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RESUMO GERAL

A conservacgdo de forragem via ensilagem é um processo bem conhecido e, disseminado, no
mundo todo. Entretanto os métodos laboratoriais para avaliar silagens apresentam distin¢bes
entre 0s grupos de pesquisa. Nesse contexto, foram comparados procedimentos utilizados para
avaliar carboidratos sollveis em &gua (CSA) e, também, métodos para determinar nitrogénio
amoniacal (N-NHs) em silagens, com o objetivo de otimizar a rotina analitica em laboratérios
de conservacdo de forragens. As amostras utilizadas foram coletadas em diferentes silos,
constituindo quatro classes de silagens com diferentes perfis de fermentacdo: milho (n = 20),
amendoim forrageiro (n = 20), capim elefante (n = 20) e cana-de-acucar (n = 20). No primeiro
experimento, as silagens foram submetidas a avaliacdo dos CSA por meio dos seguintes
metodos: fenol &cido sulfurico (FAS), antrona e fenol com extracdo em agua (FEA). No
segundo experimento, elas foram submetidas a determinacdo de N-NHs, por meio dos
seguintes métodos: eletrodo ion seletivo de aménia (ISE), fenol-hipoclorito (FH), kit
comercial ureia 500 (marca: doles) e AOAC (Association of Official Analytical Chemists). Os
dados foram submetidos a anélise de variancia e as médias comparadas pelo teste t Student a
10% de probabilidade. Os métodos antrona e FAS apresentaram valores semelhantes (P >
0,10) de CSA em todas as amostras avaliadas. Contudo o metodo FAS mostrou-se mais
pratico e preciso (coeficiente de variagdo médio: CVM = 0,07%), o qual também apresentou
menor custo por amostra na determinacdo dos CSA das silagens avaliadas em relacdo ao
método da antrona (R$ 3,80 no FAS e R$ 5,16 na antrona). O método FEA superestimou (P <
0,10) os valores de CSA, nas amostras de silagem de amendoim forrageiro, capim elefante e
cana-de-acucar, mas ndo houve diferenca (P > 0,10) nos valores de CSA das silagens de
milho. Portanto, para esta classe de silagem, o método FEA pode ser utilizado em substitui¢do
ao FAS pois, no método FEA, a extracdo dos CSA é realizada apenas em agua, gerando
economia de reagente (menos R$ 0,47 por amostra em relagdo ao FAS, que utiliza extragdo
em etanol 80%). Quanto aos valores de N-NH3, o método utilizado como padréo foi 0 ensaio
de FH, pois se mostrou mais pratico, preciso (CVM = 1,58%) e econdmico (R$ 0,05 por
amostra). O método AOAC apresentou valores semelhantes (P > 0,10) ao FH, mas foi menos
pratico, de menor precisdo (CVM = 5,85%) e maior custo (R$ 2,46 por amostra). O método
ISE seria ainda mais pratico que o FH, entretanto superestimou (P < 0,10) os valores de N-
NH; das amostras e mostrou-se oneroso (R$ 2,27 por amostra). Sendo assim, no presente
estudo, verificou-se que os métodos mais indicados, para determinar CSA e N-NH; em
silagens de milho, amendoim forrageiro, capim elefante e cana de acUcar, seriam,
respectivamente: FAS e FH, visto que sdo métodos de maior precisao e eficacia, baixo custo e
de facil execucdo de protocolo, otimizando a rotina laboratorial na determinacdo dessas duas
variaveis de extrema importancia na avaliacdo da qualidade da fermentacao no silo.

Palavras-chave: Conservacdo de forragens. Fermentacéo. Procedimentos analiticos.



GENERAL ABSTRACT

The forage conservation by ensilage is a well-known process, widespread throughout the
world. However, laboratory methods for evaluating silages present differences between
research groups. In this context, procedures used to evaluate water soluble carbohydrates
(WSC) and methods to determine ammonia nitrogen (N-NHs3) were compared with the
objective of optimizing the analytical routine in forage conservation laboratories. The samples
used were collected from different silos, constituting four classes of silages with different
fermentation profiles: corn silage (n = 20), forage peanut silage (n = 20), elephant grass silage
(n = 20) and sugarcane silage (n = 20). In the first experiment, the samples were submitted to
WSC evaluation, using the following methods: phenol-sulfuric acid (PSA), anthrone and
phenol with water extraction (PWE). In the second experiment, the samples were submitted to
N-NH; determination, using the following methods: ammonia ion-selective electrode (ISE),
phenol-hypochlorite (PH), doles® commercial kit and AOAC (Association of Official
Analytical Chemists). The data were submitted to analysis of variance and the means were
compared by the Student t test at 10% of probability. The anthrone and PSA methods
presented similar values (P > 0.10) for WSC in all the samples evaluated. However, the PSA
method proved more practical and precise (mean coefficient of variation. MCV = 0.07%).
This method also presented the lowest cost per sample for the determination of WSC in the
evaluated silages, when compared to anthrone (R$ 3.80 in the FAS e R$ 5.16 in the anthrone).
The PWE method overestimated (P < 0.10) the WSC values in the samples of forage peanut,
elephant grass and sugarcane silages. However, there was no difference in the WSC values (P
> 0.10) of corn silages. Therefore, for this silages class, the PWE method can be used in
substitution for PSA, given that, for the PWE method, the extraction of WSC is done only in
water, generating reagent economy (R$ 0.47 less per sample in relation to PSA, which uses
80% ethanol extraction). Regarding the values for N-NHjs, the standard method was the PH
method, given its practicality, precision (MCV = 1.58%) and economy (R$ 0.05 per sample).
The AOAC method presented values similar (P > 0.10) to the PH method, but was less
practical, less precise (MCV = 5.85%) and with higher cost per sample (R$ 2.46). The ISE
method would be even more practical than PH, however, it overestimated (P < 0.10) the N-
NH3 values of the samples e proved to be expensive (R$ 2.27 per sample). Thus, in the
present study, it was verified that the methods most indicated to determine WSC and N-NH;3
in corn, forage peanut, elephant grass and sugarcane silage were respectively: PSA and PH
methods, given that they present greater precision and efficacy, low cost, and have easier
protocols execution, optimizing the laboratory routine for the determination of these two
variables of extreme importance in the evaluation silo fermentation quality.

Keywords: Analytical procedures. Fermentation. Forage conservation.
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CAPITULO 1 INTRODUCAO GERAL
1 INTRODUCAO

A producéo de silagem baseia-se na conservagao de forragens e/ou de gréos, mediante
0 uso da ensilagem. Esse processo ocorre a partir da fermentacdo latica espontanea, que se
instala em um ambiente anaerébio, denominado de silo, em que o0s principais agentes
fermentadores sdo as bactérias laticas (BAL) que metabolizam os agUcares, prevalecendo a
producdo de acido latico (MCDONALD; HENDERSON; HERON, 1991). Em suma, 0s
principais fatores responsaveis pela preservacdo da massa sao a manutencdo da anaerobiose e
a queda do pH (DRIEHUIS; ELFERINK; VAN WIKSELAAR, 1999; PAHLOW et al.,
2003).

As silagens tém sido produzidas por seculos, mas apenas recentemente técnicas tém
sido desenvolvidas para avaliar os efeitos da ensilagem sobre a qualidade da cultura e,
consequentemente, sobre o desempenho animal (CHERNEY; CHERNEY, 2003). Segundo
esses mesmos autores, o desenvolvimento de técnicas, para avaliar a qualidade da silagem
estd envolvido com diversos processos, incluindo: i) o desenvolvimento de melhores
equipamentos para colheita e processamento, ii) o desenvolvimento de métodos e estruturas
de estocagem, e iii) a constante mudanca na dieta dos animais de criacdo para melhorar o
potencial de producdo.

Sendo assim, andlises acuradas do processo de fermentacdo no silo e qualidade da
silagem sdo essenciais para otimizar o uso de forragens ensiladas na alimentacéo animal, pois
0 conjunto de nutrientes existentes em cada cultura ou alimento interagem de forma
particular, durante a ensilagem, resultando em uma qualidade de silagem diferente daquela
apresentada pela forrageira fresca, antes de ser ensilada (CHERNEY; CHERNEY, 2003;
MCDONALD; HENDERSON; HERON, 1991).

Nesse contexto, alguns parametros destacam-se como principais na determinacdo da
qualidade da fermentacdo, dentre eles, os teores de carboidratos sollveis. Esses compostos
serdo metabolizados pelas bactérias laticas, gerando producdo de &cido latico, responsavel
pela rapida queda do pH da massa ensilada e conservacdo da forragem. Portanto a
concentracdo de carboidratos soliveis em &gua (CSA), o0s quais correspondem,
principalmente, aos monossacarideos glicose e frutose e ao oligossacarideo sacarose, em
plantas de clima tropical, é de fundamental importancia para que o processo fermentativo em
silagens se desenvolva de forma eficiente (BUXTON; O’KIELY, 2003; ROOKE;
HATFIELD, 2003).
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Além disso, os CSA também tém relevancia durante a etapa de desabastecimento do
silo e fornecimento da silagem aos animais, pois a sua concentra¢do pode determinar o quanto
0s microrganismos deterioradores, tais como leveduras e fungos filamentosos séo capazes de
se desenvolver na massa na presenga de oxigénio (PAHLOW et al., 2003).

Diferentes métodos para a andlise de CSA tém sido propostos (CHERNEY;
CHERNEY, 2003) e a quantificacdo por colorimetria € o mais utilizado. As técnicas mais
conhecidas sdo 0 método da antrona (DERIAZ, 1961) e o método em que se utiliza o fenol
(DUBOIS et al., 1956). Por outro lado, os métodos cromatograficos oferecem alta
especificidade e sensibilidade a determinacdo de carboidratos de baixo peso molecular e sdo
livres da interferéncia negativa de reagentes, entretanto apresentam custo mais elevado
(BACH KNUDSEN, 1997; HALL, 2003, 2007).

Outra variavel importante que serve de medida da qualidade fermentativa em silagens
€ a concentracdo de nitrogénio amoniacal em razéo do nitrogénio total (N-NHs3) (CHERNEY;
CHERNEY, 2003). A presenca de amonia se torna um indicativo da atuacdo de bactérias do
género Clostridium, principalmente, aquelas com atividade proteolitica, uma vez que esse
composto é produzido em pequenas quantidades por outros géneros que estejam presentes na
massa (BAL; Enterobactérias) (PAHLOW et al., 2003).

As bactérias do género Clostridium sdo consideradas indesejaveis, pois competem
com as BAL por substrato e causam perdas fisicas e nutricionais. E por isso que,
tradicionalmente, a determinacdo do nitrogénio amoniacal torna-se um importante parametro
indireto que indica a presenca desses microrganismos, apresentando-se como uma analise de
grande relevancia para aqueles que estudam forragens conservadas.

Dentre os métodos utilizados para determinar N-NH3; em silagens, destacam-se: a) 0s
métodos colorimétricos, tais como fenol-hipoclorito (FH) (WEATHERBURN, 1967); b)
métodos enzimaticos (geralmente utilizados na forma de kit comercial, tais como Kit ureia
500 doles®); c) método da destilacdo seguida de titulacdo (ASSOCIATION OF OFFICIAL
AGRICULTURAL CHEMISTS - AOAC, 1980); e d) método potenciométrico ISE (eletrodo
fon seletivo) para amdnia (CANALE; CIOTTI; VALENTE, 1983).

Com base no exposto, a comunidade cientifica tem se empenhado em caracterizar
silagens a partir de diferentes procedimentos analiticos, porém ndo existe um consenso entre
0S grupos de pesquisa sobre quais métodos sdo mais praticos, precisos e de menor custo,
especialmente, na determinacdo de carboidratos soliveis em agua e amdnia em silagens,

importantes parametros utilizados na avaliacdo da qualidade da silagem.
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Sendo assim, no presente estudo, métodos laboratoriais para determinacdo de CSA e
N-NH; foram avaliados com o objetivo de otimizar a rotina laboratorial na analise desses dois
importantes parametros indicadores da qualidade de silagens. Para isso, foram utilizadas
amostras de silagens com diferentes padrbes de fermentagdo: milho, amendoim forrageiro,
capim elefante e cana-de-agucar, permitindo aumentar o intervalo de trabalho dos métodos
empregados. Segundo Currie (1999), esse intervalo corresponde a faixa de maior ao menor

nivel que o analito possa ser detectado de forma precisa e acurada.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Ensilagem e perfil de fermentacgéo de diferentes espécies forrageiras

Ensilagem é uma forma de conservacdo de forragem que vem sendo utilizada ha
séculos (YANG et al., 2006). Entretanto, apesar de ser um processo antigo, o interesse pela
técnica de conservacdo difundiu-se pela Europa apenas no século XIX, o que estimulou os
pesquisadores a realizarem estudos mais aprofundados, ainda naquele periodo
(MCDONALD; HENDERSON; HERON, 1991).

E uma técnica que vai desde o corte da forragem, picagem, compactacio e correta
alocacdo da cultura no interior de uma estrutura denominada silo, na qual a vedacéo ira
proporcionar a combinagdo entre um ambiente anaerébio e um pH acido, fundamental para
evitar atividade microbiana indesejavel, conservando a massa e obtendo o produto final,
denominado de silagem (PAHLOW et al., 2003).

A combinacdo do ambiente anaerébio com a acidez protege a forragem da proliferacao
de bactérias deterioradoras e fungos, em virtude da producéo de acido latico (FILYA, 2003;
YANG et al.,, 2001). Em um processo natural, as bactérias do &cido latico fermentam os
carboidratos soluveis em agua (CSA) presentes na cultura, principalmente, a acido latico, que
reduz o pH por volta de 4 e acompanhando a fermentacdo dos CSA; outras atividades
bioguimicas acontecem pelas enzimas das plantas e dos microrganismos (OHSHIMA;
MCDONALD, 1978). Segundo esses mesmos autores, imediatamente apds o corte, as
enzimas das plantas ainda estdo ativas e juntamente com o crescimento microbiano aerobio,
continuam até que se desenvolva um ambiente anaerébio no silo e 0 pH da massa ensilada
reduza, tornando-se acido.

Merry, Lowes e Winters (1997) descrevem o processo de ensilagem como sendo
composto por quatro fases: 1) a primeira € denominada de fase aerdbica e, em geral, tem
duracdo de poucas horas. Quanto maior o teor de oxigénio residual, no interior do silo, maior
sera a respiracdo celular, aumentando, assim, o tempo em que as bactérias aerdbias estardo
presentes no ambiente. Uma vez que o silo estard vedado, ocorre restricdo a entrada de
oxigénio e, em paralelo, o0 processo de respiracdo aerdbia das plantas juntamente com o da
microbiota epifita aerObia, que serdo responsaveis por consumir 0 oxigénio presente; 2)
conforme o oxigénio vai se tornando escasso, ou seja, quando ha o esgotamento da maior
parte do oxigénio presente, inicia-se a fase de fermentacéo, pois 0 ambiente encontra-se com
concentracdo reduzida de oxigénio, cessando a respiracdo pela planta, inibindo o crescimento

dos microrganismos aerdbios e criando condicGes favoraveis para as bactérias laticas epifitas,
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ou adicionadas como inoculante, produzirem &cido latico. Durante essa fase anaerdbica da
ensilagem, as bactérias do acido latico (BAL) baixam o pH pela conversdo de carboidratos em
acidos organicos, principalmente, &cido latico (MCDONALD; HENDERSON; HERON,
1991). Segundo Hammes e Hertel (2003), ocorre uma sucessdo de géneros das BAL na
fermentacdo da silagem: no estagio inicial, as bactérias pertencentes ao género Streptococcus
dominam o processo, sendo substituidas por Leuconoctoc, depois por Lactobacillus e
Pediococccus, que sdo mais resistentes as condi¢des acidas; 3) na fase de estabilidade, caso
ndo ocorra a entrada de oxigénio no silo, o material ensilado ndo sofrera mudancas
significativas. Os baixos valores de pH fazem com que a atividade das bactérias anaerdbias
sejam reduzidas, entretanto alguns microrganismos acido tolerantes podem sobreviver a esta
fase em estado de inatividade ou na forma de esporos (tais como fungos filamentosos, e
bactérias dos géneros Bacillus e Clostridium) (ELFERINK; KROONEMAN; GOTTSCHAL,
2001); 4) a fase de deterioracdo aerobia, ou fase de alimentagéo, inicia-se logo que o silo €
aberto e o material ensilado fica exposto ao ar. A deterioracdo do material comega com a
degradacdo dos acidos organicos por leveduras e, ocasionalmente, por bactérias acéticas. A
silagem, quando exposta ao ar atmosférico, pode sofrer aumento de temperatura e de pH,
podendo, ainda, ocorrer perdas de carboidratos e dos produtos finais da fermentacdo, o que
contribui para reduzir a qualidade da silagem e sua digestibilidade pelo animal
(WOOLFORD, 1990). O ultimo estagio desta fase inclui a atividade de outros
microrganismos aerdébios deterioradores, como fungos filamentosos e enterobactérias
(ELFERINK; KROONEMAN; GOTTSCHAL, 2001).

