitica sequencial ndo deve ser aplicada em todas as
amostras porque existem situacdes especificas em que as fracdes de interesse podem
ser perdidas no processo (ROBERTSON & VAN SOEST, 1981).

Apenas na silagem de milho observou-se que houve diferenca (p<0,05) entre as
formas de andlises nos métodos alternativos MTA; (autoclave/ANKOM) e MTA;
(autoclave/TNT), sendo que no MTC (bloco digestor/ cadinhos filtrantes) e MTA;
(autoclave/ cadinhos filtrantes) ndo foi verificada diferenca (p<0,05) entre as formas
(n&o sequencial e sequencial).

Portanto, as determinacdes dos teores de FDA pelos métodos alternativos néao
sdo indicadas nos alimentos estudados, com excecao do farelo de babacu, cujo teor de
FDA podera ser determinado pelo MTA; (autoclave/ANKOM).
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4. CONCLUSOES

As metodologias alternativas utilizadas nas determinacdes analiticas dos teores
de FDN e FDA, com uso da autoclave, permitem ganhos relevantes pela reducao dos
custos operacionais e do tempo da andlise, com a minimizacdo dos impactos
ambientais.

A preciséo analitica dos métodos alternativos bem como sua utilizagdo, quando
comparados ao convencional, depende do alimento analisado.

Nas determinagcbes dos teores de FDN, recomenda-se 0o MTA;
(autoclave/ANKOM) em analises do feno de Tifton, o método MTA; (autoclave/TNT) em
analises do feno de Tifton e farelo de babacu e o método MTA3 (autoclave/ cadinhos
filtrantes) na cana-de-acucar e farelo de babacu. O método alternativo MTA;
(autoclave/ANKOM) foi recomendado nas determinac¢des de teores de FDA no alimento
farelo de babacu, sem perda da precisédo analitica.

Os resultados de todas as analises ndo diferiram significativamente quanto a
forma (n&o sequencial e sequencial), com excecéo da determinacédo de FDA na silagem
de milho, pelos métodos alternativos MTA; e MTA; que utilizam digestdo em autoclave e
saquinhos da ANKOM e TNT, respectivamente.
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CAPITULO 3. ESTUDO COMPARATIVO DE METODOLOGIAS APLICADAS EM
ANALISES DE FIBRA EM DETERGENTE NEUTRO E FIBRA EM DETERGENTE
ACIDO COM GERENCIAMENTO DE RESIDUOS QUIMICOS

RESUMO - O trabalho teve como objetivos avaliar o custo, o descarte de
residuos quimicos e a precisdo das analises dos teores de fibra em detergente neutro
(FDN) e fibra em detergente acido (FDA), desenvolvidas com a reutilizacdo das
solucbes detergentes (neutra e acida) e com acetona recuperada, utilizando os métodos
convencional e alternativos de analises, nas formas nao sequencial e sequencial. Os
alimentos utilizados foram feno de Tifton 85 (Cynodon spp.), cana-de-agucar
(Saccharum officinarum L.), silagem de milho (Zea mays L.), capim-xaraés (Brachiaria
brizanta cv. Xaraés), capim-marandu (Brachiaria brizanta cv. Marandu) e o farelo de
babacu (Orbignya phalerata). A possibilidade de ganhos econdmicos e ambientais foi
avaliada através da reducdo do descarte de produtos quimicos no meio ambiente, com
a inclusdo da etapa de reutilizacdo das solugbes detergentes e da recuperagdo da
acetona, durante os procedimentos analiticos. A precisdo dos resultados foi observada
pela comparacdo dos resultados dos teores de FDN e FDA obtidos com o uso de
solucBes detergentes e acetona originais com aqueles provenientes das analises
desenvolvidas com solucdes detergentes e acetona recuperados. Aplicou-se a analise
de variancia, pelo procedimento General Linear Models (GLM) do Programa Statistical
Analysis System (SAS 9.1®). As médias dos métodos alternativos foram comparadas
com o método convencional pelo teste de Dunnette (a= 5%). O delineamento adotado
na analise de cada alimento foi o inteiramente casualizado, em um esquema fatorial
2x4x2 (2 utilizacdes, 4 metodologias e 2 formas de andlises). A inclusdo da etapa da
recuperacdo da acetona na marcha analitica das determina¢cfes dos teores de FDN e
FDA, pelos métodos convencional e alternativos, nas formas ndo sequencial e
sequencial, promoveu ganhos tanto econdbmico como ambiental, observando-se uma
taxa de recuperacdo de 84,12%. A reutilizacdo das solugbes detergentes (neutra ou
acida) nas determinacdes dos teores de FDN e FDA, pelos métodos analiticos

convencional e alternativos, nas formas ndo sequencial e sequencial, promoveu a
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reducdo no custo e no tempo das analises, e, em especial, no descarte de residuos
guimicos no meio ambiente, constituindo-se uma alternativa viavel, mas néo uniforme,
devendo-se considerar a combinacdo do método analitico com o alimento a ser
analisado para preservar a precisdao das andlises. Nas analises dos teores de FDN
observou-se a possibilidade de reutilizagdo das solugcbes detergentes recuperadas na
marcha analitica pelo método alternativo que utiliza autoclave e saquinhos da ANKOM,
nos capins xaraés e marandu e também pelo método alternativo que utiliza a autoclave
e cadinhos filtrantes, na silagem de milho e no capim-marandu. As analises dos teores
de FDA podem ser desenvolvidas com reutilizagdo de solucédo detergente recuperada

pelo método alternativo que utiliza a autoclave e cadinhos filtrantes, na cana-de-acgUcar.

Palavras-chave: métodos alternativos, precisdo, recuperacdo de acetona, residuos

quimicos, reutilizacdo de solucdes detergentes
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1. INTRODUCAO

O questionamento global sobre os danos gerados ao planeta pelas atividades
humanas produzidas nas areas econdmicas, cientificas e também sociais tem sido
objeto de destaque na midia. Mesmo assim, uma falsa sensacdo de que a agua € um
recurso inesgotavel tem feito com que o homem néo tenha atitudes praticas cotidianas
para minimizar os danos ambientais. Segundo RAINHO (1999), 95,1% da agua
existente no planeta é salgada, sendo imprépria para consumo humano. Dos 4,9%
restantes, 4,7% estao na forma de geleiras ou regides subterraneas de dificil acesso, e
somente 0,2% encontrados em lagos, nascentes e em lencdéis subterraneos, estao
aptos para o consumo. Estimativas para o ano de 2050 feitas pela ONU (MACEDO,
2001) apontam cerca de 50 paises sem quantidade de agua suficiente para toda a
populacéo.

Neste contexto, estdo inseridos os residuos quimicos gerados ndo sé pelas
industrias, mas também pelos laboratérios de universidades, escolas e institutos de
pesquisa (BENDASSOLI et al. 2005). O descarte destes residuos, de elevada
diversidade, gerados em processos quimicos, tem feito com que 0 meio ambiente nao
consiga degradar e assimilar por processos naturais, estes subprodutos indesejaveis
pois, em grande quantidade, ndo ha como serem diluidos sem causar riscos ao homem
ou ao meio ambiente.

O primeiro desafio € a conscientizacdo sobre a importancia do desenvolvimento
de tecnologias limpas que substituam as tecnologias tradicionais que geram residuos
quimicos em grandes proporc¢des. As iniciativas da Quimica Verde englobam todas as
areas da ciéncia, sempre considerando os principios fundamentais de sustentabilidade.
Assim, a Quimica Verde é mais que um pensamento cientifico, é a adocéo de praticas
visando a prevencéao da poluicdo desenfreada e a minimizacdo no descarte de residuos
guimicos.

A reutilizagdo de reagentes quimicos no mesmo processo em que foram gerados

e a troca de processos tradicionais por metodologias ambientalmente corretas
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aparecem como boas alternativas na reducdo aos danos ambientais (GERBASE et al.
2006).

A eficiéncia com que os animais utilizam os alimentos é a principal area de
pesquisa e aplicacdo em nutricdo animal porque envolve ndo apenas a comparagao da
eficiéncia produtiva dos diversos animais como também a avaliacdo das diversas fontes
alimentares. As analises dos teores de fibra em detergente neutro (FDN) e fibra em
detergente acido (FDA) ocupam papel importante e sdo metodologias desenvolvidas
diariamente e em grande propor¢ao, nos laboratérios de pesquisa.

As solucdes de detergente neutro e de detergente &cido, utilizadas nestes
procedimentos analiticos, sdo preparadas pela mistura de varios reagentes quimicos, a
saber: acido etilenodiaminotetracético (EDTA), tetraborato de sodio decahidratado
(Na;B407.10H,0), lauril sulfato de sodio (detergente), hidrogenofosfato de sdédio
(NaxHPO,4) e trietilenoglicol (CsHgO,) utilizados no preparo da primeira solugdo e
brometo de cetil-trimetilamoénio (detergente CTAB) e &cido sulfarico, no preparo da
segunda solucdo. Portanto, uma variedade de residuos quimicos solubilizados nestas
andlises vem sendo descartada, in natura, no ambiente.

O descarte das solucdes detergentes utilizadas nestas analises também
contribui de forma significativa para a poluicdo ambiental. Antes mesmo do surgimento
dos detergentes sintéticos, o sab&o ja prejudicava a qualidade das aguas, deixando-as
muito alcalinas, além de formar uma pelicula insolivel sobre a superficie dos corpos
d’agua. Além disso, os detergentes sintéticos amplamente utilizados formam uma
espuma branca que reduz a penetracao do oxigénio do ar na agua, diminuindo assim o
oxigénio disponivel para respiracdo dos organismos aquaticos (BORSATO et al. 1999).

