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RESUMO

BARBOSA, Marcilia Medrado, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, dezembro, de
2013. Variagbes em procedimentos laboratoriais para avaliagcdo dos teores de fibra
insolivel em detergente neutro e de extrato etéreo em alimentos e fezbs
ruminantes. Orientador: Edenio Detmann. Coorientadores: Augusto Cezar de Queiroz e
Sebastido de Campos Valadares Filho.

A presente dissertacdo foi baseada em dois artigos cientificos. No primeiro artigo,
objetivou-se comparar as estimativas do teor de fibra insolivel em detergente neutro
(FDN) obtidas pelo método oficidlssociation of Official Analytical Chemis(aOAC;

método 2002.04) e por métodos modificados baseados no uso de ambientes pressurizados
ou com autilizagdo direta de a-amilase termoestavel industrial em amostras de forragens,
alimentos concentrados e fezes de ruminantes. As variagOes estudadas foram: aplicacéo do
método AOAC 2002.04 substituindo-se o equipamento de refluxo por autoclave ou por
extrator Ankomi®® e sacos filtrantes F57; e aplicagdo do método AOAC 2002.04
substituindose os procedimentos de padronizagéo e utilizagdo da solugao de a-amilase por

adicdo Unica de 250 pL de solucdo industrial de Termamyl 2X previamente ao
aguecimento da solucdo de detergente neutro. Foram avaliadas 39 amostras de fezes de
animais ruminantes, 37 amostras de forragem e 30 amostras de concentrados. Os valores
obtidos por cada variacdo foram comparados aos valores obtidos pelo método AOAC
2002.04 por intermédio do ajustamento de equacdo de regressao linear simples.
Considerando-se amostras fecais e de forragens, as varia¢cdoes baseadas no uso de autoclav
e na modificacdo datilizagdo de a-amilase propiciaram resultados similares (P>0,05) aos
obtidos com o0 método AOAC 2002.04. Resultados superestimados (P<0,01) foram obtidos
com a utilizacdo de extrator Ankéff®. Para amostras de concentrados, verificou-se para

as variacbes baseadas no uso de autoclave e do extrator Af&kenocorréncia de erro
sistematico positivo (P<0,01) com valores estimados de +23,4 e +96,7 g/kg de matéria
seca, respectivamente. A variagdo baseada no uso de a-amilase industrial incorreu em vicio
constante e vicio de recuperacao dos teores de FDN em amostras de concentrados (P<0,01)
a despeito da grande proximidade com os valores obtidos com o método AOAC 2002.04.
No segundo artigo objetivou-se comparar as estimativas da concentracédo de extrato etéreo
(EE) obtidas pelo método deandalle pelo método de alta temperatura recomendado pela
American Oil Chemist’s Society (AOCS; método Am 5-04). Foram realizados quatro
experimentos utilizando amostras de forragens (n = 20) e fezes de ruminantes (n = 15). No

primeiro experimento quantificou-se o teor HE de todas as amostras utilizando-se a

Vil



combinacéo entre os métodos de extracdBatelalle método de alta temperatura AOCS

e sacos filtrantes XTé cartuchos de papel de filtro qualitativo (80 g/m2) como recipientes
para acondicionamento das amostras. No segundo experimento avaliou-se a perda de
particulas considerando-se os dois recipientes avaliados. No terceiro experimento avaliou-
se a concentracdo de clorofila residual no material remanescente da extracao considerando-
se as combinagdes entre método e recipiente utilizadas no primeiro experimento. No quarto
experimento avaliou-se a recuperacdo de proteina e minerais no material submetido a
extracdo por ambos os métodos. Em todos os experimentos o éter de petrdleo foi utilizado
como extrator. Em nenhum experimento foram verificadas influéncias (P>0,05) dos
diferentes recipientes. Foi observada interacdo significativa (P<0,01) entre método de
extracdo e material avaliado sobre as concentracdes de EE. O desdobramento deste efeito
indicou maiores estimativas (P<0,01) de concentracdo de EE utilizando-se o método
AOCS, sendo a diferenca entre métodos mais proeminente em amostras de forragens. Nao
foram verificadas perda de particulas com os diferentes recipientes (P>0,05). O teor de
clorofila nos residuos nao foi afetado pelo método de extragcdo em amostras fecais, mas foi
menor utilizando-se o método AOCS (P<0,05) em amostras de forragens. Observou-se
recuperagdo completa (P>0,05) de proteina e minerais no material apos extracdo. Os
resultados indicam que o método AOCS produz maiores estimativas de concentracdo de

EE possivelmente por propiciar maior extracdo de material ndo graxo.

viii



ABSTRACT

BARBOSA, Marcilia Medrado, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, December 2013.
Variations in laboratory procedures to evaluate the neutral detergent fiber and ether
extract contents in animal feeds and ruminant fecesAdviser: Edenio Detmann. Co-
Advisers: Augusto Cezar de Queiroz and Sebastido de Campos Valadares Filho.

This thesis consists of two different scientific articles. The first one aimed to compare the
estimates of the neutral detergent fiber content (NDF) obtained by the official method of
the Association of Official Analytical Chemists (AOAC, method 2002.04) and by modified
methods based on the use of pressurized environments or by direct using of industrial
thermo stablen-amylase in forage, concentrate feed and ruminant feces samples. The
modified methods were: application of AOAC method 2002.04 replacing the refluxing
equipment by an autoclave or the Ankom22@ber analyzer with F57 filter bags, and
application of AOAC method 2002.04 replacing the standardized procedures and-using
amylase solution by single addition of 250 pL of a industrial Termamyl 2X solution prior
to heating the solution of neutral detergent. Thirty nine ruminants feces samples, 37 forage
samples and 30 samples of concentrates were evaluated. The values obtained for each
modified method were compared to the values obtained by the AOAC 2002.04 method
through the adjustment of a simple linear regression equation. Considering only forage and
fecal samples, variations methods based on the use of autoclave and the modified use of
amylase provided similar values (P>0.05) to those obtained with the AOAC method
2002.04. Overestimated NDF contents (P<0.01) were obtained with the use of AnRom220
analyzer. For concentrate samples, using modified methods based on the use of autoclave
or Ankom22@ fiber analyzer produced positive systematic errors (P<0.01) of +23.4 and
+96.7 g/kg of dry matter, respectively. The method based on industialylase incurred

in constant bias and recovering bias on NDF contents in samples of concentrate (P<0.01)
despite of the similarity with the values obtained using the AOAC method 2002.04. In the
second paper it was objectified to compare the estimates of ether extract (EE) contents
obtained by th&kandallmethod and by the method of high temperature recommended by
the American Oil Chemist's SociefAOCS, Method Am 5-04). Four experiments were
accomplished using forage samples (n = 20) and ruminants feces (n = 15). In the first
experiment it was quantified the EE content in all samples using a combination between
Randall extraction method or AOCS with high temperature, and filter bags XT4 or

containers of qualitative paper (80 g/m?). In the second experiment, it was evaluated the



loss of particles by considering the two previously described containers. In the third
experiment, it was evaluated the residual concentration of chlorophyll in the remaining
material after extraction considering the combinations of container and methods used in the
first experiment. The fourth experiment was carried out to evaluate the recovery of protein
and minerals in the material submitted to extraction by both methods. In all experiments,
the petroleum ether was used as extractor. None effect of the containers (P>0.05) was
observed in any experiment. A significant interaction (P<0.01) between extraction method
and material was observed on the EE contents. For all materials, greater EE contents
(P<0.01) were obtained woth AOCS method. Despite this, the difference between methods
was most prominent when considering forage samples. No loss of particles was observed
(P>0.05) using the different containers. The chlorophyll content in the residual material
was not affected by extraction method in fecal samples (P>0.05), but it was lower using the
AOCS method (P<0.05) in forage samples. Complete recovery of protein and minerals was
observed (P>0.05) in the material after ether extraction. The results indicate that the AOCS
method produces greater estimates of EE contents, possibly by providing greater extraction

of non-fatty material.



INTRODUCAO GERAL

Métodos precisos e acurados sdo necessarios para o conhecimento exato da
composicao dos alimentos e pafarmulacdo adequada de dietas para animais (Van Soest
et al., 1991; Detmann et al., 2008).

Para animais ruminantes, o conhecimento dos componentes fibrosos dos alimentos
possui importancia principalmente devido a sua capacidade de disponibilizar energia por
intermédio dos processos fermentativos e sua associagéo direta com o efeito de enchimento
do trato gastrintestinal (Detmann et al., 2008).

Por outro lado, a gordura bruta ou extrato etéreo (EE), embora apresentando
concentragdes extremamente inferiores aos demais componentes na maioria dos alimentos,
possui posicdo central na obtencdo de estimativas do teor energético, em razdo de sua
elevada densidade caldrica (Detmann et al., 2006).

Considerando que tanto a fibra (Undersander et al., 1993) como o EE (Palmquist &
Jenkins, 2003) sédo definidos pelo método de andlise, deve estar claro que qualquer
modificacdo nos métodos utilizados possui 0 potencial para definir novosswdgoiibra
ou EE que nao seriam compardwwom aqueles produzido pelos métodos origina

O método para andlise de fibra insolivel em detergente neutro (FDN) proposto e
avaliado por intermédio de estudo colaborativo por Mertens (2002) foi oficializado pela
Association of Official Analytical Chemis{®\OAC; método 2002.04). Neste método
ressaltam-se quatro pontos principais no tocante aos procedimentos de analise: o uso de
sistema de refluxo com condensadores para extracdo do conteudo celular; a filtracdo e
retencdo do residuo insolivel em cadinhos filtrantes; o uso de a-amilase termoestavel para
auxiliar na retirada do amido; e a expressdo do residuo insollvel na base organica,

excluindo-se a contaminacdo mineral.



A despeito de tais definicbes, diferentes equipamentos e recipientes de filtracao
encontram-se disponiveis para realizacdo de analises de componentes fibrosos insollveis,
0s quais se destacam pelo uso de ambientes pressurizados e/ou adocao de sacos filtrante:
em detrimento aos cadinhos para separacao do residuo insoltuvel. Parte destas modificacdes
tornaram-se mais regularmente utilizadas com o surgimento do sistema Ankom® baseado
na extracao sob presséo e uso de sacos filtrantes F57® (Vogel et al., 1999; Berchielli et al.,
2001; Fay et al., 2009; Valente et al., 2011a; Gomes et al., 2011a). Adicionalmente, Gomes
et al. (2011b) e Detmann et al. (2012) descreveram método baseado no uso de ambiente
pressurizado para analises de fibra em coletores universais individuais por amostra e
utilizando a autoclave como ambiente pressurizado, mas preservando-se o uso de cadinhos
filtrantes.

