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RESUMO

Contributo para a Caracterizagéo do Valor Nutritivo dos Fenos Produzidos no
Alentejo.

O presente trabalho actualiza e complementa undestalizado nos anos de 1985-
1986, centrando-se os objectivos do trabalho nmid@b de um numero minimo de
fardos a amostrar para obtencdo de uma amostrasespativa de fenos, na
identificacdo da metodologia mais assertiva parasttagem de um lote de feno e na
caracterizagdo do valor nutritivo dos fenos no Adgn Procedeu-se a uma analise da
evolucdo produtiva de fenos na regido, ao desemehto tecnoldgico dos sistemas de
producao e aos métodos de analise laboratoridieri@s amostrados evidenciaram uma
ma qualidade quanto ao teor em Proteina Bruta é@Bg@diana quanto a Digestibilidade
(D). Avaliou-se em 16 o numero minimo de fardos mostrar por exploragéao.
Concluiu-se ser o método das amostras compésitamie adequado ao objectivo

pretendido. Foram comparados e discutidos a luztralealhos mais recentes os

resultados de diversos parametros anteriormentsgados.

Palavras-chave:Alentejo; fenos; fenacao; fardos; amostragem; valritivo; técnicas
laboratoriais; qualidade.
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ABSTRACT

A Contribution for the Characterization of the Nutr itional Value of Hays
Produced in Alentejo.

The present work updates a previous study carngdo the years 1985 to 1986 and
focused on the statistical determination of a laleimum number to be sampled for
obtaining a representative hay sample, the detatiom of an assertive methodology
for sampling and analytical characterization of daytritive value in Alentejo.
Production trends, technological development aradyéinal evaluation were addressed.
Sampled hays showed poor quality: their crude pratentent (CP) was reduced and
revealed a medium quality on digestibility. Basedtioe repeatability achieved for CP,
16 bales was the minimum sampling number in oralget a representative hay sample.
Sampling methods were compared: the composed sagnpiethod was shown to suit
the objectives of the present studies. Severalyaoal parameters were compared and

discussed with more recent reports.

Key words: Alentejo; hays; haymaking; bales; sampling;ritiue value; laboratory

techniques; quality
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ABREVIATURAS
“ADF” — “Acid detergent fiber” = Fibra insoluvel entetergente acido (%)
“ADL” — “Acid detergent lignin” = Lenhina insolivedm detergente acido (%)
CT - Cinzas totais (%)
CB — Celulose bruta (g/Kg MO)
“CD” — “Cellulase DOMD, digestion by pepsin/hydrdchic acid followed by cellulose
enzyme= Digestibilidade da matéria organica na natseca determinada por digestao
com pepsina/HCI seguida por celulase (%)
DMS - Digestibilidade da matéria senavitro (%)
DMO - Digestibilidade da matéria organioavitro (%)
D — Digestibilidade da matéria organica na matsgizan vitro (%)
EM — Energia metabolizavel (Mj/Kg MS)
ED — Energia digestivel
EED — Extracto etéreo digestivel (g/Kg)
ENAD — Extractivo ndo azotado digestivel (g/Kg)
FB — Fibra bruta (%)
FBD — Fibra bruta digestivel (g/Kg)

GPT — Técnica de producao de gas
[.M.. I.P. — Instituto de Meteorologia IP Portugal
IVGPT — Técnica de Producéo de Gasitro

MS — Matéria seca (%)

MO — Matéria organica (%)

“MADF” — “Modified acid detergent fiber” = “ADF” mdificado

MOD — Matéria organica digestivel (g/Kg)

“NCD” — “Cellulase DOMD, digestion in neutral degemt followed by cellulose
enzyme”= Digestibilidade da material organica natemal seca determinada por
extraccdo com detergente neutro seguida de digpstaelulase (%)

“NDF” — “Neutral detergent fiber” = Fibra insolivab detergente neutro (%)

N — Azoto total (%)

PB — Proteina bruta (%)

PBD — Proteina bruta digestivel (g/Kg)

VAB — Valor Acrescentado Bruto



1. INTRODUCAO

Hoje, devido a inUmeros factores, tais como a rst@de de obter uma produtividade
marginal cada vez maior, ou a pequena diferencaxjste entre 0s custos e as receitas,
0 agricultor vé-se confrontado com a necessidadeaterer a sistemas mais completos
e eficientes. Para tal sdo necessarios estudosagposmue permitam tirar conclusoes,

que introduzam melhorias na vertente econdmicargaesa agricola.

Neste pressuposto, o trabalho agora realizadongleteontribuir para aquele objectivo.
Constitui a sequéncia da caracterizagdo do valtitima dos fenos produzidos na
regido do Alentejo, efectuada em 1985/86 que perimiar algumas conclusfes acerca
do que se poderia fazer para a melhoria da qualidad fenos do Alentejo, para a
alimentacdo animal dos ruminantes desta regidonsegoientemente para a vertente

econOmicalestas actividades.

Os pequenos e grandes ruminantes (ovinos e bowleoaptiddo creato-poiética sdo as
espécies mais representativas destas zonas, pawa G suino que, apesar de
monogastrico, faz também algum aproveitamento datgens. A base da alimentacao
destes animais sdo os prados, quer naturais quezades; no entanto, devido a
condicionalismos climaticos, o crescimento da ewwdongo do ano é muito irregular.
O pico maximo do crescimento situa-se na Primavexatindo um periodo nulo na
época de Verdo e um crescimento baixo durante eriov Quanto ao Outono, se for
hamido, podera permitir um crescimento moderadcs s& este for seco tal ndo se
verificara (Crespo, 1975). Existem pois periodosaténcia alimentar, aos quais ha que
fazer face. Poder-se-ia recorrer nestes periodasm@acia a arracoamentos a base de
concentrados, mas 0 seu preco é incomportavel gpaauer exploracdo pecuaria,
havendo entdo que recorrer a alimentos que tenligtoscmais reduzidos, mas cujo
valor alimentar permita em associacdo com algumeaiio concentrado, fazer face as
necessidades de manutencéo e producdo do animakodkssidades nutritivas destes
animais variam também em funcdo do seu estaddéigom; dai que exista uma
necessidade de ajustar as fases do seu ciclo p@dim que as necessidades sao
méximas, aos periodos de maior abundancia de padaigio em produ¢do como em
qualidade, evitando, deste modo, o recurso aosotmnaclos e as forragens conservadas,

por periodos muito longoéVidefigura 16).



Seja qual for o sistema utilizado, ressalta-nosantp é importante que essas forragens
conservadas tenham um bom valor alimentar. Em turd# importancia que as
forragens conservadas (das quais o feno é a nilisadd entre nés) tém, nos sistemas
alimentares mais praticados nesta regido, conanparecer-nos importante e urgente a
execucdo de um plano de utilizacdo/comercializaidenos, com base em tabelas
classificativas dos mesmos. Para que tal planoapssis posto em pratica havera que
sensibilizar o produtor para a necessidade de pmodons fenos. Desta forma, um feno
gue manifeste na sua composicdo uma percentagamaute proteina bruta e energia,
relativamente a um outro cujo teor seja menor, @eser economicamente mais
lucrativo (Almeida, 1982a). SO desta forma se Il&var agricultor a cortar a sua
forragem segundo o aspecto qualitativo (digestidde e proteina — épocas de corte

mais precoces), sacrificando ligeiramente o asppcaatitativo.

Para uma primeira tentativa de previsdo do valdritimo dos fenos, foi iniciado na
campanha 1984/85 (inicio em Maio), com o auxilio Daeccdo Regional de
Agricultura do Alentejo (Divisédo de Producéo Anijpalm trabalho de caracterizagéo
do valor nutritivo de fenos produzidos em diferenéxploracdes do Alentejd/ifle
figuras 22 e 23).

Esse trabalho teve como grandes objectivos:

1. Determinar qual dos dois métodos de amostragenicgdat seria o mais
correcto para caracterizar o valor nutritivo médtidfeno numa exploracgéo.

Determinar qual o niumero minimo de fardos a amoptaexploracao.
3. Avaliagéo do valor nutritivo dos fenos da regiacAdentejo.

O trabalho agora apresentado tem como base o0 edwmdmracterizacdo do valor
nutritivo dos fenos produzidos no Alentejo, quedesenvolvido nos anos de 1985/86.
Procurou-se agora, passados 25 anos, efectualiacavadeste subsector da exploracéo
agricola, sob o ponto de vista da sua evolucaaupixade desenvolvimento tecnolégico.

Foi efectuada uma revisdo bibliografica sobre estasmas matérias, com vista a

actualizar o tema e observar quais 0s progresswgades entre os anos de 1985 e 2010.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 BREVE ANALISE CONJUNTURAL DA REGIAO DE
INCIDENCIA DO ESTUDO — ALENTEJO

Identidade cultural e paisagem
Sistemas culturais mediterraneos

Recursos hidricos e EFMA,

Territério, Populacéo e Estrutura Territorial Valor natural do litoral e zona costeira,

= Densidade . . .
NTUS: Area Pozg'(&;ggao Populacional Cidades e_qu[p_adas e seguras e qualidade dos
Hab/Km2 centros histéricos,
Alentejo 27.276,2 503.507 18,5 Transportes_
Alentejo Litoral 5.255,8 94.904 18,1 -
) '_ Estrutura do povoamento urbano indutora de
Alto Alentejo 62489 115421 185 uma sustentabilidade ambiental,
Alentejo Central 7.228,8 168.116 23,3 )
: : Recursos extractivos
Baixo Alentejo 8.542,7] 125.066 14,6
Fonte: INE-'Estimativas da populagéo - 2010 e Anuério Estatistico do Alentejo, 2008 Recursos energéticos endégenos
Posicionamento geogréfico e acessibilidades
Eroséo do solo e desertificacéo,
Dimensao e estrutura demografica,
Populacéo activa,
Dimenséo produtiva da regido,
[] Alentejo Litoral Rede Viaria e Servicos de Transportes

. Alto Alentejo
|:| Alentejo Central
. Baixo Alentejo

Crescimento econémico e emprego

Demografia, populacdo e recursos humanos

Reforco dos principais Centros Urbanos e nova rel@p urbano-rural
Criar escala e reforcar as relagbes com o exterior

Implementar um modelo de turismo sustentavel

Garantir adequados niveis de coesao territorial irérna

Preservar e valorizar o patriménio natural e cultural

Potenciar as grandes infra-estruturas

Combater os processos de desertificacao

* Analise prospectiva extraida do Plano RegionaDd#enamento do Territério do Alentejo (PROTA)



O Alentejo é a maior regido de Portugal, ocupandorma area de 27 332.4 km2, na qual residem 503 507bhantes
distribuidos por 4 sub-regides: Alentejo Litoral com94 904, Alto Alentejo com 115 421, Alentejo Centt@om 168 116 e
Baixo Alentejo com 125 066 habitantes.