O lauril sulfato de sodio, designacdo genérica empregada para o dodecil
sulfato de sodio, € um composto organico devidamente registrado no Chemical Abstract
Service (CAS) que vem sendo usado na confecgdo de varios cosméticos e materiais de
limpeza, tais como: banhos de espuma, cremes emolientes, cremes depilatorios, lo¢cdes
para maos, xampus e detergentes domissanitarios (WINTER, 1994). Também é
utilizado como reagente quimico em analises quantitativas. Este uso tem sido motivado

por ser um tensoativo aniénico cuja cadeia graxa hidrofobica estd anexada a um grupo



57

hidrofilo carregado negativamente e por suas propriedades detergentes: molhante,
espumoégena, emulsificante e solubilizante. Por sua vez, o brometo de cetil-
trimetilaménio (detergente CTAB) € um tensoativo catibnico que apresenta 0 grupo
polar com carga positiva. E considerado um detergente de facil aquisic&o, baixo custo,
incolor e soluvel em agua (BRANCINI et al.1983).

Na Quimica, as associacfes e misturas de reagentes sdo realizadas para se
obter o maximo proveito das propriedades quimicas que as solu¢gBes apresentam.
Assim, quando se mistura um tensoativo com um agente quelante, como o EDTA,
realiza-se a potencializagdo deste Ultimo porque a tensdo superficial do liquido é
reduzida, favorecendo o contato do agente quelante com a amostra. OSTBY (1957) e
NILL (1959) citados por CRUZ-FILHO (1994) enfatizaram que a solucdo de EDTA deve
ser associada ao brometo de cetil-trimetilamdnio, para que a sua capacidade umectante
seja melhorada. Esta associacéo ficou conhecida como EDTAC.

A umectacgdo é a capacidade que uma substancia liquida possui de umedecer ou
molhar uma superficie solida. Essa caracteristica € muito importante nos agentes
tensoativos, pois quanto maior for seu poder de umectancia, mais rapido sera sua acao.
Segundo PECORA et al. (1987), os tensoativos anidnicos apresentam capacidade de
umectacdo mais rapida que os tensoativos catibnicos. Eles constataram que o0s
aniénicos, como o lauril sulfato de sédio, apresentava um tempo de umectacdo em
torno de dez segundos em um fio de algodédo, enquanto que o tempo gasto pelos
cationicos (CTAB) era em torno de trés minutos.

Apds a umectacao, tem-se o fendmeno de adsor¢éo, onde a parte hidrofébica,
que também ¢é lipofilica une-se a gordura e, a parte hidrofilica liga-se a dgua. Assim, a
cadeia hidrocarb6nica funciona como uma ponte que tem uma das extremidades ligada
a gordura e a outra (grupo polar) ligada a agua. Esse fenbmeno € observado até que
haja o envolvimento de toda a particula gordurosa (oleosa), havendo o deslocamento
destas particulas das paredes as quais estavam aderidas. O final da adsorcao se da
quando a superficie fica totalmente livre da contaminacdo gordurosa (oleosa) e

protegida pelas moléculas do detergente fixadas a ela.
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A particula oleosa, apds a adsorcdo, ndo pode se depositar novamente sobre a
superficie a que ela estava associada. Assim, ela deve ser mantida em suspensao, o
gue acontece através do mecanismo de repulsdo que ocorre entre as particulas oleosas
que foram circundadas pelo detergente e que possuem agora, a mesma carga ionica.

As andlises dos teores de FDN e FDA que utilizam as solucdes detergentes
baseiam-se na técnica da extracdo. A validacdo de resultados que comprovem a
possivel reutilizacdo destas solu¢cdes sem a perda da precisdo analitica nos resultados
permitira ganhos nas areas econdmica e ambiental.

O uso da acetona (propanona) e seu consequente descarte, também fazem parte
da rotina laboratorial nas andlises de FDN e FDA. Quando descartada no solo, a
acetona é biodegradavel e ndo se bioacumula, mas sabe-se que é um produto téxico a
vida aquética, principalmente para os peixes. Quando lancada ao ar, pode ser
degradada moderadamente atraves de reacdo fotoquimica produzindo radicais
hidroxilas (MOZETO & ZAGATTO, 2006).

A inclusdo da etapa de recuperacdo da acetona utilizada durante as
determinagbes de FDN e FDA evitara seu descarte ambiental e contribuira para a
melhoria econémica do processo, pois podera ser reutilizada nos processos analiticos.
Segundo KRAEMER (2002), a analise custo-beneficio foi o primeiro método formal de
avaliagdo ambiental conhecido, sendo ainda hoje o mais aceito.

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivos

Avaliar o custo e o descarte de residuos quimicos na determinacao dos teores de
FDN e FDA, através da reutilizacdo das solu¢bes detergentes nas andlises e também
da recuperacéo da acetona.

Avaliar a precisdo analitica na determinacdo dos teores de FDN e FDA,
comparando o0s resultados das analises desenvolvidas utilizando-se solucdes
detergentes e acetona originais com os resultados obtidos nas analises com os

reagentes reutilizados e acetona recuperada.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Local e época

O experimento foi conduzido no Laboratério de Nutrigdo Animal do Departamento
de Zootecnia da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Universidade

Estadual Paulista, Campus de Jaboticabal — SP, no periodo de marc¢o a julho de 2010.

2.2 Amostras e Reagentes

As amostras e 0s reagentes analiticos utilizados nas determinacdes quantitativas
dos teores de FDN e FDA na comparacdo de metodologias analiticas convencional e
alternativas com uso da autoclave, descritas no capitulo 2, foram os mesmos utilizados
na avaliacdo da precisdo analitica e do impacto econdmico-ambiental ao se reutilizar
solugBes e recuperar solvente durante a marcha analitica. Para tanto, utilizaram-se os
seguintes alimentos: feno de Tifton 85 (Cynodon spp.), cana-de-acUcar (Saccharum
officinarum L.), silagem de milho (Zea mays L.), capim-xaraés (Brachiaria brizantha cv.
Xaraés), capim-marandu (Brachiaria brizantha cv. Marandu) e farelo de babacu
(Orbignya phalerata). Primeiramente, estes foram processados para a determinagéo da
12 matéria seca (12MS), com excecao do feno de Tifton e do farelo de babagu. Em
seguida, todos os alimentos foram acondicionados em recipientes plasticos e
guardados sob refrigeracdo, até o momento da pesagem para determinacdo da 22
matéria seca (22MS) e posterior utilizacdo nas andlises.

Os reagentes analiticos foram as solu¢gBes de detergente neutro, de detergente
acido e a acetona recuperados, apos serem utilizadas nas analises anteriores descritas
no capitulo 2 e a enzima alfa- amilase termoestavel (Termamyl — Tecnoglobo), utilizada
nas andlises do teor de FDN em silagem de milho (VAN SOEST et al. 1991).

Toda a agua utilizada nos procedimentos analiticos foi deionizada em Sistema
Purificador (DG300, Gehaka).
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2.3 Tratamentos

Na andlise de cada alimento, o delineamento de tratamentos foi um fatorial

cruzado 2x4x2 (2 utilizacdes dos reagentes, 4 metodologias e 2 formas de analises).

2.4 Recuperacéo das solucdes detergentes

Tanto as solucbes de detergente neutro quanto as de detergente acido foram
recuperadas, sempre apds 0 seu uso inicial, através de filtracdo simples utilizando um
funil de vidro de cano longo (analitico) e papel de filtro qualitativo. A filtracdo teve por
finalidade separar qualquer eventual particula solida retida na solucdo detergente apos
seu uso inicial. O processo consistiu em passar a solucao detergente através de um
papel de filtro (material poroso) que reteve as particulas soélidas.

Também foi feito o monitoramento do valor do pH das solu¢des, em cada
analise, tanto nas solugdes originais quanto nas solu¢des recuperadas. Do ponto de
vista analitico o pH é um dos parametros mais importantes em procedimentos
guantitativos, sendo um parametro de medida de acidez. Utilizou-se um potenciémetro
de bancada (710A — Orion) em todas as medicdes.

Imediatamente apds as medidas de acidez e filtracdo das solucbes, estas foram
reutilizadas nas analises de FDN e FDA.

Considerando que as medidas de acidez foram feitas nas duas formas de
analise: ndo sequencial e sequencial, com todos os métodos adotados: método
convencional, método alternativo 1 - autoclave/ saquinhos ANKOM; método
alternativo 2 - autoclave/ saquinhos TNT e método alternativo 3 - autoclave/cadinhos
filtrantes, foram realizadas 80 medidas no potencidmetro, para controle da acidez das
solucdes detergentes originais e recuperadas. Os resultados médios das medidas de
pH das solucbes detergentes (neutra e acida), utilizadas nas analises dos teores de
FDN e FDA, bem como os respectivos desvios padrdo podem ser observados na
Tabela 1.
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Tabelal. Valores médios de pH e desvios padrao das solucdes detergentes neutra e
acida utilizadas nas analises de FDN e FDA, considerando as formas de
analises — ndo sequencial (NS) e sequencial (S), os métodos - MTC-
método convencional; MTA; - método alternativo 1; MTA, — método
alternativo 2 ; MTA3; — método alternativo 3 e as utilizacdes das solucdes -
solucéo original (SO) e solucéo recuperada (SR)

FORMA METODOS ANALISE DE FDN ANALISE DE FDA
so” pp® SRY DP SO DP SR DP
MTC® 7,14 0,092 7,16 0,041 1,92 0,083 1,86 0,090
NS MTA,® 7,11 0,083 7,15 0,064 1,91 0,062 1,89 0,043
MTA,® 7,19 0,055 7,18 0,058 1,93 0,052 1,90 0,094
MTA;® 7,11 0,086 7,10 0,072 1,92 0,051 1,88 0,082
MTC 7,11 0,082 7,14 0,04 1,91 0,092 1,88 0,026
s® MTA, 7,08 0,047 7,07 0,09 1,93 0,054 1,87 0,082
MTA, 7,17 0,061 7,12 0,06 1,95 0,062 1,90 0,051
MTA; 7,10 0,090 7,15 0,09 1,95 0,031 1,89 0,086

(1) NS- forma ndo sequencial ; (2) S— forma sequencial; (3) MTC- bloco digestor/ cadinhos filtrantes; (4) MTA; —
autoclave/ANKOM; (5) MTA; — autoclave/TNT; (6) MTAz — autoclave/ cadinhos filtrantes; (7) SO — solug&o original; (8)
DP—desvio padréo; (9) SR — solugédo recuperada

Em todas as analises (ndo sequenciais e sequenciais) ndo foram observadas
grandes variacdes nos valores de pH, indicando bom acondicionamento das solucfes

reagentes originais e das solucdes recuperadas por filtracdo, bem como auséncia de

contaminagdes que provocassem alteracdes na acidez das mesmas.