Uma limitacdo inerente a analise de FDN refere-se a gelatinizacdo do amido
presente nas amostras e fezes durante o procedimento de extracdo por calor, sem que
ocorra a solubilizacéo pelo detergente (Mertens, 2002), o que superestima o teor de FDN.
Tal comportamento demanda a acdo adjuvante de enzima o-amilase durante o
procedimento de extracdo com detergente neutro (Mascarenhas Ferreira et al., 1983; Van
Soest et al., 1991; Valente et al., 2011b).

A forma de utilizacdo da a-amilase termoestavel proposta por Mertens (2002) e
adotada pela AOAC requer procedimento de padronizagdo da a-amilase industrial, o qual
deve ser realizada a cada partida. Esta padronizacdo demanda tempo e possui
caracteristicas parcialmente subjetivas. Procedimento alternativo e simplificado
envolvendo a utilizacdo direta de enzimas industriais foi proposto por Detmann et al.
(2012) e Gomes et al. (2013).

Entre os métodos gravimétricos de avaliacdo da concentracdo de EE, o método da

submersao, também conhecido cofmxtecou método d&Randalltem sido recomendado



para avaliacdo de alimentos para animais (Thiex et al., 2003; Detmann et al., 2012). Este
método se baseia na extracdo da fracdo apolar do alimento em trés etapas (submerséao,
lavagem e secagem) e foi inicialmente proposto para reduzir o tempo de analise e aumentar
a eficiéncia operacional em relacdo ao métod8abhlet(Palmquist & Jenkins, 2003). A
exatiddo e a rusticidade deste método foram avaliadas por Thiex et al. (2003), os quais
propuseram em seu estudo procedimentos que culminaram na adocdo do método de
Randallcomo método oficial da AOAC.

De forma mais recent@, American Oil Chemist’s Society(AOCS) tornou oficial
método analitico para avaliacdo das concentracdes de EE em alimentos utilizando sacos
filtrantes e sistema de extracdo sob alta temperatura e pressédo. Este método se caracterize
pela rapidez e alta capacidade operacional.

Contudo, em recente estudo, Silva et al. (2011) compararam as estimativas de EE
obtidas com o método oficial proposto pela AOCS e o método de extracdo por gotejamento
de Goldfish e concluiram que o método AOCS superestima a concentracdo de EE em
amostras de fezes e forragens como possivel reflexo da maior extracdo de material ndo
graxo. Contudo, avaliacbes sdo ainda necessarias para se elucidar as causas das maiore
estimativas obtidas com o método AOCS.

Assim definiu-se como objetivos gerais nesta dissertacao:

1. comparar as estimativas do teor de fibra insolivel em detergente neutro obtidas pelo
método AOAC 2002.04 e por métodos modificados baseados no uso de ambientes
pressurizados ou com a utilizagdo direta de a-amilase termoestavel industrial em amostras

de forragens, alimentos concentrados e fezes de animais ruminantes; e

2. comparar as estimativas de concentracdo de extrato etéreo obtidas pelo método de
Randall e pelo método de alta temperatura recomendado pela AOCS em amostras de

forragens e fezes de ruminantes.
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Variacdes em procedimentos laboratoriais para avaliacao do teor de fibra insolavel

em detergente neutro em forragens, concentrados e fezes de ruminantes

Resumo

Objetivou-se comparar as estimativas do teor de fibra insolivel em detergente
neutro (FDN) obtidas pelo método oficial Aasociation of Official Analytical Chemists
(AOAC; meétodo 2002.04) e por meéetodos modificados baseados no uso de ambientes
pressurizados ou com a utilizac¢ao direta de a-amilase termoestavel industrial em amostras
de forragens, alimentos concentrados e fezes de ruminantes. As variacdes estudadas foram:
aplicacdo do método AOAC 2002.04 substituindo-se o equipamento de refluxo por
autoclave ou por extrator AnkGft® e sacos filtrantes F57; e aplicacdo do método AOAC
2002.04 substituindee os procedimentos de padronizagdo e utilizagdo da solugdo de a-
amilase por adicao Unica de 250 pL de solucao industrial de Termamyl 2X previamente ao
aguecimento da solucdo de detergente neutro. Foram avaliadas 39 amostras de fezes de
animais ruminantes, 37 amostras de forragem e 30 amostras de concentrados. Os valores
obtidos por cada variacdo foram comparados aos valores obtidos pelo método AOAC
2002.04 por intermédio do ajustamento de equacdo de regressdo linear simples.
Considerando-se amostras fecais e de forragens, as variacdes baseadas no uso de autoclav
e na modficagdo da utilizagdo de a-amilase propiciaram resultados similares (P>0,05) aos
obtidos com o método AOAC 2002.04. Resultados superestimados (P<0,01) foram obtidos
com a utilizacdo de extrator Ankéff®. Para amostras de concentrados, verificou-se para
as variacbes baseadas no uso de autoclave e do extrator Af&kenocorréncia de erro
sistematico positivo (P<0,01) com valores estimados de +23,4 e +96,7 g/kg de matéria

seca, respectivamente. A varia¢do baseada no uso de a-amilase industrial incorreu em vicio



constante e vicio de recuperacao dos teores de FDN em amostras de concentrados (P<0,01)

a despeito da grande proximidade com os valores obtidos com o método AOAC 2002.04.

Palavras chaveanalise de fibra, a-amilase termoestavel, fibra insoltvel, instrumentacao

em andlise de fibra

1. Introducéo

Os conceitos de fibra empregados na nutricdo animal sdo essencialmente empiricos
e definidos pelo método (Undersander et al.,, 1993; Mertens, 2003). Desta forma, a
relevancia das estimativas dos teores de fibra em alimentos obtidas por um método
laboratorial sera dependente do estabelecimento de uma associacéo funcional com algum
conceito ou caracteristica nutricional (Detmann, 2010).

O método para andlise de fibra insolivel em detergente neutro (FDN) proposto e
avaliado por intermédio de estudo colaborativo por Mertens (2002) foi oficializado pela
Association of Official Analytical Chemis{®\OAC; método 2002.04). Neste método
ressaltam-se quatro pontos principais no tocante aos procedimentos de analisee o uso d
sistema de refluxo com condensadores para extracdo do conteudo celular; a filtracdo e
retengdo do residuo insolivel em cadinhos filtrantes; o uso de a-amilase termoestavel para
auxiliar na retirada do amido; e a expressdo do residuo insolivel na base organica,
excluindo-se a contaminacdo mineral.

A despeito de tais definigcOes, diferentes equipamentos e recipientes de filtracao
encontram-se disponiveis para realizacdo de andlises de componentes fibrosos insoluveis,
0S quais se destacam pelo uso de ambientes pressurizados e/ou adogao de sacos filtrante:

em detrimento aos cadinhos filtrantes para separacdo do residuo insollvel. Parte destas
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modificagcbes tornaram-se mais regularmente utilizadas com o surgimento do sistema
Ankom® baseado em extracdo sob pressdo e uso de sacos filtrantes F57® (Vogel et al.,
1999; Berchielli et al., 2001; Fay et al., 2009; Valente et al., 2011a; Gomes et al., 2011a).
Adicionalmente, Gomes et al. (2011b) e Detmann et al. (2012) descreveram método
baseado no uso de ambiente pressurizado para analises de fibra em coletores universais
individuais por amostra e utilizando a autoclave como ambiente pressurizado, mas
preservando-se o uso de cadinhos filtrantes.

Uma limitacdo inerente a analise de FDN refere-se a gelatinizacdo do amido
presente nas amostras durante o procedimento de extracdo por calor, sem que ocorra a
solubilizacdo pelo detergente (Mertens, 2002; Hall, 2007), o que superestima o teor de
FDN. Tal comportamento demanda a ac¢do adjuvante de enzima a-amilase durante o
procedimento de extracdo com detergente neutro (Mascarenhas Ferreira et al., 1983; Van
Soest et al., 1991; Valente et al., 2011b).

A forma de utilizagdo da a-amilase termoestavel proposta por Mertens (2002) e
adotada pela AOAC requer procedimento de padronizic@&eamilase industrial, o qual e
ser realizado periodicamente. Esta padronizacdo demanda tempo e possui caracteristicas
parcialmente subjetivas. Procedimento alternativo e simplificado envolvendo a utilizacéo
direta de enzimas industriais foi proposto por Detmann et al. (2012) e Gomes et al. (2013).

Contudo nao foram encontradas referéncias na literatura que propiciem sustentacéo
adequada a utilizacdo das modificacbes aqui descritas no tocante ao ambiente fisico de
extracao e/ou filtracdo e na simplifi@a do uso de a-amilase em relacdo ao método oficial
adotado pela AOAC para analise dos teores de FDN (método 2002.04).

Assim, objetivou-se comparar as estimativas do teor de fibra insoluvel em
detergente neutro obtidas pelo método AOAC 2002.04 e por métodos modificados

baseados no uso de ambientes pressurizados ou com a utilizagdo direta de a-amilase



termoestavel industrial em amostras de forragens, alimentos concentrados e fezes de

animais ruminantes.

2. Material e Métodos

2.1. Localizacdo e amostras

O experimento foi realizado no Laboratorio de Nutricdo Animal do Departamento
de Zootecnia (DZO) da Universidade Federal de Vicosa, em Vicosa, Minas Gerais.

As amostras de forragem frescas e conservadas foram obtidas no Setor de
Forragicultura e no Laboratério de Animais do DZO. Foram avaliadas as seguintes
forragens:Brachiaria decumbené = 4), Brachiaria humidicola Brachiaria brizantacv.
Marandu (n = 7),Brachiaria brizanta cv. Piatd, Panicum maximunmcv. Tanzania,
Pennisetum purpureurtv. Napier (n = 2), capim Tifton 88Cynodonsp), estilosantes
Campo GrandeStylosantes capitata + Stylosantes macroceplegtilpsantes mineirao
(Stylosantes capitata, S. guianemsi$. macrocepha)a canadeaclcar in natura
(Saccharurrsp.) (n = 2), silagem de milhdda may3 (n = 5), silagem de cana-de-acuUcar
(Saccharumsp.), silagem de leguminos8tylosantesp.) e fenos de baixd&i@achiaria
decumbens (n = 3) e de alta qualidadeCynodonsp.). As forragens frescas foram
coletadas em margco de 2012 por corte rente ao solo. Foram adicionadas do grupo de
amostras de forragens cinco amostras de sobras de dietas completas oferecidas a animais
ruminantes, perfazendo o total de 37 amostras. Todas as amostras com alto teor de
umidade foram secas em estufa com ventilacdo forcada (60°C) e, em conjunto com as
demais amostras, processadas em moinho de facas (1 mm).

As amostras de alimentos concentrados (n = 30) foram obtidas na Fabrica de Racéao

do DZO, sendo estas: milho grédo (n = 4), sorgo gréo (n = 2), farelo de algodéo (n = 2),



farelo de soja (n = 7), casca de soja (n = 2), farelo de trigo e misturas concentradas
completas (n = 13) utilizadas em experimentos para diferentes espécies (frangos de corte,
galinhas poedeiras, suinos e bovinos confinados e em pastejo). Todas as amostras foram
processadas em moinho de facas (1 mm).