Assim, de acordo com o exposto, 0 processo de fermentacdo no silo envolve inlmeros
processos bioquimicos, que podem afetar a qualidade do produto final, pois, durante a
ensilagem, pode ocorrer reducdo do valor nutritivo pela respiracdo, fermentacdo aerdbia,
processos de decomposicao ou perdas por efluentes (VAN SOEST, 1994). Dessa forma, para
gue se possa intervir no processo, fornecendo condicGes para uma boa fermentacéo, é preciso
que se conheca o perfil de fermentag&o da cultura a ser ensilada (AVILA et al., 2003).

O milho apresenta-se como uma das melhores opc¢des para 0 processo de ensilagem,
visto que possui elevado teor de carboidratos sollveis para fermentacédo, elevada producédo de
matéria seca por unidade de area, pequena capacidade tamponante e elevado valor nutritivo
(ALLEN; COORS; ROTH, 2003; FERRARI JUNIOR et al., 2005, MCDONALD;
HENDERSON; HERON, 1991).

No entanto, para se obter uma silagem de milho de boa qualidade, é necessario seguir

adequadamente os procedimentos técnicos e 0s principios ja estabelecidos pelas pesquisas
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cientificas. E, dentre estes varios principios, o teor de matéria seca ideal no momento da
colheita faz toda a diferenga na qualidade da silagem, sendo o ponto ideal de colheita da
cultura de milho para a ensilagem um teor de matéria seca da planta toda entre 30 e 35%, ou
seja, de cada 100 g da forragem 65 a 70 g € 4gua e 30 a 35 g é matéria seca (NUSSIO;
CAMPQS; DIAS, 2001). Entretanto, segundo Oliveira (2011), o valor nutritivo da silagem de
milho, também, esta relacionado com algumas caracteristicas como a porcentagem de gréos
presente na massa total colhida (caracteristica relacionada com o valor nutricional do hibrido),
0 tipo de endosperma presente no gréo e a qualidade da fibra.

Oliveira (2001) destaca que silagens de milho sdo consideradas de boa qualidade,
quando possuem valores entre 6 e 8% de &cido latico na MS, enquanto McDonald (1981)
considera necessaria uma concentracao superior a 3% na matéria seca. Com relagdo ao acido
butirico, ele deve estar sempre em pequena quantidade, porque sua presenca revela intensa
degradacdo de proteinas e sua concentracdo estd relacionada a fermentacdo indesejavel,
produto, principalmente, do trabalho de bactérias do género Clostridium (MCDONALD;
HENDERSON; HERON, 1991). Segundo Silveira (1975), a concentracdo desse acido na MS
da silagem deve ser inferior a 0,2%. Ferreira (2001) preconiza, para silagens de milho e sorgo,
concentracdo inferior a 0,1% na MS.

Com relacdo as leguminosas, elas geralmente apresentam maior concentracdo de
proteina bruta, baixa concentracdo de carboidratos soluveis e alta capacidade tampao, que faz
com que essas forrageiras sejam mais susceptiveis a protedlise no silo (CONTRERAS-
GOVEA; ALBRECHT; MUCK, 2006). Segundo Paulino et al. (2009), o amendoim
forrageiro (Arachis pintoi) destaca-se dentre as leguminosas, pois apresenta uma boa
producdo de massa seca, um alto valor nutricional, persisténcia, habilidade para estabelecer e
introduzir nitrogénio dentro do sistema planta-solo, excelente cobertura de solo, adaptacao
para solos com baixo pH e fertilidade média e a possibilidade de ser consorciado com varios
capins em um sistema de integracdo em pastagens.

Além disso, o amendoim forrageiro pode ser usado para producdo de silagem com
resultados nutricionais satisfatérios, tais como o alto conteudo de proteina (21,60 % PB) e
baixo conteudo de fibra (45,09% de FDN e 39,00% de FDA), contribuindo, geralmente, como
aditivo para silagens com menor proteina bruta (PAULINO et al., 2009). Entretanto esses
autores, também, destacam que relatos de leguminosas tropicais para o processo de ensilagem
sd0 escassos na literatura e eles evidenciam o alto teor de proteina bruta, o baixo contetdo de
carboidratos solUveis e a alta capacidade tampdo, como restritivos a obtencdo de silagens com

boas caracteristicas fermentativas e nutricionais. Sendo assim, de acordo com Evangelista,
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Resende e Maciel (2003), ao ensilar leguminosas, ndo se podem esperar silagens com
caracteristicas fermentativas semelhantes as silagens de milho.

A silagem de capim vem surgindo como uma alternativa as culturas tradicionais,
apresentando como principal vantagem as caracteristicas de uma cultura perene, possibilidade
de manutencgéo de elevadas taxas de lotacdo na propriedade e permitir grande flexibilidade em
termos de manejo na tomada de decisdes (WILKINS; SYRJALA-QVIST; BOLSEN, 1999).
Todavia a conservacdo de gramineas tropicais apresenta limitagdes como: maior concentracao
de componentes de parede celular e, consequentemente, menores teores de carboidratos
fermentesciveis quando comparada as de clima temperado (MCDONALD; HENDERSON;
HERON, 1991).

Nas gramineas, os teores de carboidratos solGveis sdo influenciados pela espécie,
cultivar, niveis de fertilizacéo e estadio de crescimento, e plantas com maior idade fisiologica
apresentam aumento na proporcdo de haste e, com isso, reducdo no teor de carboidratos
soldveis (AVILA et al., 2003).

Segundo Woolford (1984), os teores minimos de carboidratos solGveis indicados para
uma boa fermentacdo devem estar na faixa de 8 a 10% na mateéria seca. Bergamaschine et al.
(1998) observaram uma concentracdo de 3,07% de CSA, em silagens de capim-tanzania
colhido aos 60 dias, entretanto, apesar de estar abaixo do recomendado, 0s autores afirmam
que a silagem apresentava-se bem conservada.

Quanto ao teor de proteina bruta, Paulino et al. (2009) destacam que silagens de
capins, em meédia, apresentam baixo teor proteico, entre 4,0 % a 7,0 %.

Segundo Rigueira et al. (2013), silagens de capim dos géneros Panicum e Brachiaria
decumbens tém constituido as duas principais forrageiras utilizadas em confimentos no Brasil.
Contudo ainda existem poucos estudos com silagens de capim, principalmente, no que diz
respeito ao manejo de corte, pois, quando ensilados com um maior teor de matéria seca,
reduz-se o risco de fermentacGes indesejaveis no silo, como, por exemplo, a clostridial, porém
a silagem sera de baixo valor nutritivo (MCDONALD; HENDERSON; HERON, 1991).

Em contrapartida, se o capim for ensilado com baixo teor de matéria seca, isto €, alto
teor de umidade, acaba gerando um ambiente propicio para o desenvolvimento dos clostridios
que, dentre outras atividades, irdo exercer proteolise, produzindo principalmente aménia,
dentre outros compostos nitrogenados, que geram perda de matéria seca e diminuem a
qualidade da forragem conservada (WOOLFORD, 1984).

Por isso, vem sendo estudado o uso de aditivos ou de ingredientes, para reduzir a

umidade no capim ensilado, proporcionando aumentar a matéria seca e utilizar capins com um
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melhor valor nutritivo para producdo de silagens. Schmidt, Souza e Bach (2014) afirmam que
0 uso de aditivos sequestrantes de umidade possibilita a ensilagem de plantas forrageiras
cortadas com baixo teor de matéria seca, permitindo maior controle sobre as fermentacfes
indesejaveis, que ocorrem em ambiente com alta umidade.

A cana-de-agUcar também tem destaque, pois € uma das principais forrageiras usadas
na alimentacdo animal em regides tropicais e subtropicais, e um dos fatores que proporciona
utiliza-la na forma de silagem é o fato de essa cultura ser rica em carboidratos, favorecendo a
fermentacdo natural no silo (CARVALHO et al., 2014). Essa caracteristica, no entanto,
também apresenta-se como umas das principais dificuldades durante a conservacdo da
forragem, pois pode gerar alta perda de matéria seca (KUNG JUNIOR; STANLEY, 1982)
causada, primeiramente, por leveduras (PEDROSO et al., 2005).

A atividade metabdlica das bactérias do acido latico inicia um papel fundamental,
durante a fermentacdo da silagem e é responsavel, principalmente, pela qualidade geral da
silagem (AVILA et al., 2009; DUNIERE et al., 2013). Mas, em silagens de cana, a queda na
concentracdo de carboidratos durante a ensilagem, ocorre rapidamente e aumenta a presenca
de etanol, composto indesejavel nas silagens, pois indica o crescimento de leveduras e perdas
de matéria seca (CARVALHO et al., 2014).

Embora as bactérias heterofermentativas também produzam etanol, as principais
responsaveis pela presenca desse composto na silagem de cana séo as leveduras (PEDROSO
et al., 2005), que, em seu processo metabdlico, levam a perdas de, aproximadamente, 49% do
substrato e contribuem para a deterioracdo aerébia das silagens (MCDONALD;
HENDERSON; HERON, 1991).

A cana-de-acucar pode liberar até 90% de carboidratos solliveis em agua, apresentam
aumento de 44% de fibra em detergente acido (FDA) e alcangam 15% de etanol na matéria
seca durante a ensilagem (ALLI; BAKER; GARCIA, 1982; KUNG JUNIOR; STANLEY,
1982).

2.2 Avaliacdo da fermentacao em silagens

O potencial de uma espécie forrageira para ensilagem é dependente do teor de
umidade, teor de carboidratos sollUveis e capacidade tampdo no momento do corte
(MCCULLOUGH, 1977; MCDONALD; HENDERSON; HERON, 1991). Espécies e
maturidade da cultura, assim como a presenca de grdos, afetam a qualidade da silagem
(CHERNEY; CHERNEY, 2003). O processo de fermentacdo é complexo e altera a

quantidade de energia e proteina na cultura ensilada, geralmente reduzindo a quantidade e
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qualidade deste alimento (PITT, 1990). Por isso, € muito importante a analise acurada da
fermentacdo e da qualidade da silagem para otimizar o uso de forragens conservadas por esse
metodo.

De acordo com Rigueira (2007), o termo qualidade da silagem geralmente ndo é usado
para designar o seu valor nutritivo, mas, sim, a extensdo pela qual o processo fermentativo no
silo se desenvolveu. Portanto, falando mais especificamente sobre qualidade da fermentagéo
no silo, trés variaveis sao as mais utilizadas para este fim, que sdo: pH, carboidratos sollveis
em agua (CSA) e nitrogénio amoniacal em funcdo do nitrogénio total (N-NH3/NT) (SANTOS
et al., 2010). Esses autores destacam, ainda, que os valores de pH estdo relacionados as
concentracdes de carboidratos sollveis na forragem a ser ensilada, as quais contribuem, para a
producdo de &cidos organicos, principalmente acido lactico, que sdo importantes para
obtencdo de uma boa silagem.

Segundo Tomich et al. (2003), a acidez atua diminuindo a atividade proteolitica
ocasionada por enzimas da prépria planta e, ainda, controlando ou inibindo o
desenvolvimento de microrganismos indesejaveis e também da prépria atividade das bacterias
produtoras de acido lactico. Além disso, a presenca de nitrogénio amoniacal é uma
caracteristica importante na avaliacdo da silagem, pois contribui para a elevacdo do pH,
sendo, por isso, indicativo de fermentacdo indesejavel, visto que é uma medida indireta da
atividade de clostrideos proteoliticos na massa ensilada (MCDONALD; HENDERSON;
HERON, 1991).

Em uma revisdo sobre avangos metodoldgicos, na avalicdo da qualidade das forragens
conservadas, Jobim et al. (2007) destacam que h&d uma constante busca no desenvolvimento
de métodos, especialmente nas pesquisas realizadas por pesquisadores brasileiros, ficando
evidente o crescimento no uso de novos protocolos analiticos na avaliacdo de silagens,
visando avaliar variaveis que eram consideradas de pouca relevancia. Afirmam, também, que
0s recursos metodologicos disponiveis atualmente permitem ndo somente quantificar, mas
também qualificar perdas ocorridas no processo de conservagdo, exposicao aerobia e oferta
dos volumosos aos animais.

Sendo assim, na sequéncia, serdo apresentados méetodos comumente utilizados para

determinar CSA e N-NH; em silagens.
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2.3 Métodos para determinar carboidratos soltveis em dgua em forragens

Nas forrageiras, os carboidratos constituem cerca de 60 a 80% da matéria seca, sendo
a principal fonte de energia para os seres vivos compreendidos nos primeiros niveis troficos
(FERNANDES et al., 2003). De acordo com Van Soest (1994), os carboidratos solUveis em
agua existentes nas forragens representam a parte mais rapidamente digestivel dos
carboidratos de armazenamento ou ndo estruturais das plantas, e os dois termos ndo sé&o
sinbnimos, porque armazenamento inclui amidos que sdo geralmente sollveis em agua fria e
ndo podem ser removidos inteiramente com &gua quente; ja o termo carboidrato solvel em
agua, geralmente, relaciona-se com compostos soliveis em &agua fria ou em conteddos
gastrointestinais e incluem monossacarideos, dissacarideos, oligossacarideos e alguns
polissacarideos.

Van Soest (1994), também, afirma que a sacarose, principal aglcar da seiva vegetal,
serve como veiculo primario para o transporte de energia e, em algumas plantas, ocorre a
conversao de sacarose em formas poliméricas de armazenamento. As gramineas temperadas
armazenam frutanas nas folhas e caules e amido nas sementes. Em contraste, as gramineas
tropicais e a maior parte das plantas de folhas largas armazenam apenas amido.

Embora ndo correspondam estritamente as mesmas fracdes quimicas, em diversas
publicacbes cientificas, as unidades para designar a fracdo de carboidratos solUveis das
forragens sdo, ainda, consideradas como sindnimos sem clara distingdo, havendo
confundimento entre carboidratos sollveis em agua (CSA) e carboidratos ndo estruturais
(CNE) (HALL, 2000).

Nas plantas forrageiras, a soma dos agUcares simples e a frutose representam a fracéo
CSA, por outro lado, o amido é considerado como um polimero insoltvel sendo o principal
carboidrato de reserva das leguminosas temperadas. Estas duas fracdes (CSA e amido) sdo
classificadas como carboidratos ndo estruturais (CNE) e encontram-se associadas ao contetido
celular (DE VISSER, 1993; CHESSON; MONRO, 1982).

Segundo Hall (2003), os CNE sdo aqueles carboidratos que podem ser digeridos pelas
enzimas dos mamiferos e incluem &cidos organicos, agucares e amido. A fracdo dos
carboidratos ndo fibrosos (CNF), contudo é uma fracdo muito heterogénea e inclui qualquer
carboidrato soltvel em detergente neutro, entre eles: 1) carboidratos associados ao contetido
celular: acucares, amido; 2) fibra soldvel em detergente neutro (FSDN): substancias pécticas,

fructosanas e beta glucanas além de acidos organicos e compostos associados (FIGURA 1).
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Figura 1 - Classificacdo dos carboidratos das plantas.
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Fonte: Adaptado de Hall (2003).

Com excecdo da cana-de-agUcar, as silagens provenientes de forragens de ciclo
fotossintético C4, tais como o sorgo e milho, em geral, apresentam baixos teores de CSA
quando comparadas com as forragens de clima temperado (ADESOGAN, 2009). De acordo
com McCullough (1977), existe relacdo inversa entre o teor de agucares soluveis e o conteido
de matéria seca da forragem. Assim, plantas colhidas com teores de CSA acima de 80 g kg™ e
umidade préxima de 700 g kg™ séo ideais, para garantir uma adequada fermentac&o durante a
ensilagem. Essa relacdo descrita por McCullough (1977) pode ser relevante no processo
fermentativo em silagens de cana-de-acUcar pelo alto teor de agucares da forragem fresca em
relacdo a matéria seca original, favorecendo a presenca de leveduras que contribuem as perdas
de matéria seca (MS) e nutrientes durante a abertura do silo (SCHMIDT, 2009).

Conforme destacado anteriormente, o perfil de carboidratos pode diferir,
consideravelmente, dependendo da cultura ensilada, o que sugere métodos especificos de
preparo e extracdo da fracdo sollivel de acordo com as caracteristicas das amostras. Além
disso, os sistemas enzimaticos das plantas, logo apds o corte e 0s microrganismos presentes
na forragem, podem rapidamente modificar a concentracdo de carboidratos solUveis das
amostras e, consequentemente, alterar os valores destes carboidratos em amostras de
alimentos destinados para animais. Nesse contexto, a escolha dos diferentes métodos, para

analise das fracBes de carboidratos sollveis, deve ser definida depois de respondidas as
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seguintes perguntas: 1) qual a natureza da molécula ou fracdo quimica a quantificar? 2) o
ensaio fornece uma medida acurada? 3) qual o propdsito do ensaio? (Exemplo: fermentacdo
da silagem); 4) sdo aceitaveis as medidas de variabilidade e acuracia obtidas com base no
meétodo escolhido? 5) o ensaio é robusto? (HALL, 2007).