E a regido portuguesa de menor densidade populacidnaom valores ligeiramente inferiores aos 19 hab#2, enquanto que

a média nacional se situa nos 115 hab/km2.

No Alentejo, 0 povoamento configura-se numa estruta cada vez mais de tipo concentrado, com reforcantinuado da
importancia da populagdo que reside nos lugares dmaiores dimensdes ou nas sedes de concelho ou d#rith, em
detrimento dos lugares de menor dimens&o ou impont&ia, que tém vindo a assistir a uma diminui¢cdo caimuada do seu
efectivo demogréfico, com o consequente despovoan@das zonas rurais.
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O contributo do Alentejo para a producéo de riquezaem 2008, data da Ultima informacgé&o disponivel, repsentava, 5% do
PIB portugués. O indicador PIB per capita, com o vior de 14,7 mil €, revela um posicionamento globalemte desfavoravel
da regido, abaixo da média nacional, que registavam valor de 15,7 mil € (disparidade do PIB per caph com Portugal
=100 no Alentejo em 2007 era de 93,6). A estrutusmpresarial do Alentejo é caracterizada, genericanmee, pela reduzida
dimensdo empregadora, com uma média de 96% de empes com menos de 9 trabalhadores.
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ACTIVIDADES AGRICOLAS E AGRO-INDUSTRIA

As actividades priméarias agro-florestais (agricultwa e silvicultura) moldam o aproveitamento, conseragcdo e
transformacé&o do solo, da vegetagéo e da paisagenral, ocupando mais de 95% do territério do Alentep e constituindo,
assim, o principal esteio da sua identidade e sustabilidade ambiental.

O aumento das areas irrigaveis em articulagdo com eeorientagdo produtiva induzida pelas diversas pdicas com
incidéncia directa no sector agricola pode potenaiao desenvolvimento das culturas tradicionais pratadas no regadio
como por exemplo: as forragens, o milho, os cereaso girassol, ou a introdugdo de novas culturas.eSta forma ajustar-se-
4 a produgdo ao mercado e a procura cada vez maideste tipo de culturas, destinadas a alimentacao iamal, alimentacao
humana ou a producéo de biocombustiveis (biodisellgetanol).

A economia regional integra um conjunto de actividdes tradicionais provenientes da exploracéo e traf@macéo de varios
recursos endégenos, como a agricultura, a pescaagro-industria e a industria extractiva, que sdo ssceptiveis de melhorar
0s seus niveis de competitividade e desta forma,raentar o seu contributo para a produgéo regional.

A agricultura, a pecuaria e a floresta tém um papelrelevante nas cadeias de valor da regido, porquep@sentam

caracteristicas singulares e caracterizam-se peldtencao de matérias-primas de qualidade, contribuido decisivamente
para a existéncia de uma agro-industria com grandé&adicdo na transformacao de produtos agricolas egguarios e na
obtencdo de produtos com elevada qualidade, boa igem de marca e grandes potencialidades de afirmac&wmn varios

segmentos do mercado nacional e internacional, noa@amente carnes, queijos, enchidos, pdo, doces, mehho, uva de

mesa e azeite. (Texto retirado da Resolucao do Cotigede Ministros n° 53/2010, Diario da Republica,?serie _ N° 148 de 2
de Agosto, Aprovacgédo do Plano Regional de Ordenamtendo Territério do Alentejo (PROTA)
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2.2 CARACTERIZACAO DO SUB-SECTOR DAS FORRAGENS NO
ALENTEJO

A abordagem destas matérias exige que oo
o conhecimento sobre o0 seu
enquadramento, seja necessario e tao 2005 \ 1993
actual quanto possivel. E motivada pela
identificacdo de problemas que
decorrem de observacfes e analises
2003 1995
efectuadas a dados e indicadores
recolhidos do meio em que se insere 0

estudo. Assim a analise dos dados
1999 1997

referentes ao Inquérito a Estrutura das
—e— Area (1000ha) —=— Média (1000ha)

Exploracdes Agricolas para o periodo

Fonte: INE - Inquérito a Estrutura das ExploracAgsicolas, 1993,
1995, 1997, 2003 e 2005; Recenseamento Geral Aayrit689 e

1989-2005 teve como objectivo
perceber a evolugdo das areas ocupadas 9%

= i Figura 1. Total Culturas Forrageiras Alentejo
com forragens, a evolucéo dos efectivos e 0862005
pecuarios e 0 seu ajustamento de modo (1000ha)

a verificar se estas permitem a cobertura Esta abordagem constituiu uma primeira

das necessidades alimentares daqueles contribuicdo para a caracterizagdo do

animais. sub-sector das forragens no Alentejo.

Quadro 1. Utilizacdo das terras e a SAU (Alentejo)

138.500
Total de SAU Total Culturas Total Culturas

Superficie Temporarias Forrageiras

Total
“ Sup. “
Area (ha) | Area (ha) | Total Area SAU A 131.000
% i) &L ~

2.007.275 1.842.097 91,8 660.940 35,9 127.416 6,9 123.500

1.889.172 1.766.677 93,5 513.671 29,1 129.735 73

1.913.756 1.800.536 94,1 515530 28,6 128.454 7,1 116.000 t t t f f f 1
1989 1993 1995 1997 1999 2003 2005

1.867.929 1.757.360 94,1 505.516 28,8 116.645 6,6
2.158.884 1.924.044 89,1 564.222 29,3 136.252 7,1

2.061.579 1.836.215 89,1 469.727 256 135549 7,4 Figura 2. Total Culturas Forrageiras
Alentejo (ha)

1.987.524 1.792.285 90,2 378.685 21,1 128.712 7,2

Fonte: INE - Inquérito a Estrutura das Exploraclgscolas, 1993, 1995, 1997, 2003 e 2005; RecensetnGeral Agricola, 1989 e 1999.




Quadro 2. Utilizacdo das terras e a SAU (Portugal)

Total Culturas Total Culturas 600.000
Superficie e Temporarias Forrageiras
Total =
Area(ha) | . ue. | % . % 500.000-}
Area (ha) o Area (ha) I\ Area SAU /(
5.316.161 4.005.594 75,3 1.895.364 47,3 578.489 14,4 400.0004 ’

5.158.221 3.949.548 76,6 1.351.629 34,2 370.990 94

5.084.776  3.924.623 77,2 1.316.113 33,5 378.462 9,6

300.000 f f f f f f f
4.949.396 3.822.127 77,2 1.237.266 32,4 376.796 9,9 1989 1993 1995 1997 1999 2003 2005

5.188.955 3.863.116 74,4 1.399.372 36,2 542131 14,0

4.888.500 3.725.190 76,2 1.010.300 27,1 389.379 10,5 ] )
Figura 3. Total Culturas Forrageiras

Portugal (ha)

4.779.428 3.679.587 77,0 1.008.690 27,4 478.095 13,0

Fonte: INE - Inquérito a Estrutura das Exploragligdcolas, 1993, 1995, 1997, 2003 e 2005; Recense@nGeral Agricola, 1989 e 1999.

Conclusoes

Ndo se verifica uma evolucdo muito
significativa nas areas ocupadas por forragens

1407 na Superficie Agricola Ulildo Alentejo ao
0] longo da serie de anos apresentada. Verifica-
' se que ocorreu entre 0 ano de 1995 e 1997
100] uma quebra e uma tendéncia positiva no
' periodo entre 1997 e 1999. Para o periodo
801 seguinte as areas ocupadas mantém-se mais
elevadas que nos primeiros anos da serie mas
6,01 sem oscilagbes muito significativas
Relativamente ao Pais o Alentejo mantém
4,01 uma tendéncia muito semelhante embora com
um desfasamento temporal. A evolucdo da
2,01 area de culturas forrageifaacompanhou a
evolucdo da &rea de culturas temporari@s
0,0 seu ponto maximo verificou-se em 1989,
1989 1993 1995 1997 1999 2003 2005 variando as areas de forma irregular ao longo
B Alenteio mPorugal | da serie, deixando antever uma tendéncia
para um acréscimo das areas nos ultimos anos
Figura 4. Total Culturas Forrageiras - Alentejo e Portugal analisados.

% de SAU

Fonte: INE - Inquérito a Estrutura das Exploragligdcolas, 1993, 1995, 1997, 2003 e 2005; Recense@nGeral Agricola, 1989 e 1999.

! Superficie da exploragéio que inclui: terras ag(lghpa e sob-coberto de matas e florestas), ffamdiar, culturas permanentes
e pastagens permanentes

2 Culturas destinadas ao corte para dar ao gade edpi colhidas antes de completarem o seu cicletatag (maturaco), de
modo a serem melhor digeridas pelos animais. Pa#emonsumidas pelo gado em verde, depois de eadsarcomo feno ou
silagem ou secas ao Sol ou desidratadas artifieiatien

3 Culturas cuijo ciclo vegetativo ndo excede um asoafiuais) e também as que sdo ressemeadas comlastgue ndo excedem
cinco anos (morangos, espargos, prados temporéti},



Quadro 3. Evolugao dos Efectivos Pecuarios
(Alentejo)

Bovinos

258.984
251.281
297.970
300.672
392.268
445.808
474.663

Ovinos

1.505.314
1.342.324
1.338.120
1.346.862
1.476.342
1.363.863
1.225.826

Caprinos

140.605
119.801
111.669
118.060
119.949

95.232

78.373

Equinos

5.795
5.640
5.755
9.002
7.535
7.539
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Figura 5. Evolucéo dos Efectivos Pecuérios

(Alentejo) — 1989 = 100)

Fonte: INE - Inquérito a Estrutura das Exploraglgscolas, 1993, 1995, 1997, 2003 e 2005; RecensetnGeral Agricola, 1989 e 1999.

Quadro 4. Evolucao dos Efectivos Pecuarios

(Portugal)

Bovinos

1.401.206
1.282.945
1.405.013
1.335.736
1.415.188
1.398.176
1.315.438

Ovinos

2.926.278
2.785.924
2.779.940
2.737.097
2.929.765
2.684.588
2.532.871

Caprinos

720.522
616.347
585.844
551.292
537.241
442.026
443.730

Equinos

40.276
34.769
37.412
41.469
38.663
33.781
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Figura 6. Evolucéo dos Efectivos Pecuarios

(Portugal) — 1989 = 100)

Fonte: INE - Inquérito a Estrutura das Exploragligdcolas, 1993, 1995, 1997, 2003 e 2005; Recense@nGeral Agricola, 1989 e 1999.
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Figura 7. Evolucéo cabec¢as Normais e Forragens
(Alentejo) - 1989 = 100

Conclusobes

Para o periodo entre 1989 e 1997 observa-se uma

tendéncia  divergente  entre
alimentares e disponibilidades
forrageira produzidas no Alentejo.

necessidades

de origem

A partir do ano de 1997 verifica-se uma tendéncia

de evolucdo semelhante face as necessidades

alimentares representado pelo nimero de Cabecas

Normais existentesversus as disponibilidades

alimentares traduzidas através das areas ocupadas

por forragens na Superficie Agricola Util, na

regido.