As amostras de fezes de ruminantes foram coletadas em experimentos com bovinos
de corte em cria, recria e terminacao (confinados ou em pastejo) e com vacas entabras
lactacdo, totalizando 39 amostras amostras foram secas em estufa com ventilacdo

forcada (60°C) e processadas em moinho de facas (1 mm).

2.2. Andlises laboratoriais

2.2.1. Andlises quimicas

Todas as amostras foram quantificadas quanto aos teores de matéria seca (método
INCT-CA G-003/1), proteina bruta (método INCT-CA N-001/1), matéria mineral (método
INCT-CA M-003/1) e extrato etéreo (método INCT-CA G-005/1), segundo métodos

descritos em Detmann et al. (2012) (Tabela 1).

2.2.2. Andlises de fibra em detergente neutro

Para comparacdo das estimativas de concentracdo de FDN foram conduzidas
andlises segundo o método oficial AOAC (2002.04) utilizando-se ambiente fisico néo
pressurizado (aparelho de refluxo) e por intermédio de variagbes envolvendo ambientes
pressurizados. Duas destas variacbes seguiram exatamente os procedimentos descritos Nnc
método AOAC (2002.04), mas empregando-se extrator AfflBensacos filtrantes F57®
ou autoclave e cadinhos filtrantes. Uma terceira variacdo foi avaliada na qual o método

AOAC (2002.04) foi aplicado, modificand®; contudo, o procedimento de uso da a-
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amilase, adotando-se a utilizacdo de enzima industrial previamente ao aquecimento da
solucéo de detergente neutro (SDN) conforme método INCT-CA F-002/1 (Detmann et al.,
2012).

Para que a comparacao entre métodos pudesse se restringir as caracteristicas fisicas
do processo de extragdo ou a forma de utilizagdo da a-amilase, em todas as variacdes
foram utilizadas a SDN, utilizacdo de sulfito de so6dio e a correcdo para cinzas
contaminantes propostas por Mertens (2002).

A SDN foi composta por: 990 mL de agua destilada; 4,0 g NaOH; 14,6 g EDTA;
4,6 g fosfato de sédio bibasico anidro {NBRO,); 6,8 g borato de sbédio decahidratado
(NaB,O;x10H0); 30 g sulfato laurico de sodio; 10 mL de trietileno glicol. O pH final
ficou entre 6,95 e 7,05. O sulfito de sbdio foi adicionado no momento da anélise na

proporcéo de 10 g/L.

2.2.2.1.Padronizagio da solugdo de a-amilase

Os procedimentos de padronizacao da solucdo de a-amilase termoestavel seguiram
as descricfes do método AOAC 2002.04 (Mertens, 2002) e foram realizados utilizando-se
a enzima Termamyl 2X (Novozymes®).

Foram adicionados em seis béqueres (600 mL) 500 mg de milho degerminado e 50
mL de SDN, excluindae o sulfito de sédio. O extrator de fibras (Marconi® MA450) foi
aquecido por 5 a 10 minutos. Adicionalmente, foram utilizadas duas aliquotas em “branco”
contendo somente a SDN para diferenciagcdo da cor encontrada quando utilizada a enzima
industrial.

ApOGs a preparacdo, 0s copesceto os “brancos”, foram inseridos no extrator de
fiboras em intervalos de 1 minuto. Depois de iniciada a ebulicdo do detergente, foram

adicionados volumes crescentes da enzima industrial (0; 0,025; 0,05; 0,10; 0,20; e 0,40
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mL, sendo um béquer para cada volume da enzima). Os béqueres foram entdo mantidos
sob refluxo por 10 minutos. Em sequéncia, os béqueres foram removidos e foi realizada a
segunda adicado de enzima, seguindo-se as doses da primeira adicdo. Aposda adicao
amilase, as particulas da amostra aderidas a parede do béquer foram resuspensas pot
aspersao com SDN, e em seguida, aguardando-se o tempo de 1 minuto para decantacéo da:
particulas. Nas aliquotas em “branco” adicionou-se, respectivamente, 0,05 e 0,10 mL de
solugdo de a-amilase industrial. Na sequéncia, o conteudo de cada béquer foi transferido
para outro béquer (100 mL) identificado. A transferéncia foi realizada com filtracdo por
camada dupla de gaze. Posteriormente, os béqueres contendo cada volume de enzima (com
exce¢do dos “brancos”) foram colocados em banho de gelo (temperatura inferior a 1°C)

durante 5 minutos, com temperatura de retirada proxima a 21°C. Em seguida, os béqueres
foram condicionados em banho-maria a 20°C por mais 5 minutos. Decorrido este tempo,
0os béqueres foram organizados em ordem crescente de acordo com a concentracdo da
enzima a-amilase sobre uma folha de papel branca. Adicieedi00 puL de solugdo de

iodo de Burke (20 g Kl e 1 ¢g/L; solugdo mantida em vidro ambar) em cada béquer.

Apds 90 segundos, visualizou-se a parte superior de cada béquer sobre o fundo
branco e classificou-se, em 30 segundos, a cor de cada um dos béqueres segundo a escal
nao paramétrica:

-Purpura: o volume da enzima adicionada nao esta adequado;

-Rosa ambar ou @mbar: o volume da enzima adicionada ndo esta agdequad

-Amarelo palido: o volume da enzima esta adequado.

Foi realizada a comparacao entre o béquer contendo o volume da enzima adequado
(ou que apresentou a cor amarelo palido) com o béquer “branco” para se evitar o
confundimento da coloracdo marrom obtida com a coloracdo ambar ou rosa ambar do

“pbranco” (Mertens, 2002). O menor volume de concentragdo de enzima utilizado que
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apresentou a cor amarelo palido foi definido como a dose padrdo, a qual foi diluida em
agua (g.s.p 2 mL).

Os volumes de enzima e agua destilada necessarios para a preparacéo da solucéo de
trabalho séo dados por:
VTE =n=2 = Vc (1);
VTA =nx[4-2x (V)] 2):
em que: VTE = volume total da solucdo comercial de enzima (mL); n = nimero de
amostras a serem analisadaspadodo maximo de 5 dias; V¢ = volume de a-amilase
correspondente a coloracdo amarelo palido (mL); e VTA = volume total de agua destilada
(mL).

Depois de estabelecidos os volumes necesséarios, a solucdo de trabalho foi

preparada e mantida sob refrigeracao (4°C).

2.2.2.2. Andlise de fibra em detergente neutro segundo o método AOAC 2002.04

Os cadinhos filtrantes de vidro (30 mL; porosidade grossa) foram identificados e
mantidos por 16 horas em estufa ndo ventilada (105°C); ap6s esse periodo foram
acondicionados em dessecador e pesados.

Duas aliquotas de 450-500 mg de cada amostra juntamente com 0,5 g de sulfito de
sbédio foram acondicionadas em béqueres de 600 mL, adicionando-se, em seguida, 50 mL
de SDN. O conteudo de cada béquer foi homogeneizado por agitacao.

Apbs o aparelho de refluxo (Marconi® MA450) ter sido aquecido cada béquer foi
inserido em uma unidade do extrator, aguardasdmerca de cinco minutos para que a
SDN entrasse em ebulicdo. Apos a ebulicédo, adicionou-se 2 mL de solucao de trabalho de
a-amilase por amostra. O conteido dos béqueres foi novamente homogeneizado e as

particulas aderidas a parede do béquer foram re-suspensas por aspersdao com SDN. A
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unidade condensadora foi acoplada novamente a cada béquer e o sistema de refluxo
reestabelecido e mantido em ebulicdo durante 60 minutos.

Em sequéncia a extracdo procedeu-se a filtracdo. Cada cadinho filtrante foi
acoplado a unidade de filtragdo a vacuo e aquecido por adicdo de agua destilada quente
(temperatura superior a 90°C). O contetudo de cada béquer foi transferido cuidadosamente
para o cadinho filtrante submetido a uma pressdo minima de vacuo que foi lavado com
uma corrente fina de agua quente até a completa retirada de particulas. Apés a
transferéncia completa das particulas para o cadinho filtrante, esse foi preenchido com
agua destilada quente até a metade do seu volume, sendo adicionados 2 mL de solucédo de
trabalho de a-amilase por amostra. Apds 60 segundos, a solucdo foi filtrada e o residuo
lavado duas vezes com agua quente. Em seguida, adicionou-se acetona deixando o residuo
imerso por dois minutos, filtrando-se em sequéncia.

Os cadinhos com o residuo fibroso foram mantidos em estufa ndo ventilada
(105°C/16 horas), acondicionados em dessecador e pesados.

Apés a obtencdo do residuo fibroso os cadinhos contendo as amostras foram
submetidos a incineracdo para obtencdo da contaminag¢do mineral (550°C/ 2 horas; Método

INCT-CA M-002/1; Detmann et al., 2012).
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2.2.2.3. Anélise de fibra em detergente neutro com adaptacdo ao métodd®Ankom

Para avaliacdo da variacdo de acordo como método Ankom®, duas aliquotas de
cada amostra com aproximadamente 500 mg foram adicionadas em sacos filtrantesF57, os
quais foram selados por calor e acondicionados em extrator Affleom

Seguindo-se as relacdes estabelecidas por Mertens (2002), foram adicionados por
amostra cerca de 500 mg de sulfito de sddio e 50 mL de SDN no interior do extrator.
Iniciou-se entdo o aquecimento da solugcdo. Apds ebulicdo, aguardou-se 5 minutos para
adi¢do da solucdo de trabalho de a-amilase (2 mL/amostra). O equipamento foi entéo
fechado e a temperatura mantida em 100°C por 1 hora. Apés este periodo, 0o equipamento
foi aberto, o detergente drenado e substituido por agua destilada quente (temperatura
superior a 90°C), sendo entdo realizada a segunda adicdo de solug¢do de trabalho de a-
amilase (2 mL/amostra). Os sacos foram sequencialmente lavados com agua destilada
guente (duas vezes) e acetona. Os sacos foram retirados do extrator, secos em estufa corr
ventilagéo forgada (60°C/24 horas) e, sequencialmente, em estufa ndo ventilada (105°C/2
horas), mantidos em dessecador e pesados.

Para obtencéo do valor de cinzas contaminantes, as amostras com os sacas filtrante
foram acondicionadas em cadinhos de porcelana e incineradas em mufla (550°C/2
horas).Sacos F57 foram queimados sem amostra para obtencdo da concentracdo de cinzas
no saco.

Previamente aos procedimentos de extracdo os sacos F57 foram lavados com
solucdo comercial de detergente neutro conforme descricdo de Detmann et al. (2012),

secos e pesados conforme os procedimentos descritos anteriormente, obtendo-se as taras.