Agua destilada, tampdes e solugdes alcodlicas tém sido utilizados para a extracdo de
carboidratos solveis (CS) em amostras de forragens. Segundo o Sistema de Carboidratos
Solaveis em Detergente Neutro (SCSDN), proposto na Universidade da Florida (HALL,
2003), os procedimentos comuns na preparacdo de amostras para a extracdo de carboidratos
de baixo peso molecular em extrato alcodlico, sdo: 1) secagem (determinacdo de matéria
seca), 2) moagem, 3) extracdo com etanol 80%. Assim, 0s acucares sdo medidos diretamente
no extrato alcodlico e o amido no residuo insoluvel e tanto os acidos orgéanicos e a fragdo de
polissacarideos ndo amido sdo quantificados por diferenca gravimetrica. Nesse sentido, a
determinac&o de carboidratos soliveis em extrato alcodlico (CSOH), determinado no SCSDN,
implica que as amostras frescas precisam estar secas. Porém, durante a secagem, somente é
desejavel que aconteca a desidratacdo com o intuito de minimizar 0s outros processos que
naturalmente contribuem a perda de qualidade da amostra (DEINUM; MAASSEN, 1994).

E importante, também, destacar que a solubilidade da proteina e outras interferéncias,
presentes na fracdo soluvel das plantas, podem superestimar o teor de carboidratos soluveis,
dai a importancia da extracdo por meio do uso de solucées alcoolicas, as quais podem reduzir
essas interferéncias (WISEMAN; MALLACK; JACOBSON, 1960), pois 0s mono e
dissacarideos sdo separados por sua solubilidade em alcool 80% (ASP, 1993).

De acordo com Hall (2000), alguns fatores podem influenciar na quantificacdo dos
acucares e contribuir nas variaces destas medidas, como, por exemplo: 1) o fator de diluicdo
da amostra; 2) o numero de repeticdes; 3) as concentracBes consideradas na construcdo da
curva padrdo; 4) a forma de aplicacdo dos reagentes; 5) as absorbancias dos diferentes
acucares.

Os principais métodos utilizados para analise de Carboidratos Soluveis (CS) sao:

a) 0s que se baseiam em colorimetria (reacGes coloridas), a partir de técnicas de
condensacdo de produtos de degradacdo de acUcares em &cidos fortes com compostos
organicos: Método do Fenol-sulfurico (DUBOIS et al.,, 1956) e Método da Antrona
(DERIAZ, 1961);

b) os que se baseiam nas propriedades redutoras do grupo carbonila: Método dos
Acucares Redutores (LEVER, 1973; SHAFER; SOMOGY], 1933; WEINBACH; CALVIN,
1935).
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c) Métodos Cromatogréaficos (Cromatografia em Papel, Cromatografia Gasosa e
Cromatografia Liquida).

Os métodos cromatograficos permitem que os carboidratos sejam separados e
determinados individualmente. Essa separacdo pode basear-se em coeficiente de partigéo,
polaridade e/ou tamanho (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006). Atualmente, dentre as
técnicas cromatograficas para determinacdo de carboidratos, vem sendo muito utilizada a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE; ou do inglés HPLC).

Embora apresente custo mais elevado, os métodos cromatograficos apresentam
inimeras vantagens, quando comparados com o0s demais métodos de determinagdo de
carboidratos sollveis, tais como a alta especificidade e sensibilidade na mensuracdo de
carboidratos de baixo peso molecular e a ndo interferéncia negativa de reagentes (BACH
KNUDSEN, 1997; HALL, 2003, 2007).

A cromatografia é aplicada na determinagdo de mono e oligossacarideos de alimentos
destinados aos humanos e aos animais e permite ndo apenas quantificar os carboidratos totais,
mas também separar, identificar e quantifica-los individualmente. Contudo, para forragens,
ainda existem poucos trabalhos publicados, com destaque para Hall (2014). Nesse estudo, a
autora objetivou determinar qual das duas analises de determinacdo empirica comumente
utilizadas seriam mais apropriadas para deteccdo de CSA, baseado na equivaléncia dos
resultados de cromatografia liquida de alta performance idnica com deteccdo em pulso
amperométrico (HPIC) mais analise de amido solivel de extrato aquoso. As analises
empiricas usadas foram: um ensaio de acucar redutor (RSA) que usou como reagente base
hidrazida &cida p-hidroxibenzoica com padrdes 50:50 glicose:frutose e um ensaio de fenol-
acido sulfurico (PSA) com padrdes de sacarose. A autora verificou que este Gltimo foi o
método que mais se aproximou dos valores encontrados em HPIC.

Na sequéncia, sdo apresentados os métodos utilizados neste estudo, para estimar e/ou
determinar carboidratos soliveis em alimentos para animais.

A quantificacdo por colorimetria tem sido reconhecida como valida em estudos de
qualidade das forragens e dos grdos durante muitos anos, sem ser modificada,
consideravelmente, desde a década de cinquenta. As técnicas mais conhecidas sdo 0 método
da antrona (DERIAZ, 1961) e o método em que se utiliza o fenol (DUBOIS et al., 1956).

Vaérias reacdes, no entanto, que produzem cor, sao seletivas para determinados tipos de
carboidratos, podendo as técnicas apresentarem variabilidade na acurdcia quanto a
especificidade na medicdo do acUcar padrdo utilizado nas leituras, especialmente, na analise

de solugdes mistas de aclcares (FOURNIER, 2001). A quantidade de aglUcar presente na
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aliquota é determinada mediante comparacdo das leituras de absorbancia das amostras de
interesse em relagdo a uma curva de calibracdo estabelecida no espectrofotometro e
construida a partir de concentrages conhecidas do agUcar padréo.

2.3.1 Método da Antrona (DERIAZ, 1961)

A técnica descrita por Deriaz (1961) determina os carboidratos sollveis em agua, por
meio da espectrofotometria, realizada apds a formacdo de um complexo azul esverdeado,
gerado pelo aquecimento desses compostos em solucdo de antrona fortemente acida. A reacdo
de antrona se baseia na acdo hidrolitica e desidratante do &cido sulfarico concentrado sobre 0s
carboidratos. Quando a reacdo € levada a efeito com carboidratos com ligacdes glicosidicas,
estas sao hidrolisadas e os agucares simples desidratados para furfural ou hidroximetilfurfural.
Estas substancias se condensam com a antrona (9,10-dihidro-9-oxoantraceno), dando um
produto de coloracdo azul esverdeada, que é quantificado colorimetricamente a 620 - 630 nm.
(VILLELA; BACILA; TASTALDI, 1973). Em suma, baseia-se na extragdo dos carboidratos
soluveis e na determinagdo colorimetrica, comparando-a com uma curva obtida a partir do
acucar padrao utilizado.

Segundo Silva e Queiroz (2002), utilizando esse processo 0s carboidratos totais serdo
subestimados, uma vez que as ligacdes a-1,6 ndo sdo hidrolisadas durante a digestédo, portanto
0 método, talvez, seja 0 mais adequado para gramineas de clima temperado, em que as
reservas sao, principalmente, frutosanas e menos para as de clima tropical, em que as reservas
estdo mais na forma de amido. Esses autores também destacam a funcdo dos reagentes
utilizados nesse metodo: na solucdo da antrona, o acido sulfurico concentrado tem a funcao de
desidratar a glicose, formando hidroximetil-furfural, uma vez que a antrona s6 tem condic6es
de se complexar com esta forma, para que haja desenvolvimento de cor. A tioureia, também
presente na solucéo de antrona, catalisa essa reacdo, permitindo que o composto fendlico seja
complexado com hidroximetil-furfural, tornando-o de coloracdo verde, para posterior leitura

colorimétrica.
2.3.2 Método do Fenol &cido sulfurico (DUBOIS et al., 1956)

O método do fenol-sulfurico, proposto por Dubois et al. (1956), baseia-se na
carbonizacdo dos acUcares pelo &cido sulfurico e posterior complexacdo dos produtos pelo
fenol, formando compostos coloridos e bastante estaveis. A quantidade de agUcares que
estardo presentes na amostra sera responsavel pela coloracéo final da solucdo, quanto maior a
massa destes compostos, tanto mais intensa sera a coloracio obtida na solugéo final. E, por

isso, um método usado para a determinacdo dos carboidratos totais.
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Essa tecnica dispensa hidrolise da amostra, uma vez que utiliza &cido sulfurico
concentrado; o limite de detecgdo é de 50 mg e, para obter a quantidade padrao, pode-se diluir
1:200 uma solucdo de glicose a 1g/100 mL armazenada a frio (MALDONADE;
CARVALHO; FERREIRA, 2013). O sistema de reagdo compreende 1 ml de amostra ou de
padrdo e 1 ml de fenol, ao qual se adicionam, rapidamente, 5 ml de &cido sulfurico
concentrado. Como a reacdo é exotérmica, resfriar a temperatura ambiente, antes de fazer a
leitura da absorbancia a 490 nm (DUBOIS et al., 1956).

Nas reacdes de condensacdo de carboidratos, compostos fendlicos e acidos fortes sdo
utilizados na mensuracdo de carboidratos (HALL, 2003). Fenol reage com a maioria dos
carboidratos, embora cada um forneca uma curva padrdo diferente, e hexoses tem um
comprimento de onda de absorbancia méaxima diferente do que pentoses ou &cidos urdnicos
(DUBOIS et al., 1956).

E importante destacar, também, que outras classes de carboidratos, como alguns
polissacarideos, podem ser determinadas, 0 que acaba se tornando uma desvantagem, pois

este método pode superestimar a real concentracdo de CSA da amostra (HALL, 2007).
2.3.3 Método do Fenol com extracdo em agua (HALL, 2014)

Hall (2014) comparou métodos empiricos de determinacdo de CSA: Método Fenol-
sulfurico (DUBOIS et al., 1956) e Método do acucar redutor (AOAC, 2002) com HPIC
(Cromatografia ibnica com pulso amperométrico) em amostras de alimentos utilizados na
alimentacdo de ruminantes.

Entretanto foi realizada uma extracdo diferente da prevista para o0 método do fenol-
sulfurico (DUBOIS et al., 1956). Em vez de utilizar extracdo em alcool 80%, conforme
previsto pelo método original, Hall (2014) utilizou extracdo em &gua, conforme seguinte
protocolo: a extracdo foi realizada a partir 0,2 g de amostra seca e moida, pesada em tubos
Kjeldahl, adicionaram-se 35 mL de &gua deionizada e levou-se para o banho maria a 40 °C
por 1 hora. Depois a solucdo foi filtrada em papel filtro Whatman (n° 54) e o extrato foi
congelado, em potes plasticos identificados, em duas duplicatas, realizadas em dias diferentes,
totalizando quatro replicatas por amostra. Posteriormente, para determinacdo de CSA, foi
utilizado o método do fenol &cido-sulfurico (DUBOIS et al., 1956), descrito anteriormente.

A autora verificou que o protocolo proposto apresentou uma boa recuperagdo com
valores de CSA semelhantes ao método HPIC. Dessa forma, indica o uso de extracdo em
agua, seguido de determinagdo dos CSA por meio do fenol-sulfurico para alimentos utilizados

na alimentagédo animal.
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Na Tabela 1 sdo apresentados uma breve descricdo do principio, vantagens e

desvantagens dos métodos utilizados no presente estudo, para determinacdo de carboidratos

sollveis em agua.

Tabela 1 - Breve descricdo do principio, vantagens e desvantagens dos principais métodos
para determinacdo de Carboidratos Solaveis.

(Continua)
Método Principio Vantagens Desvantagens Referéncia
Antrona Colorimetria (hidrélise - E especifica para - E uma analise Deriaz
com oxalato  de determinar muito sensivel. (1961).
amonio, reacdo com acUcares. - Pode conter
antrona e posterior interferentes, que
medicédo de - Baixo custo. alteram a
absorbéancia em absorbéncia,
espectrofotdmetro). - E um método afetando 0
preciso. resultado.
- E uma analise
muito laboriosa,
tem vérias etapas.
- N&do permite
identicar e
quantificar 0S
carboidratos
individualmente.
Fenol com Colorimetria  (reacdo - E especifica para - E uma analise Dubois et
extracdo em com fenol e &cido determinar muito sensivel. al. (1956).
etanol 80% sulfdrico e posterior agucares. - Pode conter
medicao de interferentes, que
absorbancia em - Baixo custo. alteram a
espectrofotdmetro). absorbéncia,
- E um método afetando 0
preciso. resultado.
- O fenol ¢
- Dispensa hidrélise  cancerigeno.
da amostra, pois - N&o permite
utiliza acido identicar e
sulfarico quantificar 0S

concentrado, assim,
a metodologia tem
menos  etapas, €
menos laboriosa.

carboidratos
individualmente.
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Tabela 1 - Breve descricdo do principio, vantagens e desvantagens dos principais métodos
para determinacdo de Carboidratos Solaveis.

(Conclusao)

Método Principio Vantagens Desvantagens Referéncia
Fenol com Colorimetria (reacdo - E especifica para - E uma analise Hall
extragdo em com fenol e 4&cido determinar muito sensivel. (2014).
agua sulfarico e posterior agUcares. - Pode conter
medicéo de interferentes, que
absorbancia em - Custo ainda alteram a
espectrofotdmetro). menor que no absorbéancia,
método citado afetando 0
anteriormente, pois resultado.
ndo utiliza etanol - O fenol €
para extracao. cancerigeno.
- Gera maior bem- - N&ao permite
estar ao identicar e
laboratorista, visto quantificar 0S

que ele ndo vai
inalar alcool
proveniente da
exracdo, quando se
volatiliza durante o
banho-maria.

- Dispensa hidrolise

da amostra, pois
utiliza acido
sulfdrico

concentrado, assim,
a metodologia tem
menos  etapas, €
menos laboriosa.

carboidratos
individualmente.

Fonte: Elaborado pela autora (2017).

2.4 Metodos para determinar nitrogénio amoniacal em silagens (N-NH5)

Os compostos nitrogenados das plantas forrageiras tém muitas similaridades, todavia

0s constituintes de N de gramineas temperadas, tropicais e leguminosas apresentam algumas

diferencas. Em ordem crescente de concentracdo de proteina bruta em forrageiras, temos:

leguminosas tém altas concentracdes de proteina bruta (150-300 g Kg™ MS), seguidas das

gramineas temperadas (100-200 g Kg* MS) e, por fim, encontram-se as gramineas tropicais

(60-150 g Kg™* MS); diferencas entre leguminosas e gramineas temperadas sio resultado das

diferentes relac6es folha/haste; gramineas tropicais inerentemente tém um baixo contetdo de

proteina soltvel em relacdo as gramineas temperadas (ROOKE; RATFIELD, 2003).

De acordo com esses mesmos autores citados anteriormente, os fatores: espécie

forrageira, uso de fertilizantes, estagio de crescimento boténico e condi¢des climaticas podem
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gerar extensa variacdo na quantidade e composi¢do de aminoacidos livres e nitrato existentes
na planta, podendo variar numa proporcdo de 3 a 20% do N total; e é importante ressaltar,
também, que a quantidade de substrato disponivel para fermentacdo no silo é determinada
pelo estado da cultura no momento do corte e pela duragdo da fase aer6bica no campo.
Portanto esses fatores de manejo aliados aos fatores intrinsecos as espécies apresentadas
anteriormente afetardo os constituintes de N no silo e, consequentemente, o valor nutritivo da
silagem.

Apés o corte, as plantas ainda mantém atividade metabdlica, ocorrendo,
principalmente, a continua respiracdo aerdbia de agucares para dioxido de carbono (CO,) e
agua para fornecer energia as plantas e, também, ocorre a atividade proteolitica dos vegetais,
em que as proteinas séo hidrolisadas a aminoacidos e peptideos (ROTZ; MUCK, 1994).

Nesse contexto, segundo Rooke e Ratfield (2003), focando apenas no metabolismo
dos compostos nitrogenados no silo, essa fase inicial de ensilagem, chamada de fase aerobia, €
marcada por degradacdo de proteinas a partir de proteolises; ja na fase anaerdbia, como
resultado da continuada protedlise, quantidades substanciais de proteinas da forragem séo
convertidas para aminoacidos e peptideos. Em silagens nas quais enterobactéria e clostridio
proliferam, amino&cidos sdo deaminados para NH3 e descarboxilados para aminas. Por fim, na
abertura do silo, microrganismos aerobios promovem a deterioracdo aerdbia. Estes
organismos metabolizam acucares, acido latico e outros acidos para CO,, agua e calor. A
utilizacdo de aminoacidos nessa fase contribui para o aumento do pH da silagem, permitindo
uma sucessdo de desenvolvimento de outras espécies como fungos e bacilos. Proteina é
catabolizada para NH3 que também contribui para aumentar o pH.

Assim, a protedlise durante a ensilagem € inevitavel e resulta em degradacdo de
proteinas e, consequentemente, mudangas nos constituintes de nitrogénio (N) da forragem
ensilada, que reduz o valor nutritivo de proteina bruta na cultura ensilada comparada com a
forragem fresca. Rooke e Hatfield (2003) afirmam que a degradacdo de proteina pode ser
considerada um processo de dois estdgios: 1° ocorre a hidrélise da ligacdo peptidica
(protedlise), que resulta na formacdo de aminoacidos livres e peptideos; 2° aminoacidos séo
degradados para uma variedade de produtos finais, incluindo NHg3, acidos organicos e aminas.
Os &cidos organicos sdo mais fermentados para producdo de energia, enquanto NHz e aminas
agem como tampao para a acidificacdo gerada pelos acidos.

Conforme McDonald, Henderson e Heron (1991), o contedo de nitrogénio amoniacal
expresso como proporcdo do N total pode ser um indicativo da atividade de protedlise

realizada por clostrideos. Entretanto, embora seja geralmente assumido que os clostrideos
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proteoliticos sdo responsaveis pela formacdo de amonia durante a ensilagem, em muitas
silagens com alto contetddo de amdnia os clostridios ndo foram encontrados (HENDERSON;
MCDONALD, 1984; SEALE et al., 1986), comprovando que enterobactérias sdo também
capazes de produzir grandes quantidades de amdnia durante os estagios iniciais da ensilagem
(HENDERSON, 1984).