Fonte: INE — Inquérito & Estrutura das Exploragdgscolas, 1993, 1995, 1997, 2003 e 2005; Recense@mnGeral Agricola, 1989 e 1999.




Seria mais elucidativo se o presente trabalho medesr apresentado com base em
valores relativos a forragens conservadas, conasda informacdo n&o se encontra

apurada por parte do Instituto Nacional de Estedist

Foi efectuado um esforco de pesquisa noutras Sageinformacdo como sejam 0s
registos de producéo de forragens secas, relativdistema de “Apoio a Producao de
Forragens Secas” da responsabilidade do Ministiaridgricultura do Desenvolvimento

Rural e das Pescas, porém este registo diz apespsito as producbes que foram
motivo de candidatura a este apoio. Os valoresngramns ndo sao representativos da
producao de fenos no Alentejo, pois apenas apasemiproducao de um pequenissimo

namero de agricultores que produzem fenos nesi@oreg

A procura efectuada revelou que existe ao nivéMohistério da Agricultura Portugués
uma preocupacao no sentido de contemplar estectabsem apoios traduzindo assim
a importancia de que o mesmo se reveste para d€gohlgricolas. No entanto, pela
prospeccao realizada, ficou claro que a produca &submetida a apoio é muito
inferior a que realmente poderia beneficiar destaal de ajudas financeiras. Ao ler o
regulamento da medida, observamos que é bastanfeom, e de dificil interpretacao.

A sua divulgacéo junto dos eventuais interessaddsrp néo ter sido eficaz.

Este programa do Ministério decorre dos apoios citd@ios no ambito do Programa
de Desenvolvimento Rural (PRODER), ajudas FEAGAdireito a ajuda depende da
qualidade e do tipo de desidratacao sofrida petadem. A percentagem de Humidade,
o teor minimo de Proteina Bruta Total, expressaetatdo a matéria seca e o tipo de

desidratacdo (ao sol ou forgada), sao factoresretawo para o apoio a atribuir.

Estas ajudas séo reguladas através do contetudmedaiia da Comisséo (76/371/EEC)
que fixa as formas de recolha comunitarias de aasgtara o controlo oficial dos

alimentos para animais, a Segunda Directiva da €s#ui (71/393/EEC), que fixa os
métodos de analise comunitarios para o controlmabfilos alimentos para animais e a
Terceira Directiva da Comissdo (72/199/EEC) quea fiess métodos de andlise

comunitarios para o controlo dos alimentos parmaisi.

Pela analise dos numeros relativos ao efectivo gueruexistente na regido,
apresentados no Quadro n°® 3, para o ano 2005 @§ltmimeros oficiais disponiveis),
bem como pela observacdo das areas ocupadas domagtdibrrageiras, fica-nos a ideia
de que os apoios financeiros ao nivel do incremdasdisponibilidades alimentares



para gado, se manifestam necessarios tornandaemaisntegrado de producdo em
extensivo, (0 mais frequente e desejavel em teramBientais no Alentejo), mais
eficiente, pois permitiria uma redugcao de custosistema alimentar, bem como um
aproveitamento mais adequado do uso do solo. Peoetedo que deverdo estes apoios
surgir com uma maior adaptacdo as realidades de paid a fim de proporcionar

motivacdo para um nivel de adeséo significativo.

Através do grafico seguinte observa-se que na Bumprincipal pais produtor de
forragens é a Espanha com 43% seguida da Franca2d8tn Neste contexto, a
producdo em Portugal ndo apresenta expressdo atense incluida na producao de
“outros” em que o valor € de 0%. O peso apreserdadepresentatividade da producdo
portuguesa poderd fazer compreender a fraca adapt¥gs regras comunitarias a

Portugal, no que se refere a este subsector.

O Chuires
W Heolanda
4%

ODinamarca
3%

| omsia |
17%

B Grécia
1%

B Gra Bretan i'u:l.l
1% 5

Fonte: Avaliagdo de variedades de luzerna (Medisagiwa L. ) em condi¢des de regadio do AlquevadAteet al, 2005)

Figura 8. Producédo de forragens transformadas na Europa (AIFE2005)
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2.3TECNICAS ACTUAIS DE FENACAO

Foram essencialmente seis as mudancas tecnold@gioasdas na fenacdo desde 1985
até 2010 na Regiao do Alentejo:

O tipo de forragem para fenar.

A dimensao e versatilidade das maquinas utilizadas
A forma do fardo

A dimensao do fardo

O tipo de material para atar ou sujeitar o fardo

O tipo de acondicionamento do fardo

No Alentejo, a tecnologia da fenacéo sofreu alguait@sacdes significativas ao longo
dos ultimos 25 anos (1985-2010), sobretudo no gsigeita ao modo de apresentacéo e
acondicionamento (forma e dimensodes) do produsd o fardo.

Figura 9. Fardos cilindricos de grande densidade | Figura 10. Fardos rectangulares cilindricos de
e dimenséao grande densidade e dimensédo

No periodo em que decorreu o anterior trabalhcerobsi-se que a forragem destinada a
fenacao era essencialmente forragem em que predeanmas consociagdes de (aveia*
vicia) e (aveia* tremocilha), bem como a forragem a@tvas espontaneas, em que

algumas zonas do Alentejo séao particularmente.ricas
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Na ultima década a intensificacdo da divulgacaotéasicas de regadio (criagcdo do
Centro Operativo e de Tecnologia de Regadio — C@NR1999) associada a entrada
em funcionamento do Empreendimento de Fins Makiplo Alqueva, juntamente com

as maiores produtividades alcancadas nas cultegasias, foram razdes que motivaram
0s agricultores alentejanos a investir nesta @raigricola e as forragens nao foram
excepcao. Surgiu essencialmente o feno de azewsruzerna, forragens que até esta

data eram muito pouco cultivadas no Alentejo.

Verificaram-se igualmente alteracbes ao nivel daamieacdo. Hoje as maquinas sao
mais especializadas, mais eficientes e de supdimensdo e capacidade. Segundo
Serrano (2002) as evolucdes ocorridas neste ansoitgiram “no sentido de um novo
conceito de enfardagem por enrolamento e no sedédardos de maiores dimensofes”.
O mesmo autor refere que a principal alteracdo @eanizacdo se deu na fase
correspondente aos trabalhos de recolha. Estagdimegaie até aqui era essencialmente
feita & custa de bracos e por isso de mao-de-pasapu a ser efectuada com o auxilio
de maquinas que possuem mecanismos de recolhaagdeelaborados que tornam
todo o processo muito mais rapido e econdémico petkiz substancialmente as
necessidades de mao-de-obra. Esta maior facilidldenanuseamento induziu o
agricultor a fabricar fardos de dimensfes e dedsgldastante superiores ao que era
usual. O modelo de fardos cilindricos de grandeeds@o manifestava em 2002
tendéncia para ocupar a preferéncia dos produtdeedfeno devido a evolugéo
tecnolégica assentar numa economia de custos e mnaar versatilidade e
funcionalidade da maquinaria (Serrano, 2002). &bo de fardo pequeno continua a
ser utilizado, contudo surge essencialmente naipaazle de menor dimenséao, devido
a uma razao de economia de escala. Foi possiv@loét confirmar a perspectiva de
Serrano (2002), dado que nos campos observaddsraesgente apenas encontramos
fardos do tipo cilindrico de grandes dimensdeseatangulares, igualmente de grande
dimensao e densidade. As fotografias que se apaeseam seguida, foram efectuadas
em Junho e Julho de 2010. Sdo observadas varigac@#s de enfardagem por
enrolamento bem como situacbes em que o formato #d rectangular de grande

dimensao.
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Figura 12. Fardos rectangulares de grade dimensao atados coiu intético

No ambito deste trabalho seria de enorme utiligadpresentacdo de dados estatisticos
sobre o numero de produtores de feno que utilizadifarentes tecnologias e as razdes
associadas a cada uma das opc¢des tomadas, contustduto Nacional de Estatistica
(INE) ndo possui a informacdo necessaria. A basdadi®s em causa apenas seria
possivel através de um inquérito dirigido pelo geelanca aqui o repto para um

trabalho futuro nesta area.

As alteragOes de tecnologia verificadas nas opesagé fenacdo ao longo destas duas
décadas foram para além das relativas aos tipdsrohato e dimenséo dos fardos, a
substituicdo do arame por cordel de junca e actrknna maior parte dos casos por
fio sintético ou mesmo rede plastica, tal comoreefeerrano (2002). Contribuiu para
esta mudanca a necessidade de obviar muitas stiage com frequéncia surgiam
guando o animal ingeria fragmentos de arame caodan#s problemas. Mais uma vez

também a vertente dos custos pesou aqui como fadiator de mudanca.
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Figura 13. Pormenor de um fardo rectangular de Figura 14. Fardos cilindricos de grade dimenséao
grade dimenséo atado com fio sintético atado com fio sintético com forragem
de regadio

A tradicdo nesta regido no que diz respeito aodicmmamento dos fardos era até
muito recentemente, a mobilizacdo do fardo para ao@a proxima da casa de
habitacdo do agricultor, agrupados em medas e tosbg@or tela de plastico ou
recolhidos em hangares. A inovagao surge hoje ewscam que o fardo permanece no
campo mas aquando do enfardamento este € de imesligito e protegido com
cobertura de plastico. Esta técnica mais receweie, contribuir para uma minimizacéo
das perdas originadas pelo efeito das chuvas gqueéa da formacao de bolores ou
fungos conferem a forragem cheiros e sabores gaenlé rejeicdo do feno por parte
dos animais. Muitos autores referem que as perdage dipo sdo particularmente
importantes, quer sobre o ponto de vista da quddidia forragem, quer sobre o ponto
de vista da economia da exploracdo agro-pecu&@iaar®, (2002), refere que as perdas
em secagens no campo, ndo deverao ir para alédttam MS, contudo por diversas

razdes induzidas pela presenca de humidade, aasgewsdem atingir valores de 100%.