2.5 Recuperacao da acetona

Toda a acetona utilizada durante o processo de lavagem das amostras nas
analises desenvolvidas utilizando-se as solugcbes detergentes originais (1440
analises), foi acondicionada e recuperada para reuso nos procedimentos das andlises
com as solucdes detergentes recuperadas.

O solvente foi acondicionado em frasco de vidro ambar, original do préprio

fabricante, e em seguida, recuperado em evaporador rotativo (Tecnal).
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A recuperacdo consistiu em um processo de destilacdo simples, que permitiu a
separacao do liquido (acetona) de substancias ndo volateis (residuos). Todo o processo
desenvolvido na recuperacdo da acetona iniciou com a medicdo, em proveta, de 500
mL da acetona utilizada nas andlises, com posterior transferéncia para um baldo de
destilacdo acoplado a um condensador e imerso em banho-maria. Sob rotacdo
mecanica e aguecimento, a acetona utilizada nas analises foi, simultaneamente, agitada
e aquecida, sendo que ao se atingir a temperatura de ebulicdo da acetona (56,1°C), o
vapor foi forcado a passar pelo condensador (tubo de vidro cercado por um fluxo
continuo de agua termostatizada), sendo que ao entrar em contato com as paredes frias
do condensador, foi condensado. A seguir, a acetona, ja pura, foi recolhida em outro
recipiente de vidro. Assim, os residuos contidos na acetona utilizada nas lavagens
durante as analises foram separados do solvente.

Toda a acetona empregada nas analises que utilizaram solucdo detergente
recuperada foi proveniente deste processo de purificagdo. No desenvolvimento das
1440 analises com reagentes originais, o solvente in natura nédo foi descartado no meio
ambiente. Com este procedimento foi possivel obter ganhos tanto ambientais quanto
econdmicos.

De acordo com os métodos de analises utilizados (convencional e alternativos 1,
2 e 3), o volume gasto de acetona variou. Isto foi decorrente das diferencas nas
metodologias testadas e seus processos de lavagens distintos.

A Tabela 2 mostra os volumes médios gastos (Vm) de acetona nas analises de
FDN e FDA e os desvios padrdo, durante uma repeticdo de andlise composta por

dezoito (18) amostras (tréplica dos seis alimentos), em cada metodologia empregada.

Tabela 2. Volumes médios gastos (Vm) de acetona em uma repeticdo analitica e
desvios padréo/ metodologia

Metodologia Vm (mL) acetona desvios padréao
convencional 520 0,034
alternativo 1 250 0,026
alternativo 2 260 0,031

alternativo 3 510 0,038
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Observa-se que houve uma consideravel variagcdo na quantidade de acetona
empregada no processo de lavagem de acordo com a metodologia adotada. Os
métodos que fizeram uso dos cadinhos filtrantes (convencional e alternativo 3) foram os
gue mais consumiram acetona no processo de lavagem. J4 aqueles que utilizaram os
saquinhos ANKOM e TNT (métodos alternativos 1 e 2, respectivamente), permitiram
uma reducdo no uso do solvente, pela lavagem que se da de forma coletiva. Assim, o
uso dos saquinhos nas metodologias para FDN e FDA permite, além do ganho
econdmico através da reducdo de solvente empregado no procedimento analitico, a

diminui¢céo do descarte de residuos quimicos.

2.6 Determinagcédo dos teores de FDN e FDA pelo método convencional (ndo

sequencial e sequencial).

De posse das solucbes detergentes e da acetona, ambos recuperados,
prosseguiu-se com o desenvolvimento das analises dos teores de FDN e FDA seguindo
o procedimento do método de VAN SOEST et al. (1991). Foram desenvolvidas 10
determinacbes para cada tipo de sequéncia adotada (formas ndo sequencial e
sequencial), perfazendo um total de 20 analises. Utilizaram-se os seis alimentos,
pesados em tréplica com cinco repeticbes analiticas, obtendo-se 360 resultados
analiticos. Em cada repeticdo, a reproducdo do mesmo procedimento, pelo mesmo
analista, com os mesmos aparelhos usados sob as mesmas condicbes e mesmo local,
foi preservada, para obtencdo da repetitividade dos resultados (ANVISA, 2010).

Em cada determinacdo na forma n&o sequencial, utilizaram-se cerca de meio
grama da amostra, pesados em béqueres numerados com capacidade de 600 mL. As
pesagens foram feitas utilizando-se balanca analitica de precisdo, Analytical Plus
(Ohaus). A seguir, adicionou-se em cada béquer, contendo amostra, cerca de 100 mL
de solucdo de detergente neutro (nas analises de FDN) ou solucéo de detergente acido

(nas andlises de FDA). Cada béquer foi acoplado ao aparelho digestor formado por
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aquecedores e condensadores resfriados com agua cujo controle de temperatura se da
individualmente.

O processo de digestdo das amostras teve duracdo de uma hora, contado a
partir da fervura da solugdo, sempre com o controle manual de temperatura em cada
amostra para manter o volume constante da solu¢ao nos béqueres. Conforme o método
modificado por VAN SOEST et al. (1991), nas amostras de silagem de milho, apenas
nas determinacdes de FDN, foi adicionado 0,2 mL por amostra, de enzima alfa-amilase
termoestavel, antes da digestao.

A etapa da filtragdo das amostras utilizou um sistema a vacuo. Nesta etapa, a
solucao detergente reutilizada foi descartada e as amostras transferidas para cadinhos
filtrantes de vidro com placa sinterizada, porosidade n° 02, capacidade de 50 mL
(Vidrolabor) previamente tarados, atraves de lavagem com &gua deionizada quente (90
— 100°C), por duas vezes.

Utilizou-se a acetona recuperada na ultima lavagem, por duas vezes. A média de
volume de acetona utilizada em cada lavagem foi de 30 mL por amostra, sendo
descartada ap0s o processo. Na secagem das amostras utilizou-se uma estufa de
secagem (315 SE- Fanem), a 105°C, deixando as amostras por um periodo minimo de
oito horas e maximo de uma noite. ApGs serem resfriadas em dessecador, as amostras
foram pesadas na mesma balanca usada nas pesagens iniciais.

Os resultados analiticos foram obtidos utilizando-se a férmula definida em (1), na

determinacéo dos teores de FDN e FDA:

% FDN ou% FDA=

(PC-T)
X100 (1)

onde: PA = peso de matéria seca da amostra em gramas; PC = peso, em gramas, do
cadinho mais residuo da fibra detergente apos a digestdo e secagem; T = tara (peso

inicial) do cadinho em gramas.

Nas determinacfes ndo sequenciais, seguiu-se com a etapa da calcinacao,

realizada em forno mufla (Nova Técnica), a 550°C, por trés horas. Por meio de
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aquecimento em altas temperaturas, as substancias volateis foram decompostas pelo
calor e eliminadas. A matéria organica contida no residuo foi transformada em diéxido
de carbono (CO;) e agua (H;0), obtendo-se um residuo claro, o qual foi pesado em
balanca analitica digital.

As analises de determinac¢éo dos teores de FDN na forma sequencial seguiram a
mesma marcha analitica descrita anteriormente: pesagem da amostra em beéquer,
adicdo da solucéo reagente recuperada em cada béquer, digestéo e filtracdo individual
das amostras, lavagem das mesmas, em cadinhos filtrantes, com agua deionizada
quente e acetona recuperada, secagem em estufa, resfriamento em dessecador e
pesagem do residuo. A partir desse ponto, a analise sequencial de FDA é feita partindo-
se do principio que se utilizard a mesma amostra proveniente da marcha analitica para
FDN. Assim, os cadinhos com os residuos das analises de FDN foram reutilizados e
colocados em béqueres contendo cerca de 100 mL de solugdo detergente acida
recuperada e, as amostras foram novamente acopladas ao aparelho digestor
controlando-se manualmente e individualmente a temperatura de cada béquer até que,
no momento da fervura, iniciou-se a contagem de 60 minutos para a digestdo das
amostras. O processo da filtracdo, na forma sequencial, € bem mais simples e rapido,
considerando que as amostras ja se encontram nos cadinhos filtrantes, sendo, apenas,
lavados com agua deionizada quente e em seguida com acetona recuperada, por duas
vezes cada. As etapas de secagem em estufa, resfriamento das amostras em
dessecador e posterior pesagem, seguiram o procedimento descrito anteriormente.

Todas as solucdes detergentes e a acetona foram descartadas apds a realizagcdo

das analises utilizando reagentes recuperados, ou seja, foram reutilizadas uma so vez.

2.7 Métodos alternativos com uso da autoclave

Os métodos alternativos testados foram os mesmos utilizados nas analises com

uso de solugbes originais. Estes diferiram quanto ao material usado no
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acondicionamento das amostras durante a analise tendo sido denominados da seguinte
forma:

Método alternativo 1 - autoclave/ saquinhos ANKOM

Método alternativo 2 - autoclave/ saquinhos TNT

Método alternativo 3 - autoclave/ cadinhos filtrantes

Os trés métodos alternativos foram testados tanto nas analises de FDN quanto
de FDA, observando-se as duas formas de analises (ndo sequencial e sequencial), nos
seis alimentos, com cinco repeti¢cdes, cada uma em tréplica. Assim, nesta etapa foram

desenvolvidas 60 determinac¢des, obtendo-se 1080 resultados analiticos.