De acordo com Beck (1978), enterobactérias tém fraca atividade proteolitica, mas
podem deaminar e descarboxilar alguns aminoécidos, produzem NHj3 e acido acético, além de
reduzir nitrato a nitrito e, com isso, exercer uma atividade benéfica, que é a de controlar a
populacdo de clostridios (BOUSSET-FATIANOFF et al., 1971; KRIEG; HOLT, 1984).

Van Os, Van Wikselaar e Spoelstra (1996) detectaram que consideraveis quantidades
de aminas foram formadas em silagens bem preservadas, durante os primeiros dez dias de
ensilagem, que ndo seriam atribuidas ao clostridio, pois, conforme exposto anteriormente,
enterobactérias que proliferam nos estégios iniciais de fermentacdo podem ser responsaveis
por esta producdo de amina.

Baseados na preferéncia por determinado substrato, os clostridios podem ser divididos
em 3 classes: os clostridios sacaroliticos ou fermentadores de carboidratos, os o0s clostridios
proteoliticos e o C. perfringeus (que exerce as duas atividades). O clostridio de maior
importancia é o proteolitico, que fermenta aminoacidos livres em excesso por meio de
proteolise para uma série de produtos finais (ROOKE; RATFIELD, 2003).

Assim, o N-amoniacal indica a quantidade de proteina degradada durante a fase de
fermentacdo, demonstrando as perdas de proteina verdadeira que ocorrem decorrentes das
proteolises ocasionadas pelas enzimas proteoliticas dos microrganismos e, principalmente, das
plantas na fase inicial de ensilagem, apresentando-se como um dos parametros determinantes
da qualidade da fermentacdo (COAN et al., 2007; PIGURINA, 1991). Dessa forma, de acordo
com Benachio (1965), quanto ao teor de nitrogénio amoniacal (em % do nitrogénio total), as
silagens séo classificadas em muito boa, quando os valores sdo inferiores a 10%; aceitavel,
quando se mantém entre 10 e 15%; e insatisfatdria, quando acima de 20%.

McDonald, Henderson e Heron (1991) e Woolford (1984) afirmaram que a protedlise
se estende, durante a fermentacdo, quando ndo ocorrem condicdes acidas suficientes para que
0s microrganismos indesejaveis sejam inibidos. No entanto o pH ndo deve ser utilizado como
critério exclusivo na avaliacdo da fermentacdo, pois seu efeito inibidor de microrganismos
depende da velocidade de declinio da concentracdo iénica e do teor de umidade do material

ensilado.
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Portanto, com vistas a preservar a fracdo proteica da forragem, a atividade das
proteases da planta e dos microrganismos pode ser reduzida pelo abaixamento do pH e
aumento do contetdo de matéria seca. Contudo, para a efetiva preservacdo, ambos 0s
processos devem ocorrer em poucas horas apds a ensilagem.

Nesse sentido, é de suma importancia a utilizacdo de aditivos que propiciem condicfes
favoraveis ao crescimento de bactérias homolaticas, ou seja, elevacdo do conteldo de
carboidratos soluveis, elevacdo do contetdo de MS que restringe o desenvolvimento de
bactérias do género Clostridium e, assim, a conservacao dos nutrientes da planta ensilada com
alteragBes minimas em suas caracteristicas nutricionais (REIS; SILVA, 2011).

Na forragem fresca, 75 a 90% do N total estdo na forma de proteina, constituindo,
principalmente, peptideos, aminodcidos livres, amidas, nucleotideos e clorofila. Durante a
ensilagem, uma protedlise extensiva determina que 40 a 60% deste nitrogénio sejam
solubilizados em compostos nitrogenados ndo proteicos. A extensdo da protedlise diminui
com o aumento no contetdo de MS da silagem e com a reducdo do pH. Rapidas taxas de
reducdo de pH sdo particularmente importantes, quando se ensilam plantas com altos teores
de proteina, como a alfafa, porque a atividade das enzimas proteoliticas é inibida quando o pH
reduz de 4,5 a 4,0 (JASTER, 1995; MCDONALD; HENDERSON; HERON, 1991).

Por fim, diante do exposto, € essencial avaliar os teores de N-NH3 em silagens, pois
guanto maior a concentracdo desse composto nitrogenado mais lento serd o processo de
fermentacdo, afetando diretamente o sucesso da ensilagem. Sendo assim, na sequéncia, sdo

apresentados os métodos mais utilizados na determinacdo dessa variavel.
2.4.1 Método do fenol-hipoclorito ( WEATHERBURN, 1967)

Dentre os métodos colorimétricos, merece destaque o ensaio de Weatherburn (1967),
chamado também de método do fenol-hipoclorito (FH). Segundo o autor, o desenvolvimento
da cor, para determinar o conteudo de aménia em amostras, € descrito por Chaney e Marbach
(1962), envolvendo uma simples técnica usando dois reagentes - nitroprussiato com fenol e
hipoclorito com alcali.

Reagentes similares com outras combinacdes foram propostas, posteriormente, tais
como alcali combinado com fenol, para formar fenato alcalino, nitroprussiato e hipoclorito
como solugbes separadas (FAWCETT; SCOTT, 1960 citados por WEATHERBURN, 1967),
ou nitroprussiato e hipoclorito misturados, antes do uso (MACFARLANE, 1964 citado por
WEATHERBURN, 1967), entretanto, esse mesmo autor destaca que essas Vvisdes Sao

contraditérias no que diz respeito a sequéncia essencial dos reagentes e ao tempo da sua
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adicdo e, também, em relacdo as variagdes de condicGes de temperatura e tempo descritas
para o desenvolvimento do método.

Nesse contexto, Weatherburn testou tudo isso em seu trabalho publicado, em 1967 e,
ao final, recomenda o seguinte procedimento: 1°) preparar os reagentes: reagente A (fenol +
nitroprussiato de sédio) e reagente B (hipoclorito alcalino); 2° preparar o padréo de sulfato de
amonio para fazer a curva padréo; 3° em um tubo de ensaio, adicionar a amostra, seguida do
reagente A e, depois do reagente B, agitar com um misturador mecénico; 4° levar ao banho-
maria por 20 minutos; 5° e, por fim, ler absorbancia em espectrofotdmetro com comprimento
de ondas de 625 nm. Proceder da mesma forma para fazer a curva padréo.

O ensaio do fenol-hipoclorito tem sido empregado para medir ambnia, no sangue
(MURAMATSU, 1967; WEATHERBURN, 1967), fluido ruminal (BRODERICK; KANG,
1980; KOZLOSKI; RIBEIRO FILHO; ROCHA, 2000) e amostras de silagem (NSEREKO et
al., 1998). Kozloski et al. (2006), comparando métodos de determinacdo de amonia,
verificaram que o ensaio do fenol-hipoclorito € o método mais pratico e especifico para

analise de amonia em amostras de silagem.
2.4.2 Eletrodo ion seletivo (ISE)

A potenciometria € uma técnica bem conhecida dos quimicos, sendo os eletrodos ion-
seletivos (ISEs) somente uma pequena parte deste campo da eletroanalitica. Os modelos de
interface eletrodo-solucdo foram inicialmente desenvolvidos para compreender 0s processos
gue ocorrem nas técnicas voltamétricas, em que o potencial é aplicado ao eletrodo de trabalho
(FERNANDES; KUBOTA,; OLIVEIRA NETO, 2001). Estes autores também destacam que,
no inicio do surgimento dos eletrodos potenciométricos, a comunidade cientifica considerou
que eles eram especificos, entretanto, com o passar do tempo, 0s pesquisadores comegaram a
descobrir que a especificidade dos sensores potenciométricos ndo era tdo grande como se
pensava e o termo seletivo foi consagrado, em substituicdo ao especifico.

Nessa perspectiva, Byrne e Power (1974), utilizando o método de analise de aménia
por meio do eletrodo para medir ambnia em dejetos animais, afirmam que o eletrodo €
especifico para aménia e vinha sendo utilizado em analises de Kjeldahl em extratos de solos e
amostras aquosas (BANWART, 1972 citado por BYRNE; POWER). Aguilera et al. (1997) e
Canale, Ciotti e Valente (1983) destacam o uso do eletrodo para avaliar conteudo de
nitrogénio amoniacal em extratos de silagem. Entretanto, segundo Wisk e Siberg (1973), o

equipamento é caro, deve ser usado com cuidado e as medidas podem incluir outros
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metabdlitos como aminas e cétions, superestimando, desta maneira, o conte(do de amdnia nas
amostras.

O método é simples, rapido e preciso e fornece recuperacdo quantitativa de aménia
adicionada, gerando resultados bem semelhantes ao método de destilacdo e titulacdo, mas,
para que a determinacdo de amdnia por este método seja efetiva, um alcali precisa ser
adicionado a solucdo, para manter um pH entre 11-13, responsavel por converter os ions
amonio em amonia (BYRNE; POWER, 1974).

A teoria de operacdo do eletrodo é a seguinte: o eletrodo de aménia utiliza membrana
hidrofébica permeavel a gés, a qual separa a solucédo interna (de enchimento), da solucao a ser
analisada. Aménia dissolvida difunde-se pela membrana até que sua pressdo parcial seja a
mesma nos dois lados da membrana. Em uma dada solucdo, a pressao parcial de aménia sera
proporcional a sua concentracdo. O gas amonia difunde-se por entre a membrana,
dissolvendo-se na solucéo de enchimento, reagindo reversivelmente e, em pequena extensao,

com agua:

NH; + H,0 <> NH," + OH’

A relacdo entre aménia, ion aménio e ion hidroxido € dada pela seguinte equacao:

[NH4"] [OH]
NHs

A solucdo interna contém cloreto de amdnio em um nivel tal que sua concentracao

pode ser considerada constante. Entdo:

[OH] = [NH3] . constante.

Quando aménia é dissolvida em agua, reage com ion hidrogénio para produzir ions

amonio:

NHs + H30+ > NHA,Jr + H,0.

A quantidade relativa de aménia e aménio é determinada pelo valor de pH da solucéo.

Em solucdo &cida, na qual os ions hidrogénio estdo muito disponiveis, teoricamente, toda
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amonia € convertida a ion aménio. A pH 9,3, cerca de metade de ambnia dard origem ao ion
amonio (CANALE; CIOTTI; VALENTE, 1983; MANUAL..., 2016).

2.4.3 Método de destilacéo e titulagcdo (AOAC, 1980)

Baseia-se na destilagdo da amostra na presenca de 6xido de magnésio e cloreto de
calcio, seguida de titulacdo com acido cloridrico.

A destilacdo é realizada em tubos de Kjeldahl: ao ligar o aquecimento do aparelho
destilador, consequentemente, aquece também a solugdo contendo a amostra, ocorrendo a
liberagdo da aménia dentro de um volume conhecido de uma solucdo de acido borico,
formando borato de aménia. Por fim, o borato de amdnia formado é dosado por titulacdo em
bureta graduada com uma solucéo acida (HCI) padronizada. Como a concentracdo de amdnia
em silagens, geralmente, é baixa, utiliza-se uma solucdo de &cido cloridrico menos
concentrada (HCI 0,05 N).

2.4.4 Método do Kit Comercial Ureia 500 (marca: doles®)

Esse kit € um sistema enzimatico para dosagem de ureia no soro, plasma e urina. A

determinacgéo enzimatica da ureia ocorre de acordo com a seguinte reacéo:

NH, - CO, + H,0 rease_, CO, + NHs.

Em meio alcalino, na presenca de salicilato, nitruprussiato de sddio e hipoclorito, 0s
fons amoénio reagem dando origem a um composto cromogeno azul esverdeado. A intensidade
da cor formada é diretamente proporcional a concentracdo da ureia na amostra analisada
(MANUAL..., 2017).

Entretanto, é possivel adaptar o uso desse kit para determinar amdnia, basta excluir a
enzima urease do procedimento. Trata-se de um método rapido e pratico, mas, por ser uma
técnica adaptada para determinar amdnia, ainda necessita de mais estudos para verificar sua

repetibilidade e reprodutibilidade.
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CAPITULO 2 AVALIACAO DE METODOS PARA DETERMINACAO DE
CARBOIDRATOS SOLUVEIS EM AGUA EM SILAGENS

RESUMO

O contetdo de carboidratos sollveis em agua (CSA) é essencial para producdo de silagem,
portanto necessita ser mensurado adequadamente. Entretanto, os métodos laboratoriais
utilizados para determinar CSA em silagens, apresentam distingdes entre os grupos de
pesquisa, havendo o uso de diferentes protocolos para este fim. Nesse contexto, objetivou-se
comparar os métodos fenol &cido sulfarico (FAS), antrona e fenol com extracdo em agua
(FEA), na determinacdo de CSA de oitenta amostras, constituidas de quatro classes de
silagens com diferentes perfis de fermentacdo: milho (n = 20), amendoim forrageiro (n = 20),
capim elefante (n = 20) e cana-de-agucar (n = 20), com o intuito de indicar o método mais
pratico, preciso e de menor custo, otimizando a rotina analitica em laboratérios de
conservagdo de forragens. Os dados foram submetidos & analise de varidncia e as medias
comparadas pelo teste t Student a 10% de probabilidade. Os metodos antrona e FAS
apresentaram valores semelhantes (P > 0,10) de CSA em todas as amostras avaliadas. Todavia
0 método FAS mostrou-se mais pratico e preciso (coeficiente de variacdo medio: CVM =
0,07%). Este também apresentou menor custo por amostra na determinacdo dos CSA de
silagens de amendoim forrageiro, capim elefante e cana-de-agucar em relacdo ao método da
antrona (R$ 3,80 no FAS e R$ 5,16 na antrona). O método FEA superestimou (P < 0,10) os
valores de CSA nas amostras de silagem de amendoim forrageiro, capim elefante e cana-de-
acucar. Mas ndo houve diferenga nos valores de CSA (P > 0,10) das silagens de milho.
Portanto, para esta classe de silagem, o método FEA pode ser utilizado em substituicdo ao
FAS, pois, no método FEA, a extracdo dos CSA ¢ realizada apenas em agua, gerando
economia de reagente (menos R$ 0,47 por amostra em relacdo ao FAS, que utiliza extragdo
em etanol 80%). Sendo assim, no presente estudo, verificou-se que 0 método mais indicado
para determinar CSA em silagens seria 0 método FAS, que apresentou maior precisao e
eficdcia, aliadas a um baixo custo de analise por amostra e facil execucdo de protocolo,
otimizando a rotina laboratorial na determinacdo dessa variavel de extrema importancia na
avaliacdo da qualidade da fermentacao no silo.

Palavras-chave: Acgucares. Forragem conservada. Procedimentos analiticos.
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ABSTRACT

The content of water-soluble carbohydrates (WSC) is essential for silage production,
therefore, it must be adequately measured. However, the laboratory methods used to
determine WSC in silages present distinctions among research groups, with the use of
different protocols for this purpose. In this context, the objective with this study was to
compare the phenol sulfuric acid (PSA), anthrone and phenol with water extraction (PWE)
methods for determining the WSC of eighty samples, constituted of four classes of silage with
different fermentation profiles: corn (n = 20), forage peanut (n = 20), elephant grass (n = 20)
and sugarcane (n = 20) silages, to indicate the most practical, precise and least expensive
method, optimizing the analytical routine in forage conservation laboratories. The data were
submitted to analysis of variance and the means were compared by Student t test at 10%
probability. The anthrone and PSA methods presented similar values (P > 0.10) of WSC in all
evaluated samples. However, PSA method was more practical and precise (mean coefficient
of variation: MCV = 0.07%). It also presented lower cost per sample in the determination of
WSC of forage peanut, elephant grass and sugarcane silages in relation to the anthrone
method (R$ 3.80 in PSA and R$ 5.16 in antrona). The PWE method overestimated (P < 0.10)
WSC values in the samples of forage peanut, elephant grass and sugarcane silages. However,
there was no difference in WSC values (P > 0.10) of corn silages. Therefore, for this class of
silage, the PWE method can be used in substitution of the PSA method. For the PWE method,
WSC extraction is done only in water, generating savings on reagents (R$ 0.47 less per
sample when compared to PSA, which uses 80% ethanol extraction). Thus, in the present
study, it was verified that the most indicated method to determine WSC in silages would be
the PSA method, since it presented greater precision and efficacy, allied to low analysis cost
per sample and easy protocol execution, optimizing the laboratory routine for determining this
extremely important variable in the evaluation of the fermentation quality in silo.

Keywords: Analytical procedures. Conserved forage. Sugars.
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1 INTRODUCAO

Durante o processo de ensilagem, a concentracdo de carboidratos soliveis em &gua
(CSA) é fator essencial, para o desenvolvimento das bactérias laticas, responsaveis pela queda
de pH da massa ensilada e conservagdo da forragem. O interesse por determinar esses
compostos tem aumentado bastante, com o intuito de melhorar as caracteristicas fermentativas
e, consequentemente, o valor nutritivo da silagem a ser ofertada para 0S ruminantes.
Entretanto, ainda ndo existe padronizagdo quanto ao uso dos métodos, de forma que cada
grupo de pesquisa e/ou laboratorio utiliza ensaios diferentes para determinar os CSA das
silagens.