Pinheiro e Peca (2004) referem que o processocdgem da forragem é influenciado
por varios factores relacionados com a cultura,digdes ambientais e com os
tratamentos da colheita. As vantagens ou desvargage acondicionamento da
forragem, a enfardacdo e a influéncia de parametreeorologicos tém assentado
sobretudo em pressupostos tedricos. Foram compardaias de corte, diferentes
equipamentos de corte e varias sequéncias de &atasne comparados os seus efeitos
na reducdo da humidade da forragem durante o mmtesnoldgico da fenacdo. Foram
desenvolvidos modelos para determinar a influéndta tempo e de factores

operacionais com maior influéncia no processo dagam no campo de todo o corddo
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de forragem composto por aveias, ervilhacas e ®utspécies. Entre os factores
operacionais, o efeito do condicionamento foi sengomais importante. A enfardacao
24 horas apo6s o corte teve uma influéncia positevgerda de agua enquanto que a
enfardacdo 48 horas apés o corte aumentou a redliicangdo da forragem durante a
noite. As variaveis atmosféricas, tais como a haaiddo ar, em “deficit” de vapor de
agua, velocidade do vento e radiacdo solar forawam@dveis atmosféricas que tiveram
a maior influencia no processo de secagem. A dadsido corddo deixado através do
corte parece ter apenas um efeito muito reduzidprocesso de secagem. Na equacéo
desenvolvida para antever o processo de secagenonponentes do corddo, a taxa de
secagem das espécies em estudo foi influenciads pekas de secagem das outras
espécies que a compunham. A secagem da aveiaflisericiada pela secagem da
ervilhaca e de outras espécies, e vice-versa. @igonamento foi também um
importante factor que influenciou a secagem deosa&rbmponentes, entre 0s quais as

aveias.

Figura 15. Fardos cilindricos de grande dimensao com coberturem tela de plastico
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2.4IMPORTANCIA DA CARACTERIZACAO DO VALOR
NUTRITIVO DAS FORRAGENS CONSERVADAS

A conservacgao de forragens pode sustentar-se ersdg/técnicas contudo a fenagéo e
a ensilagem sdo as mais utilizadas entre nés. #&&né uma técnica de conservacao de
forragens, através da desidratacdo parcial da massacomo objectivo preservar um
alimento de bom valor nutritivo, com o minimo dedas de producdo. Deve ser vista,
como uma boa opg¢éo para o aproveitamento do exdesabmentos produzidos quer

através do cultivo quer de origem espontanea,nab dia Primavera.

Atendendo a que existem longos periodos de caré@hgiantar € assim necessario que

se produza e conserve de forma a fazer face apmsedos de producdo quase nula.

Hoje em dia com a utilizacdo mais divulgada daslyp¢des em regadio, os periodos de
caréncia podem ser largamente encurtados, no enessencialmente durante parte do
inverno, as caréncias sao efectivas e a suplen@ntagimal a base de forragens
conservadas sdo uma necessidade real. Segundo Amardl. (2005), Portugal
apresenta uma orientacdo pecudria na exploracédeudasterras agricolas pelo que o
estudo das culturas forrageiras se apresenta nmjportante. Os mesmos autores
referem ainda que o aumento da area agricola idolyzlo regadio do Alqueva e a
possibilidade de parte dessa area poder ser ocwgiealaes de culturas forrageiras,
nomeadamente luzerna para feno ou silagem, justHicecessidade de estudos mais

actuais nestas matérias.

Hoje em dia o agricultor sabe qual a importancia @wacoamentos no rendimento das
suas exploracbes pecuarias. Sabe que deve presmupan adequa-los ao nivel
produtivo desejado, ao tipo de animal, bem comeeapestado fisioldgico (gestacéo e
lactacdo). A figura 16 ajuda a compreender mellsbta éeia, elucidando sobre os
periodos, em que nesta regido, se torna mais pteraemecessidade de suplementar a
alimentacdo de ruminantes em pastoreio. A boa @edtidentar pode ser o factor de
sucesso na empresa de producdo pecuaria. E aspiontante que seja conhecido o

valor nutritivo do alimento.

No caso do feno, a vantagem do conhecimento deaeunutritivo pode ter um duplo

interesse. Para quem o produz e comercializa bemp quara quem o compra, 0
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conhecimento do valor nutritivo do produto em caosginara a possibilidade do

produto poder adquirir diferentes valorizagfes oange o seu nivel de qualidade.

Um feno mais rico em valores proteicos e energetit@vera ser comercializado a um
preco superior, relativamente a um feno de indiocderiores nestes mesmos

parametros.

Ena
Excedente

Média qualidade
da erva

Erva de alta
qualidade

Baixa qualidade
do pasto seco

SET OUT NOoV DEZ JAN FEV MAR ABR MAI JUN JUL AGO

VACA DE CARNE

Paricio Cobricéo Apartagdo + 12/14 meses de recria e engorda

Gestacgao

OVELHA E CABRA

Paricao Apartagao Cobrigao

Gestagéo “] Animal seco

Fonte:Carvalho, 1984

Figura 16. Tentativa de adaptacdo das fases de maior caréncilinaentar no ciclo produtivo de ruminantes,
aos periodos de maior abundancia e qualidade na owr de crescimento da pastagem, para esta
regido
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2.4.1FACTORES QUE AFECTAM A CARACTERIZACAO DO
VALOR NUTRITIVO DAS FORRAGENS CONSERVADAS

2.4.1.1 CONDICOES DE AMOSTRAGEM

A chave para uma boa analise de forragem é comsema boa amostra, pretendendo-
se que seja representativa da forragem produziddetegnminado local (Undersandsr
al., 2005). O trabalho de amostragem pode comprometesuitado final no calculo do
valor nutritivo de uma forragem caso a mesma nga séectuada com regras
predefinidas. O trabalho de Pinheiro e Peca (2@(p4da a compreender que sera
necessario definir os lotes de feno e recolher aawsepresentativas que contemplem

as variacOes ocorridas durante a secagem e nathialale corte.

E necessario ter em conta ds/ersos factores que podem originar variabilidade
qualitativa como sejam a maior ou menor quantidiélhasversuscaules, a relagcéo

graminea / leguminosa se for o caso de uma forragesociada, o teor de infestantes,
odores, presenca de fungos ou nao, cor e condotidestéricas a que esta exposta a
forragem (presenca ou néo de chuva), (Undersastdal, 2005). Para a definicdo de

uma amostragem mais eficaz devera ser possivéliafex acompanhamento das varias
fases da fenacdo que medeiam entre o periodo te &@ amostragem propriamente
dita. Um conhecimento “in loco” das condi¢cdes ene gaorre todo o processo bem
como da actuacédo dos diversos factores (tecnolbgieorte da forragem, condicbes
climatéricas e datas de corte), poderdo conduzirma melhor delineamento de

amostragem.
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2.4.1.2LOCAL E ANGULO DE RECOLHA DA AMOSTRA

Apos definicdo e respectiva identificacdo dos laleger-se-a determinar o nimero de
amostras a realizar. Undersandeal. (2005), referem que o local de amostragem pode
variar com o tipo de fardos existentes, paralebgigps de grandes ou pequenas
dimensobes ou ainda redondos de grandes dimensées. tBr-se em conta a altura e
espessura de uma das faces do fardo. O fardo néfoéme quanto a distribuicdo de
folhas, caules e sementes. Todo o processo deéafenaffuencia a composicdo do
fardo. O tamanho e forma do fardo também podemaaleehomogeneidade compdésita
do feno. Assim, € importante realizar uma boa afag@o visual a fim de avaliar o grau
de homogeneidade em cada lote. Muitas vezes umaliseavacao da forragem apos a
enfardacdo e o respectivo registo da mesma, paerstituir um bom auxiliar em
laboratério na determinacédo da qualidade e valtitivo desse feno. O Quadro n® 5
apresenta segundo aqueles autores a localizacgoaatde para a recolha da amostra
para cada uma das tipologias de fardos.

Quadro 5. Indicacédo do melhor local de recolha da amostra paros varios tipos de fardos

DISTRIBUICAO DE FOLHAS E

TIPO DE FARDO CAULES

MELHOR LOCAL PARA AMOSTRAGEM

FARDOS RECTANGULARES As folhas concentram-se nos lados Tirar uma amostra do centro através de cada

longitudinais dos fardos (faces mais .
PEQUENOS apertadas) extremidade

Tirar uma amostra do centro a partir de qualquer
sitio. Inserir o amostrador em angulo de 45° se for
de lado ou em angulo de 90° se for de topo.

FARDOS RECTANGULARES Uniforme ao longo da extremidade
GRANDES mas pode variar na espessura

Tirar uma amostra do lado curvo do fardo, com o
amostrador situado na perpendicular
FARDOS CILINDRICOS Uniforme no diametro relativamente a superficie. Se a superficie estiver
contaminada deve remover-se a camada externa

antes de amostrar.

Fonte: Undersandet al (2005).

19



Figura 17. Indicacdo do melhor local de recolha da amostra paros fardos cilindricos de grande dimensé&o
e para os rectangulares de pequena dimensao

2.4.1.3CARACTERIZACAO DO AMOSTRADOR

Devem utilizar-se amostradores que permitam recddre do interior do fardo pois

essa pratica reduz o erro. Um folheto de divulggualoicado pela Oklahoma State

University, (1994) refere que para o caso da amgsin em luzerna existem diversos
tipos de equipamento de amostragem e que o proguéodecida efectuar amostras, ao
adquirir o amostrador, deve tomar em conta os siwests suas preferéncias individuais
guanto ao modelo a adquirir, pois este podera coamb@ broca manual ou eléctrica o
gue tornara diferente 0 seu pre¢co. Quanto as eaistatas técnicas, os amostradores
poderdo também conter um adaptador extensivel pa@da, de modo a conseguir
uma amostra mais profunda. O material em que éuprdd o amostrador podera ser o
aco inoxidavel. Os mesmos autores referem que o tip sonda ndo afecta

significativamente a precisao da recolha.

Apresentam-se neste capitulo alguns modelos d@agento de recolha de amostras
para luzerna utilizados nos Estados Unidos e daddg em 1994 pela Oklahoma State
University. Os modelos de equipamento apresentgumerdo ser reproduzidos com

vista a amostragem de outros tipos de forragens.
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Amostrador Hay Probe- E feita de aco inoxidavel com uma ponta afigéaaco

endurecido. A sonda contem um pequeno recipierde pndem ser acumuladas até 25
colheitas enquanto se retiram amostras dos faf®subos podem ser de 35,5 cm ou
61,0 cm com um corte de ndcleo de 1,5 cm. A sooddesenhada para ser usada com

uma cinta manual, mas pode funcionar a baixas reldes com uma broca eléctrica

Amostrador Hay Chec- E feita de aco inoxidavel com uma ponta seadd em aco

temperado. O tubo € de 12 cm de comprimento e teole corte de 0,44 cm de
diametro. A unidade tem um corpo grande, com purpes empurrar. A sonda
funciona através de puxadores accionados manuamPBosui um recipiente para

acumulagéao do material recolhido.