2.8 DeterminagBes dos teores de FDN e FDA pelos métodos alternativos 1 e 2

(ndo sequencial e sequencial)

Nos métodos alternativos 1 e 2, o acondicionamento das amostras em
saquinhos seguiu as recomendacdes descritas por KOMAREC (1993). A digestédo das
amostras em autoclave foi feita observando-se o descrito por PELL & SCHOFIELD
(1993), DESCHAMPS (1999) e SENGER et al. (2008), sendo que o tempo e a
temperatura utilizados na autoclave seguiram as recomendacglfes propostas por
SENGER et al. (2008).

Os saquinhos da ANKOM (método alternativo 1) foram adquiridos prontos para
uso. Ja os saquinhos de TNT utilizados no método alternativo 2, foram confeccionados
manualmente, como descrito no capitulo 2, identificados e pesados em balanca
analitica digital.

De posse dos saquinhos preparados, procederam-se com as andlises nado
sequenciais.

A digestdo consistiu em colocar todos os sacos selados, contendo as amostras,

imersos em um Unico béquer de plastico contendo 600 mL de solucdo detergente
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recuperada (neutra nas analises de FDN e &cida nas analises de FDA). Ao final,
descartaram-se as solugdes reutilizadas.

Em cada repeticdo utilizou-se 19 sacos, sendo um saco para a determinacdo do
branco e os demais para as tréplicas dos seis alimentos. O béquer plastico foi, entéo,
acondicionado no cesto de inox da autoclave vertical (Phoenix) e colocado no interior do
equipamento.

No caso das determinacdes de FDN nas amostras de silagem de milho,
adicionou-se 0,2 mL de enzima alfa-amilase termoestavel por amostra (VAN SOEST et
al. 1991).

Observou-se um ganho consideravel em relagdo ao tempo requerido no
desenvolvimento da analise pelo método convencional, pois foi possivel analisar um
maior nimero de amostras em um menor tempo, sem o0 desgaste do operador em
controlar manualmente e individualmente cada aquecedor e condensador do aparelho
digestor.

A etapa da lavagem também ocorreu de forma mais rapida e econémica, por ser
coletiva: os saquinhos foram submetidos a trés enxagues com agua deionizada quente
durante cinco minutos e, posteriormente, escorridos e imersos em acetona recuperada
por trés minutos. Procedeu-se o descarte da acetona recuperada e reutilizada. A
secagem dos saquinhos foi feita em estufa de secagem e esterilizacdo (315SE —
Fanem), a 105°C, por um periodo minimo de oito horas e maximo de uma noite. Em
seguida, foram colocados em dessecador e apds atingirem a temperatura ambiente,
foram pesados em balanca analitica digital. A partir destes pesos foram calculadas as
concentracdes de FDN e FDA nas amostras analisadas, utilizando a formula definida
em (2).

[PE-(T xB)]
PA

% FDNou % FDA = %100 (2)

onde: PA = peso de matéria seca da amostra em gramas; PE = peso, em gramas, do

saquinho mais residuo da fibra detergente apds digestdo e secagem; T = tara (peso
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inicial) do saquinho em gramas; B = valor do branco, em gramas (peso final do

saquinho ap6s secagem/ peso inicial do saquinho).

Nas andlises desenvolvidas na forma ndo sequencial, foi feita a etapa da
calcinacdo: os saquinhos foram colocados em cadinhos de porcelana previamente
limpos, numerados e tarados, e submetidos ao aquecimento em forno mufla (Nova
Técnica), a 550°C, por trés horas, para a obtencdo de um residuo sem matéria
organica. A seguir, os cadinhos foram resfriados em dessecador e pesados e balanca
analitica digital.

Na forma sequencial, as determinacfes relativas aos teores de FDN foram
desenvolvidas similarmente ao relatado nas andlises na forma ndo sequencial. As
analises de FDA iniciaram-se com a reutilizacdo dos saquinhos empregados em FDN.
Assim, os 19 saquinhos foram acondicionados coletivamente em béquer plastico e
imersos em 600 mL de solugcédo detergente acida recuperada, colocados em autoclave
para digestdo por 40 minutos, lavados com &gua deionizada quente e acetona
recuperada, secos em estufa (MA 037 — Marconi), a 105°C por no minimo oito horas e
méaximo uma noite, resfriados em dessecador e pesados para determinacdo das
concentracdes de FDA, utilizando-se a formula definida em (2). Nao foi feita a etapa de
calcinacdo em forno mufla. Ao final da andlise, tanto a solucdo detergente quanto a

acetona reutilizada foram descartadas.

2.9 Determinacdes dos teores de FDN e FDA pelo método alternativo 3 (ndo

sequencial e sequencial)

A combinacdo da pesagem das amostras em cadinhos filtrantes de vidro com
placa sinterizada porosa n°® 02 com a digestdo em autoclave é a base do método
alternativo 3. O acondicionamento das amostras em cadinhos filtrantes seguiu as
recomendacdes descritas por VAN SOEST et al. (1991), enquanto a digestdo em
autoclave foi realizada segundo PELL & SCHOFIELD (1993), DESCHAMPS (1999) e
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SENGER et al. (2008). O tempo e a temperatura utilizados na autoclave seguiram as
recomendacdes propostas por SENGER et al. (2008).

Nas analises nao sequenciais, o procedimento pratico adotado em cada
repeticdo das analises consistiu nas seguintes etapas: pesagem dos 18 cadinhos
limpos e secos, previamente aquecidos em estufa a 105°C e resfriados em dessecador,
pesagem de cerca de meio grama de cada amostra, em tréplica, nos cadinhos filtrantes
e acondicionamento em béqueres plasticos individuais, adicdo de cerca de 600 mL de
solucao detergente neutra recuperada (nas analises de FDN) ou solucdo detergente
acida recuperada (nas analises de FDA) distribuida nos 18 béqueres plasticos e, em
seguida, ajuste na cesta de inox, no interior da autoclave, para digestdo por 40 minutos.

A lavagem dos cadinhos em kitassato acoplado a bomba de vacuo foi feita com
enxagues de agua quente deionizada e acetona recuperada. As solucdes detergentes e
a acetona reutilizada foram descartadas em seguida.

Posteriormente, foram realizadas, de forma similar, as etapas de secagem das
amostras, resfriamento e pesagem. Os teores de FDN e FDA foram calculados pela
diferenca entre a tara do cadinho e o peso do cadinho mais residuo de FDN ou FDA
apos digestdo e secagem, utilizando a féormula definida em (1).

Ao final de cada analise de FDN ou de FDA, os cadinhos foram levados ao forno
mufla por trés horas, a temperatura de 550°C, para queima da matéria organica.

O mesmo procedimento pratico nas determinagdes de FDN ndo sequenciais é o
adotado nas determinacdes sequenciais. Na determinacdo dos teores de FDA, os
cadinhos filtrantes oriundos da analise de FDN foram reutiizados. Assim, foram
reutilizados os (18) cadinhos, em cada repeticdo analitica, imersos em solugéo
detergente &cida recuperada em autoclave, para digestdo das amostras por 40 minutos.
A segquir, procedeu-se a filtracdo e lavagem das amostras com agua quente deionizada
e acetona recuperada, secagem, resfriamento e pesagem dos cadinhos com os
residuos, seguido dos calculos através da formula definida em (1). A calcinagéo nédo faz
parte das determinacdes sequenciais. A solugéo detergente 4cida bem como a acetona

reutilizada foram descartadas.
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2.10 Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento adotado foi o inteiramente casualizado, em um esquema fatorial

2x4x2 (2 utilizacdes, 4 metodologias e 2 formas de anélises).
O modelo estatistico utilizado foi:

Yi = g+ UTi + MT; + FMy + (UT*MT)ij + (UT*FM)jx + (MT*FM)jk + (UT*MT*FM)ijk + Sk

onde: Yijju = teores de FDN e FDA, n= efeito geral da média; UT; = efeito da utilizac&o i;
MT; = efeito do método j; FM,= efeito da forma k; (UT*MT); = efeito da interacdo entre a
utilizacéo i e o método j; (UT*FM); = efeito da interacdo entre a utilizacéo i e a forma k;
(MT*FM); = efeito da interagéo entre o método j e a forma k; (UT*MT*FM); = efeito da
interagéo entre a utiliza¢éo i, 0 método j e a forma K; i = erro residual.
O teste de Normalidade dos erros utilizado foi Cramer-von-miser (a = 5%)
e o teste de homocedasticidade foi o Levene (a = 5%).
Os dados foram submetidos a analise de variancia, pelo procedimento General
Linear Models (GLM) do Programa Statistical Analysis Sistem (SAS 9.1®). As médias
foram comparadas pelo teste de Dunnette, tendo o método convencional como o

“controle” (a = 5%).

3.RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Recuperacao das solucdes detergentes

No ambiente laboratorial foram observados grandes beneficios com a inclusédo
da etapa de recuperacdo das solugbes detergentes. Tanto o ganho na minimizacao
do tempo gasto no preparo de solugbes quanto os ganhos econdmico e ambiental
foram sentidos em grandes proporc¢oes.

Em cada metodologia adotada, foram utilizados 15 litros das solucbes

detergentes no desenvolvimento de uma repeticdo analitica composta de 18 amostras
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(seis alimentos em tréplica). Considerando que foram comparadas quatro
metodologias, no desenvolvimento de analises dos teores de FDN e FDA, com a
utilizacéo de solugbes detergentes originais, foram preparados 60 litros de solucdo de
detergente neutro e 60 litros de solucdo de detergente &cido para o desenvolvimento
destas analises (1440 analises). Estes 120 litros de solu¢cbes detergentes, utilizados
nas analises e recuperados posteriormente em laboratorio, foram reutilizados na
execucdo de mais 1440 analises. Assim, ndo foi empreendido tempo no preparo das
solucdes detergentes a serem usadas na segunda etapa das analises (anélises com
solugbes recuperadas). Sabe-se que a reducédo do tempo de trabalho em rotinas
laboratoriais intensas minimiza 0s custos operacionais, pois cada minuto trabalhado
também representa custo.