Alguns utilizam métodos colorimétricos, tais como antrona (DERIAZ, 1961) e fenol
acido-sulfurico (FAS) (DUBOIS et al.,, 1956), outros utilizam o método dos aguUcares
redutores (LEVER, 1973; SHAFER; SOMOGY]I, 1933; WEINBACH; CALVIN, 1935) e,
mais recentemente também, vem sendo utilizada a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) (HALL, 2014).

A HPLC ¢ mais precisa e permite quantificar e qualificar cada actcar individualmente,
fato que nos outros métodos ndo € possivel. Equipamentos e reagentes, porém sdo de custo
mais elevado e, para manuseé-los, ha a necessidade de mdo de obra qualificada, enquanto os
demais métodos, principalmente os colorimétricos, sdo de baixo custo e mais praticos de
serem executados.

Hall (2014) destaca que também ndo ha um consenso quanto a forma de extracdo dos
carboidratos, etapa que antecede a deteccdo (podendo ser em etanol 80% ou em agua
destilada). Segundo essa mesma pesquisadora, 0 método FAS adaptado com uma prévia
extracdo em agua (em vez de etanol 80%, conforme propde o método original) gera valores
que se assemelham aos encontrados por meio de HPLC, apresentando-se como um excelente
método para andlise de CSA em alimentos para animais.

Nesse contexto, objetivou-se avaliar o método FAS posterior a extracdo em etanol
80% (DUBOIS et al., 1956) ou em agua, FEA (extracdo proposta por Hall (2014), frente ao
método da antrona (DERIAZ, 1961), com o intuito de indicar o protocolo analitico mais
preciso, pratico, e de menor custo para determinar CSA em silagens, otimizando a rotina
laboratorial. E, fundamentando-se na teoria de melhorar o limite de detec¢do do analito e
aumentar o intervalo de trabalho dos métodos que foram empregados, proporcionando melhor
precisdo (CURRIE, 1999), foram utilizadas silagens com quatro padrbes de fermentacédo

(milho, amendoim forrageiro, capim elefante e cana-de agucar).



49

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Local do experimento, obtencéo e preparo das amostras

Os experimentos foram conduzidos nos laboratdrios dos Departamentos de Zootecnia
e Biologia da Universidade Federal de Lavras.

Oitenta amostras, provenientes de silagens de milho planta inteira (n = 20), amendoim
forrageiro (n =20), capim-elefante (n =20) e cana-de-aclcar (n =20), obtidas de diferentes
silos e submetidas a diferentes manejos (tais como: diferentes épocas de corte, uso de aditivos
benzoato, sorbato, cal virgem para cana, dentre outros), foram utilizadas no estudo.

Amostras contendo cerca de 4 Kg foram homogeneizadas e divididas em duas
porcdes. A primeira porgdo foi congelada a -20 °C e destinada, posteriormente, as
determinagdes de pH (CANALE; CIOTTI; VALENTE, 1983), nitrogénio amoniacal
(WEATHERBURN, 1967), acidos organicos (latico, acético, butirico e propidnico) e etanol
(AVILA et al., 2009).

A segunda porcéo foi seca em estufa de ventilagdo forgada a 55° C por 72 horas e
depois moida em moinho tipo Willey com malha de 1 mm e, por fim, foi destinada a
determinacgéo da concentracdo de matéria seca (MS) e nitrogénio total (NT) (ASSOCIATION
OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS - AOAC, 1995) e carboidratos sollveis em agua
(conforme técnicas descritas posteriormente). Os valores de proteina bruta (PB) foram obtidos
a partir do seguinte calculo (PB = NT x 6,25).

As analises de MS, N total, N-NHj;, pH, acidos organicos e etanol foram realizadas em
duplicata, com o objetivo de caracterizar as amostras e sdo apresentadas na Tabela 1.

As analises de carboidratos solluveis em agua foram realizadas com o objetivo de
comparar 0os métodos avaliados, portanto cada amostra foi analisada em quatro repeticdes,

sendo duas replicatas em dois dias diferentes.
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Tabela 1 - Caracteristicas quimicas e perfil fermentativo das silagens de milho, amendoim
forrageiro, capim e cana-de-agucar.

Silagens
Variaveis . . . Cana-de-
Milho Amendoim Capim actcar

MS (%) 35,45+43  30,62+#21,2  21,97+3,0 28,36+3,1
PB (%MS) 5,94%0,7 15,09+0,9 7,27+2,3 3,4040,9
pH 3,97+0,2 5,61%0,7 4,27+0,4 3,6840,2
N-NH4/ NT (%MS) 4,98+1,1 11,60+5,2 8,61+8,1 4,50+1,6
Acido latico (%MS) 497422 0,60+0,3 6,06+4,0 6,75+0,4
Acido acético (%MS) 1,64+0,6 2,81+1,2 0,70+0,4 0,70+0,3
Acido propidnico (%MS) 0,18+0,1 0,47+0,3 0,130,1 0,070,1
Acido butirico (%MS) 0,20+0,2 0,00 0,00 0,00
Etanol (%MS) 1,85+0,9 2,89+1,0 3,45+0,4 3,60+1,1

Fonte: Elaborado pela autora (2017).
*MS - matéria seca; PB - proteina bruta; N-NHjs - nitrogénio amoniacal.

2.2 Metodo do fenol acido sulfarico (FAS; proposto por DUBOIS et al., 1956)

Foi realizada uma extracao etanolica em tubos de digestdo Kjeldahl. Em cada tubo foi
adicionada uma aliquota de 0,1 g de amostra pré-seca, previamente triturada em peneira com
crivos de 1 mm. Em seguida, foram adicionados 30 mL de etanol (80% v/v) e mantidos em
banho de dgua em ebulicdo por 30 minutos (FIGURA 1). O extrato foi filtrado em papel filtro
Whatman (n° 54) e o volume corrigido para 30 mL com a adi¢do de agua destilada (FIGURA
2).

Para reacdo colorimétrica, foram utilizados 0,5 mL do extrato, 0,5 mL de fenol (5%
m/v) e 2,5 mL de acido sulfdrico. Em paralelo, seguindo os mesmos procedimentos utilizados
para as amostras, preparou-se o branco e, também, duas curvas de calibracdo: a primeira com
padrdo de glicose (FIGURA 3), utilizada para as silagens de milho, amendoim forrageiro e
capim e a segunda com padrdo de sacarose foi utilizada para cana-de-agucar. Os padrdes
foram preparados em solucdo de acido benzoico 0,2%, para preservacdo dos agucares (HALL,
2014).

Os CSA foram quantificados por espectrofotometria a um comprimento de onda de
490 nm (FIGURA 4) utilizando um leitor de placas Multiskan FC (Thermo Fisher Scientific,
Vantaa, Finland). A concentracdo de carboidratos foi mensurada por comparacdo com as
concentragcBes conhecidas estabelecidas nas respectivas curvas de calibracdo. Para isso, foi
preparada uma solucdo padrdo de glicose 0,1 mg/mL com as seguintes concentra¢fes em cada
ponto de curva de calibragdo (em mg/mL): P1 = 0,01; P2 = 0,02; P3 = 0,03; P4 = 0,04; P5 =
0,05; P6 = 0,06; P7 = 0,07; P8 = 0,08; P9 = 0,09; P10 = 0,10.
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Procedeu-se da mesma forma na curva de calibracdo, para as silagens de cana-de-

acucar, em que a solugdo padrdo utilizada foi sacarose 0,1 mg/mL.

Figural- Tubos de Kjeldahl apo6s extracdo das amostras utilizadas para mensuracdo de
carboidratos soltveis em agua.

Fonte: Da autora (2017).

Figura 2 - Filtragem das amostras apds extracdo dos carboidratos sollveis em agua.

Fonte: Da autora (2017).

Figura 3 - Curva de calibracdo feita a partir de solucéo de glicose utilizando fenol.

Fonte: Da autora (2017).
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Figura 4 - Placa de acrilico utilizada para leitura com amostras resultantes da reagdo com
fenol &cido sulfurico.

Fonte: Da autora (217).

2.3 Método da Antrona (DERIAZ, 1961)

Para determinacdo de CSA por meio do ensaio de Deriaz (1961), foi realizada uma
extracdo etandlica em erlenmeyer, utilizando 1 g de amostra seca, previamente triturada em
peneira com crivos de 1 mm, com adicdo de 100 mL de etanol (80% v/v) por 1 hora em banho
de agua em ebulicéo.

Apos repouso de 15 horas, a solucdo foi filtrada em papel filtro Whatman (n° 54) e
adicionados 60 mL de alcool 95%, levado a uma chapa aquecedora até reduzir o volume para
5 mL, o qual foi diluido em 50 mL de agua deionizada.

No momento da determinacdo, foram adicionados em tubos de ensaio, 2 mL de
solucdo de antrona e 1 mL do extrato da silagem que foram mantidos em banho de 4gua em
ebulicdo durante 10 minutos.

Em paralelo, seguindo os mesmos procedimentos utilizados para as amostras,
preparou-se 0 branco e, também, duas curvas de calibracdo: a primeira com padréo de glicose
(FIGURA 5), utilizada para as silagens de milho, amendoim forrageiro e capim, e a segunda
com padrdo de sacarose foi utilizada para cana-de-agucar. Os padrdes foram preparados em
solucdo de acido benzoico 0,2%, para preservacdo dos aclcares (HALL, 2014).

Por fim, os carboidratos solGveis em agua foram quantificados por espectrofotometria
a um comprimento de onda de 620 nm (FIGURA 6), utilizando um leitor de placas Multiskan
FC (Thermo Fisher Scientific, Vantaa, Finland).

A concentracdo de carboidratos foi mensurada por comparagdo com as concentracfes
conhecidas estabelecidas na curva de calibracdo. Para isso, foi preparada uma solucéo padrdo

de glicose 0,1 mg/mL com as seguintes concentragfes em cada ponto de curva de calibracdo



53

(em mg/mL): P1 =0,01; P2 = 0,02; P3 = 0,03; P4 = 0,04; P5 = 0,05; P6 = 0,06; P7 = 0,07; P8
=0,08; P9 = 0,09; P10 = 0,10.
Procedeu-se da mesma forma na curva de calibragdo, para as silagens de cana-de-

acucar, em que a solugdo padrdo utilizada foi sacarose 0,1 mg/mL.

Figura 5 - Curva de calibracdo feita a partir de glicose utilizando antrona.

““Hﬁﬂ ik

Fonte: Da autora (2017).

Figura 6 - Placa de acrilico utilizada para leitura com amostras resultantes da reacdo de
antrona.
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Fonte: Da autora (2017).

2.4 Método do fenol com extracdo em agua (FEA; proposto por Hall, 2014)

A extracdo foi realizada, a partir de 0,2 g da amostra seca e moida, pesada em tubo de
ensaio, adicionaram-se 35 mL de agua deionizada e levado para o banho maria a 40 °C por 1
hora (FIGURA 7). Depois, a solucdo foi filtrada em papel filtro Whatman (n° 54) e o extrato
congelado, em potes plasticos identificados, em duas duplicatas, realizadas em dias diferentes,
totalizando quatro replicatas de cada amostra. Posteriormente, para determinacdo dos CSA,

foi utilizado o método do fenol &cido-sulfdrico (DUBOIS et al., 1956), conforme Item 2.2.
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Figura 7 - Extracdo de CSA, segundo Hall (2014).
)l | .
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Fonte: Da autora (2017).

2.5 Calculo do custo de reagentes por analise

Para calcular os custos com reagentes inerentes a cada protocolo analitico,
primeiramente foi verificado o custo médio de cada reagente. Posteriormente, a partir da
quantidade utilizada de cada reagente dentro de cada método, para analisar uma Unica
amostra, calculou-se o custo proporcional de cada reagente. Ao final, eles foram somados em
cada método, indicando o custo de reagentes por analise em cada amostra.

2.6 Andlises estatisticas

Foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial com
quatro culturas (silagem de milho, silagem de amendoim forrageiro, silagem capim elefante,
silagem de cana-de-acUcar), submetidas a trés métodos de determinacdo de CSA (Antrona,
FAS, FEA), com 20 repeticdes em cada tipo de amostra e quatro replicatas de cada amostra
por método. Foi escolhida a matriz de covariancia utilizando o critério de informacédo Akaike
do SAS baseado em Wolfinger (1993). As médias foram submetidas a analise de variancia e
comparadas pelo teste t Student, a 10% de probabilidade, utilizando procedimento PROC
MIXED do software estatistico SAS (STATISTICAL ANALYSIS SYSTEM INSTITUTE -
SAS INSTITUTE, 2002). O modelo estatistico utilizado para analise dos dados foi:

Yijk = p+ai + B+ aff + ei
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Em que:

Yix = valor observado de CSA referente a k-ésima repeti¢cdo da combinacdo do i-
ésimo nivel do tipo de cultura (silagem de milho, silagem de amendoim forrageiro, silagem de
capim elefante, silagem de cana-de-aglcar) com o j-ésimo nivel de método (Antrona, FAS,
FEA).

u = constante geral (média da populagéo).

a; = efeito do i-ésimo nivel de cultura (silagem de milho, silagem de amendoim
forrageiro, silagem de capim elefante, silagem de cana de agucar) no valor observado Yij

Bj = j-ésimo nivel de método (Antrona, FAS, FEA) no valor observado Yij.

afij = efeito da interacéo do i-ésimo nivel do fator cultura como i-jésimo nivel do fator
método.

ejj = erro associado a observacao Yij.

Para verificar a relacdo entre os métodos e, consequentemente, a possibilidade de um
substituir o outro, foram realizadas estimativas de modelos identidade (TEDESCHI, 2006),
comparando os metodos dois a dois. Os modelos consistem em uma equacéo de primeiro grau
do tipo Y = B + B1x com as seguintes hipoteses: Ho: Bo= 0 e Ho: B1= 1. Neste caso, as analises
foram realizadas pelo PROC REG no SAS (2002).

A fim de verificar repetibilidade das amostras e, também, a amplitude dos valores
obtidos dentro de cada classe de silagem, foi utilizado o programa Microsoft Excel (2010),
para calcular as funcGes: desvio padrdo da média (DP), valores minimo e maximo e
coeficiente de variagdo (%CV). Foi calculado também o coeficiente de variacdo médio
(%CVM), que € a média dos coeficientes de variacdo de cada classe de silagem quando

submetidos a determinado método.
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3 RESULTADOS

Na Tabela 2, é possivel verificar a comparacdo entre os métodos utilizados para
determinar carboidratos solUveis em éagua nas silagens das diferentes culturas avaliadas.
Houve interacdo cultura X método (P = 0,0003), ou seja, os valores de CSA das culturas
foram afetados pelo método utilizado, com excecdo para silagem de milho, pois ndo houve
diferenca significativa (P > 0,10) do teor de CSA dessas silagens nos diferentes métodos
avaliados.

Entretanto, para as silagens de amendoim e cana, os valores de CSA obtidos nos
métodos antrona e FAS foram significativamente semelhantes (P > 0,10), mas, em média, de
duas a trés vezes menores do que no método FEA.

Nas silagens de capim, em cada método foi verificado um valor diferente de CSA (P <
0,10), sendo o maior quando se utilizou o método FEA e o menor quando se utilizou o
método FAS.

Tabela 2 - Comparacdo dos valores de CSA (%MS) de silagens de milho, amendoim
forrageiro, capim elefante e cana-de-agucar, analisadas pelos métodos antrona,
fenol &cido sulfarico (FAS) e fenol com extracdo em agua (FEA).

Silagens Métodos EPMY Valor de P
g Antrona FAS FEA MET® cuL® MET*CUL
2,30a 1,96a 2,05a

Silagem de milho 0,1968 <0,0001 <0,0001 0,0003

(1,54-7,18) (1,20-7,16) (1,17-7,05)

Silagem de 0,50b 0,45b 1,41a
amendoim (0,24-0,61) (0,26-0,98) (1,04-2,13)
Silagem de capim _0:688D 0,67b 1,23a
g PIM " 0,41-1,69) (0,05-1,19) (0,62-2,60)
6,98a
: 5,63b 5,91b :
Silagem de Cana , 64 64 (3,05-10,06) %ﬂ;

Fonte: Elaborado pela autora (2017).

W EPM - Erro padrdo da média. ® MET - método; ® CUL - cultura.

Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha diferem entre si (P < 0,10).

Valores entre parénteses abaixo das médias indicam os valores minimo e maximo de CSA de cada
classe de silagem avaliada.

Os coeficientes de variacdo (CVM) sdo apresentados na Tabela 3. Os maiores CV
entre as quatro replicatas de cada amostra foram verificados pelo método FEA: 0,23%;
0,13%; 0,29%; 0,15%, respectivamente para silagens de milho, amendoim forrageiro, capim e

cana. Enquanto pelos métodos antrona e FAS, os coeficientes de variacdo apresentaram
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valores entre 0,07 e 0,17%, sendo este maior valor de CV obtido entre as amostras de capim

elefante no método antrona.