I :':D' — . j

Amostrador Oakfield - E feito de ago inoxidavel com uma ponta seadt substituivel
atraves de rosca .O tubo tem 18 cm de comprimenito Blcleo de corte de 0,75 cm de
diametro. As amostras séo retiradas através dezome aberta do tubo a medida que
forem sendo efectuadas as recolhas. Podem seraddaptxtensbes a este tubo para
captacbes mais profundas. Este modelo de sondagpfulecionar manualmente ou

através de broca eléctrica.
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Amostrador Penn State- E feito de aco inoxidavel com uma ponta de eort

substituivel em aco temperado. O tubo é de 18 cooagrimento e o nucleo de corte é
de 0,75 cm de didametro. O equipamento pode funcioo@ uma broca eléctrica ou
manualmente. A sonda devera ser desmontada e a$aazntre cada amostragem.

Podem ser adaptadas extensdes a este tubo paredespmais profundas.

L& 4 R KA

L VAR VYL W P

Amostrador Hay Utah - Feito de aco, com uma ponta serrilhada sulbatituem aco
temperado. O tubo é de 15 cm de comprimento e mafid de corte € de 1,3 cm.
Possui roscas externas no tubo, para ajudar a puataostra do fardo.

2.4.1.4 NUMERO DE AMOSTRAS REPRESENTATIVAS

Segundo Undersandet al. (2005), devido a variacdo entre fardos do mesrtey b
importante colher para amostragem frac¢des derd@daectangulares pequenos e de 8
a 10 fardos se estes forem de grande dimensdo.n@raude amostras dentro dos
intervalos referidos, deve contudo, ser maior quamtieterogeneidade entre fardos for
também maior ou mesmo quando a variagdo da homidgeleeda forragem for mais
evidente, referem 0os mesmos autores. Até aquiam®g rectangulares de pequena
dimensao tém sido mais estudados do que os deegdimeénsédo, contudo € importante
que se intensifigue o estudo da amostragem nossfagchndes pois comega a ser a
dimenséo mais frequente no Alentejo. Rosalino, §1.9%feria que 0 numero minimo

de fardos rectangulares de pequena dimenséo aranjost exploracéo, era de 16.
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2.4.2CARACTERISTICAS BOTANICAS DA FORRAGEM MADURA

O valor energético de uma forragem depende, amtdsidb, do seu teor em matéria
organica, digestivel e, por isso, do coeficientediestibilidade da matéria organica,
que se chamara aqui de digestibilidade. Esta \emsideravelmente com: o estado
vegetativo; a idade ou o numero de ciclo de umamagdanta; a espécie vegetal para
um dado estado ou idade; o sistema de colheita eodservagdao (Demarquilly e

Jarrige, 1981).

A composicao morfoldgica e a idade sao as duasteaisticas principais que afectam a

digestibilidade da planta madura e permitem, sw,iprevé-la.

2.4.2.1PRIMEIRO CICLO DE CRESCIMENTO

No decurso do 1° ciclo a digestibilidade de umaadadpécie depende, quase
exclusivamente, do seu estado de desenvolvimerds.glamineas a digestibilidade é
elevada (0.80, 0.85) no inicio do ciclo vegetatigioninui lentamente até um estado
compreendido entre 10 cm de altura e o aparecimdotgrimeiro afilhamento
(consoante as espécies), depois mais rapidamemrte0.@4 a 0.005 por dia)
(equivalente a 0.4 e 0.5 pontos por dia quandgestbilidade é expressa em %, como
por exemplo 80), encontrando-se valores compreeadidtre 0.55 e 0.65 na florag&o.
Ao contrario, a digestibilidade da luzerna, do drexioleta e do sanfeno, diminui
linearmente ao longo do 1° ciclo de crescimentguBdo (Demarquilly e Chenost,
1979 e Chenostt al, 1970, citados por (Demarquilly e Jarrige, 19&kta reducéo
resulta essencialmente da diminuicdo da relacdleagol caules, em beneficio da
proporcao de caules, cuja digestibilidade é marsafie diminui mais rapidamente com a
idade da planta do que a das folhas. O ano, o tiecalltura ou a variedade, tém pouca
influéncia na digestibilidade de uma espécie, namodestado do 1° ciclo vegetativo
(Demarquilly e Jarrige, 1981).

A evolucdo da digestibilidade das diferentes essecao longo do 1° ciclo de
crescimento, € assim muito reprodutivel. Ande¢wal (1981, citados por Demarquilly
e Jarrige, 1981) puderam, assim, calcular as egsdgieares ou curvilineas (Figura
18) entre a digestibilidade e a idade (x = 50 dizando 5% das plantas estdo espigadas

no caso das gramineas, ou quando 5% das plantas #stidas no caso das
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leguminosas) e entre a digestibilidade e a relagaites+espigas. A idade explica 75 a
94% das variacdes na digestibilidade, e 0o pequasvia padrdo da previsdo esti
compreendido entre 0.034 e 0.013, conforme as iespé® numero de dias de

crescimento €, contudo, um bom critério de prevasidigestibilidade de cada espécie,
0 que segundo Demarquilly e Jarrige (1981), coraioe resultados de Homb (1953)
Reidet al (1959) e Minsoret al (1960,1964).

Da mesma forma, a composi¢cdo morfolégica da pléantambém um bom critério (o
desvio padrdo da previsdo estd compreendido en@®2 Oe 0.026, conforme as
espécies) principalmente quando € associada a.i@aexplica principalmente que,
para uma dada idade, as variedades tetraploidegpuaco mais folhosas, sdo um pouco
mais digestiveis que as variedades diploides danamésecocidade, ou que a maioria
das variedades precoces sdo um pouco mais digesiive as variedades tardias da
mesma especie.

Digestibilidade da matéria organica

o.'a P “.:‘ 'u.h.
0.73
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©Panasco
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@ Fzstuca dos prados \
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Inicio do espigamento
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Idade em dias em relagdo ao inicio do espigamenta)(dias)
Fonte:Demarquilly e Jarrige, 1981.

Figura 18. Relac&o entre a digestibilidade da matéria organice a idade, para gramineas, no decurso do 12
ciclo vegetativo
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Segundo Dentinhcet al. (1993), o valor nutritivo do tritical Forrageiroindnui

significativamente (P < 0,05) com a maturacéo datpl tanto em verde como em feno.

Os mesmos autores referem ainda que os melhoreesatorrespondem a fase de
emborrachamento havendo, contudo, necessidade d@igao qualidade com

quantidade de planta disponivel.

Bento et al. (1987a) referem nao ter encontrado diferencasifisigtivas em duas
épocas de corte, quanto a produgdes de MS e MOntando contudo uma interacgao
significativa (P< 0,05) entre a época de corte e o tipo de forragewple originou

producdes menores de feno na 22 época de corte.

2.4.2.2 CICLOS DE RECRESCIMENTO

A digestibilidade dos caules em recrescimento lfgaea italiana, luzerna, trevo violeta)
diminui linearmente, durante o segundo ciclo desamento, e quase tdo rapidamente
como no decurso do 1° ciclo (de 0.004 a 0.0025/diapdo a idade expressa pelo
numero de dias depois do corte precedente. A digdové muito mais lenta (0.085
0.025/dia) no decurso do 3° e sobretudo do 4° delorescimento, porque a proporgao
de caules aumenta menos rapidamente (Deieumd, 1968 e Minson e Mac Leod,

1970, citados por Demarquilly e Jarrige, 1981).

Pelo contrério, a digestibilidade dos recrescimeioi@s gramineas unicamente foliares
diminui lentamente (0.0010 a 0.0020/dia) e é, pmranesma idade, praticamente
independente do numero do ciclo (Deinemal, 1968 e Minson e Mac Leod, 1970,

citados por Demarquilly e Jarrige, 1981).

Segundo os mesmos autores, o ano e local da cplideam modificar a digestibilidade
dos recrescimento, numa dada idade. Parece, coto, efee a digestibilidade é mais
fraca nos anos ou nas regides com Verdes secasngeguo que confirma a influéncia

negativa da temperatura e evapotranspiracao natitigjedade.

A digestibilidade dos recrescimentos, contudo, ddpeainda da idade, mas de uma
maneira menos acentuada do que no 1° ciclo; é agsina idade ndo explica mais do
que 15 a 73% das variacdes da digestibilidade dosescimentos do 2° ciclo. No

entanto, a digestibilidade, variando em limitessrestreitos, ndo apresenta um desvio

padréo de previsao, a partir da idade, muito maigado (0.016 a 0.038, consoante as
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espécies) que para as forragens do 1° ciclo. Denenéma, a digestibilidade depende

ainda da composicdo morfoldgica, no caso dos cagdesscidos.

Definitivamente, o estado de desenvolvimento nocit!o ou a idade para os
recrescimentos permite prever a digestibilidadedioectamente o valor nutritivo) das
forragens verdes com uma precisao muito satiséatpar vezes muito melhor do que a

partir das analises quimicas efectuadas no labargdf@emarquilly e Jarrige, 1981).

Quanto a digestibilidade das forragens conservaglaspode ser prevista a partir da
digestibilidade da forragem verde no momento ddeitad, e das modificacbes na
digestibilidade produzidas pelos diferentes métodesconservacdo. A precisdao da
previsdo € da mesma ordem que para as forragedssyemo caso das forragens
desidratadas ou das forragens ensiladas, j& gesidratacédo e a ensilagem modificam
muito pouco a digestibilidade das forragens. Pelutrério, a previsdo € muito menos
precisa no caso dos fenos, pois a diminuicdo destiiglidade devido a fenacdo é mais
importante, e sobretudo muito mais variavel, do guenduzida pelos outros métodos
de conservacdo. Ela depende, principalmente, dagigd®s climaticas na altura da
fenacao (Demarquilly e Jarrige, 1981).

2.4.3METODOS PARA AVALIACAO IN VITRO DO VALOR
NUTRITIVO DAS FORRAGENS

A medicao da digestibilidade nos animais é longaug#o dispendiosa. Para formular
arracoamentos para animais € preciso, portantpprdde métodos de laboratorio que
permitam prever a digestibilidade e o valor enécgédas forragens disponiveis, com
uma precisao satisfatéria e com o menor custo yeis@emarquilly e Jarrige, 1981).
Jarrige, (1970 e 1980); Van Soest (1971 e 1975)nésbeck (1976); Morrison (1976);
Osbourn (1977) e Osbourn e Siddons (1980) (Citado®emarquilly e Jarrige, 1981);
Lopezet al (2007); Krishnamoorthyet al. (2005); Francet al (2000); (Dijkstraet al
(2005), sao investigadores que muito tém contribpata estes dominios de estudo.