A economia também foi computada como vantagem no uso de solucbes
recuperadas, pois os 120 litros preparados para as analises com soluc¢des originais
foram recuperados para serem reutilizados nas andlises posteriores, reduzindo os
gastos com reagentes quimicos em 50%.

As Tabelas 3 e 4 indicam os valores de mercado, em reais, dos reagentes
quimicos utilizados no preparo de um litro das solugdes detergentes neutra e acida,

respectivamente.

Tabela 3. Valores de mercado (R$) dos reagentes quimicos utilizados em anélises

de FDN
Reagentes/ analises de FDN UNID. Quantidade/Litro de Solugéo
Quantidade R$
sulfato laurico de sédio,P.A g 30,00 0,90*
EDTA g 18,61 1,58
tetraborato de sédio hidratado g 6,81 0,12
fosfato 4cido de sodio anidro g 4,56 0,10
2-metoxietanol,P.A mL 10,00 0,26
custo/reagentes 2,96

*valor pesquisado em julho/2010
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Observando a Tabela 3, 0 custo com os reagentes analiticos necesséarios na
preparacdo de um litro da solucédo detergente neutra (solucdo original) foi de R$ 2,96.
Portanto, na preparacdo dos 60 litros utilizados na realizacdo das 720 andlises de
FDN desenvolvidas foi necessario R$ 177,60, isto porque foram recuperadas as

solucBes detergentes e reutilizadas nas préximas 720 andlises de FDN.

Tabela 4. Valores de mercado (R$) dos reagentes quimicos utilizados em analises de

FDA
Reagentes/ analises de UNID. Quantidade/Litro de Solugéo
FDA Quantidade R$
brometo-cetil-trimetilaménio g 20,00 1,69*
acido sulfarico P.A mL 28,00 0,28
custo/reagentes 1,97

* valor pesquisado em julho/2010

Quanto as 720 analises de FDA desenvolvidas em solugdo original, o
levantamento do custo com os reagentes analiticos utilizados no preparo de um litro
de solucéo foi R$ 1,97. Portanto, o preparo dos 60 litros de solucdo de detergente
acido atingiu R$ 118,20. Estas solu¢cfes também foram recuperadas e reutilizadas em
mais 720 determinacdes analiticas, denominadas de andlises com uso de solucdes
recuperadas. Vale ressaltar que os custos referentes a vidrarias, equipamentos,
energia elétrica e mao-de-obra ndo foram computados neste trabalho.

No aspecto da conservacdo ambiental, a reducédo de 50% no descarte das

solucBes detergentes (neutra e acida) in natura teve impacto significativo.
3.2 Recuperacédo da acetona
Em busca de melhorias ambientais e com a intencdo de colocar em préatica os

valores da Quimica Verde, decidiu-se implementar a recuperag¢édo do solvente acetona

utilizado em grande proporgéo nas determinacgdes das concentracdes de FDN e FDA.
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Primeiramente, foi necessario um investimento na ordem de R$ 6.000,00 na
aquisicao de um evaporador rotativo ou rotoevaporador (TE-210 — Tecnal).

Em seguida, a etapa da recuperagdo foi incluida na marcha laboratorial e
desenvolvida sempre partindo de 500 mL de acetona.

Os volumes médios gastos de acetona em cada metodologia utilizada foram:

Método convencional — 520 mL
Método alternativo 1 — 250 mL
Método alternativo 2 — 260 mL

Método alternativo 3 — 510 mL

Considerando que cada metodologia foi repetida 20 vezes, os volumes médios
(Vm) gastos de acetona por método e os desvios padrdo podem ser observados na
Tabela 5.

Tabela 5. Volumes médios (Vm) gastos de acetona e desvios-padrao/

metodologia
Metodologias volumes médios (L)/ acetona desvios padrédo
convencional 10,40 0,034
alternativo 1 5,00 0,028
alternativo 2 5,20 0,022
alternativo 3 10,20 0,031
V(m) total 30,80

Portanto, o processo de recuperacgéao foi repetido em torno de 62 vezes, até que
todos os 30,80 litros fossem purificados. O volume médio de acetona recuperado em
todo o processo atingiu 420,6 mL que corresponde a 84,12% de taxa de recuperagao.

O valor de mercado atual para um litro de acetona P.A/ACS (Synth), equivale a
R$ 11,55. Como na realizacdo deste trabalho utilizou-se 30,80 litros de acetona, ao
custo de R$ 355,74 e recuperaram-se 84,12%, a inclusdo da nova etapa de

recuperacao permitiu um ganho de R$ 299,25.
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Quanto ao ganho ambiental é inegavel que a reducédo de 84,12% no descarte

tenha minimizado consideravelmente o impacto ambiental.

3.3 Avaliagdo quantitativa dos teores de FDN e FDA com uso das solucdes
detergentes recuperadas

Na Tabela 6 estdo apresentados os valores de F com respectivas probabilidades
p e os coeficientes de variagdo (CV) obtidos na analise de variancia dos teores de FDN,

nos alimentos estudados.

Tabela 6. Valores de F com respectivas probabilidades p e CV obtidos na analise de
variancia dos teores de FDN nos alimentos estudados

’ ALIMENTOS

ESTATISTICAS feno de cana-de- silagem de  farelo de capim- capim-

Tifton acucar milho babacu xaraés marandu
F p/ UTY 55,74(p<0,01) 19,31(p<0,01) 47,63(p<0,01) 25,51(p<0,01) 22,17(p<0,01) 21,77(p<0,01)
F p/ MT? 81,05(p<0,01) 184,14(p<0,01) 75,63 p<0,01) 24,43(p<0,01) 30,10(p<0,01) 27,30(p<0,01)
Fp/ FM® 2,23(p>0,10)  1,10(p>0,10)  0,21(p>0,10) 13,38(p<0,01) 14,21(p<0,01) 3,25(p=0,05)
Fp/UT *MT 25,46(p<0,01) 9,62(p<0,01)  7,75(p<0,01) 7,25(p<0,01) 25,78(p<0,01) 18,90(p<0,01)
Fp/UT*FM 0,00(p>0,10)  0,18(p>0,10)  2,50(p>0,10) 5,44(p=0,05)  1,95(p>0,10) 1,22(p>0,10)
F p/ MT*FM 1,33(p>0,10)  2,12(p=0,05)  2,41(p=0,05) 18,35(p<0,01) 1,78(p>0,10) 2,62(p=0,05)

Fp/UT*MT*FM  2,29(p>0,10)  0,45(p>0,10)  0,42(p>0,10) 0,67(p>0,10)  1,04(p>0,10) 0,50(p>0,10)

Cv 2,01 2,83 7,64 5,92 2,49 2,34

(1) utilizacao; (2) método; (3) forma

Observa-se que houve diferenca significativa (p<0,01) na utilizacdo e nos
métodos em todos os alimentos estudados. Em relacdo a forma adotada no
procedimento analitico (ndo sequencial ou sequencial), esta diferiu significativamente
(p<0,01) apenas no farelo de babacu e no capim-xaraés. Houve interacdo significativa
(p<0,01) entre a utilizacdo e o método de analise (UT*MT) em todos os alimentos.
Quanto as interacdes utilizacao e forma (UT*FM) e utilizacdo, método e forma analitica
(UT*MT*FM) estas ndo foram significativas (p=0,05) em todos os alimentos estudados.
A interagdo método e forma (MT*FM) foi significativa (p>0,01) apenas no farelo de
babacu.

O maior coeficiente de variacédo obtido foi na silagem de milho (7,64), sendo que

todos indicam boa precisdo dos dados.
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As médias relativas aos teores de FDN nos seis alimentos estudados,

considerando a utilizagdo e os métodos analiticos, estdo dispostas na Tabela 7.

Tabela 7. Médias obtidas na anélise de variancia nos alimentos, utilizacbes e métodos
estudados na avaliagcéo dos teores de FDN

METODOS

ALIMENTOS UTILIZACOES  mMTCY MTA,® MTA,® MTA;" GERAL

so® 78,98°M 78,842 79,112 81,81* 79,62

FENO DE TIFTON SR® 83,22% 79,05*"2 78 70*  84,05% 81,19
GERAL 81,10 78,94 78,91 82,95

SO 53,48° 50,23* 49,73**  53,68° 51,78

CANA-DE-ACUCAR SR 55,982 50,29** 49,65* 54,55** 52,62
GERAL 54,73 50,26 49,69 54,12

SO 44,90 55,10*° 48,21*  4853* 4920

SILAGEM MILHO SR 49,872 59,01** 53,85*® 47,92° 52,66
GERAL 47,39 57,06 51,03 48,23

o) 67,79° 63,88 67,422 67,69° 66,71

FARELO BABACU SR 74,06° 65,95*° 66,87*% 70,52* 69,35
GERAL 70,95 64,91 67,14 69,31

SO 68,64° 71,81* 69,98**  71,39* 70,43

CAPIM- XARAES SR 72,872 71,962 68,68*° 72,732 71,57
GERAL 70,72 71,89 69,34 72,09

SO 72,51° 76,37+ 74,36*%  74,93* 74,70

CAPIM- MARANDU SR 76,182 76,022 73,77 75,552 75,73
GERAL 74,34 76,20 74,07 76,31

(I) Médias dos métodos (MTA,),( MTA,) e (MTA) (linhas) seguidas por (*) diferem do controle pelo teste de Dunnette (a = 0,05)
(1) Média das utilizagdes (SO) e (SR) (colunas) seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste F (a = 0,05)

(1) MTC - Método Convencional

(2) MTA; — Método Alternativo (Autoclave/ANKOM)
(3) MTA, — Método Alternativo (Autoclave/TNT)
(4) MTA; — Método Alternativo (Autoclave/Cadinhos Filtrantes)

(5) SO - Utilizagédo da Solugéo Original

(6) SR - Utilizagao da Solug¢éo Recuperada.