Tabela 3 - Coeficiente de variagdo (CV) entre as repeticbes das amostras de silagem de
milho, amendoim forrageiro, capim elefante e cana-de-agucar avaliadas para teor
de CSA nos métodos antrona, FAS (fenol-acido sulfarico) e fenol com extracdo

em &gua (FEA).
Tipo de silagem n Antrona FAS FEA
Milho planta inteira 20 0,07 0,08 0,23
Amendoim forrageiro 20 0,11 0,07 0,13
Capim-elefante 20 0,17 0,07 0,29
Cana-de-agUcar 20 0,07 0,07 0,15
CVM 80 0,10 0,07 0,20

Fonte: Elaborado pela autora (2017).
n = ndmero de amostras (repeti¢des). CVM = coeficiente de variagdo médio.

Na Tabela 4, sdo apresentados 0s custos com reagentes por amostra utilizados na
determinagdo de CSA pelos métodos FAS, antrona e FEA. Verificou-se que 0 método mais
econémico foi FEA, seguido de FAS e antrona. Este Gltimo apresentou custos em torno de

64,5% e 73,6% maiores, respectivamente, em relacdo aos meétodos FEA e FAS.

Tabela4 - Custo com reagentes por amostra das analises para determinar CSA pelos
métodos FAS, antrona e FEA.

Método Custo com analise por amostra (R$)*
FAZ 3,80

Antrona 5,16
FEA 3,33

Fonte: Elaborado pela autora (2017).

* Foi levado em consideracao apenas o custo com reagentes para analise de cada amostra.

CSA = carboidratos sollveis em agua. FAS = fenol acido-sulfarico. FEA = fenol &cido-sulfurico com
extracdo em agua.

A comparacdo entre os valores de CSA obtidos nos métodos também é apresentada
nas Figuras 8, 9 e 10. Os métodos foram confrontados dois a dois, com objetivo de verificar a
equivaléncia de valores entre os métodos e a dispersdo dos dados entre eles nas diferentes
culturas.

Na Figura 8, a equacao identidade (P < 0,001) que melhor ajustou os teores de CSA
obtidos entre 0s métodos antrona e FAS foi y = 1,0197x - 0,1236 (R? = 0,9165), apresentando
uma alta correlacéo entre os valores de CSA obtidos em ambos (r = 96%). As hipdteses Ho: Bo

= 0 e Ho: 1 = 1 ndo foram rejeitadas (P = 0,285 e 0,579, respectivamente). Entdo, os valores
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de CSA obtidos nos métodos sdo similares e, desta forma, ambos os métodos poderiam

estimar o contetdo de CSA em silagens.

Figura 8 - Conteldo de CSA (%MS) de amostras de silagem de milho, amendoim forrageiro,
capim e cana-de-agUcar avaliadas pelos métodos Antrona (DERIAZ, 1967) e FAS
(DUBOIS et al., 1956).

Y =1,0197x - 0,1236

12,00 R?=0,9165
(P <0,001)
B0 =0 (P=0.285)
10,00 - Bl =1 (P=0,579) "
8,00 ~
o Silagem de Milho
= 6,00 ® Silagem de Amendoim
o Silagem de Capim
4,00 m Silagem de cana-de-agucar
2,00
0,00 - T T T T )
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00

Antrona

Em contrapartida, a equacdo identidade (P < 0,001), apresentada na Figura 9, que
melhor ajustou a comparacdo dos teores de CSA entre 0s métodos FAS e FEA foi y = 0,9904x
+ 0,6915 (R? = 0,5706), denotando uma correlacdo (r) entre métodos de 76% e um ajuste

menos fino entre 0 modelo predito e o estimado para FAS e FEA.
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Figura 9 - Contelido de CSA (%MS) de silagens de milho, amendoim forrageiro, capim e
cana-de-acucar avaliadas pelos métodos FAS (DUBOIS et al., 1956) e FEA
(HALL, 2014).

25,00 1 Y=0,9904x +0,6915
R2=0,5706
(P <0,001)
20,00 - - B0 =0 (P=0,924)

Bl =1 (P=0,036)

15,00 - o Silagem de Milho
é e Silagem de Amendoim
10,00 - o Silagem de Capim
m Silagem de cana-de-agucar
5,00
0,00

0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00
FAS

Quando foram comparados os métodos FEA e Antrona (FIGURA 10), a equacao
identidade (P < 0,001) que melhor ajustou os teores de CSA obtidos entre os métodos foi y =
1,0127 + 0,5625 (R® = 0,5259), com uma correlacdo (r) entre 0s métodos de apenas 73%.
Assim, quando comparamos FAS e antrona com FEA (respectivamente, Figuras 9 e 10),
verificamos que os valores de CSA obtidos (no método FEA) sdo maiores que os preditos
(FAS e Antrona).

Os valores mais altos e mais dispersos de CSA, em todos os métodos, foram

verificados nas amostras de silagem de cana (Figuras 8, 9 e 10).

Figura 10 - Contetdo de CSA (%MS) de amostras de silagem de milho, amendoim forrageiro,
capim e cana-de-acucar avaliadas pelos métodos Antrona (DERIAZ, 1961) e FEA
(HALL, 2014).
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4 DISCUSSAO

Dentre os métodos avaliados, cada um apresenta suas peculiaridades e limitagdes. A
primeira delas é comum aos trés, que € o fato de serem métodos colorimétricos, 0s quais sao
mais sensiveis e qualquer interferéncia ira afetar a cor da solucdo e, consequentemente, a
absorbéancia obtida no espectrofotdmetro.

Outro fator que dificulta indicar um ensaio em detrimento do outro € o fato de cada um
apresentar métodos de extracdo diferentes. O método FEA (HALL, 2014) segue 0 mesmo
protocolo do método FAS proposto por Dubois et al. (1956) para determinacdo de CSA, a
diferenca é que neste a extracdo dos carboidratos, etapa que antecede a determinacao, é feita
em etanol 80%, enquanto no método FEA, Hall (2014) propGe a extracdo em agua.

Entre os ensaios antrona e FAS ha diferenca tanto em relacdo a extragdo quanto a
determinagé@o. Ainda assim, os valores de CSA das silagens de milho foram semelhantes nos
trés métodos, portanto, para essa classe de silagens, os trés métodos seriam indicados.

Para as outras classes de silagem (amendoim, capim e cana), antrona e FAS
apresentaram valores de CSA semelhantes e, também, foram os métodos que melhor se
ajustaram graficamente, relacionando-os em uma regressdo linear. No método FEA, 0s
valores de CSA encontrados para essas silagens foram superestimados em relagdo aos valores
encontrados nos métodos FAS e antrona.

Quando foram calculados os custos para analisar cada amostra em cada meétodo
avaliado (custo calculado com base nos reagentes utilizados nos protocolos analiticos), o
método FAS foi o mais econdémico. O preco dos equipamentos ndo foi levado em
consideracdo, partindo do principio de que os laboratdrios utilizem os recursos ja disponiveis,
otimizando a rotina laboratorial a um menor custo.

Sendo assim, é preciso avaliar a disponibilidade de recursos no laboratorio e,
principalmente, o perfil de carboidratos da cultura que se pretende avaliar no momento da
escolha do método. Smith (1973) afirmou que cada categoria de forragem difere no tipo de
CSA que acumulam, diferindo, também, na mensuracédo desses carboidratos (HALL, 2013).

No presente estudo, os diferentes perfis de fermentacdo apresentados nas silagens
avaliadas, proporcionou também maior dispersdo dos valores de CSA encontrados. Os
maiores valores foram da silagem de cana (5,63 a 6,98%), seguidas das de milho (1,96 a
2,30%), e os menores foram das silagens de amendoim (0,45 a 1,41%) e capim (0,67 a
1,23%).
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E, além dessa diferenca natural das culturas, dentro de cada classe de alimento
(silagens de milho, amendoim, capim e cana), foram coletadas 20 amostras de silos e
propriedades diferentes, num total de 80, justamente para gerar uma maior variabilidade nos
valores de CSA encontrados. De acordo com Currie (1999) e Reis et al. (2015), a escolha dos
alimentos com diferentes concentracdes de acgUcares solUveis possibilita avaliar melhor o
limite de deteccdo das técnicas testadas. Além disso, cada amostra passou ainda por analise
em quadruplicata, em cada ensaio, para verificacdo da repetibilidade dos dados.

A maior dispersdo de dados observada nas amostras de silagem de cana pode estar
relacionada com a diluicdo das amostras. A diluicdo realizada, antes da determinacgéo, fez-se
necessaria nessa classe de alimento, pois silagem de cana apresenta alto teor de CSA inerentes
a cultura ensilada, que, no presente estudo, variaram em média entre 5 a 6%.

Sendo assim, sem a diluicdo prévia, os valores de absorbancia ultrapassaram a
capacidade do espectrofotdmetro, conforme também observado por Reis et al. (2015),
portanto foi necessaria a diluicdo das amostras dessa classe de silagens. Mas, apesar de
necessaria, quando se utiliza dilui¢do, uma nova etapa € inserida ao protocolo e, desta forma,
se a pipetagem ndo for realizada com muita cautela, erros sistematicos podem ser embutidos
nos valores encontrados posteriormente, gerando maior CV entre as replicatas e menor
precisao nos dados.

Diante do exposto, verificando praticidade, precisdo e custo, o uso do método do
fenol-acido sulfarico com extracdo em agua (FEA) proposto por Hall (2014), para determinar
CSA em silagens de milho é satisfatorio. Entretanto, para as demais culturas avaliadas, os
teores de CSA foram superestimados, quando se utilizou este método. Wiseman, Mallack e
Jacobson (1960) destacam que a proteina soluvel e outras interferéncias, presentes na fragdo
soluvel das plantas, podem superestimar o teor de carboidratos soluveis, dai a importancia da
extracdo por meio do uso de solucdes alcodlicas, as quais podem reduzir essas interferéncias.

Assim, analisando os dados do presente estudo, o método mais indicado para
determinar CSA em silagens, seria 0 método do FAS com extracdo em etanol 80%. Segundo
Hall (2007), em extratos analisados com o ensaio do FAS, um amplo espectro de analises que
pode detectar carboidratos poliméricos e monoméricos detecta todos os carboidratos no
extrato. A extracdo de amostras com 80% de etanol extrai acgUcares, assim como 0S
oligossacarideos maiores, por meio de polissacarideos, que deve permanecer em grande parte
ndo extraido (ASP, 1993).

O ensaio do FAS apresentou maior preciséo e baixo custo entre as medicdes realizadas

em cada amostra. Corrobora com Candido, loshii e Nascimento (1995), ao afirmarem que o
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método do FAS é mais sensivel, preciso, exato e ndo sofre interferéncia de matriz. Esses
mesmos autores, também, ressaltam que este ensaio ndo requer hidrélise prévia da amostra, é
economicamente acessivel e de facil execucéo.

Conforme Masuko et al. (2005), entre os muitos métodos colorimétricos para
determinacdo de carboidratos sollveis, o0 ensaio FAS é o mais pratico e mais confidvel para
medir agucares neutros em oligossacarideos, proteoglicanos, glicoproteinas, e glicolipideos,
apresentando-se como o método mais usado amplamente por sua sensibilidade e simplicidade.

Fato também verificado por Hall (2013, 2014) que afirma que o ensaio do FAS é
preferido para detectacdo dos CSA e destaca que, para qualquer método, € recomendado que o
carboidrato usado para produzir a curva padrdo seja representativo dos carboidratos
mensurados, porque as reagBes colorimétricas ndo sdo estequiométricas e diferentes
carboidratos apresentam diferentes respostas em absorbancia. Sendo assim, selecionar um
padrdo que melhor expresse a composicdo do CSA principal na amostra, pode melhorar a
acuracia. No presente estudo, seguindo essas recomendacdes, foi utilizado padrdo de glicose
para analise dos CSA das silagens de milho, amendoim e capim, ja, para as silagens de cana, o

padréo utilizado foi sacarose.
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5 CONCLUSOES

a)

b)

A avaliagdo de silagens com diferentes perfis de fermentacdo proporcionou
verificar as diferentes respostas de cada tipo de amostra submetida a avaliagdo dos
teores de CSA utilizando protocolos diferentes para este fim;

Dentre os métodos avaliados, o mais indicado para determinar CSA em silagens
de milho, amendoim, capim e cana seria 0 método FAS com extracdo prévia em
etanol 80%, pois é mais sensivel, pratico, preciso e de baixo custo quando
comparado com o método antrona (custo por amostra = R$ 3,80 no FAS e R$ 5,16
no antrona);

Mas, se o objetivo for avaliar apenas silagens de milho, o uso de extracdo em agua
prévia a deteccdo com fenol acido-sulfurico (FEA), conforme proposto por Hall
(2014), tambeém pode ser utilizado. Além dos beneficios ja destacados do FAS
para deteccdo, com a extracdo em agua ocorre, tambem, economia de reagentes,
gerando reducdo dos custos da analise por amostra (FEA foi R$ 0,47 mais
econdmico que 0 método FAS).
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CAPITULO 3 AVALIACAO DE METODOS PARA DETERMINACAO DE
NITROGENIO AMONIACAL EM SILAGENS

RESUMO

A presenca de nitrogénio amoniacal em silagens (N-NHs) indica a existéncia de proteolises
que, consequentemente, levardo a perda de matéria seca da silagem e reducdo do seu valor
nutritivo. Afeta, ainda, a queda de pH, importante para fermentacdo adequada e conservacao
da massa, pois apresenta agdo tamponante. Sendo assim, é essencial avaliar o contetdo de
amonia na silagem, porém ndo existe uma andlise padrdo. Nesse contexto, foram comparados
procedimentos utilizados para determinar N-NH3; em silagens, com o objetivo de otimizar a
rotina analitica em laboratorios de conservacdo de forragens, indicando o método mais
pratico, preciso e de menor custo. As amostras utilizadas foram coletadas em diferentes silos,
constituindo quatro classes de silagens com diferentes perfis de fermentacdo: milho (n = 20),
amendoim forrageiro (n = 20), capim elefante (n = 20) e cana-de-aclcar (n = 20), as quais
foram submetidas a determinac@o de N-NH; pelos seguintes métodos: eletrodo ion seletivo de
amonia (ISE), fenol-hipoclorito (FH), kit comercial ureia 500 (marca: doles) e AOAC
(Association of Official Analytical Chemists). Os dados foram submetidos a analise de
variancia e as médias comparadas pelo teste t Student a 10% de probabilidade. Os métodos
FH e AOAC apresentaram valores semelhantes (P > 0,10) de N-NH3, mas o primeiro foi mais
pratico e mais preciso que o segundo (coeficiente de variacdo medio: CVM = 4,63% para FH
e 5,85% para AOAC). O método ISE seria o mais pratico dentre os metodos avaliados,
entretanto superestimou (P < 0,10) os valores de N-NH; de todas as silagens avaliadas. Logo
com os dados obtidos, por meio deste estudo, ndo podemos indica-lo. Quando se utilizou o kit
comercial, foram verificados (P < 0,10) valores subestimados de N-NH3, com excecao para as
silagens de milho. Para essa classe de silagem, ndo houve variacdo significativa (P > 0,10)
entre os valores de N-NH3 encontrados pelos métodos FH, Kit comercial e AOAC. Quanto ao
custo de analise por amostra, foram obtidos os valores de R$ 2,27 para ISE, R$ 0,05 para FH,
R$ 0,40 para o kit comercial e R$ 2,46 para AOAC. Sendo assim, 0 método FH é o mais
indicado para determinar aménia em silagens, pois apresentou maior precisdo e eficacia,
menor custo por amostra e, além disso, € de facil execucdo, otimizando a rotina laboratorial
na determinacdo dessa variavel de extrema importancia na avaliacdo da qualidade da
fermentacdo no silo.

Palavras-chave: Compostos nitrogenados. Ensaio. Forragens conservadas.
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ABSTRACT

The presence of ammonia nitrogen in silages (N-NHs) indicates the existence of proteolysis,
which will, consequently, lead to the loss of silage dry matter and reduction of its nutritive
value, in addition to affecting pH drop, important for proper fermentation and conservation of
the mass, since it has a buffering effect. Thus, it is essential to evaluate the levels of ammonia
in the silage. However, there is no standard analysis. In this context, the procedures used to
determine N-NHj3 in silages were compared with the objective of optimizing the analytical
routine in forage conservation laboratories, indicating the most practical, precise and least
expensive method. The samples were collected in different silos, constituting four classes of
silages with different fermentation profiles: corn (n = 20), forage peanut (n = 20), elephant
grass (n = 20), and sugarcane (n = 20) silages. They were subjected to the determination of N-
NHs by the following methods: ammonia selective ion electrode (ISE), phenol-hypochlorite
(FH), commercial kit urea 500 (brand: doles®) and AOAC (Association of Official Analytical
Chemists). The data were submitted to analysis of variance and the means were compared by
Student t test at 10% probability. The FH and AOAC methods presented similar values (P >
0.10) of N-NHjs, but the first was more practical and more precise than the second (mean
coefficient of variation: MCV = 4.63% for FH and 5.85% for AOAC). The ISE method was
the most practical among those evaluated, however, it overestimated the N-NH; values of all
evaluated silages, therefore, with the data obtained by this study, it cannot be indicated. When
using the commercial kit, underestimated values of N-NH3 were verified (P < 0.10), except in
the case of corn silages, given that, for this class of silage, there was no significant variation
(P > 0.10) between the N-NH; values found through the FH, the commercial kit and the
AOAC methods. Regarding the analysis cost per sample, the values of R$ 2.27 for ISE, R$
0.05 for FH, R$ 0.40 for commercial kit and R$ 2.46 for AOAC were obtained. Thus, FH is
the most suitable method for the determination of ammonia in silages, since it presented
greater precision and efficiency, lower cost per sample and is easy to execute, optimizing the
laboratory routine in the determination of this extremely important variable in the evaluation
of the fermentation quality in the silo.