2.4.3.1METODOS QUIMICOS

Tem-se procurado prever a digestibilidade das dema a partir da composicao
quimica, para pér equacdes a disposicéo dos ld@msague trabalham em série. Estas
relacbes foram objecto de um grande numero de lti@acomo, por exemplo, as
revisdes de Barnes (1973); Marrison (1976); Ja(d§80) (citados por (Demarquilly e
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Jarrige, 1981). Segundo Jarrige (1981) (citado (Pamarquilly e Jarrige, 1981), a
digestibilidade da forragem esta ligada, positivai®e ao teor de constituintes
citoplasmaticos totais e, negativamente, ao tegpatedes lenhificadas e cutinizadas.
Sendo o teor em constituintes citoplasmaticos apameente ndo digestiveis pouco
variavel (normalmente de 12 a 14 % da matéria séaafeor em constituintes parietais
ndo digestiveis que determina o teor em matérianicg ndo digestivel da forragem.
Prever a digestibilidade das forragens é, antestude, prever o seu teor em

constituintes parietais nao digestiveis.

A celulose bruta

E a lenhina que é o factor original fundamentabiggestibilidade das paredes e n&o a
celulose bruta. Mas o teor em celulose bruta éalgente, um bom critério de
indigestibilidade parietal de uma dada planta, pergsta relacionada positivamente
com o teor em paredes e com o teor em lenhinag@opva a relacdo negativa muito
estreita entre o teor e a digestibilidade da padpelulose bruta (Jarrige, 1981, citado.
por Demarquilly e Jarrige, 1981).

Estas relacbes sdo mais estreitas no decursodias @de recrescimento dos caules, logo
nas leguminosas, e no decurso do 1° ciclo das geasi(Figura 19). A celulose bruta
permite, entdo, prever a digestibilidade das difiex® espécies, com uma precisdo
geralmente muito satisfatoria.

Digestibilidade da matéria organica.
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Fonte:Demarquilly e Jarrige, 1981.

Figura 19. Relac&o entre a digestibilidade da matéria organica o teor em celulose bruta para as
gramineas, no decurso do 1° ciclo vegetativo.
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No entanto, segundo Demarquilly e Jarrige (1981prexisdo decresce logo que as
plantas estejam préoximo da floracdo, e que o smuet® celulose bruta ultrapasse 30-
35%. Segundo os mesmos autores, embora a digéstilal continue a diminuir

linearmente com o tempo (Figura 20), o teor emlostu aumenta cada vez mais
lentamente até estabilizar a partir da plena fEwagm algumas gramineas. Esta
evolucdo curvilinea do teor em celulose bruta, detdesde ha muito tempo por
Kivimae (1959) (citado por Demarquilly e Jarrig®81), é devida ao lugar tomado

pelas inflorescéncias (de 7 a 17% em média da imai&ra, consoante as espécies).

Nas gramineas, as inflorescéncias contém, conogfetidamente menos celulose (de
20 a 25%), mas mais xilose (18%) e hemicelulosés §120%), que os caules
propriamente ditos (Jarrige, 1963, citado por Deguidly e Jarrige, 1981). Este facto
explica as relagGes curvilineas entre a digestdue e a celulose bruta, no 1° ciclo de
um grande numero de gramineas (Figura 19), e tegge de incluir o teor em matérias
azotadas nas relagbes (se bem que este teor dimmitess vezes de uma forma cada
vez mais lenta, neste periodo, ele esta ligado adtade, de uma forma mais estreita
que a celulose bruta). As inflorescéncias sao tamleén parte, responsaveis pela ma
previsdo da digestibilidade dos fenos colhidos atirpalo inicio da floracéo

(Demarquilly e Jarrige, 1981).

As relagbes entre a digestibilidade e o teor emlas® bruta sdo, em geral, menos
estreitas para os recrescimentos foliares do que @& primeiros ciclos. Isto pode

resultar de uma menor relacdo entre o teor emasaubruta e o teor em lenhina, de
uma relacdo mais frouxa entre o teor e a digestdnie das paredes (pela accao dos
factores climéticos.....), sem esquecer a zonavdaacbes destes parametros € muito

mais reduzida que no 1° ciclo (Demarquilly e Jasrip81).

As relacdes entre a fraccdo indigestivel parietas éeores em lenhina e em celulose
bruta, s&o mais ou menos diferentes, entre cidagescimento da mesma planta, entre
espécies e entre familias botanicas. E precisdoerdstabelecer as equacdes de
previsdo para cada uma destas categorias de fostafepara as forragens de prados
naturais que elas sédo, mais incorrectas, porquedl@a pode variar de uma regiao
para a outra, e mesmo de um prado para o outriptenor de uma mesma regiao

(Demarquilly e Jarrige, 1981).
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Equacdes
DMO = 0,788 - 4,66 1OX? £ 0.02 r=0,972
PBZ = 239,2 - 4,2 X + 0,030%¢ 17 r=0,911

CB@ =179,5+ 6,0 X - 0,043%¢ 20 r= 0,937

Digestibilidade da matéria organica

Q80 ¢ Teor em -
DMO celulose bruta
- Teor em
CB¢ " | mtérias
8.7s | 390+t azotadas
L220 ¥
o0 3so!
’ 180
0,63 30
140
0,60 4 270
J100
2,554 mf

6 30 6 70
Idade expressa em dias em relacdo ao inicio do ezqinento (idade = 50)
Fonte:Demarquilly e Jarrige, 1981

Figura 20. Evolucéo da digestibilidade da matéria organica (DMQ) e dos teores em matérias azotadas
(PB@) e em celulose bruta (CBY) em g/Kg de matériarganica, do fléolo em funcéo da idade

( X), no decurso do 1° ciclo vegetativo

Os constituintes parietais simples em substituicada celulose bruta

Um dos critérios mais utilizados é o residuo ingellino detergente acido (“ADF”) de

Van Soest (1963), devido a sua rapidez. Nas compesaefectuadas com a celulose
bruta (Quadro 6), este permitiu, no conjunto, preveigestibilidade, com uma precisao
sensivelmente melhor. Esta melhoria, tal como @&mhsa com os outros complexos
lenhicelulosicos (Quadro 7), é provavelmente dewadofacto que estes complexos

lenhicelulosicos contém a totalidade da lenhina.

A previsado pode ser ligeiramente acrescida, paanal grupos de forragens, mas nao
para todas, alongando a duracdo do tratamentoZphmaas (“ADF” modificado por

Clancy e wilson, 1966, citados. por Demarquillyaerige, 1981, ou mais (até 6 horas)
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(Mc Leod e Minson, 1972, citados. por Minson, 1982amentando a concentracdo da
solucdo &cida (Mc Leod e Minson, 1972, citados. pemarquilly e Jarrige, 1981) ou
corrigido o “ADF” pelo seu teor em cinzas (Demaligue Jarrige, 1981). Mas esta
adaptacado das condi¢cBes Optimas de tratamentaagosolo de forragem necessitara de
muito tempo e introduz complicacbes que, sem duvid valem a pena numa
avaliacdo que se pretende rapida do valor nutriivma forragem ( Demarquilly e
Jarrige, 1981).

O teor em paredes totais, ou “NDF”, é muito infe@@ “ADF” ou a celulose bruta,

para prever a digestibilidade das forragens (VaesSe Mertens, 1977, citados por
Demarquilly e Jarrige, 1981), mas € um bom crité&te digestibilidade. Segundo
Demarquilly e Jarrige, (1981), ele parece muitongtedor para caracterizar 0s

constituintes parietais nao digestiveis.

Quadro 6. Comparagéo entre as andlises de Van Soest e a tmde bruta na precisdo da previsédo da
digestibilidade das forragens (100 X DMS ou DMO),

N°. de Digesti- Celulose

FORRAGEM A Preciséo "ADF" | "ADL" Autores
amostras bidade bruta
Leguminosas e gramineas MS SR 11,0 9,0 Van Soest 1973 @
Forragens diversas 187 MS R 0,75 -0,61 | Mertens 1972 @
12 3,0 2,2
Gramineas verdes
41 4,1
56 2,6 2,5
Feno de gramineas MO SR Yg%dg)r Koelen e Van Es.
75 2,8
18 3,0 2,9
Silagem de gramineas
30 4,4
Feno de gramineas 42 7,1 6,0 49
Silagens 56 oM cv 6.8 71 56 | Aerts e al (1977b) @
Forragens desidratadas 39 85 75 8.4
condensadas
Forragens verdes 46 MO Ccv 5,0 5,0 Tg;:?gessner e Kellner -
Leguminosas tropicais 32 MS SR 3,7 2,2 3,7 Nc Leod e Minson (1976)
Luzerna (verde e feno) 35 3,2 2,8
Gramineas verdes 57 43 4,4 Jarrige, Demarquilly e
= MS SR Robelin (ndo publicado)
Fenos de prado 32 2,8 2,4 @
Silagem de gramineas 26 59 4.4

Fonte:(Demarquilly e Jarrige, 1981)

(SR: erro padréo da média; R: coeficiente de capdielaCV: Coeficiente de variacéo).

@ Segundo Van Soest e Robertson (1980)

@ Segundo Van Soest e Mertens (1977)

® Lenhina extraida do "ADF" pelo permanganato, Leald "ADF" s&o corrigidos pelo teor em cinzas.
® O teor em matérias azotadas é incluido na equiaegressao. O "ADF" é corrigido pelo teor emainz
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A lenhina e os outros constituintes parietais

A lenhina, sendo o factor fundamental da indigdstdde das paredes celulares,
permitira uma melhor previsdo da digestibilidads ftaragens que a celulose bruta,

desde que seja correctamente doseada (Demarqualyige, 1981).

A superioridade da lenhina sobre a celulose brutaagima quando é aplicada ao
conjunto de forragens, de espécies e de ciclosedifes (Demarquilly e Jarrige, 1981).
E preciso, no entanto, estabelecer as relagdesas@gapelo menos para as gramineas e
as leguminosas, porque para um teor de lenhinal igsialeguminosas tém uma

digestibilidade dos constituintes parietais magéva&tla do que as gramineas.

Associando a dosagem da lenhina a da hemicelul@sela celulose, melhorou-se a
previsdo da digestibilidade para todas as categalgaforragens (Quadro 7), até um
nivel geralmente muito bom. Da mesma forma, nemsiatde analises com detergentes,
combinando o “NDF”, o “ADF” e a lenhina, obtém-senai melhor previsdo da
digestibilidade do que s6 com o “ADF” ( Van Soefabertson, 1980; Osbouat al
1976; Aertset al 1977, 1977b, citados por Demarquilly e Jarrige, 198lha relacéo
muito boa foi também estabelecida na Holanda, t jpiexs teores em “NDF”, lenhina e
acidos uronicos (Gaillard e Nukamp, 1968; Van Deelém e Van Es, 1973, citados
por Demarquilly e Jarrige, 1981). Em todos os casssnelhoramentos da previsao da
digestibilidade parecem, no entanto, muito carea paplicacdo em série (Demarquilly
e Jarrige, 1981).