Considerando que houve interagédo significativa (p<0,01) entre a utilizagdo e o

método (UT*MT) em todos os alimentos, observaram-se resultados diferentes quanto a

precisdo dos métodos alternativos quando comparados ao método convencional e

quanto a utilizacao das solucdes detergentes (SO e SR) nas analises.

Os resultados do teor de FDN obtidos no feno de Tifton utilizando solucao
detergente original (SO) variaram de 78,84% (MTA;) a 81,81% (MTA3) sendo que o
MTA; (autoclave/cadinhos filtrantes) foi o Unico que diferiu (p<0,05) do MTC (bloco
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digestor/ cadinhos filtrantes). A realizacdo das analises a partir da solucdo detergente
recuperada (SR) ampliou a faixa de variacdo no teor de feno de Tifton de 78,70%
(MTA,) a 84,05% (MTAgz). Houveram também alteracBes ao se comparar 0os métodos
alternativos com o convencional, pois o MTA; (autoclave/ANKOM) e o MTA,
(autoclave/TNT) diferiram (p<0,05) do MTC (bloco digestor/ cadinhos filtrantes).
Observou-se, ainda que no MTC e MTAg, que utilizam cadinhos filtrantes, as utilizagdes
das solucdes detergentes (SO e SR) diferiram (p<0,05), enquanto que no MTA; e MTA,,
que utilizam saquinhos da ANKOM e TNT, respectivamente, as utilizagdes das solucdes
detergentes (SO e SR) né&o diferiram (p>0,05), mas ocorreu perda da precisdo analitica
dos métodos em relacdo ao MTC (bloco digestor/ cadinhos filtrantes), ndo sendo
indicada a analise com reutilizacdo destas solucdes.

Os dados relativos a cana-de-acucar, quando utilizada a solucdo detergente
original (SO) variaram entre 49,73% (MTA) a 53,68% (MTAj3). Os resultados obtidos a
partir da solucédo detergente reutilizada (SR) foram mais variaveis, 49,65% (MTA;) a
55,98% (MTC). Na primeira utilizacdo (SO), as médias obtidas no MTA;
(autoclave/ANKOM) e MTA (autoclave/TNT) diferiram (p<0,05) do MTC (bloco digestor/
cadinhos filtrantes) enquanto que na segunda utilizagdo (SR), todos os métodos
alternativos diferiram (p<0,05) do MTC. Quanto a utilizacdo das solucdes detergentes
(SO e SR), observou-se diferenca (p<0,05) no MTC e MTA3, que utilizam cadinhos
filtrantes, enquanto que no MTA; e MTA;,, que utilizam saquinhos da ANKOM e TNT,
respectivamente, houve perda da precisao analitica quando comparados ao MTC (bloco
digestor/ cadinhos filtrantes) e as utilizacdes das solucdes detergentes (SO e SR) néo
diferiram (p>0,05), ndo se recomendando a marcha analitica com a reutilizacdo das
solucdes detergentes.

Na silagem de milho, os valores médios de FDN obtidos com a utilizacdo da
solucdo detergente original (SO) variaram entre 44,90% (MTC) a 55,10% (MTA,)
enquanto que ao se utilizar a solugdo recuperada (SR) os resultados foram mais altos,
variando entre 47,92% (MTA3) a 59,01% (MTA;). Evidenciou-se, ainda, que houve
diferenca significativa (p<0,05) de todos os métodos alternativos testados em relagéo

ao MTC (bloco digestor/ cadinhos filtrantes) nas andlises com solucdo detergente
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original (SO) e que o MTA; (autoclave/ANKOM) e MTA;, (autoclave/TNT) diferiram
(p<0,05) do MTC (bloco digestor/ cadinhos filtrantes) nas andlises com solucdo
detergente recuperada (SR). Considerando as utilizagcdes das solugcbes detergentes
(SO e SR), esta diferiu (p<0,05) no MTC (bloco digestor/ cadinhos filtrantes), MTA;
(autoclave/ANKOM) e MTA; (autoclave/TNT), enquanto que no MTA3 (autoclave/
cadinhos filtrantes) as analises desenvolvidas com solugcédo detergente recuperada (SR)
nao diferiram (p>0,05) das andalises com solucdo detergente original (SO), ndo se
evidenciando perda da precisdo deste método em comparagdo ao método convencional
(MTC). Portanto, torna-se viavel o desenvolvimento das analises utilizando solug&o
detergente recuperada pelo MTA3 (autoclave/ cadinhos filtrantes).

No farelo de babacu, observou-se na primeira utilizacdo (SO), variagdo no teor
de FDN entre 63,88% (MTA;) a 67,79% (MTC) e que o MTA; (autoclave/ANKOM)
diferiu (p<0,05) do MTC (bloco digestor/ cadinhos filtrantes). Na segunda utilizacao (SR)
a variacdo observada também foi maior, ficando entre 65,95% (MTA;) a 74,06% (MTC)
e todos os métodos alternativos diferiram (p<0,05) do MTC (bloco digestor/ cadinhos
filtrantes). As utilizagcdes das solucbes detergentes (SO e SR) diferiram (p<0,05) no
MTC (bloco digestor/ cadinhos filtrantes), MTA; (autoclave/ANKOM) e MTA3
(autoclave/cadinhos filtrantes). Ja o MTA, (autoclave/TNT), apesar de diferir (p<0,05)
quanto a precisdo em relagdo ao MTC (bloco digestor/ cadinhos filtrantes), néo
demonstrou diferenca (p>0,05) quanto a reutilizacdo de solugbes detergentes (SO e
SR). Devido a perda da precisdo ndo é indicado reutilizar solucdes detergentes como
reagente analitico.

As analises realizadas no capim-xaraés obtidas com solucéo detergente original
(SO) apresentaram médias variando entre 68,64% (MTC) a 71,81% (MTA;) e todos os
métodos alternativos diferiram (p<0,05) do MTC (bloco digestor/ cadinhos filtrantes).
Com a reutilizacdo da solucdo detergente (SR), as médias variaram entre 68,68%
(MTAz) a 72,87% (MTC) e o MTA, (autoclave/TNT) diferiu (p<0,05) do MTC (bloco
digestor/ cadinhos filtrantes). As utilizagbes das solucdes detergentes (SO e SR)
diferiram (p<0,05) no MTC (bloco digestor/ cadinhos filtrantes), MTA, (autoclave/TNT) e

MTA; (autoclave/ cadinhos filtrantes). Assim, as analises com solucdes recuperadas
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podem ser desenvolvidas pelo MTA; (autoclave/saquinho ANKOM), por ndo se
observar perda na precisdo analitica deste método.

O capim-marandu apresentou variacao das médias, na primeira utilizagdo (SO) da
solucdo detergente entre 72,51% (MTC) a 76,37% (MTA;). Esta variagcdo sofreu
aumento ao se reutilizar a solucédo detergente (SR), oscilando entre 73,77% (MTA>) a
76,18% (MTC). Na primeira utilizacdo (SO) todos os meétodos alternativos diferiram
(p<0,05) do MTC (bloco digestor/ cadinhos filtrantes). Na segunda utilizacdo (SR)
apenas o MTA, (autoclave/ TNT) diferiu do (p<0,05) do MTC (bloco digestor/ cadinhos
filtrantes). Quanto as utilizacdes das solucdes detergentes (SO e SR) observou-se
diferenca (p<0,05) apenas no MTC (bloco digestor/ cadinhos filtrantes). Em todos os
métodos alternativos ndo foi observada diferenca (p>0,05) entre as utilizacdes das
solucdes detergentes (SO e SR), mas apenas nos métodos MTA; (autoclave/ ANKOM)
e MTA; (autoclave/ cadinhos filtrantes) ndo houve perda na precisdo analitica em
comparacdo ao método convencional (MTC). Assim, as analises com solucdo
detergente recuperada podem ser desenvolvidas pelo MTA; (autoclave/saquinhos
ANKOM) e MTA; (autoclave/cadinhos filtrantes).

Na Tabela 8 estdo apresentados os valores de F com respectivas probabilidades p
e dos coeficientes de variacdo (CV) obtidos na analise de variancia dos teores de FDA,

nos alimentos estudados.

Tabela 8. Valores de F com respectivas probabilidades p e CV obtidos na andlise de
variancia dos teores de FDA nos alimentos estudados

] ALIMENTOS
ESTATISTICAS - "fano de cana-de-  silagem de farelo de capim- capim-
Tifton actcar milho babacu xaraés marandu
Fp/ut® 87,52(p<0,01) 47,44(p<0,01) 42,04(p<0,01) 48,41(p<0,01) 72,00(p<0,01) 60,23(p<0,01)
F p/ MT® 130,02(p<0,01) 52,53(p<0,01) 74,35(p<0,01) 58,59(p<0,01) 87,84(p<0,01) 77,11(p<0,01)
Fp/ FM® 5,17(p=0,05) 0,16 (p>0,10) 0,98(p>0,10) 2,03(p>0,10) 8,82 (p<0,01) 4,48 (p =0,05)
Fp/ UT*MT 71,01(p<0,01) 31,72(p<0,01) 32,99(p<0,01) 16,61(p<0,01) 43,31(p<0,01) 32,29(p<0,01)
Fp/UT*FM 2,94(p=0,05) 1,23(p>0,10) 0,06 (p>0,10) 2,23(p>0,10) 0,04(p>0,10)  0,01(p>0,10)
F p/ MT*FM 29,25(p<0,01) 9,47(p<0,01) 13,12(p<0,01) 11,54(p<0,01) 7,57(p<0,01) 5,93(p<0,01)
Fp/ UT* MT*FM  10,24(p<0,01) 1,75(p>0,10) 5,53(p<0,01) 0,82(p>0,10) 0,42(p>0,10) 0,06(p>0,10)
cv 8,65 9,23 8,56 11,75 10,21 11,42

(1) utilizacao; (2) método; (3) forma
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Nas determinacfes dos teores de FDA, observou-se que houve diferenca
significativa (p<0,01) nos dois tipos de utilizacdo da solu¢do detergente e também nos
quatro métodos utilizados (p<0,01) nas determinac¢des analiticas em todos os alimentos
estudados.