Keywords: Assay. Conserved forages. Nitrogen compounds.
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1 INTRODUCAO

Durante o processo de ensilagem no silo, logo apds a vedacao, as enzimas das plantas
e de microrganismos aerdbios apresentam intensa atividade até que o oxigénio residual se
torne ausente no meio. Durante essa fase inicial (aerébia), ocorrem proteolises que levam a
perda de MS e a reducdo do valor nutritivo da silagem. E essa quebra de proteinas leva a
producdo, principalmente, de aminoéacidos e, também outros compostos nitrogenados, tais
como nitrogénio amoniacal (N-NH3) e aminas, essas Ultimas em menor quantidade (ROOKE;
RATFIELD, 2003).

Quando o0 oxigénio se torna escasso Nno meio, atinge-se a anaerobiose, proporcionando
0 crescimento da populacdo das bactérias do &cido latico as quais produzem, principalmente,
0 &cido latico, responsavel pela rapida queda de pH no silo. Consequentemente, ocorre
inibicdo do crescimento dos microrganismos e a massa se torna estavel, conservando a
forragem (OSHIMA; MCDONALD, 1978).

Dessa forma, o contetdo de amdnia é um dos parametros utilizados para verificar
qualidade da fermentacdo no silo, quanto maior a concentracdo presente na massa ensilada
pior é a qualidade da silagem. Esse parametro também é utilizado como medida indireta da
presenca de clostridios proteoliticos no processo de fermentacdo, pois eles sdo 0s principais
microrganismos responsaveis pela producdo de amdnia na forragem no silo (MCDONALD;
HENDERSON; HERON, 1991).

Entretanto, embora seja geralmente assumido que os clostrideos proteoliticos séo
responsaveis pela formacdo de amonia durante a ensilagem, em muitas silagens com alto
conteddo de amodnia, os clostridios ndo foram encontrados (HENDERSON; MCDONALD,
1984; SEALE et al., 1986). De acordo com Beck (1978), enterobactérias tém fraca atividade
proteolitica, mas podem deaminar e descarboxilar alguns aminoacidos, produzindo aménia e
acido acético.

Existem varios métodos utilizados para determinar N-NH3 em silagens, ndo havendo
padronizacdo entre laboratorios, o que impede, muitas vezes, uma comparacdo mais acurada
de valores obtidos entre diferentes grupos de pesquisa. Nessa logica, objetivou-se avaliar o
método colorimétrico do fenol-hipoclorito (WEATHERBURN, 1967), frente ao uso do
eletrodo ion seletivo para amdénia (CANALE; CIOTTI; VALENTE, 1983), Kit comercial de
ureia (Ureia 500 doles®) adaptado para determinar amdnia e, por fim, o método da destilacdo
com Oxido de magnésio e cloreto de calcio, seguida de titulacdo (ASSOCIATION OF
OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS - AOAC, 1980), com o intuito de indicar o método
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mais preciso, pratico e de menor custo para determinar amonia, otimizando a rotina
laboratorial.

E, fundamentando-se na teoria de Currie (1999), para melhorar o limite de deteccdo do
analito e aumentar o intervalo de trabalho dos métodos empregados, proporcionando melhor
precisdo, foram utilizadas silagens com quatro padrées de fermentacdo (milho, amendoim

forrageiro, capim elefante e cana-de acucar).
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Local do experimento, obtencéo e preparo das amostras

Os experimentos foram conduzidos nos laboratdrios dos Departamentos de Zootecnia
e Biologia da Universidade Federal de Lavras.

Oitenta amostras, provenientes de silagens de milho planta inteira (n = 20), amendoim
forrageiro (n =20), capim-elefante (n =20) e cana-de-aclcar (n =20), obtidas de diferentes
silos e submetidas a diferentes manejos (tais como: diferentes épocas de corte, uso de aditivos
benzoato, sorbato, cal virgem para cana, dentre outros) foram utilizadas neste estudo.

Amostras contendo cerca de 4 Kg foram homogeneizadas e divididas em duas
porgdes. A primeira porcdo foi congelada a -20 °C e destinada, posteriormente, as analises de
pH (CANALE; CIOTTI; VALENTE, 1983) e nitrogénio amoniacal (conforme métodos
descritos posteriormente).

Ja a segunda porc¢éo foi seca em estufa de ventilacdo forcada a 55° C por 72 horas e
depois moida em moinho tipo Willey com malha de 1 mm e, por fim, foi destinada a
determinacgéo da concentracdo de matéria seca (MS), nitrogénio total e proteina bruta (AOAC,
1995), carboidratos soliveis em agua (DUBOIS et al., 1956) e acidos organicos (latico,
acético, butirico e propidnico) e etanol (AVILA et al., 2009). Os valores de proteina bruta
(PB) foram obtidos a partir do seguinte célculo (PB = NT x 6,25).

As andlises de MS, N total, CSA pH, &cidos organicos e etanol foram realizadas em
duplicata e tiveram o objetivo de caracterizar as amostras (TABELA 1).

As andlises de nitrogénio amoniacal foram realizadas com o objetivo de comparar os

métodos avaliados, assim, cada amostra foi analisada em triplicata.
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Tabela 1 - Caracteristicas quimicas e perfil fermentativo das silagens de milho, amendoim
forrageiro, capim e cana-de-agucar.

Silagens
Variaveis . . . Cana-de-
Milho Amendoim Capim actcar

MS (%) 35,45+43  30,62+#21,2  21,97+3,0 28,36+3,1
PB (%MS) 5,94+0,7 15,09+0,9 7,27+2,3 3,4040,9
pH 3,97+0,2 5,61%0,7 4,27+0,4 3,6840,2
CSA (%MS) 1,96+0,1 0,45+0,03 0,67+0,05 5,91+0,3
Acido latico (%MS) 497422 0,60+0,3 6,06+4,0 6,75+0,4
Acido acético (%MS) 1,64+0,6 2,81+1,2 0,70+0,4 0,70+0,3
Acido propidnico (%MS) 0,18+0,1 0,47+0,3 0,130,1 0,070,1
Acido butirico (%MS) 0,20+0,2 0,00 0,00 0,00
Etanol (%MS) 1,85+0,9 2,89+1,0 3,45+0,4 3,60+1,1

Fonte: Elaborado pela autora (2017).
*MS - matéria seca; PB - proteina bruta; CSA - carboidratos sollveis em agua.

2.2 Extracao de nitrogénio amoniacal das silagens

Trinta gramas de silagem fresca foram pesadas, adicionados 270 mL de agua
deionizada e passaram por homogeneiza¢do por quatro minutos no aparelho Stomacher
(CANALE; CIOTTI; VALENTE, 1983). Logo apos, o extrato foi filtrado com gaze sobre um
funil e coletado e armazenado em potes plasticos de polietileno identificados.

Os extratos obtidos foram todos congelados, para posteriores analises de determinacao

do nitrogénio amoniacal, pelos métodos: ISE, FH, Kit comercial e AOAC.
2.3 Meétodo eletrodo ISE de amdnia proposto por Canale et al. (1983)

Do extrato obtido anteriormente (item 2.2), foi retirada uma aliquota de 50 mL e
levada a um béquer, adicionada solucdo ISA (solucdo ajustadora de forca idnica, contendo
metanol e hidréxido de sddio, marca: ORION®), utilizada para manter o pH entre 11 e 13 ¢,
depois, foi inserido um eletrodo ion seletivo acoplado a um multipardmetro com agitacao
(High Performance Ammonia lon Selective - Thermo Scientific, MA, USA) (FIGURA 1).

Antes de fazer a leitura, foi realizado teste de slope e calibracdo direta do aparelho. A
leitura da concentracdo de aménia em Mol/L foi feita diretamente no visor do aparelho. Para
transformacdo da concentracdo de amdnia em porcentagem do nitrogénio total, os calculos

foram:

a) os resultados sdo dados em concentracdo de Mols de aménia, para o calculo em g:
Molaridade (leitura do aparelho) = m (g/L) + [MM (g/mol) x V (L)];
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Figural -

72

considerando que nos 50 mL, utilizados para leitura, temos 5,55 g de silagem,
calculamos quantas gramas de MS tém em 5,55 g e, entdo, quantas gramas de
amonia em 100 g de MS;

considerando a concentracdo de N total em 100g de silagem, calculamos a
concentracdo de amdnia. Os resultados foram expressos em gramas de amdnia

como porcentagem do N total.

Aparelho Multipard@metro (ORION STAR A 214) com eletrodo ion seletivo para
amonia.

Fonte: Da autora (2017).

2.4 Metodo do fenol-hipoclorito (FH, proposto por Weatherburn, 1967)

Para determinar nitrogénio amoniacal a partir do método fenol-hipoclorito,

primeiramente foram preparados 0s reagentes e padrdo e, posteriormente procedeu-se as

etapas inerentes a esse metodo, conforme descrito a seguir.

2.4.1 Preparo dos reagentes e padrao

a)

b)

Reagente A: nitroprussiato de sodio 14,9 mmol e 5 g de fenol foram,
respectivamente, dissolvidos em agua e, posteriormente, transferidos para um
baldo volumétrico de 500 mL e adicionada agua deionizada até completar o
volume;

Reagente B: 2,5 g de hidréxido de sddio (NaOH) foi dissolvido em agua, depois
foram adicionados 4,2 ml de hipoclorito de sddio (5% de CI livre), transferidos
para um baldo volumétrico de 500 mL e adicionada dgua deionizada até completar
0 volume;

Solucéo padréo de sulfato de amodnio (NH4).SO4: contendo 25 mg de N-NHs/ L

de solucdo.
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2.4.2 Procedimentos

Em um tubo de ensaio, foram adicionados e misturados com agitador mecéanico: 100
uL do extrato de amostra obtido anteriormente (item 2.2), diluido previamente de forma que
suas leituras se enquadrassem na curva padréo. Depois adicionaram-se 2,5 mL de reagente A
e 2,5 mL de reagente B, levou-se ao banho-maria a 37° C durante 20 minutos (FIGURA 2). E,
por fim, foi realizada a leitura da absorbancia em aparelho espectrofométrico em
comprimento de onda de 625 nm. Em paralelo as amostras, também foram realizadas a anélise

do branco e a curva padréo.

Figura 2 - Reagdo das amostras em meio com fenol-hipoclorito.

Fonte: Da autora (2017).

2.4.3 Curva Padrao

Para a curva padrdo utilizou-se solucdo padrdo de sulfato de amdnio contendo 25 mg

de N-NHz3/ L de solucdo, conforme apresentado na sequéncia.

Solugéo A
~ N-NH; < Reagente A | Reagente B Absorbancia
Tubo PZ?SO (ng/tubo) Agua (i) (mL) (mL) esperada
Branco - - 100 2,5 2,5 -
Ponto 1 25 0,625 75 2,5 2,5 0,150
Ponto 2 50 1,250 50 2,5 2,5 0,300
Ponto 3 100 2,500 - 2,5 2,5 0,600
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2.4.4 Célculos

Relacionou-se, por regressdo (utilizando o Excel), os valores de absorbancia (X) da
curva padrdo com os de concentragdo de N-NH; em cada tubo (Y). A equagdo linear
resultante foi utilizada, ent&o, para calcular a concentracdo de N-NH; das amostras.

2.5 Método do kit comercial ureia 500 (Metddo da urease modificada)

E um método originalmente para determinar ureia, entretanto, excluindo-se o uso da

enzima urease, foi possivel utiliza-lo para determinar aménia.
2.5.1 Reagentes

a) Reagente 1: mistura de Salicilato de S6dio 60 mmol, Nitroprussiato de Sddio 3,4
mmol e EDTA dissodico 1,35 mmol, sob forma de po;

b) Reagente 2: contém Hipoclorito de Sodio 0,120 mol/L e Hidroxido de Sodio 3,75
mol/L;

c) Solugéo padréo: solucdo de sulfato de aménio contendo 25 mg de N-NHas/ L.

2.5.2 Procedimentos

Reagente 1: o contetido do reagente 1 foi adicionado a um baldo volumétrico de 500
mL e o volume completado com agua deionizada.

Reagente 2: o conteido do reagente 2 foi adicionado a um baldo volumétrico de 500
mL e o volume completado com agua deionizada.

Em tubos de ensaio, foram adicionados 10 uL do extrato da amostra, 0 reagente 1 e 0
reagente 2. Cada amostra foi avaliada em triplicata. E, em paralelo, foi realizada a curva
padrdo, utilizando-se solucdo padrdo de sulfato de aménio contendo 25 mg de N-NH3/ L de
solucdo (procedeu-se a curva padrdo da mesma forma que no item 2.4.3).

Os tubos que continham as amostras e 0s que continham os padrdes foram
homogeneizadas e incubados a 37°C em banho-maria, durante 5 minutos. Depois, foi

realizada a leitura das absorbancias em espectrofotémetro de 600 nm.
2.5.3 Célculos

Relacionou-se, por regressao (utilizando o Excel), os valores de absorbancia (X) da
curva padrdo com os de concentracdo de N-NH; em cada tubo (Y). A equacdo linear

resultante foi utilizada, entdo, para calcular a concentracdo de N-NH; das amostras.
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2.6 Método AOAC (1980)

Apobs a obtencdo do extrato da silagem (conforme item 2.2), 0 mesmo passou por
destilacdo com Oxido de magnésio e cloreto de célcio, seguida de titulagdo, conforme

procedimento descrito na sequéncia.
2.6.1 Reagentes

a) Acido borico 4%

b) Solucdo indicadora mista: constituida de vermelho de metila e verde de bromocresol,
diluidos em etanol 70%. O indicador misto foi incorporado a solucéo de acido borico 4%
(8 mL da solucdo mista por litro da solucdo de acido bérico 4%).

c) Cloreto de célcio 25%

d) Oxido de magnésio P. A.

e) Acido cloridrico (HCI) 0,05 N

2.6.2 Procedimentos

Destilacdo: no dia da anélise, os extratos de silagem foram descongelados, coletaram-
se 25 mL e transferidos para um tubo de proteina (escala macro). Para evitar precipitacéo,
foram adicionados 2 mL de agua destilada. Logo apos, foram adicionados, também, 2 g de
oxido de magnesio P.A., 5 mL de cloreto de célcio 25% e foram colocadas algumas pérolas de
vidro (para acdo antiespumante). Agitou-se essa solucdo e procedeu-se a destilacdo em
aparelho Kjeldahl. Em um erlenmeyer contendo as solugdes indicadoras (10 mL de solucao de
acido bdrico a 4% contendo solugéo indicadora mista), foram recolhidos 125 mL do destilado.

Titulacdo: o destilado contido no erlenmeyer foi retirado do aparelho e procedeu-se a
titulacdo em bureta graduada com HCI 0,05 N.

Calculo: NH3 (%) = V*N*0,014*100

Aliquota (25 mL)

Em que: V = volume.
N = normalidade do &cido utilizado na titulacdo (HCI).

0,014 = numero de miliequivalentes do nitrogénio.
2.7 Célculo do custo de reagentes por analise

Para calcular os custos com reagentes inerentes a cada protocolo analitico,
primeiramente, foi verificado o custo médio de cada reagente. Posteriormente, a partir da

quantidade utilizada de cada reagente dentro de cada método, para analisar uma Unica
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amostra, calculou-se o custo proporcional de cada reagente. Ao final, eles foram somados em

cada método, indicando o custo de reagentes por analise em cada amostra.
2.8 Analises estatisticas

Foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial, com
quatro culturas (silagem de milho, silagem de amendoim forrageiro, silagem capim elefante,
silagem de cana-de-agUcar) submetidas a quatro métodos de determinacdo de N-NH; (ISE,
FH, Kit comercial, e AOAC), com 20 repeticGes de cada tipo de silagem e trés replicatas de
cada amostra em cada método. Foi escolhida a matriz de covariancia utilizando o critério de
informacdo Akaike do SAS baseado em Wolfinger (1993). As médias foram submetidas a
analise de variancia e comparadas pelo teste t Student, a 10% de probabilidade, utilizando
procedimento PROC MIXED do software estatistico SAS (STATISTICAL ANALYSIS
SYSTEM INSTITUTE - SAS INSTITUTE, 2002). O modelo estatistico utilizado para analise
dos dados foi:

Yijk = p+ai + Bj + af + e

Em que:

Yijk = valor observado de N-NH; referente a k-ésima repeticdo da combinagéo do i-
ésimo nivel do tipo de cultura (silagem de milho, silagem de amendoim forrageiro, silagem de
capim elefante, silagem de cana-de-acucar) com o j-ésimo nivel de método (ISE, FH, Kit
comercial, e AOAC);

u = constante geral (média da populacéo);

aj = efeito do i-ésimo nivel de cultura (silagem de milho, silagem de amendoim
forrageiro, silagem de capim elefante, silagem de cana de agucar) no valor observado Yij;

Bj = j-ésimo nivel de método (ISE, FH, Kit comercial, e AOAC) no valor observado
Yiik;

afij = efeito da interacéo do i-ésimo nivel do fator cultura como i-jésimo nivel do fator
método;

ejj= erro associado a observagéo Yij.