Em concluséo, se a lenhina doseada por um meétatdectm é o melhor critério de
determinacdo da digestibilidade dos constituintesietais, falta, contudo, um
tratamento quimico simples que isole um residucaljgwu proporcional, aos
constituintes da parede celular ndo digestiveise BEsetodo quimico deveria, por isso,
solubilizar a fraccédo digestivel dos hidratos dd@ao parietais, sem atacar a fraccao

nao digestivel dos hidratos de carbono pariet@sm@arquilly e Jarrige, 1981).
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Quadro 7. Preciséo (erro padrao da média) da previséo da diggbilidade da matéria organica (100x DMO), a
partir de critérios parietais simples e da analissequéncial das paredes (além do teor em matériasotadas).

Critérios parietais simples Andlise sequéncial das paredes @

. . . Hemiceluloses
Amostra Celulose Lenhina Hemi- Lenhina

bruta celulose celuloses i (2
PB® PB PB PB PB 'enth

Celulose @ celuloses

1° Ciclo

Recrescimentos

1° Ciclo

Recrescimentos

Panasco

Festuca do prado
Azevem italiano
Ambas as gramineas
Luzerna

Trevo violeta

Trevo branco 18

4,0 4,0 4,8

As 3 leguminosas 53 3.4 3.2 5,2 4,0 3,4 3,7 3,0

Feno de prado 35 35 3,2 4,2 4,0 3,4 3.9 2,8
Fonte:(Jarrige e Robelin, ndo publicado, citado por Demitly e Jarrige, 1981).

@ a analise sequéncial segundo Jarrige (1961) cemgee? extracdes em agua e em alcool-benzeno dr@ises
H2S04 5% (3 horas) e H2S04 72%. As hemicelulosesadulose sdo determinadas pelo poder reduct6r9pdos
acUcares das hidrolisadas. A lenhina é corrigida paseu teor em matérias azotadas. As paredes swma das
hemicoluloses + coluloses + lenhina e ndo compesdicidos uronicos. Azevem inglés e Panascostiigelade
medida no G.R.l. DE Hurly, analisado por Jarrige ieddn (1964) Outras forragens: digestibilidade medior
Demarquilly e outros, analisadas por Sincon egkarri

@ Regressdes Y = a + bx +%cx

® pB = Proteina Bruta

Muitas equacdes tém sido publicadas, relativas SRVDMO, respeitante a lenhina
contida na matéria seca (MS) dos alimentos e tadasquagfes mostram a relacdo
negativa entre a digestibilidade e o teor em lemHiMinson, 1982a).

Apesar de existirem muitas equacOes de regress@o avisdo dos parametros
referidos, existem grandes diferencas entre elas.

As causas podem estar no método utilizado paréeandieacao da lenhina, ou ainda no
tipo de alimentos utilizados para andlise e de@iwadas equacdes (por exemplo:
gramineasversusleguminosas). Ha também uma interaccdo entre io®rabs e o
método usado para determinacao da lenhina (Mid€82b). Pequenas diferencas entre
regressdes, para gramineas e leguminosas, foraontedas com o método usado por
Cristian (1971) citado por Minson, 1982b).

32



80 - 80 -

Leguminosas
] . 70 4
70 Leguminosas

Digestibilidade da matéria seca (%)

60 + 60 4
Gramineas
Gramineas
50 - 50
40 : ; ; ‘ ‘ 40 ‘ ‘ ‘
2 4 6 8 10 4 6 8 10
Lenhina doseada pelo método de Van Soest (1963) Lenhina doseada pelo método de Cristian (1971)

Fonte:Equacgdes de Sullivan (1964) e Mac Leod e Minsoi&)@citados por Minson 1982b).

Figura 21. Efeito dos diferentes métodos para determinagdo darnhina na diferencga entre as rectas de
regressao de gramineas e leguminosas, relacionaraldigestibilidade da matéria seca com o teor
de lenhina do alimento.

Mas, Van Es (1982) afirma que tem sido dada demtasigencao a lenhina, como causa

Unica e directa da baixa digestibilidade.

Nalgumas espécies de plantas, por exemplo o aargzesenca de silica diminui a
digestibilidade. Porem, a razédo principal paraseolada diminuicdo da digestibilidade
parece ser o elevado grau de interligacdo da heruse, celulose, lenhina e silica com
a avancada maturidade da planta. E este grauatgtidisico-quimica que tem que ser,
de facto, estimado para a previsdo precisa da titiiesde da matéria organica
(Morrison, 1979; Jarrige 1980; Van Soest e Robert$680; Chesson, 1981; Van Es e
Van der Meer, 1981 citados por Van Es 1982). Oeeteda celulose, hemicelulose e
lenhina aumentam com o avancar da maturidade doroom esse avanco, aumenta
também o grau de interligacdo. Esta é a razdo padibra bruta, “ADF”, e a lenhina
podem, até certo ponto, correlacionar-se com astiiédade. Porem, mesmo que
sejam tomadas em conjunto, elas ndo dao uma imagempleta da ligacao fisico-
quimica (Van Es 1982).

Van Es (1982) diz que, acima de tudo, entre asetifes espécies de plantas, e mesmo
dentro de cada espécies, existem grandes diferergasstrutura e composicao da
parede celular, 0 que explica porque € que a caggmspor si sO, ndo € a melhor base

para prever a digestibilidade da matéria organica.
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2.4.3.2METODOS FISICOS

A resisténcia a trituracdo de uma forragem depeadts de tudo, do seu teor em
paredes e da sua lenhificacdo. Chenost (1966) edSh&renet (1971) (citados por
Demarquilly e Jarrige, 1981), mediram a energi@ssdria para triturar uma forragem e
mostraram que ela varia no sentido inverso da tligietade e da ingestibilidade da
forragem. Os limites de variagdo sdo consideraveis: valor relativo, a energia
necessdria varia de 1 a 10, quando se compara magovem a uma palha. Esta
energia necessaria para a trituracao, que se ohandéce de fibrosidade, demonstra ser
melhor indicador da digestibilidade do que a caelbruta e “ADF” (Demarquilly e
Jarrige, 1981) (Quadro 8).

Quadro 8. Previsdo da digestibilidade da matéria organica (IXDMO) pela medida da resisténcia a trituragéo
(I. F. = Indice de fibrosidade). Correlacdoe respéivo erro padrdo

--

Indice de Fibrosidade
0,839
34 Amostras de Gramineas no 1° Celulose Bruta
ciclo de vegetagao 0,810 4,7
Acid Detergent Fiber
0,829 4,5
152 Amostras de Forragens Verdes | Indice de Fibrosidade
3 0,851 4,3
ou de feno de gramineas e de
leguminosas Celulose Bruta
0,838 4,5

Fonte:. (Demarquilly e Jarrige, 1981).

A simplicidade, alias mais aparente do que real, rapidez deste método, estavam
anuladas por uma ma reprodutividade, com o apaiglbial era necessario repetir 6
vezes as medicOes para ter uma estimativa satigfaenergia necessaria para triturar
uma forragem, por causa das variacdes devidas do d®introducdo da forragem no
triturador (Demarquilly e Jarrige, 1981). Pareceste@xagora um material de medida
melhor sucedido (Minson e Cowper, 1974 citadosDmmnarquilly e Jarrige, 1981).
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2.4.3.3METODOS MICROBIOLOGICOS

Digestibilidade In Vitro

Grande numero de métodos de digestibilidadétro tém sido propostos, desde 1955,
(Revisao de Jphnson, 1969, citado por Demarquillarige, 1981); eles diferem na
preparacao do liquido ruminal, nas respectivasqpdes de forragem e fase liquida, na
técnica operatéria, no tempo de incubacdo e nagé@edio constituinte digerido
(celulose, matéria seca, matéria organica). Todeant suplantados pela técnica em
dois tempos de Tilley e Terry (1963) que provou semais interessante nas
comparacoes feitas, principalmente nos USA (Ohnigude e Shcoll, 1966; Barnes,
1969, citados por Demarquilly e Jarrige, 1981).

Aplicado tal e qual, ou com modificacbes minimas, gxemplo acidificacdo a pH 1,2

(Alexander e McGowan, 1961), o método foi utilizagaw numerosos autores que o tém
considerado sempre mais satisfatério que os métqdimicos (Quadro 9), sendo a
previsdo das estimativas muitas vezes inferiores -a 0.03 (Revisdoes de Osbourn e
Sidons, 1980, citados por Demarquilly e Jarrig&1)9

Quadro 9. Comparagéo da precisao (erro padrdo da média) da prisédo da digestibilidade das forragens
(100*DMO) pelos métodos fisicos e microbiolégicos

METODOS QUIMICOS METODOS MICROBIOLOGICOS
Amostras s Lenhi |
Amostra | celulose CSHAllE [ED . . | Digest. em sacos
método de Digest. *in Vitro
Bruta de nylon
Van Soest

Feno de gramineas

SIEGERS

(1977b)

Forragens
desidratadas
condensadas

Aerts etal.

Gramineas verdes

Feno de gramineas

1]
w
c
©
S
[}
o
o R
[Te)
O
s
o}
[a]
C
©
S

Silagem de gramineas

Feno de gramineas
e de leguminosas

Fonte:(Demarquilly e Jarrige, 1981).

Sendo rapida e barata, a medicao da digestibilided#ro foi entdo adoptada por um
grande numero de laboratérios de investigacao dadm(Demarquilly e Jarrige, 1981).
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No entanto, a sua reprodutibilidade ndo é sempisfataria, de uma série para a outra,
ou de um laboratério para outro, como demonstroa womparacdo na qual

participaram 19 laboratorios de investigacdo aramds (Barnes, 1969, citado por
Demarquilly e Jarrige, 1981). Mesmo padronizaderogamente o regime alimentar
dos animais, e as condicfes de extraccao e deragdpa‘inoculum” a média das

digestibilidadesn vitro das mesmas 12 forragens, medidas trés vezesi€3)sériou.

O duplicado em cada série variou de 0,571 a 0®danto aos coeficientes de variacao
entre séries foram de 1,1 a 4,4%, consoante od#abyar. Pode-se, no entanto, reduzir
tais variacbes entre séries e entre laboratoribbzando forragens testemunhas e
brancos, para detectar as séries com resultadosiates. Da mesma forma é, sem
davida preferivel retirar, para cada série, o tiquiruminal em varios animais

(carneiros), do que num soé (bovino) (Demarquillyagrige, 1981). Marten e Barnes
(1979) preocuparam-se com estes aspectos (fontearidedo da digestibilidade obtida
pelo método de Tilley e Terry) e apresentaram ustesia muito detalhado para

minimizar essas fontes de variacao.