15



2.2.2.4Andlise de fibra em detergente neutro com adaptacdo ao método INCT-CA F-002/1
Duas aliquotas de cada amostra com aproximadamente 500 mg foram adicionadas
em potes de polietileno (120 mL). Em seguida foram adicionados 50 mL de SDN e 500 mg
de sulfito de sddio. Os potes foram fechados e, em seguida, mantidos em autoclave durante
5 minutos em temperatura de 105°C. O aparelho foi desligado e os potes retirados e abertos
para adigdo de 2 mL de solugao de trabalho de a-amilase por pote. Ao final os potes foram
novamente tampados, colocados na autoclave e mantidos por 60 minutos a temperatura d
105°C. A segunda adigdo de solugdo de a-amilase, filtragem, pesagem e correcdo para
cinzas foram realizados conforme os procedimentos descritos para o método AOAC

2002.04.

2.2.2.5 Andlise de fibra em detergente neutro segundo o método AOAC 2002.04 com
modificagdo no usda enzima a-amilase

Nesta variagao, os procedimentos foram conduzidos como previamente descritos
para o método AOAC 2002.04 (Mertens, 2002), excluindo-se, contudo, a utilizacdo da
solu¢do padronizada de a-amilase em duas adi¢des. Este procedimento foi substituido por
uma Unica adi¢ao de 250 pL de solugdo industrial da enzima Termamyl 2X (Novozymes®)
com minima atividade de 240 KNU-T/g sobre o detergente em temperatura ambiente
previamente ao aquecimento, segundo recomendacdes de Detmann et al. (2012; método

INCT-CA F-002/1) e Gomes et al. (2013).

2.3. Andlises Estatisticas
Os resultados foram avaliados independentemente para cada grupo de amostras

(forragens, concentrados e amostras fecais) por intermédio do ajustamento de equacdes de
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regressao linear simples considerando-se as estimativas obtidas pelo método AOAC
2002.04 como variavel independente e as estimativas obtidas pelas diferentes variacbes
como variaveis dependentes. Os resultados foram avaliados por intermédio das seguintes
hipéteses de nulidade:

H,:5,=0 3);

Hy:f =1 4).

As avalicOes estatisticas foram, portanto, conduzidas sob a pressuposicdo de o
método AOAC 2002.04 produzir estimativas exatas da concentracdo de FDN para os
diferentes tipos de amostras aqui avaliadas. Assim, sob esta pressuposicdo, a rejeicdo da
hipétese de nulidade (3) indicaria a presenca de vicio constante ou erro sisteméatico sobre
as estimativas. Adicionalmente, a rejeicdo da hipotese de nulidade (4) indicaria a presenca
de vicio de recuperacdo da FDN contida nas amostras. Os resultados obtidos por
determinada variacdo foram considerados similares aos resultados obtidos pelo método
AOAC 2002.04 quando ambas as hipoteses de nulidade foram aceitas. Todos 0s
procedimentos estatisticos foram conduzidos por intermédio do procedimento REG

constante no programa SAS (versdo 9.2) adotandae= 0,05.

3. Resultados

De forma geral, os resultados obtidos com amostras fecais foram mais precisos que
os resultados obtidos com forragens. As amostras de concentrado exibiram a menor
precisdo entre os materiais avaliados. Por outro lado, a variacdo de andlise baseada no uso
do sistema Ankom propiciou resultados mais precisos em comparacdo ao método AOAC e
as demais variagoes, as quais foram aproximadamente similares em termos de precisao

(Tabela 2).
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Considerando-se amostras fecais e de forragens, as variacdes baseadas no uso de
autoclave ¢ na modificacdo da utilizagdo de a-amilase (variacdo AOACa) propiciaram
resultados similares (P>0,05) aos obtidos com o método AOAC 2002.04 (Tabela 3;
Figuras 1 e 2). Neste caso, a aceitacdo de ambas as hipoteses de nulidade avaliadas
(Equacdes 3 e 4) gera subsidios para se afirmar que 0s erros sistematicos (Tabela 2) destas
variacfes sdo nao-significativos.

Por outro lado, ambas as hipoteses de nulidade foram rejeitadas (P<0,01) quando
amostras de fezes e forragens foram avaliadas utilizando-se a variacdo baseada no método
Ankom (Tabela 3). Neste caso, verificou-se superestimacao dos teores de FDN (Figura 3),
justificando-se o0s elevados erros sistematicos calculados para esta variacdo dos
procedimentos de andlise (Tabela 2).

Considerando-se amostras de concentrados, verificou-se para as variacdes baseadas
no uso de autoclave e do sistema Ankom a rejeicdo (P<0,01) da hipotese de nulidade
associada ao intercepto e, concomitantemente, aceitagdo (P>0,05) da hipotese de nulidade
associada ao coeficiente de inclinacdo (Tabela 3). Isso indica que a relacdo quantitativa
entre estas variacbes e o método AOAC 2002.04 é similar, mas ambas exibirdo vicio
constante ou erro sistematico para todas as amostras avaliadas (P<0,05), os quais assumen
os valores de +23,4 e +96,7 g/kg MS para o uso da autoclave e para o sistema Ankom,
respectivamente (Tabela 2).

A avaliacdo da variacdo AOACa evidenciou rejeicdo (P<0,01) de ambas as
hipoteses de nulidade (Tabela 3; Figura 3), o que indica que a presenca de vicios possui

estrutura mais complexa quando consideradas amostras de alimentos concentrados.
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4. Discussao

Em muitos casos, modificacbes dos métodos para andlise de fibra sao
desenvolvidas para suprir demandas especificas de uma situacdo ou projeto. Em outros
casos, modificacdes sao realizadas por conveniéncia ou para ampliar a rapidez do processo
analitico. Considerando que a fibra é definida pelo método de analise, deve estar claro que
qualquer modificacdo possui o potencial para definir um novo valor de fibra que ndo é
comparavel com aquele produzido pelo método original. Assim, a sensibilidade dos
valores de fibra em relacdo ao método de analise permite sugerir que o método em si deve
ser seguido com exatidao para que os resultados sejam reprodutiveis. Para ser considerada
aceitavel qualquer modificacdo do método de anélise de fibra deve ser avaliada &obre alt
gama de amostras de diferentes origens (Undersander et al., 1993).

Existem muitas variacbes sobre o método de andlise de FDN (Van Soest &
Robertson, 1985; Mertens, 2002). De forma geral, estas modificacbes podem ser
enguadradas em trés categorias: 1. métodos baseados em alteracdes na base conceitual d
FDN; 2. métodos baseados em alteracfes instrumentais para manipulacéo e filtracdo das
amostras; ¢ 3. métodos baseados na aplicacdo de a-amilases para remocdo de amido e
melhoria das condi¢des de filtracdo (Van Soest & Robertson, 1985).

As duas primeiras variacdes avaliadas neste estudo devem ser enquadradas na
segunda categoria apresentada por Van Soest & Robertson (1985), nas quais se buscou
preservar todas as condi¢des ditadas pelo método AOAC 2002.04, variando-se somente as
condicfes instrumentais da analise.

A utilizacdo de autoclave nos procedimentos de andlise de fibra insoltvel pode ser

considerada vantajosa, pois este equipamento é relativamente comum em laboratérios
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(Senger et al., 2007), possui facil operacao, baixo custo e menor demanda de investimento
para realizacdo da analise, além de possuir maior capacidade operacional em comparacao
aos equipamentos convencionais com refluxo.

Os resultados obtidos permitem indicar que a alteracdo do sistema de refluxo
(método AOAC 2002.04) pela utilizacdo da autoclave confere resultados similares (Tabela
3; Figura 1) e com precisdo similar (Tabela 2) para amostras de fezes e forragens. Estes
resultados concordam com Pell & Schofield (1993), que empregaram a autoclave com os
mesmos parametros fisicos adotados neste trabalho (105°C/60 minutos) e verificaram
similaridade com os valores obtidos pelo método de refluxo em amostras de forragens.

Contudo, para amostras de concentrados, verificou-se vicio ou erro sistematico de
aproximadamente +23,4 g FDN/kg MS para a variacdo baseada no uso da autoclave
(Tabela 2). Considerando-se que as condi¢cdes de temperatura podem ser consideradas
similares no método AOAC 2002.04 e com o uso da autoclave, a diferenca fisica
predominante entre estes métodos é a alta pressao verificada no interior da autoclave (0,30-
0,35 kgf/cm2). Com a alta pressao, eleva-se o ponto de ebulicdo da agua, ndo havendo
ebulicdo ou refluxo da SDN.

Diversos autores tém ressaltado a importancia de se manter a SDN sob refluxo
durante o processo de extracdo (Van Soest & Robertson, 1985; Undersander et al., 1993;
Mertens, 2002). Van Soest & Robertson (1985) afirmaram que o refluxo deve ser
suficiente para promover a conveccéao das particulas, mas evitando-se excessos que possar
causar o deslocamento e aderéncia das particulas nas paredes do béquer. Segundo este
autores, a deficiéncia no refluxo conduz a superestimagdo do residuo insolavel em
detergente neutro. A despeito destes argumentos, nenhum dos autores aqui citados
apresentou justificativa clara do papel do refluxo em si na extracdo do material solivel em

detergente neutro. Contudo, considerando-se que haja um papel auxiliar na solubilizagéo, a
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auséncia de refluxo na autoclave justificaria o viés positivo sobre os teores de FDN em
amostras de concentrados (Tabelas 2 e 3). Este viés ndo seria observado em amostras de
fezes e forragens, haja vista a menor propor¢céo de material a ser solubilizado pela SDN e a
baixa participacdo de materiais de maior dificuldade de solubilizagdo como, por exemplo,

o amido. No entanto, sugere-se que mais estudos sejam conduzidos para comprovacao
destes argumentos.

Assim, considerando-se os resultados obtidos com forragens e fezes (Tabela 3;
Figura 1), a autoclave poderia ser recomendada em substituicdo ao sistema refluxo para
este tipo de amostras. Por outro lado, a presenca de vicio constante, mas com auséncia de
vicio de recuperacao, sobre as estimativas de FDN para amostras de concentrado denota
potencial de utilizacdo da autoclave para este tipo de amostra, uma vez que a utilizacdo de
um fator de correcdo constante poderia assegurar a exatiddo das estimativas. De acordo
com os dados obtidos neste estudo, o fator de correcéo seria de -23,4 g/kg MS (oposto ao
valor do erro sistematico; Tabela 2). Contudo, além da necessidade de maiores estudos
ressaltada anteriormente, o banco de dados deste trabalho para amostras de concentrados (I
= 30) ndo deve ser considerado satisfatério para recomendacéo de fator de correcdo com
alta acuracia.