Para verificar a relacdo entre os métodos e, consequentemente, a possibilidade de um
substituir o outro, foram realizadas estimativas de modelos identidade (TEDESCHI, 2006),

utilizando o método FH como padrdo e comparando-o aos demais. Os modelos consistem em
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uma equacdo de primeiro grau do tipo Y = o + B1x com as seguintes hipoteses: HO: Bo=0 e
Ho: B1= 1. Neste caso, as anélises foram realizadas pelo PROC REG no SAS (2002).

A fim de verificar repetibilidade das amostras e, também, a amplitude dos valores
obtidos dentro de cada classe de silagem, foi utilizado o programa Microsoft Excel (2010),
para calcular as funcdes: desvio padrdo da média (DP), valores minimo e maximo e
coeficiente de variacdo (%CV). Foi calculado também o coeficiente de variacdo médio
(%CVM), que € a média dos coeficientes de variacdo de cada classe de silagem, quando

submetidos a determinado método.
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3 RESULTADOS

Na Tabela 2 é possivel verificar a comparacdo entre os métodos utilizados para
determinar amdnia em silagens das diferentes culturas avaliadas. O método ISE apresentou 0s
maiores valores de aménia (P < 0,10) em todas as culturas avaliadas. Comparando-se 0s
métodos fenol-hipoclorito (FH) e ISE, este ultimo foi o método que gerou conteudo de
amonia, em meédia, 33% maior nas silagens de milho, 51% maior nas silagens de amendoim,
35% nas silagens de capim e 48% nas silagens de cana. As silagens de milho e, também, as de
amendoim, ndo apresentaram diferenca significativa (P > 0,10) nos teores de N-NHj3 entre os
métodos FH e AOAC. Entretanto, no método do kit comercial, verificaram-se 0s menores

teores de amonia (P < 0,10) para silagens de amendoim forrageiro, capim e cana-de-agucar.

Tabela 2 - Comparacdo dos valores de nitrogénio amoniacal em relagdo ao nitrogénio total
(N-NH3/NT em %MS) de silagens de milho, amendoim forrageiro, capim e cana-
de-acucar analisadas pelos metodos ISE (eletrodo ion seletivo), fenol-hipoclorito
(FH), Kit comercial (doles) e AOAC (Association of Official Analytical

Chemists).
Silaens Métodos EPM® Valor de P
g ISE FH Kit AOAC MET® CcUT® MET*CUT

Silagem de 7,47 a 4,98 b 4,47 b 552b

milho (4,51-9,95) (3,11-8.25) (2,00-8.87) (3,50-8,40) *:8106 <0,0001<0,0001 <0,0001
Silagemde  22,60a 11,60 b 3,77¢c 9,95b

amendoim (3,95-34,81) (1,85-18,45) (1,58-9,84) (1,56-16,79)

Silagem de 24,30 a 8,61b 341c 9,84 b

capim (9,49-61,4) (0,01-29,8) (1,20-4,85) (1,25-37,8)

Silagem de 9,39a 450b 2,97c 5,51b

cana (3,96-17,19) (1,98-7,40) (1,91-4,85) (2,43-7,48)

Fonte: Elaborado pela autora (2017).

W EPM - Erro padréo da média. ® MET - método; © CUL - cultura.

Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha diferem entre si (P < 0,10).

Valores entre parénteses abaixo das médias indicam os valores minimo e maximo de N-NH; de cada classe de silagem
avaliada.

Os valores de coeficientes de variacdo (CV) podem ser verificados na Tabela 3. Os
maiores CV entre as triplicatas de cada amostra foram verificados no método AOAC: 7,03%
para silagens de milho, 5,34% para silagem de capim elefante e 8,44% para silagem de cana,
com excecdo das silagens de amendoim forrageiro, em que o maior valor de CV entre as
replicatas foi verificado no método ISE, 4,15%. O método FH foi o ensaio que apresentou

menor CV entre as replicatas de cada amostra, em todas as classes de alimentos: 1,36% para
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silagem de milho, 1,14% para silagem de amendoim, 1,57% para silagem de capim e 2,25%

para silagem de cana.

Tabela 3 - Coeficiente de variagdo (CV) entre as repeticbes das amostras de silagem de
milho, amendoim forrageiro, capim elefante e cana-de-agucar avaliadas para teor
de N-NH; nos métodos ISE (eletrodo ion seletivo), FH (fenol-hipoclorito), Kit
comercial (doles Uréia 500) e AOAC (Association of Official Analytical

Chemists).
Tipo de silagem n ISE FH Kit AOAC
Milho planta inteira 20 4,59 1,36 2,38 7,03
Amendoim forrageiro 20 4,15 1,14 1,04 2,57
Capim-elefante 20 3,73 1,57 2,6 5,34
Cana-de-agUcar 20 5,50 2,25 1,77 8,44
CVM 80 4,50 4,63 1,95 5,84

Fonte: Elaborado pela autora (2017).
n = ndmero de amostras (repeti¢des). CVM = coeficiente de variagdo médio.

Na Tabela 4 sdo apresentados 0s custos com reagentes por amostra, utilizados na
determinacdo de N-NHj3 pelos métodos ISE, FH, kit comercial e AOAC. Verificou-se que 0
meétodo mais econdmico foi FH (R$ 0,05), seguido do kit comercial (R$ 0,13), enquanto ISE

e AOAC apresentaram-se mais onerosos, respectivamente, R$ 2,57 e R$ 2,46.

Tabela 4 - Custo com reagentes por amostra das analises para determinar N-NH3 pelos
métodos ISE (eletrodo ion seletivo) para aménia, FH (fenol-hipoclorito), kit
comercial e AOAC.

Método Custo com analise por amostra (R$)*
ISE 2,57
FH 0,05
kit comercial 0,13
AOAC 2,46

Fonte: Elaborado pela autora (2017).
* Foi levado em consideracéo apenas o custo com reagentes para analise de cada amostra.

A comparacdo entre os valores de nitrogénio amoniacal obtidos nos métodos €
apresentada nas Figuras 3, 4 e 5, em que o método FH foi utilizado como padréo. Este
método, portanto indicou os valores observados e 0s demais métodos indicaram os valores
preditos, com objetivo de avaliar a equivaléncia de valores entre 0s métodos e a dispersdo dos
dados entre eles nas diferentes culturas, a partir de uma regressao linear.

Os dados mais dispersos foram obtidos com as amostras de silagem de amendoim
forrageiro e de capim elefante (FIGURAS 3, 4 e 5).
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Na Figura 3, a equacdo identidade (P < 0,001) que melhor ajustou os teores de N-
NHs/% NT obtidos entre os métodos FH e ISE foi y = 0,426x + 0,6311 (R* = 0,7473),
apresentou uma boa correlagdo entre os valores de N-NH; obtidos em ambos (r = 86%).
Contudo a hipétese Ho: Bo = 0 ndo foi rejeitada (P = 0,260), mas Ho: p1 = 1 foi rejeitada (P <
0,001). Ent&o, o método ISE ndo foi efetivo em prever o N-NH3/% NT.

Figura 3 - Conteldo de nitrogénio amoniacal pelo nitrogénio total (N-NH3/NT em %MS) de
amostras de silagem de milho, amendoim forrageiro, capim e cana-de-agUcar
avaliadas pelos métodos FH (WEATHERBURN, 1967) e ISE (CANALE;
CIOTTI; VALENTE, 1983).

70,00 -

y=0426x +0,6311
R?=10,7473
| (P <0,001)
60,00 P B0 =0 (P =0,260)
// B1=1(P<0,001)
50,00 -
40,00 - o Silagem de Milho
E e Silagem de Amendoim
30.00 - o Silagem de Capim
m Silagem de cana-de-acucar
20,00 -
10,00 -
0,00 )

0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00 70,00
ISE

Na Figura 4, € possivel verificar que ndo houve ajuste na equacédo identidade entre os
métodos FH e kit comercial y = 0,1192x + 7,859 (R = 0,0014), a qual nio foi significativa (P

< 0,740). Sendo assim, essa equacdo de regressdo ndo deve ser usada para previsoes, ou seja,

0 método do kit comercial ndo é eficaz para determinar N-NH3/% NT.
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Figura 4 - Conteldo de nitrogénio amoniacal pelo nitrogénio total (% N-NH3/NT) com base
na MS de amostras de silagem de milho, amendoim forrageiro, capim e cana-de-
acucar, avaliadas pelos métodos FH (WEATHERBURN, 1967) e Kit comercial

(doles).
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Em contrapartida, na Figura 5, a equacéo identidade (P < 0,001) que melhor ajustou 0s
teores de N-NHs/% NT, obtidos entre os métodos FH e AOAC, foiy = 1,0138x - 0,3907 (R? =
0,8262), apresentando uma boa correlacdo entre os valores de N-NHj3 obtidos (r = 91%). As
hipdteses Ho: Bo = 0 (P = 0,423) e Hp: B1= 1 (P = 0,794) ndo foram rejeitadas. Entdo, os
valores preditos e observados sdo similares, sendo assim, 0 método AOAC poderia estimar o
N-NH3/% NT.
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Figura5 - Conteldo de nitrogénio amoniacal pelo nitrogénio total (% N-NH3/NT) com base

33,00

30,00

25,00

20,00

FH

15,00

10,00
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AOAC
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4 DISCUSSAO

Os métodos para determinacdo de amoénia em silagens avaliados neste estudo,
apresentaram vantagens e desvantagens e/ou limitacfes decorrentes da propria técnica, da
cultura ensilada e da interacdo entre ambos.

O meétodo ISE superestimou os valores de amdnia, em todas as classes de silagens
avaliadas, mas na regressdo linear, comparando-o com o método FH, verificou-se uma
tendéncia em se ajustar, caso 0s erros ndo fossem aleatdrios e fossem controlados, tais como
algum erro relacionado a calibragcdo e/ou contaminacdo de reagentes, dentre outros. Byrne e
Power (1974), avaliando o uso do eletrodo para determinar amdnia em dejetos animais,
verificaram que em 68% das amostras avaliadas os valores de amdnia obtidos no eletrodo
foram maiores que os obtidos pela técnica de destilacdo.

O uso do eletrodo ISE para amdnia é baseado na determinacdo dos ions amonio, apos
sua conversdo em amonia (CANALE; CIOTTI; VALENTE, 1983; MANUAL..., 2016). E,
segundo Wisk e Siebert (1973), quando se mede concentracdo de amonia a partir do eletrodo
jon seletivo, ocorre também a medicdo de aminas e cations, que sdo lidos como amdnia,
superestimando os valores obtidos. Dessa forma, esse pode ser o motivo pelo qual o método
ISE possa ter gerado valores de amdnia superiores, em relacdo aos demais métodos, pois se
verifica que, durante o processo de fermentacdo no silo, a acdo das enzimas da planta ou dos
microrganismos, em ambiente anaerébio, promove quebra de proteina bruta em aminoacidos e
subsequente producdo de diversos compostos como aminas e aménia (MUCK, 1988;
OSHIMA; MCDONALD, 1978). No presente estudo ndo podemos afirmar se as aminas
seriam a fonte de erro ou se haveria outros interferentes.

Os meétodos FH e kit comercial sdo colorimétricos, entretanto possuem diferentes
protocolos de execucdo. Mas, de acordo com o presente estudo, para a determinacdo de
amonia em silagens de milho, ambos podem ser utilizados. Em contrapartida, para as demais
silagens avaliadas, as concentracGes de N-NH3 encontradas no método kit comercial foram
subestimadas em relagcdo aos métodos FH e AOAC.

O método do FH segue um protocolo ja bastante utilizado para medir amdnia no
sangue, em liquido ruminal e em silagens e é baseado na reacdo que envolve fenol e
hipoclorito, na presenca de agentes cataliticos, gerando uma coloracdo azulada, que é tdo mais
forte, conforme a concentracdo de aménia na amostra e, por fim, faz-se a leitura da

absorbancia em aparelho espectrofotémetro.



84

Com o kit comercial o principio é semelhante, pois também é colorimétrico, porém
trata-se originalmente de um método enzimatico. E um fator importante a destacar é que esse
Kit é utilizado, para anélise de ureia, contudo, neste estudo, foi adaptado para medir amdnia,
excluindo-se a urease. De acordo com o objetivo do Kit, a urease tem a fungdo enzimatica de
reagir com os ions amdnio, para produzir aménia e, como no presente estudo queriamos medir
diretamente a amdnia presente nas amostras, foi seguido todo o protocolo, com exce¢do do
uso da urease. Talvez, por isso e, também, pela quantidade de amostra utilizada por essa
técnica, os resultados encontrados foram subestimados quando comparados com os demais
métodos.

Utilizaram-se apenas 10 uL de amostra para proceder a determinacdo de aménia pelo
método do kit. Essa quantidade € muito pequena e pode se apresentar como uma fonte
consideravel de erro. Verificando o coeficiente de variacdo entre repeti¢coes das medidas (1,04
a 2,60%), a precisdo do método do Kit foi boa, entretanto a correlagdo entre este método com
0 outro colorimétrico (FH) foi de apenas 4%, denotando menor acurécia dos valores obtidos
no método do Kit, com excec¢éo para as silagens de milho.

Sendo assim, em condic¢Ges de campo, havendo a necessidade de avaliar de maneira
mais rapida e precisa os teores de amdnia existentes na silagem, se ela for de milho, este Kit
pode ser usado, visto que neste estudo apresentou valores semelhantes aos métodos FH e
AOAC.

De acordo com os valores observados, 0 método AOAC (1980) pode substituir
satisfatoriamente o método FH, porque ndo houve variacdo entre os teores de N-NHj3 de todas
as classes de amostras avaliadas nos dois métodos e ambos ainda apresentaram uma boa
correlacdo (r = 91%).

Todavia 0 método da AOAC é mais laborioso e de maiores custos, em razdo da maior
quantidade de reagentes utilizados por amostra, sem falar na prépria quantidade de amostra
necessaria para dosagem, que varia entre 25 e 50 mL por repeticdo. Além disso, esse ensaio
também se mostrou menos preciso, com maiores coeficientes de variacdo (2,57 a 8,44%) entre
as repeticdes de cada amostra.

Isso pode ter acontecido, provavelmente, porque na titulacdo, mesmo quando as
replicatas sdo realizadas pelo mesmo laboratorista, ainda assim, pode haver diferenca na
verificacdo da viragem de cor do indicador causada quando se atinge o ponto estequiométrico.
E, como o volume gasto na titulacdo é apresentado apenas com uma casa apos a virgula, uma

gota a mais de &cido que seja utilizada na titulacdo vai gerar maior CV entre as replicatas.
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Sendo assim, diante do exposto, o0 método FH foi o mais preciso para determinar
amonia, por isso, foi utilizado como padrdo neste estudo. Entretanto, por ser um método
colorimétrico também é mais sensivel e mais propenso a interferéncias. Portanto a escolha por
um ou outro método analitico depende dos recursos disponiveis e do perfil da cultura a ser
analisada. Ao comparar o uso do eletrodo ISE com o ensaio FH, Mccullough (1967) também
observou que este Ultimo é o mais especifico para analise de aménia.

Os maiores e mais dispersos valores de amonia foram verificados nas silagens de
amendoim e capim e essa resposta era esperada, pois em ambas os valores de pH observados
foram de 5,61 e 4,27, respectivamente. Silagens com uma boa fermentagdo apresentam pH
abaixo de 4. Silagens com pH maior aliado a um maior teor de umidade, como €é o caso da
silagem de capim (média de 20 amostras = 21,97% MS), podem proporcionar o
acontecimento de fermentacdes secundarias (BERNARDES, 2006), promovendo diminuigédo
dos teores de &cido latico na massa ensilada e, consequentemente, uma queda de pH mais
lenta.

Além disso, em leguminosas e capim, ocorre o efeito da alta capacidade tamp&o que
impede uma queda de pH mais rapida. Capacidade tampdo € a quantidade de &cido requerido
para reduzir o pH de 6 para 4 por unidade de MS (MUCK, 1988). E, avaliando os teores de
acido latico nas silagens, verificou-se uma baixa concentracdo desse acido, nas silagens de
amendoim e capim, respectivamente, 0,45 e 0,67% na MS, sendo um indicativo da queda

mais lenta de pH.
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5 CONCLUSOES

a)

b)

d)

Com base no presente estudo, o0 método mais indicado para determinar aménia em
silagens de milho, amendoim forrageiro, capim elefante e cana-de-agtcar é o FH, pois
mostrou-se mais sensivel, pratico, preciso e de menor custo (R$ 0,05 por amostra);

O método AOAC também é indicado para determinar N-NH3 nas classes de silagens
avaliadas, entretanto é de menor precisdo e maior custo (R$ 2,46 por amostra);

Para silagens de milho, o método do kit comercial também seria uma alternativa para
determinar amonia, pois mostrou-se preciso, pratico e de baixo custo (R$ 0,13 por
amostra);

O uso do eletrodo é a forma mais rapida e menos laboriosa para determinar aménia e,
portanto, falando-se em praticidade, seria a técnica mais indicada para produtores de
silagem utilizarem tanto em bancada quanto em campo. Mais estudos, porém sao
necessarios para verificar quais seriam as interferéncias que poderiam estar
superestimando o N-NH3; medido pelo eletrodo ISE de ambnia. Apenas com os dados

do presente estudo, ndo é possivel indica-lo.
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