Quanto a forma adotada na andlise (ndo sequencial ou sequencial), ndo houve
diferenca significativa (p=0,05) em todos os alimentos com excecao do capim-xaraés
(p<0,01).

Quanto as interacdes, as diferencas foram significativas (p<0,01) para utilizacédo
e método (UT*MT) e para método e forma (MT*FM), em todos os alimentos. N&o foi
observada diferenca significativa (p=0,05) na interacdo entre utilizacao e forma (UT*FM)
em todos os alimentos.

A interacdo entre utilizacdo, método e forma (UT*MT*FM) foi significativa (p<0,01)
nas amostras de feno de Tifton e silagem de milho.

O menor coeficiente de variagdo obtido foi na silagem de milho (8,56) e o maior
no farelo de babacu (11,75), indicando que as analises foram desenvolvidas com boa
precisao.

Apresentam-se na Tabela 9 as médias relativas aos teores de FDA em todos 0s
alimentos estudados, considerando a utilizacao do reagente e o método de andlise.

Na amostra de feno de Tifton, a variagdo no teor de FDA obtida em anélises com
uso da solucdo detergente original (SO) situou-se entre 40,05% (MTC) a 64,29%
(MTA,). Quando reutilizada a solugdo (SR) a variacdo diminuiu ficando entre 42,35%
(MTA;) a 46,36% (MTAy). Observou-se ainda que na utilizagdo da solugéo detergente
original (SO) todos os métodos alternativos diferiram (p<0,05) do MTC (bloco digestor/
cadinhos filtrantes). J& na utilizacdo da solucdo detergente recuperada (SR) o MTA;
(autoclave/TNT) e MTAj3; (autoclave/cadinhos filtrantes) diferiram (p<0,05) do MTC
(bloco digestor/ cadinhos filtrantes). No MTC (bloco digestor/ cadinhos filtrantes), MTA;
(autoclave/ANKOM) e MTA,, (autoclave/TNT) observaram-se diferencas (p>0,05) entre
as utilizacdes das solucbes detergentes (SO e SR). Ja no MTA3 (autoclave/cadinhos

filtrantes) observou-se perda da precisdo analitica em relacdo ao método convencional
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(MTC) e que as utilizacbes das solucdes detergentes ndo diferiram (p>0,05). Assim,
nado se recomenda analises com solucao detergente recuperada.

Tabela 9. Médias obtidas na andlise de variancia nos alimentos, utilizacdes e
métodos estudados na avaliagcdo dos teores de FDA

METODOS

ALIMENTOS UTILIZACOES  MTC™ MTA,? MTA, ® MTA;? GERAL

so® 40,05°™ 456172 64,299 4577+ 48,12

FENO DE TIFTON SR® 42,692 42,35° 46,36 44,79* 44,05
GERAL 41,37 43,98 54,33 45,28

SO 31,03° 33,81* 42,90%  34,44* 35,54

CANA-DE-ACUCAR SR 33,118 30,94*° 33,08° 32,932 32,74
GERAL 32,07 32,37 38,44 33,69

SO 26,10° 30,28* 37,76  30,81* 31,11

SILAGEM MILHO SR 28,30° 28,03" 30,52*° 29,38° 29,06
GERAL 27,20 29,15 34,05 30,07

SO 40,30% 42,332 56,84*®  44,77* 46,06

FARELO BABACU SR 40,352 37,24*° 44,78+ 43,38* 41,44
GERAL 40,32 39,78 50,81 44,07

SO 36,937 44,06% 57,65%  41,26* 44,97

CAPIM-XARAES SR 38,247 40,22%° 42,26*° 40,13* 40,21
GERAL 37,58 42,13 49,95 40,70

SO 39,06° 46,42% 60,97**  43,24* 47,42

CAPIM-MARANDU SR 39,40° 42,91 44,81*° 42,03+ 42,29
GERAL 39,23 44,67 52,89 42,64

(I) Médias dos métodos (MTA,),( MTA,) e (MTA3) (linhas) seguidas por (*) diferem do controle pelo teste de Dunnette (a = 0,05)
(I) Média das utilizagées (SO) e (SR) (colunas) seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste F (a = 0,05)

(1) MTC - Método Convencional

(2) MTA; — Método Alternativo (Autoclave/ANKOM)

(3) MTA, — Método Alternativo (Autoclave/TNT)

(4) MTA; — Método Alternativo (Autoclave/Cadinhos Filtrantes)
(5) SO - Utilizagédo da Solucgéo Original

(6) SR - Utilizagao da Solucdo Recuperada.

Nas determinacdes analiticas em cana-de-acUcar observaram-se variacfes
diferentes no teor de FDA quanto as utilizacdes das solucdes detergentes. Na utilizagdo
da solucdo detergente original (SO) obtiveram-se resultados de 31,03% (MTC) a
42,90% (MTA;,), enquanto que na utilizacdo da solucdo detergente recuperada (SR) os
teores ficaram entre 30,94% (MTA;) a 33,98% (MTA;). Na primeira utilizacdo (SO),
todos os métodos alternativos diferiram (p<0,05) do MTC (bloco digestor/ cadinhos
filtrantes). Comportamento diferente foi observado apds a reutilizacdo da solucao
detergente (SR), pois apenas o MTA; (autoclave/ANKOM) diferiu (p<0,05) do MTC



81

(bloco digestor/ cadinhos filtrantes). Houve diferenca (p<0,05) entre as utilizagdes das
solugbes detergentes (SO e SR) no MTC (bloco digestor/ cadinhos filtrantes), MTA;
(autoclave/ANKOM) e MTA; (autoclave/TNT). Portanto, as analises com reutilizacdo de
solucBes detergentes sdo viaveis pelo MTA3; (autoclave/cadinho filtrante) por néo ter
havido perda na precisao analitica.

Na silagem de milho as variagbes observadas nas médias dos teores de FDA
foram: primeira utilizacdo (SO) - 26,10% (MTC) a 37,76% (MTA,) e segunda utilizacdo
(SR) - 28,03% (MTA;) a 30,52% (MTA;). Nas analises com solugéo detergente original
(SO) todos os métodos alternativos foram diferentes (p<0,05) do MTC (bloco digestor/
cadinhos filtrantes). Ao se reutilizar a solucdo detergente (SR), apenas o MTA,
(autoclave/TNT) diferiu (p<0,05) do MTC (bloco digestor/ cadinhos filtrantes). Em todos
0s metodos observou-se diferenca (p<0,05) entre as utilizacbes das solucdes
detergentes (SO e SR), ndo sendo recomendada a reutilizacdo das mesmas por
nenhum método estudado, neste alimento.

Os resultados obtidos na amostra de farelo de babacu, em analises que
utilizaram solucéo detergente original (SO) variaram no intervalo de 40,30% (MTC) a
56,84% (MTA,). Nas andlises com solucédo detergente reutilizada (SR) o intervalo de
variacao foi de 37,24% (MTA;1) a 44,78% (MTA;). Na primeira utilizacéo (SO), observou-
se que o MTA, (autoclave/TNT) e MTA; (autoclave/cadinhos filtrantes) diferiram
(p<0,05) do MTC (bloco digestor/ cadinhos filtrantes). Na segunda utilizacdo (SR), todos
0s métodos alternativos apresentaram diferenca significativa (p<0,05) em relacdo ao
MTC (bloco digestor/ cadinhos filtrantes). As analises utilizando solu¢éo original (SO)
diferiram das analises com solucdo recuperada (SR) no MTA; (autoclave/ANKOM) e
MTA; (autoclave/TNT), enquanto que no MTA; (autoclave/cadinhos filtrantes) houve
perda na precisédo analitica e ndo se observou diferenca (p>0,05) entre as utiliza¢cdes
das solucdes detergentes (SO e SR), ndo sendo recomendada analise com reutilizacao
destas solucdes.

O comportamento observado nas analises do capim-xaraés também indicou
diferenca nos resultados quanto as utilizacbes da solugdo detergente. Assim, na

primeira utilizacdo (SO) obtiveram-se médias compreendidas no intervalo de 36,93%



82

(MTC) a 57,65% (MTA;) e na segunda utilizacdo (SR) a variacédo ficou entre 38,24%
(MTC) a 42,26% (MTA).

Os teores de FDA obtidos nas andlises do capim-marandu com solugéo
detergente original (SO) situaram-se no intervalo de 39,06% (MTC) a 60,97% (MTA,) e
com a reutilizacéo da solucao detergente (SR), em 39,40% (MTC) a 44,81% (MTA)).

Nos capins xaraés e marandu foi observado o mesmo comportamento nos
métodos, pois todos os métodos alternativos diferiram (p<0,05) do MTC (bloco
digestor/cadinhos filtrantes) nas duas utilizagdes das solu¢des detergentes (SO e SR).
Comportamento idéntico também foi observado no MTA; (autoclave/ANKOM) e MTA,
(autoclave/TNT), onde as duas utilizacbes das solucdes detergentes (SO e SR)
diferiram (p<0,05). No MTA;3; (autoclave/cadinhos filtrantes) observou-se perda na
precisdo analitica e ndo se observou diferenca (p>0,05) entre as utilizacbes das
solucBes detergentes (SO e SR). Portanto, ndo se recomenda andlise com reutilizacao
destas solucdes.