Comportamento similar ao observado com a autoclave foi verificado com o uso do
extrator Ankom para amostras de concentrados (Tabela 3; Figura 2). Ao menos parte deste
comportamento pode ser atribuida aos mesmos motivos apresentados para a ocorréncia de
erro sistematico com o uso da autoclave. A extracdo no equipamento Ankom ocorre sob
pressdo, o que impede a ebulicio da SDN e, consequentemente, o refluxo. Embora o
extrator Ankom?® seja dotado de mecanismo que tenta simular o refluxo por intermédio

da agitacdo das amostras, este parece nao ser completamente efetivo.
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Contudo, fatores adicionais parecem atuar sobre as estimativas de concentracao de
FDN obtidas utilizando-se o extrator Ankom, pois, diferentemente da autoclave, as
estimativas obtidas com amostras de forragens e fezes foram diferentes daquelas obtidas
com o método AOAC 2002.04 (Tabela 3), havendo superestimacéo dos resultados (Figura
2). Estes resultados contrariam aqueles obtidos por outros autores (Vogel et al., 1999;
Berchielli et al., 2001; Casali et al., 2009), os quais verificaram similaridade quanto aos
teores de FDN obtidos sob refluxo e utilizando-se sacos filtrantes e extrator Ankom.

Considerando-se que o refluxo parece ser elemento relevante para o processo de
extracdo (Van Soest & Robertson, 1985; Undersander et al., 1993; Mertens, 2002), o
acondicionamento das amostras em sacos filtrantes pode comprometer ou reduzir o fluxo
de detergente sobre a amostra. O saco filtrante F57 € formado por deposicédo das fibras
sintéticas sem arranjo geométrico regular, conferindo porosidade peculiar voltada a
prevencdo da perda de particulas fibrosas durante o processo de andlise (Casali et al., 2009;
Valente et al., 2011a). Diversos autores tém relatado que existe dificuldade de troca de
material entre o interior e o exterior de sacos de baixa porosidade (Lindberget al., 1984;
Krizsan et al., 2013), incluindo sacos F57 (Valente et al., 2011c; Ramin et al., 2013). Esta
caracteristica pode influenciar efetivamente o fluxo de detergente sobre a amostra e, sob
certas condicdes, propiciar a formacdo de microambiente no interior dos sacos que sejam
diferentes das condicdes necessarias para extracdo da fracdo sollvel em detergente neutro.

Adicionalmente, ressalta-se que a extracdo em equipamento XfiRarealizada
de forma coletiva (e néo individualmente para cada amostra/aliquota como no sistema de
refluxo ou na autoclave). Isto poderia promover a migracdo de material extraido de uma
amostra para outra, comprometendo a exatiddo das estimativas (Tabela 2).

A utilizagdo de enzima a-amilase termoestavel na avaliagdo da concentracédo de

FDN é procedimento padrédo para promover a solubilizacdo do amido em amostras de
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alimentos (Van Soest et al., 1991; Mertens, 2002), evitando assim que o amido gelatinize e
seja contabilizado como residuo fibroso, superestimando a concentracdo de FDN. Contudo,
a forma de utilizagdo da a-amilase termoestavel proposta por Mertens (2002) e adotada
para 0 método AOAC 2002.04 requer padronizagdo da a-amilase industrial, a qual deve ser
realizada a cada partida. Esta padronizacdo demanda tempo e possui caracteristicas
parcialmente subjetivas.

Com o intuto de simplificar estes procedimentos (padronizagédo e utiliza¢do da a-
amilase), alternativa envolvendo a utilizacédo direta de enzimas industriais foi proposta por
Detmann et al. (2012) e Gomes et al. (2013). De acordo com os procedimentos definidos
por estes autores, seria necessaria apenas uma adicdo da enzima previamente ao
agquecimento da SDN, visando a ativacdo da enzima em conjunto com a elevacdo de
temperatura da SDN. Por outro lado, a adicdo da enzima durante a filtracdo seria
considerada desnecesséria, haja vista que o contato com o0 substrato possui duracdo de
aproximadamente 60 segundos (Mertens, 2002), tempo que nao propiciaria adequada
ativacdo enzimaética.

Segundo procedimentos avaliados por Gomes et al. (2013), seriam necessarios
apenas 250 pL de solucédo de Termamyl 2X com atividade minima de 240 KNU-T/g para a
correta extracdo do amido em amostras de grdos. Ressalta-se que a enzima utilizada
apresentava, segundo laudo emitido pelo fabricante, atividade de 269 KNU-T/g.

O procedimento alternativiz uso da a-amilase se mostrou adequado para amostras
fecais e de forragens (Tabela 3; Figura 3). Contudo, os resultados obtidos com esta
variacdo foram diferentes daqueles obtidos com o método AOAC 2002.04 para amostras
de concentrados (Tabela 3). No entanto, apesar da diferenca, observou-se proximidade
entre os meétodos, pois o erro sistematico foi de baixa magnitude (+9,8 g/kg; Tabela 2) e o

desvio da estimativa do intercepto do valor paramétrico 1 foi pequeno (Tabela 3). Com
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alguma possibilidade, a diferenca entre métodos poderia ser atribuida a diferenca na
guantidade de enzima utilizada, pois com o procedimento de padronizacdo do método
AOAC 2002.04 utilizou-se na primeira adicdo aproximadamente 0,4 mL de Termamyl 2X
por amostra. Contudo, sugere-se a realizacdo de mais avaliacbes envolvendo amostras de
alimentos concentrados para avaliacdo da ocorréncia de diferenca entre variacbes do

método e atribuicdo de causas a esta diferencga, caso seja novamente detectada.

5. Conclusodes

A anadlise da concentracdo de fibra em detergente neutro em amostras de forragens
e fezes de animais ruminantes pode ser realizada segundo os procedimentos do método
AOAC 2002.04 com a substituicho de equipamento de refluxo por autoclave. Para
amostras de concentrados, contudo, esta substituicdo gera vicio constante sobre as
estimativas obtidas. A utilizacdo de extrator de fibras Arfk&®ngera estimativas da
concentracdo de fibra em detergente neutro viesadas em amostras de forragens, fezes e

concentrados, ndo se recomendando sua utilizagao.
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Tabela 1
Estatisticas descritivas dos teores (g/kg de matéria seca) de matéria organica (MO),

proteina bruta (PB) e extrato etéreo (EE) das amostras de fezes, forragens e concentrados

ltem
Estatistica MO PB EE
Fezes
Média 870,6 122,6 31,8
Minimo 757,0 66,9 7,2
Maximo 938,5 185,0 129,8
S 40,13 26,24 23,90
N 39
Forragens
Média 892,9 76,6 15,4
Minimo 51,0 15,1 2,0
Maximo 984,6 130,7 93,4
S 1715 32,8 14,6
N 37
Concentrados
Média 947,7 290,9 27,6
Minimo 910,0 82,1 4.4
Maximo 989,0 604,6 65,3
S 24,7 163,2 13,6
N 30
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Tabela 2

Estatisticas descritivas dos teores (g/kg de matéria seca) de fibra em detergente neutro

corrigida para cinzas das amostras de fezes, forragens e concentrados em funcdo dos

métodos de analise

Método/Variacao?!

Estatistica AOAC Autoclave Ankom AOACa
Fezes

Média 577,5 586,6 637,9 570,6
ES 9,1 60,4* -6,9
Minimo 372,6 377,5 391,5 302,7
Maximo 740,5 742,2 752,9 716,8
S 82,35 81,84 70,04 87,91
CV (%) 14,3 14,0 11,0 15,4
N 39

Forragens

Média 675,7 685,2 698,4 666,0
ES 9,5 22,7* -9,7
Minimo 463,7 471,0 462,5 359,1
Maximo 854,9 891,8 852,4 850,0
S 107,8 109,8 95,1 116,6
CV (%) 16,0 16,0 13,6 17,5
N 37

Concentrados

Média 182,2 205,6 278,9 192,0
ES 23,4* 96,7* 9,8*
Minimo 14,4 9,8 61,6 15,5
Maximo 713,9 712,4 705,5 686,5
S 159,6 153,2 161,3 154,2
CV (%) 87,6 74,5 57,8 80,3
N 30

1 AOAC: método AOAC 2002.04; Autoclave e Ankom: métodos conduzidofroe os procedimentos

descritos no método AOAC 2002.04 mas utilizando-se autoclave e extrator AlpmOACa: método

AOAC 2002.04 adaptado com ooude a-amilase de acordo com recomendagdes do INCT-CA. 2 ES: erro

sistematico.

P<0,01.
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Tabela 3
Estimativas dos parametros da regressao linear entre os teores de fibra em detergente
neutro corrigida para cinzas obtida por diferentes variacdes no método de analise (variavel

dependente, Y) e pelo método AOAC 2002.04 (variavel independente, X)

Parametros da Regresséao Valor P3
Variacao! Intercepto Inclinagdo  s,,2 r? Ho:po=0 Ho:p1=1
Fezes
Autoclave  22,9+17,9 0,976+0,031 15,6 0,965 0,209 0,442
Ankom 189,6+£33,3 0,776+0,057 29,0 0,833 <0,001 <0,001
AOACa 1,7+29,4 0,985+0,050 25,5 0,919 0,956 0,765
Forragens
Autoclave  3,4+16,9 1,001+0,025 16,0 0,980 0,841 0,719
Ankom 113,7£20,1  0,865+0,029 19,0 0,961 <0,001 <0,001
AOACa -36,7+29,7 1,044+0,044 27,9 0,944 0,225 0,320
Concentrado
Autoclave 26,846,9 0,951+0,028 23,8 0,977 0,001 0,096
Ankom 125,2+25,3 0,843+0,105 90,5 0,696 <0,001 0,148
AOACa 19,6%4,9 0,944+0,020 17,3 0,988 <0,001 0,009

1 Autoclave e Ankom: métodos conduzidos conforme os procedimentos descritos no método
AOAC 2002.04 mas utilizando-se autoclave e extrator AAKENM AOACa: método AOAC
2002.04 adaptado com o uso de a-amilase de acordo com recomendacdes do INCT-CA. 2 Desvio

padrdo da relacdo entre X e Y. 3 Para maiores detalhes sobre os testes de, hipbtegeacdes

(3) e (4).
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(2002.04) e por intermédio da variagcdo baseada no sistema Ankom® em amostras de

forragens, concentrados e fezes.

32



1000

Y =
800 -
2
=
2 600 -
Bi)
s 9 o
;3 FAY
= 400 -
Z A
S o
OFezes
200 X * Concentrado
AForragem
0 T T T T
0 200 400 600 800 1000
FDN AOAC 2002.04 (g/kgMS)
Figura 3

Relacdo entre os teores de fibra em detergente neutro (FDN) obtidos pelo método AOAC
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Avaliacdo de métodos de quantificacao dos teores de extrato etéreo em forragens e

fezes de ruminantes

Resumo

Objetivou-se comparar as estimativas da concentracdo de extrato etéreo (EE)
obtidas pelo método dRandall e pelo método de alta temperatura recomendado pela
American Oil Chemist’s Society (AOCS; método Am 5-04). Foram realizados quatro
experimentos utilizando amostras de forragens (n = 20) e fezes de ruminantes (n = 15). No
primeiro experimento quantificase o teor de EE de todas as amostras utilizando-se a
combinacdo entre os métodos de extracdRBatalalle método de alta temperatura AOCS
e sacos filtrantes XT4 e cartuchos de papel de filtro qualitativo (80 g/m2) como recipientes
para acondicionamento das amostras. No segundo experimento avaliou-se a perda de
particulas considerando-se os dois recipientes avaliados. No terceiro experimento avaliou-
se a concentracao de clorofila residual no material remanescente da extragéo considerando-
se as combinac¢@es entre método e recipiente utilizadas no primeiro experimento. No quarto
experimento avaliou-se a recuperacdo de proteina e minerais no material submetido a
extracdo por ambos os métodos. Em todos os experimentos o éter de petréleo foi utilizado
como extrator. Em nenhum experimento foram verificadas influéncias (P>0,05) dos
diferentes recipientes. Foi observada interacdo significativa (P<0,01) entre método de
extracdo e material avaliado sobre as concentragdes de EE. O desdobramento deste efeito
indicou maiores estimativas (P<0,01) de concentracdo de EE utilizando-se o método
AOCS, sendo a diferenca entre métodos mais proeminente em amostras de forragens. Nao
foram verificadas perda de particulas com os diferentes recipientes (P>0,05). O teor de

clorofila nos residuos nao foi afetado pelo método de extragdo em amostras fecais, mas foi
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menor utilizando-se o método AOCS (P<0,05) em amostras de forragens. Observou-se
recuperacdo completa (P>0,05) de proteina e minerais no material apos extracdo. Os
resultados indicam que o método AOCS produz maiores estimativas de concentracdo de

EE possivelmente por propiciar maior extracdo de material ndo graxo.

Palavras chave:analise de alimentos, composicao proximal, compostos apolares, gordura

bruta

7. Introducéo

A fracdo alimentar denominada de extrato etéreo (EE) possui composicdo
heterogénea, sendo formada por lipideos (galactolipideos, triglicerideos e fosfolipideos) e
por todos os demais compostos apolares que possam ser extraidos pelo solvente como:
fosfatideos, esteroides, pigmentos, vitaminas lipossollveis, ceras, etc. Desta forma, o
residuo gravimetricamente extraido é corretamente denominado de gordura bruta em
funcdo da divergéncia entre o conceito analitico e o conceito bioquimico de lipideos (Van
Soest, 1994; Palmquist & Jenkins, 2003; Silva et al., 2011).

Entre os métodos gravimétricos de avaliacdo da concentracdo de EE, o método da
submersédo, também conhecido co8mxtecou método deRandall tem sido, de forma
mais recente, recomendado para avaliagdo de alimentos para animexse(Tdli, 2003;
Detmann et al., 2012). Este método se baseia na extracdo da fracdo apolar do alimento em
trés etapas (submerséo, lavagem e secagem) e foi inicialmente proposto para reduzir o
tempo de analise e aumentar a eficiéncia operacional em relacdo ao métukhiee
(Palmquist & Jenkins, 2003). A exatiddo e a rusticidade deste método foram avaliadas por

Thiex et al. (2003), os quais propuseram em seu estudo procedimentos que culminaram na
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adocdo do método deandallcomo método oficial d&ssociation of Official Analytical
Chemist{AOAC).

De forma mais recente, American OilChemist’s Society(AOCS) tornou oficial
meétodo analitico para avaliacdo das concentracdes de EE em alimentos utilizando sacos
filtrantes e sistema de extracdo sob alta temperatura e pressao. Este método se caracterize
pela rapidez e alta capacidade operacional.

Contudo, em recente estudo, Silva et al. (2011) compararam as estimativas de
concentracdo de EE obtidas com o método oficial proposto pela AOCS e o método de
extracdo por gotejamento @oldfish e concluiram que o método AOCS superestima a
concentracdo de EE em amostras de fezes e forragens como possivel reflexo da maior
extracdo de material ndo graxo.

O EE constitui conceito definido essencialmente pelo método (Palmquist &
Jenkins, 2003). Contudo, deve haver coeréncia entre estimativas obtidas por diferentes
métodos para que comparacdes entre estudos possam ser realizadas com alta rusticidade
Assim, estudos devem ser conduzidos para se estabelecer o correto entendimento das
entidades analiticas produzidas por diferentes métodos e classificadas de forma geral como
EE.

Assim definiu-se como objetivo deste trabalho comparar as estimativas de
concentracdo de extrato etéreo obtidas pelo métodRadedall e pelo método de alta

temperatura recomendado pela AOCS em amostras de forragens e fezes de ruminantes.
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8. Material e Métodos

2.1. Localizacdo e amostras

Foram realizados quatro experimentos no Laboratério de Nutricdo Animal do
Departamento de Zootecnia (DZO) da Universidade Federal de Vicosa, em Vicosa, Minas
Gerais, utilizando-se banco de amostras formado por forragens e fezes de bovinos.

Foram coletadas dez amostras de gramineas e dez amostras de leguminosas frescas
por intermédio do corte rente ao solo em canteiros localizados no Setor de Forragicultura
do DZO durante 0 més de marco de 2013. As gramineas utilizadas fwachiaria
decumbensBrachiaria brizantacv. Marandu,Brachiaria brizantacv. Piatd,Brachiaria
brizanta cv. Xaraés,Panicum maximuntv. Tanzania,Panicum maximuntv. Massali,
Panicum maximurav. ColonidoPanicum maximurav. Mombaca e capins Tifton 68 e 85
(Cynodonsp.). As leguminosas avaliadas foram: estilosantes Campo Gi@iytles@ntes
capitata + Stylosantes macrocephala)guandu Cajanus cajaly calopogbnio
(Calopogonium mucunoides centrosemaentrosema pubescgndeucena l(eucaena
leucocephaly gliricidia (Gliricidia sepiun), pueraria Pueraria phaseoloidgssoja perene
(Neonotonia wight)i amendoim forrageiro Afachispinto) e estilosantes mineirdo
(S.capitata + S. guianensis+ S. macrocephala

As amostras de fezes foram coletadas em experimentos com bovinos de corte em
sistema de confinamento (n=5) e a pasto (n=5) e em vacas em lactac¢édo (n=5), totalizando
15 amostras.

Todas as amostras foram submetidas a reducéo do teor umidade por intermédio de
liofilizacdo (método INCT-CA G-002/1; Detmann et al., 2012) e processadas em moinho
de facas (1 mm). Posteriormente procedeu-se a quantificacdo do teor de matéria seca (MS;

método INCT-CA G-003/1; Detmann et al., 2012).
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2.2. Experimento 1 Quantificacdo da concentracdo de extrato etéreo

Para avaliacdo das estimativas de concentracdo de EE foram utilizadas todas as
amostras de forragens e fezes.

As andlises foram conduzidas seguindo-se 0 métodgaddall (método AOAC
2003.05;Thiexet al., 2003), com a substituicdo do éter dietilico por éter de petrdleo
(método INCT-CA G-005/1; Detmann et al., 2012), e o método de alta temperatura da
AOCS (método AOCS Am 5-04; AOCS, 2009), também utilizando-se éter de petréleo. As
avaliacdes em ambos os métodos foram conduzidas utilizadims tipos de recipientes
para acondicionamento das amostras: cartuchos de papel de filtro qualitativo (80 g/m?) e
sacos filtrantes XT4 (Ankom®). As analises segundo os métodddaddall e AOCS
foram conduzidas em extratores de gordura TecnBEERD44-8/50e Ankom® XT15,
respectivamente.

Para as avaliacdes segundo o métod®aledall utilizando-se cartuchos de papel
de filtro foram pesados aproximadamente 2 g de amostra seca ao ar sobre uma folha de
papel de filtro qualitativo (80 g/m2), a qual foi envolvida com uma segunda folha do
mesmo papel utilizada como envoltorio. Para a utilizacdo dos sacos filtrantes XT4,
aproximadamente 1 g de amostra seca ao ar foi acondicionado nos sacos filtrantes, os quais
foram selados por calor.

Os copos do extrator de gordura Tecnal® TE-044-8/50 foram previamente lavados,
identificados, secos em estufa ndo ventilada (105°C/16 horas), acondicionados em
dessecador e pesados.

Previamente a extracdo os cartuchos ou sacos filtrantes foram acondicionados em
seus respectivos copos e mantidos em estufa ndo ventilada (105°C/2 horas) para reducéo

do teor de umidade.
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Os cartuchos ou os sacos filtrantes foram acoplados ao suporte metalico do extrator
de gordura. Em sequéncia foram adicionados100 mL de éter de petréleo em cada um dos
copos, 0s quais foram acoplados ao condensador e encaixados na unidade de aquecimento.

As amostras foram mantidas submersas no solvente em ebulicdo durante 30
minutos. Em seguida, as mesmas foram suspensas, passando-se a realizar a extracdo po
gotejamento durante 60 minutos considerando-se taxa de condensacédo do solvente de 3 a5
gotas por segundo (Detmann et al., 2012).

Apés a etapa de extracdo por gotejamento procedeu-se a retirada do éter por
intermédio do mecanismo de reciclagem caracteristico do equipamento até que uma
camada delgada de éter (1 a 2 mm) permanecesse no fundo do copo.Apds este
procedimento, os copos foram mantidos em estufa ndo ventilada (105°C/30 minutos) para
evaporacao do éter residual, acondicionados em dessecador e pesados. A gordura extraida
foi estimada pelo ganho de peso do copo.

Para realizacdo das avaliagcbes segundo o método AOCS, as amostras foram
acondicionadas em cartuchos de papel de filtro qualitativo ou sacos filtrantes XT4 como
descrito para o método dRandall As amostras permaneceram em estufa ndo ventilada
(105°C/ 3 horas), sendo em seguida acondicionadas em dessecador e pesadas para obtenca
do peso pré-extracao.