Em todas as determinacdes de teores de FDA nos seis alimentos estudados
foram observadas as maiores médias, sempre obtidas pelo MTA, (autoclave/TNT), o
gue possivelmente esta relacionado a porosidade nao uniforme do tecido TNT (CASALI
et al. 2009).

Apenas um trabalho foi encontrado na literatura compondo o relatério do
Encontro nacional sobre metodologias de laboratorios - MET relativo a reutilizagdo de
solucdes detergentes em andlises de teores de FDN e FDA. Realizado pelo grupo de
analise instrumental aplicada, Pecuaria Sudeste, do Instituto de Quimica de Séo Carlos
(USP), os autores SOUZA et al. (2006) estudaram a possibilidade de reutilizacdo (trés
vezes) das solucdes detergentes empregadas nos ensaios de FDN e FDA utilizando um
analisador de fibras 220 (ANKOM Technology, EUA) e saquinhos de TNT. As amostras
utilizadas foram de forrageiras e alimentos concentrados sem especificacdo das
mesmas. O trabalho ndo disponibiliza uma tabela com os resultados obtidos, apenas
cita que ndo foram observadas diferencas significativas (p<0,05) entre os resultados

encontrados nas trés extracdes e também entre os teores obtidos na primeira e demais
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extracbes. Também ndo ha informacdo quanto a aplicacdo de algum procedimento nas
solugdes detergentes antes de serem reutilizadas.

Assim, ndo ha relatos de teores de FDN e FDA obtidos em andlises
desenvolvidas com reutilizacao de solucdes detergentes.

Os resultados obtidos neste trabalho quanto a possibilidade de reutilizar solu¢des
detergentes (neutra e acida) em analises dos teores de FDN e FDA, por alguns
métodos analiticos estudados e em alguns alimentos, indicaram a perda da precisao
analitica. Este comportamento pode estar relacionado a saturagdo das solucles
detergentes, considerando que para cada conjunto de condi¢des (temperatura, presséo)
existe uma quantidade limite de uma dada substancia que consegue se dissolver num
determinado volume de solvente, fendmeno denominado solubilidade.

A acdo das solucdes detergentes (neutra e acida) consiste em solubilizar
espontaneamente um conjunto de macromoléculas contidas em um soluto (alimento a
ser analisado) utilizando uma solugdo contendo um tensoativo (detergente). O
mecanismo resultante envolve a adsor¢do destas moléculas do soluto (ja solubilizadas)
em estruturas denominadas micelas, formadas no processo da digestdo da amostra
onde ocorre a acao gradativa e continuada do tensoativo no sistema.

A solucéo de detergente neutro solubiliza o contetdo celular e pectina enquanto
a solucdo de detergente acido solubiliza o conteddo celular e também a fracdo
hemicelulose. Todos estes componentes sollveis em solugdes detergentes formam um
conjunto de macromoléculas diversas e diferenciadas quanto ao tamanho, massa,
forma, densidade e reatividade. Assim, apés a digestdo das amostras, as solugdes
detergentes possuem um conjunto de macromoléculas dissolvidas e diversificadas em
seu interior.

Observou-se que em algumas analises, ao se reutilizar estas solucdes
detergentes na mesma marcha analitica visando a solubilizacdo das mesmas
macromoléculas anteriormente ja solubilizadas (provenientes da digestao anterior),
possivelmente houve a perda da acdo de solubilizacdo da solucdo detergente por esta

ter atingido o ponto de saturacdo para as macromoléculas em questéo.
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A saturacdo € uma propriedade das solugdes que indica a capacidade das
mesmas em suportar quantidades crescentes de solutos, mantendo-se homogéneas.
Uma solugéo esta em seu ponto de saturagcdo quando o seu poder de dissolugéo para
um determinado soluto atinge o maximo, ndo sendo possivel mais dissolvé-lo, a uma
determinada temperatura (JEFFREY et al. 2002).

A exatiddo e a precisdo analitica séo critérios considerados prioritarios no
desenvolvimento de analise quimica, pois se referem a veracidade e reprodutibilidade
das medidas, respectivamente. Neste sentido, ganhos econémicos, ambientais e no
tempo requerido no desenvolvimento da analise séo importantes, mas secundarios, que

nem sempre podem ser conseguidos em uma determinacao analitica.

4. CONCLUSOES

Considerando as determinacbes dos teores de FDN e FDA, pelos métodos
analiticos convencional e alternativos, nas formas ndo sequencial e sequencial, conclui-
se que:

A recuperacao e posterior reutilizacdo das solucdes detergentes nas andlises dos
teores de FDN e FDA, com uso da autoclave, promove a reducdo no custo e no tempo
necessario para o desenvolvimento das analises, permitindo, em especial, a reducao no
descarte de residuos quimicos no meio ambiente.

A inclusdo da etapa de recuperacao do solvente acetona na marcha analitica
promove ganhos tanto econédmico como ambiental.

A reutilizacdo das solucbes detergentes (neutra ou acida) constitui-se uma
alternativa viavel, mas ndo uniforme, devendo-se considerar a combinacdo do método
analitico com o alimento a ser analisado para preservar a precisdo das analises.

As determinacdes dos teores de FDN com utilizacdo de solugdes detergentes
recuperadas sem a perda da precisdo analitica podem ser desenvolvidas pelo MTA;
(autoclave/ANKOM) nos capins xaraés e marandu enquanto o MTA;
(autoclave/cadinhos filtrantes) pode ser utilizado em analises de silagem de milho e

capim-marandu.
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Nas analises dos teores de FDA com utilizacdo de solucdes detergentes
recuperadas sem a perda da precisao analitica, recomenda-se apenas 0 uso do MTA;

(autoclave/cadinhos filtrantes) na cana-de-agucar.
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CAPITULO 4. IMPLICACOES

Enfrentar os problemas ambientais atuais € algo que depende diretamente da
inovacao tecnoldgica e neste novo contexto as universidades e instituicdes de pesquisa
ocupam um espaco importante na busca de novas tecnologias pr6-meio ambiente. As
metodologias alternativas de anélises quimicas com a eficiéncia similar ou superior a
das metodologias ja existentes, sendo economicamente viaveis, para que possam ser
adotadas em larga escala, associadas a reducdo do descarte de residuos quimicos
constitui-se um campo abrangente de pesquisa que ajudard o pais a construir um
modelo industrial sustentavel a médio e longo prazo, o que é desejado mundialmente.

Poucas sdo as pesquisas desenvolvidas na area de nutricdo animal com foco
ambiental. Neste sentido, o trabalho desenvolvido além de integrar as areas de nutricao
animal e quimica visou a validacdo da precisdo de metodologias sustentaveis em
consonancia com os ideais da cidadania contemporéanea, considerando como padréo
de referéncia o método convencional de analise dos teores de FDN e FDA.

As metodologias alternativas que utilizam saquinhos da ANKOM, de TNT e
cadinhos filtrantes de vidro em acondicionamento das amostras e digestdo em
autoclave mostraram-se sistemas efetivos na determinacdo de teores de FDN e FDA
sem perda da precisdo analitica, em alguns alimentos estudados, resultado que
corrobora com as conclusdes observadas por Van Soest. E importante a continuag&o
de pesquisas quanto as interacbes entre os alimentos e os métodos alternativos de
andlises considerando que ficou comprovado que a reducao nos custos e no tempo das
analises, bem como a minimizacdo do descarte de residuos quimicos sado fatores
inerentes a todos estes métodos.

O resultado obtido na comparacdo das formas de analises (ndo sequencial e
sequencial) revelou que a forma sequencial poderd ser adotada nos laboratérios, nas
determinacgfes de FDN e FDA, considerando todos os métodos e alimentos estudados,
com excecao da determinagédo de FDA na silagem de milho, pelos métodos alternativos

que utilizam saquinhos (ANKOM e TNT). Este resultado possivelmente esta associado
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a estrutura do tecido do saquinho (porosidade), indicando a necessidade de mais
pesquisas sobre a porosidade dos tecidos utilizados na confecgéo dos saquinhos.

A proposta de incluir a etapa da recuperacao da acetona na marcha analitica por
qualquer método de andlise reduziu o descarte de rejeitos, minimizou 0s custos
financeiros e o impacto ambiental, sinalizando o compromisso da ciéncia com a
sociedade em busca da melhoria da qualidade de vida.

A reutilizacdo das solucdes detergentes (neutra e acida) em andlises de FDN e
FDA revelaram uma alternativa viavel, mas ainda sem uniformidade quanto a
metodologia e alimento analisado. A proposta de pesquisa continuada quanto a
recuperacao uniforme destas solu¢des sem a perda da precisdo analitica € um desafio
as instituicdes de pesquisa que focam o mundo real e o dominio de bases tecnoldgicas
gue nao agridam o meio ambiente.

Portanto, a possibilidade de se recuperar as solucdes detergentes de maneira
uniforme, com entendimento quanto a combinagdo medologia/alimento e sobre o
comportamento de solubilizagdo de macromoléculas pelas solugbes detergentes,
constitui-se um novo campo de investigacao.

Sugere-se a observacdo do uso da técnica da centrifugacdo diferenciada em
trabalhos futuros quanto a sua acdo em recuperar as solucbes detergentes,
considerando que esta técnica promove a separacdo do material celular solivel do
material insolavel por diferenca de massa e densidade. A ultra—centrifugacao, por ser
usada na sedimentacdo de macromoléculas ndo uniformes, sob determinadas
condi¢cbes, podera também ser avaliada futuramente como uma técnica de obtencgéo
uniforme de solucbes detergentes recuperadas. Vale ressaltar a necessidade de se
avaliar o custo-beneficio, considerando que estes procedimentos sao caros e
demorados.

A continuacao das pesquisas em nutricdo animal com enfoque no gerenciamento
3R (reduzir, reutilizar e reciclar) pode afetar consideravelmente a qualidade de vida e do

ambiente das geracoes futuras.
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