As amostras foram acondicionadas no extrator Ankom® XT15 em numero de dez
para aquelas acondicionadas em sacos filtrantes e seis para aquelas acondicionadas em
cartuchos de papel de filtro qualitativo. A extracdo foi conduzida por 50 minutos sob a
temperatura de 90°C. ApOs a extracdo as amostras foram retiradas do aparelho, mantidas
em estufa ndo ventilada (105°C/30 minutos). As amostras foram condicionadas em

dessecador e pesadas. A gordura extraida foi estimada pela perda de peso (AOCS, 2009).
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Os teores de EE (g/kg MS) foram submetidos a analise de variancia segundo o
modelo:
Yig =u+G + Ay +M, +R +GM, +GR + MR, +GMR, + &, (2);
em que: yu = constante geral; £efeito do grupo de amostras i (forragens ou fezes; efeito
fixo); A = efeito da amostra j aninhada ao grupo i (efeito aleatoriQ)s= Mfeito do
método de extracdo Randallou AOCS,; efeito fixo); R= efeito do recipiente | (papel de
filtro qualitativo ou saco filtrante XT4; efeito fixo); GM GR;, MRy e GMRy =
interagdes entre os efeitos fixos; e g = erro aleatorio ndo observavel, pressuposto NID (0;
G?).

As anadlises foram realizadas por intermédio do procedimento MIXED do SAS

(verséo 9.2) adotandwe-a = 0,05.

2.3. Experimento 2 Perda de particulas de amostras em funcéo de diferentes recipientes

Para realizacao da avaliagdo da perda de particulas foram escolhidas aleatoriamente
dez amostras de forragens (cinco gramineas e cinco leguminosas) e cinco amostras de
fezes. Cada amostra foi acondicionada em papel de filtro qualitativo e em saco filtrante
XT4 conforme descrito no Experimento 1.

Os cartuchos de papel de filtro ou os sacos filtrantes foram acondicionados
individualmente juntamente com uma barra magnética em frascos reservatérios de
extratores de gordura tif@oxhletaos quais foram adicionados 500 mL de éter de petréleo.

Os extratores d8oxhletforam acoplados sobre placas aquecedoras (Tecnal® TE-0851) e
aquecidos a 95°C. Apoés a temperatura de extracao ser atingida, o material foi mantido sob

agitacao (100 rpm) por 30 minutos.
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Folhas de papel de filtro quantitativo (Whatman #41;= 15 cm) foram
previamente mantidas em estufa ndo ventilada (105°C/30 minutos), acondicionadas em
dessecador e pesadas.

ApoOs o periodo de extracdo, o conteudo dos reservatorios foi filtrado utilizando-se
0s papéis de filtro previamente pesados com auxilio de funis e béqueres. Apoés a filtracao,
os papéis de filtro foram novamente secos em estufa ndo ventilada (105°C/30 minutos),
acondicionadas em dessecador e pesados. A perda de particulas foi estimada pelo ganho de
peso do papel de filtro quantitativo.

Os resultados foram submetidos a andlise de variancia segundo o modelo:

Y =u+G + A,y + R +GR + &, (2);
em que: Y = constante geral; £efeito do grupo de amostras i (forragens ou fezes; efeito
fixo); Ag; = efeito da amostra j aninhada ao grupo i (efeito aleatorip)y: Bfeito do
recipiente k (papel de filtro qualitativo ou saco filtrante XT4; efeito fixo)i GRnteracao
entre os feitos fixos; e gk = erro aleatorio ndo observavel, pressuposto NID (0; ¢?).

As andlises foram realizadas por intermédio do procedimento MIXED do SAS

(verséo 9.2) adotande-a = 0,05.

2.4. Experimento 3 Avaliacdo da concentracao residual de clorofila

Para realizacdo da avaliacdo da concentracdo residual de clorofila foodimdasc
aleatoriamente dez amostras de forragens (cinco gramineas e cinco leguminosas) e cinco
amostras de fezes.

Aliquotas de cada amostra foram submetidas a extragcdo por intermédio dos
métodos ddRandalle AOCS, utilizando cartuchos de papel de filtro qualitativo ou sacos
filtrantes, como descrito no Experimento 1. Os residuos desengordurados foram reservados

em frascos de polietileno ao abrigo da luz.
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Posteriormente, aliquotas de aproximadamente 100 mg de todos os residuos e das
amostras originais (sem extracdo) foram acondicionadas em cadinhos de porcelana,
adicionando-se aproximadamente 50 mg de carbonato de calcio e 5 mL de solucéo de
acetona (800mL/L). Procedeu-se a homogeneizacdo com bastdo de vidro e posterior
transferéncia do material para baldo volumétrico de 10 mL. A transferéncia foi realizada
utilizando-se papel de filtro quantitativo (Whatman #41). Completou-se o volume do baldo
com solucédo de acetona (800 mL/L), sendo este mantido ao abrigo da luz com o auxilio de
papel aluminio.

Avaliou-se a absorbancia das solu¢cées nos comprimentos de onda de 646,8 e 663,2
nm. A absorbancia “zero” do espectrofotdmetro foi obtida utilizando-se solucédo de acetona
(800mLI/L).

A concentracdo total de clorofila na solucdo foi obtida segundo Lichthenthaler
(1987):

ClorT = 715x Aygp, +1871x A e 3);

em que: ClorT = concentracdo total de clorofila na solugdo (Mg/L)s€s & Asss2 =
absorbancias nos respectivos comprimentos de onda.

Os teores de clorofila total nas amostras e residuos (mg/kg MS) foram submetidos a
analise de variancia segundo o modelo:
Yi = u+G + Ay + M +GM, +g, (4);
em que: i = constante geral; £efeito do grupo de amostras i (forragens ou fezes; efeito
fixo); A = efeito da amostra j aninhada ao grupo i (efeito aleatoriQ)= Mfeito do
material avaliado k (material original ou residuos obtidos pela combinacdo entre os
meétodos ddrandallou AOCS e os recipientes papel de filtro qualitativo ou saco filtrante

XT4, efeito fixo); GMy = interagdo entre os efeitos fixos; e gjk = erro aleatorio nao

observavel, pressuposto NID (0; 6?).
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As andlises foram realizadas por intermédio do procedimento MIXED do SAS
(versado 9.2) adotande-a = 0,05. Utilizou-se a Diferenca Minima Significativa de Fisher

como ferramenta auxiliar na comparacao entre médias.

2.5. Experimento 4 Avaliacdo da extracdo de componentes proteicos e minerais

Para realizacdo da avaliacdo da extracdo de componentes proteicos e minerais
foram escolhidas aleatoriamente duas amostras de forragens (uma graminea e uma
leguminosa) e uma amostra de fezes. Cinco aliquotas de cada amostra foram submetidas a
extracdo de gordura por intermédio do método Rindall utilizando cartuchos
confeccionados com papel de filtro qualitativo e outras cinco aliquotas por intermédio do
método AOCS utilizando sacos filtrantes Ankom® XT4. Os procedimentos foram
conduzidos conforme descrito no Experimento 1.

Aliguotas dos residuos pos-extracdo e do material original foram avaliadas quanto
aos teores de proteina bruta (PB) e matéria mineral (MM) segundo os mét&Gelsl i
e de incineracdo em mufla (métodos INCT-CA N-001/1 e M-001/1, respectivamente;
Detmann et al., 2012).

Foram estimadas as recuperacdes de PB e MM em cada aliquota conforme a

equacao:
Mr

R=— 5):
Ma )

em que: R = recuperagéo de PB ou MM (g/g); Ma = massa de PB ou MM na amostra antes
da extracdo (g); e Mr = massa de PB ou MM no residuo pds-extracao.

As recuperacbes de PB e MM (g/g) foram submetidas a andlise de variancia
segundo o modelo:

Y, =u+A+M, +e (6);
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em que: g = constante geral; A efeito da amostra i (efeito aleatorio); M efeito do
meétodo de extracdo Randallou AOCS,; efito fixo); e gj = erro aleatdrio ndo observavel,
pressuposto NID (0; ¢2).

As andlises foram realizadas por intermédio do procedimento MIXED do SAS

(versao 9.2) adotande-a = 0,05.

9. Resultados

3.1. Experimento 1 Quantificacdo da concentracdo de extrato etéreo

Observou-se interagdo significativa (P<0,01) entre método de extracdo e material
avaliado sobre as concentragdes de EE (Tabela 1). O desdobramento deste efeito permitiu
evidenciar que maiores concentracdes de EE foram obtidas com o método AOCS (P<0,01)
tanto para forragens como para fezes. Contudo, a diferenca entre os métodos foi mais
proeminente para amostras de forragens (Tabela 2).

Ressalta-se que nao foram verificados efeitos (P>0,05) relativos aos recipientes de

extracdo ou a qualquer interacédo na qual o efeito de recipientes fez parte (Tabela 1).

3.2. Experimento 2 Perda de particulas de amostras em funcéo de diferentes recipientes
N&o foram verificados efeitos de material avaliado, recipiente ou sua interacao

(P>0,05) sobre a perda de particulas. A avaliacdo das médias em funcdo dos recipientes

utilizados indicou que em nenhum destes a perda de particulas foi considerada significativa

(P>0,05; Tabela 3).
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3.3. Experimento 3 Avaliacédo da concentracao residual de clorofila

Verificou-se efeito de interagcdo (P<0,05) entre material avaliado e método de
extragdo sobre as concentracdes de clorofila. O desmembramento deste efeito permitiu
evidenciar diferencas (P<0,01) entre procedimentos de extracdo somente para amostras de
forragens (Tabela 4). Neste caso, a comparacdo entre médias indicou, apesar de pequena
sobreposicdo, que o método AOAC conferiu menor concentracdo de clorofila residual
(P<0,05) em comparacao ao métoddrd@dall sendo as concentracdes obtidas por ambos
0s métodos inferiores (P<0,05) aquelas obtidas nas forragens ndo submetidas a extragao.
Ndo foram observadas influéncias (P>0,05) de recipientes dentro de cada método de

extracado (Tabela 4).

3.4. Experimento 4 Avaliacédo da extracdo de componentes proteicos e minerais

Foram observadas diferencas (P<0,05) quanto a recuperacdo da PB e da MM
contidas nas amostras em funcdo dos métodos de extracdo, sendo a recuperacdo de PBE
superior (P<0,05) para o0 método AOCS, ao passo que a recuperacdo de MM foi superior
(P<0,05) com o método dRandall A despeito destas diferencas, nenhuma das estimativas
de recuperacdo foi considerada diferente do valor paramétrico 1 (P>0,05), indicando
recuperacdo completa destes componentes independentemente do método de extracdo

(Tabela 5).

4. Discussao

A utilizagdo do método AOCS produziu estimativas mais elevadas da concentragéo
de EE tanto em forragens como em fezes em comparacdo ao méfRdondadl (Tabela

2). Este resultados corroboram aqueles obtidos por Silva et al. (2011), que comparam o0
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método AOCS ao método dgoldfish. Cabe ressaltar que, a despeito do método de
Randall ter sido desenvolvido para substituicio do meétodoSdehlet (Palmquist &
Jenkins, 2003), o mesmo se mostra mais similar em termos operacionais ao método de
Goldfish

As principais diferencas entre o0 método AOCS e os métodos de extracdo de
Randalle Goldfishsdo: a utilizacdo de ambiente pressurizado e o uso de sacos filtrantes
XT4. No entanto, de acordo com os dados obtidos neste trabalho, a utilizacdo dos sacos
filtrante XT4 ndo exerce influéncia sobre a extracdo, uma vez que os resultados obtidos
com sacos filtrantes foram similares aos obtidos com o uso de papel de filtro qualitativo
em todas as comparacdes realizadas (Tabelas 1, 3 e 4).

Considerando a maior extracdo de material solivel em éter com a utilizacdo do
método AOCS, os Experimentos 2, 3 e 4 foram conduzidos com o objetivo de entender a
diferenca entre os métodos.

No Experimento 2 buscou-se avaliar a possibilidade de perda de particulas sélidas a
partir do uso dos sacos XT4, o que poderia contribuir para as maiores estimativas de
concentracdo de EE. Contudo, como previamente ressaltado, ndo foram percebidas
diferencas entre recipientes, uma vez que ambos propiciaram perda de particulas nao
significativas (Tabela 3).

O EE total de uma amostra pode ser subdividido em duas fragbes. A primeira,
denominada de EE graxo, € composta da fracao lipidica propriamente dita (triglicerideos,
galactolipidios e fosfolipidios), a qual apresenta interesse nutricional. A segunda fracéo,
denominada de EE ndo graxo, € composta pelos componentes ndo polares das amostras,
incluindo pigmentos vegetais, ceras e 6leos essenciais (Sukhija & Palmquist, 1988; Van
Soest, 1994). A quantidade de EE n&o graxo define a diferenca entre o conceito analitico

(EE) e bioquimico (lipideos) da fracdo gordurosa dos alimentos (Silva et al., 2011).
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As avaliacbes conduzidas no Experimento 3 se basearam no fato de a clorofila ser
componente do EE néo graxo (Van Soest, 1994). Logo, uma maior extracdo de clorofila
pode ser entendida como um indicador da maior capacidade do método de extrair material
apolar ndo graxo. A partir dos resultados aqui obtidos, infere-se que o método AOCS
promove maior extracdo de material ndo graxo em amostras de forragens, haja vista a
menor concentracdo de clorofila no material submetido a extracdo (Tabela 4). Resultados
similares foram obtidos por Silva et al. (2011). Isto poderia justificar as diferencas entre
métodos quanto ao teor de EE total (Tabela 2). Contudo, ndo houve diferenca quanto ao
teor de clorofila para amostras de fezes (Tabela 2).

No desdobramento do efeito de interacdo entre método de extracdo e material
avaliado, percebeu-se que a diferenca entre método é mais proeminente para amostras de
forragens (Tabela 2). Assim, considerando-se que ha uma menor diferenca para amostras
fecais e que ndo houve alteracdo na concentracdo de clorofila nas fezes, possivelmente
pode ter havido extracdo de material ndo graxo com caracteristicas diferentes dos
pigmentos, o que justificaria a diferenca entre métodos nas amostras de fezes e
complementaria a diferenca entre métodos para as amostras de forragens.

Segundo Van Soest (1994), alguns componentes do EE ndo graxo podem ser
absorvidos e posteriormente excretados na urina, incluindo 6leos essenciais (classificacao
dada aos compostos volateis em vapor, como ésteres, terpenos, aldeidos e cetonas) e fenois
de baixo peso molecular. Assim, por serem absorvidos, os mesmos ndo comporiam o EE
fecal, o que parece auxiliar na explicacdo da menor diferenca entre métodos gaavalia
das amostras de fezes.

No entanto, as comparacdes entre materiais neste trabalho devem ser realizadas
com cautela, haja vista que as amostras fecais ndo correspondem aquelas que seriam

obtidas em dietas formadas predominantemente pelas forragens aqui avaliadas. Desta
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forma, a composicao total da fracdo ndo graxa do EE obtido pelos métodos AOCS e
Randall ainda permanece indefinida. Contudo, independentemente das limitacdes, o0s
resultados obtidos indicam maior extracdo de material ndo graxo com a utilizacdo do
método AOCS.

Para auxiliar na discusséo, estabeleceu-se comparacao descritiva entre os teores de
EE obtidos por ambos os métodos de extracdo e os valores constantes na base de dados
CQBAL (Tabela 6). Das 19 comparacfes possiveis, 15 indicaram valores mais préximos
daqueles constantes na base CQBAL quando utilizado o métoddraneall
correspondendo a 79% das amostras de forragens (Tabela 6). No entanto, para trés
amostras (Tifton 68, estilosantes mineirdo e leucena) as concentracées de EE constantes no
CQBAL foram oriundas de baixo niumero de observacdes (de 1 a 3 observacdes) e estédo
claramente superestimados. Assim, considerando-se este comportamento, a similaridade
entre as concentracdes de EE obtidas pelo métodvaddall e a base CQBAL seriam
ainda maiores.

Substancias solaveis em agua (e.g., aglcares, aminoacidos, sais) podem, em alguns
casos, serem extraidas em conjunto com o material apolar (Pomeranz & Meloan, 1978;
Palmquist & Jenquins, 2003), o que poderia incrementar a fragcdo ndo graxa do EE. Assim,
o Experimento 4 foi conduzido visando a avaliacdo da possivel extracdo de material polar
por intermédio da analise da recuperagdo dos compostos nitrogenados e minerais. Contudo,

devido a recuperacdo completa de ambos os grupos de compostos (Tabela 5), ndo se

evidenciou extracdo de material polar pelos métodos AOCRartt#all
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5. Conclusdes

A quantificacdo dos teores de extrato etéreo em amostras de forragens e fezes por
intermédio do método AOCS Am 5-04 propicia estimativas superiores aquelas obtidas pelo
método deRandall possivelmente pela maior extracdo de material apolar ndo graxo. N&o
existem influéncias sobre as estimativas de concentracdo de extrato etéreo relativas a

utilizacdo de sacos filtrantes XT4® e papel de filtro qualitativo (80 g/m2).
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Tabela 1
Teores de extrato etéreo (mg/kg de matéria seca) em amostras de forragensem fezes
funcdo do método de extracdo e do recipiente utilizado para o acondicionamento das

amostras (Experimento 1)

Método de Extracéo

Recipiente? Randall AOCS
Forragens
PFQ 21,0+£3,9 36,2+3,9
XT4 20,8+3,9 33,1+3,9
Fezes
PFQ 26,414 .4 30,1+4,4
XT4 25,914 .4 33,4+4,4
Valor P

Método de Extracao (ME) <0,001

Recipiente (R) 0,942

Material (M) 0,793

ME x R 0,708

ME x M 0,003

RxM 0,162

ME X RxM 0,133

1 PFQ = papel de filtro qualitativo; XT4 = sacos filtrantes XT4.
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Tabela 2

Estudo do efeito de interacdo entre material e método de extracdo sobre os teores de

extrato etéreo (g/kg de matéria seca) (Experimento 1)

Material
Método Forragens Fezes Valor P2
Randall 20,943,7 26,2+4,2 0,352
AOCS 34,7+3,7 32,3+4,2 0,671
Valor Pt <0,001 0,001

1 Niveis descritivo de probabilidade para o erro tipo | associado a avaliagdo eegdifeuanto aos métodos
de extracdo dentro de cada material. 2 Niveis descritivo de probabilidade paratipoetrassociado a

avaliacdo de diferengas quanto aos materiais dentro de cada método de extragao.
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Tabela 3
Perdas de particulas de amostras de forragens e fezes em funcéo do recipiente utilizado

para o acondicionamento das amostras (Experimento 2)

Recipiente Perda de particulas (g) Valor P2
PFQ 0,0023+0,0047 0,621
XT4 0,0024+0,0047 0,613

1 PFQ = papel de filtro qualitativo; XT4 = sacos filtrantes XT4g:3H= 0.
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Tabela 4
Concentracéo de clorofila total (mg/kg) em amostras de forragens e fezes e nos residuos

das amostras apos extracéo por diferentes métodos (Experimento 3)

Material

Método? Forragens? Fezes
Controle 1554+123a 104+174
R+ PFQ 749+£129b 113+193
R + XT4 610+£123bc 61+175
A+ PFQ 466+123c 49+193
A+ XT4 402+129c 54+175
Valor P3 <0,001 0,997

1 Controle = amostra original, sem extracdo; R = extragdo pelo métdndell A = extracdo pelo método
AOCS; PFQ = papel de filtro qualitativo; XT4 = sacos filtrantes XT4. 2 Médias na colunidaegar letras
diferentes, sdo diferentes (P<0,05). 3 Niveis descritivo de probabilidade para tiperl associado a

avaliagéo de diferengas quanto a concentragéo de clorofila dentro de cada material.
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Tabela 5

Recuperacdo meédia (g/g) de proteina bruta e matéria mineral em funcdo do método de

extracao (Experimento 4)

[tem?
Método Proteina bruta Matéria mineral
AOCS 1,017+0,001 (0,256) 0,992+0,003 (0,762)
Randall 1,013+0,001 (0,369) 1,002+0,003 (0,936)
Valor P2 0,037 0,046

1 Os valores entre parénteses correspondem aos niveis descritivos de probabilaaalespartipo |
associados a g¢ip = 1. 2 Niveis descritivo de probabilidade para o erro tipo | associado a avalecéo

diferencas entre métodos de extragéo.
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Tabela 6
Comparacdo descritiva entre as concentracfes de extrato etéreo (g/kg MS) obtidas

utilizando-se diferentes métodos de extracdo e os valores disponiveis na base de dados

CQBAL
Método de extracao!
Forragem AOCS+XT4 RandalkPFQ Base CQBALz2
B. decumbens 6,6 16,5 18,3
Capim Marandu 9,8 14,1 18,2
Capim Piata 26,3 11,1 17,4
Capim Xaraés 16,2 17,8 23,8
Capim Tanzéania 32,6 19,4 17,0
Capim Massai 9,9 16,4 16,0
Capim Coloniéao 6,7 13,3 21,0
Capim Mombaca 9,2 10,5 12,1
Tifton 68 18,3 11,7 29,1
Tifton 85 32,6 16,7 20,0
Estilosantes Campo Granc 28,5 22,4 13,1
Estilosantes Mineirao 58,4 36,6 75,0
Guandu 61,1 51,8 35,3
Leucena 41,9 18,1 38,4
Gliricidia 50,8 25,0 53,6
Pueraria 45,1 19,1 19,6
Centrosema 57,5 26,2 21,8
Soja perene 65,8 21,3 36,5
Amendoim forrageiro 45,6 14,7 19,2
Calopog6nio 50,7 34,0 ---3

1 PFQ = papel de filtro qualitativo; XT4 = sacos filtrantes XT4. Valores ressaltados em meligaon maior
proximidade ao valor da base de dados CQBAhitp://cqbal.agropecuaria.ws/webcgbal/index.php;

acessado em 11 de dezembro de 2013. 3 Forragem néo disponivel na base de dados CQBAL.

56