Técnica de Producado de Gam Vitro (IVGPT)

A técnica de producdo de gas vitro tem sido muito usada na ultima década em
nutricio animal para a avaliacdo de alimentos, siny@cdo de mecanismos de
fermentacdo microbioldgica, estudo do modo de adghidactores anti-nutritivos, de
aditivos e de suplementos alimentares e para estdeanética de processos de
fermentacdo microbioldgica no tracto digestivo (gpmt al, 2007). Embora esta
técnica seja usada principalmente em estudos cormantes (Close e Menke, 1986;
Dijkstra et al, 2005 citados por Lopeet al, 2007),pode também ser aplicada em
estudos de avaliacdo de alimentos em humanos aianmonogastricos (Williamet

al., 2005 citados por Lopes al, 2007). A técnica é baseada no pressuposto de que
gés produzido em cultur@s vitro com um inoculo microbial (fluido do rumen, produto
da digestéao no intestino grosso ou fezes), € apmmsequéncia da fermentacdo de um
determinado substrato (Franeé al, 2000 citados por Lopeet al, 2007). O gas
produzido cumulativamente em varios tempos de acéb pode ser medido numa
Unica amostra, providenciando dados cinéticos érdes quais é possivel estimar qual
a extensdo e taxa de degradacéo do alimento. Ralia apressao do gas produzido por

fermentacdo num determinado intervalo de tempaniadesenvolvidos varios sistemas
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em que 0s mais simples consistiam no uso de gamafincubacédo nas quais o volume
de gas acumulado e a respectiva pressao estavasionaldos através das leis classicas
aplicadas aos gases. O volume de gas esta reldoimoan a pressdo através de um
coeficiente calculado através da razdo entre onwelde gas formado no topo e a
pressdo atmosférica. No entanto, por vezes o olmeztperimental € seguir a producao
especifica de um determinado gas, por exemplofraafgio de metano a partir do
rumen que resulta da fermentacao, por oposicaméaf@io do gés total. Para o célculo
da producdo de um gas especifico, por exemplo metannecessario ter em
consideracdo o gas acumulado e uma correccao dgplacaolumes maiores (Lopet

al., 2007).

Recorrendo & modelagdo matematica, os dados oltidoso podem ser associados
aos processos que ocorrem in vivo, podendo assitma-se a digestibilidade total do
tracto ou a degradibilidade do rumen a partir da$od cinéticos obtidaa vitro (Lopez
2005). Os parametros cinéticos da fermentacdo pasndeterminados através de
funcBes matematicas para estimar a taxa de ferg@ntaressupondo que a taxa em
que o gas é produzido € directamente proporciotaka de degradacdo do substrato
(Franceet al, 2000 citados por Lopezt al, 2007). No entanto, Lopezt al (2007)
verificaram que na interpretacdo dos perfis de yigad de gas devem ser consideradas
diferencas entre a taxa de degradacéo do substeataxa de producdo de gés. Aqueles
autores observaram que o perfil da producdo de sggsiia um modelo linear,
providenciando o célculo da taxa e da extensdcedeadacdo de alimentos no rumen.
Apesar deste modelo parecer aceitavel, quandoadplia outros alimentos, aqueles
autores também observaram que 0s modelos n&o dmearostravam alguma
superioridade em termos de significancia estatistialvez pondo em duavida o

pressuposto de uma taxa de degradacao constante.

Close e Menke (1986), referem que podem ser obtaksgtados genéricos por todas as
técnicasin vitro os quais estdo correlacionados com determinagb®s/o, e neste
contexto estas técnicas podem constituir uma dai¢do valiosa para a avaliacdo de

alimentos para animais.

A Técnica de Producao de Gas apesar de ter stegidi®88 com Steingass, continua a
manter questdes metodoldgicas que carecem de rnaidagem, nomeadamente o
processo de medicdo da producdo de gas (Krishndmyp&005). Apds efectuada

pesquisa sobre esta técnica conclui-se que atemdanchatureza dos trabalhos
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publicados se entende que a IVGPT estd longe deuse técnica madura
(Krishnamoorthy, 2005).

Digestibilidade “in saco de nylon”

A técnica “in situ” ou técnica dos sacos de nylogpensos no rumem, deriva da técnica
das bolsas de seda utilizadas por Qihal, (1938) citados por Demarquilly e Jarrige,
(1981), para estudar a influencia da natureza dimee consumido pelo ruminante na
digestdo da celulose, no rimem. Foi em seguid&Zadd por outros autores para
estudar, quer a digestado da celulose, quer a dmdstmatéria seca (revisdo de Lowrey,

1969, citado por Demarquilly e Jarrige, 1981).

Segundo Demarquilly e Jarrige, (1981) este métopmeavelmente um dos melhores,
do ponto de vista nutricional, mas € necessario sgje bem uniformizado (peso da
matéria seca da amostra, tamanho do saco de rgth@ntura das malhas do tecido,
tempo de estadia e local no rumem e natureza dmeegpnsumido pelo animal) para

dar resultados muito reprodutiveis.

As modificagdes a técnica, introduzidas por Demidyget Chenost (1969), permitiram
encontrar valores da digestibilidade em estregiachio com os obtidas vivo, sendo a
previsao da estimativa (Chenadtal, 1970, citados por Demarquilly e Jarrige, 1981)
superior aquela obtida com a digestibilidadeitrode Tilley e Terry (1963). O mesmo
se deu com os ensaios de Aartsal (1977a e b) (citados por Demarquilly e Jarrige,
1981) (Quadro 9). A razado € que a digestibilidaglesacos € muito mais fisioldgica,
porque a digestédo se efectua directamente no rumdgctnicain vitro manifestou-se,
portanto, muito interessante, tanto mais que efaipetambém, com tempos de estadia
mais curtos no ramem (12 horas), prever de umadaatisfatoria, a digestibilidade, a
ingestibilidade da forragem (Chenast al, 1970, citados por Demarquilly e Jarrige,
1981).

Barnes (1973) e Pigden (1969) (citados por MartdBames, 1979) apontam que a
maior falha destes métodos € que sado dificeis @adedizar, e Sdo sujeitos a uma

consideravel variabilidade.

Barnes (1973), Monsoet al (1969) (citados por Marten e Barnes, 1979), malicjue

investigacdes rigorosas referem uma elevada co&elantre os métodas vitro (de
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digestibilidade “in situ”) e a digestibilidade vivo convencional, e/ou entre valores
obtidos com o método de fermentagé&ovitro com liquido ruminal, para diversas

forragens.

Aertset al. (1977, 1981) (citados por Van Es, 1982), refere g método dos sacos no
ramem simula melhor a digestdo vivo do que os métodos enzimaticws vitro,

especialmente quando seguidos da fase de pepsi@d No entanto, a precisdo com a
qual é prevista a digestibilidade da MO, é pouderedinte da obtida através dos
métodos de incubacao vitro com fluido ruminal, particularmente se forem usada

maneira correcta as amostras padrdo. O métodouéadkmitado para laboratorios de
rotina, porque sao necessarios muitos animais ebé&emé necessaria uma
estandardizacdo do tamanho dos sacos usados (VA®&Y. O mesmo autor refere
ainda que o uso rotineiro das amostras padréao ipodeser uma valiosa ajuda para
obter uma maior precisdo, mas que isso reduz delidw nimero de amostras por

animal, que podem ser testadas.

2.4.3.4AMETODOS ENZIMATICOS

Como a actividade celulolitica € a principal cageistica da populacdo microbiana no
rumem (Jarrige e Thivend, 1969, citados por Dembyqei Jarrige, 1981), procuraram
reproduzi-la, utilizando preparacdes de enzimaslaléicas extraidas de cogumelos.
Depois de ter sido utilizado com pouco sucesso primaeira “celulase” de origem
americana, Dondfest al. (1963) (citados por Demarquilly e Jarrige, 198i),Canada,
tiveram mais éxito com uma “celulase” francesayifalola com fins farmacéuticos a
partir de umBasidiomycotado solo. Era, na realidade, uma mistura de enzopas
atacavam a celulose, as hemiceluloses, as proteirmsamido, e tinha uma acc¢éo
comparavel a da sua populacdo microbiana do rumeas, muito menos intensa. A
matéria seca solubilizada durante 24 horas por“estalase” num meio tampao ou,
correlativamente, o residuo que fica, permite prevealigestibilidade das principais
categorias das forragens com uma precisao tao do® @ digestibilidaden vitro
medida segundo a técnica de Tilley e Terry (1968 uma forma mais simples e mais
reproduzivel (Jarrige e Thivend, 1969; Jarrige,véhd e Demarquilly, 1970, citados
por Demarquilly e Jarrige, 1981).

Revisbes de Marten e Barnes (1979) e Osbourn eossdd1980) (citados por

Demarquilly e Jarrige, 1981), confirmaram esteslltados, com incluséo de forragens
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tropicais. Eles beneficiaram de diversas celulasags activas, que apareceram no
mercado, a maioria delas extraidaTadachoderma viridee doAspergillus niger Esta
demonstrado que um tratamento preliminar com aipedgdones e Hayward, 1975,
citados por Demarquilly e Jarrige, 1981) aumergarsibilidade das paredes a celulase,
e a precisdo de previsao. Outros pré-tratamentosakas, sido propostos, tais como a
solugéo com detergentes neutros, utilizados pajapar o “NDF” (Hartleyet al, 1974,
citados por Demarquilly e Jarrige, 1981), e umardtise por HCI 2N (Kellner e
Kirchgessner, 1977, citados por Demarquilly e garril981). As experiéncias actuais
tém dois objectivos principais: por um lado, domiaa variacbes da actividade das
preparagdes comerciais, e, por outro, encontrar eehdase e as suas condi¢fes de
utilizagdo que permitam ter uma equacdo de previséca para todas as forragens,
como é o caso da digestibilidade vitro. Uma equacdo comum as gramineas e as
leguminosas foi obtida com a sequéncia pepsindaselu(Jones e Hayward, 1975,
citados por Demarquilly e Jarrige, 1981), assim@@mm a sequéncia HC1 — celulase
— pepsina (Kellner e Kirchgessner, 1977, citadasDenarquilly e Jarrige, 1981), mas
nao para Terrgt al (1978) (citados por Demarquilly e Jarrige, 1981).

Marten e Barnes, 1979 chegaram as seguintes comsluso que se refere ao uso de

enzimas de fungos, para prever a energia digestagclorragens:

1 — Observagbes indicaram que a degradacdo atdag<selulases dos fungos é
frequentemente capaz de permitir uma previsao destibilidade das forragens
(depois de um pré-tratamento, quer com acido-papgirer com detergente neutro)

quase tao boa como a fermentagcéo com fluido rurmnadro.

2 — A aplicacdo do método da pepsina-celulaserittepor Jones e Hayward (1975) e,
a sua modificacdo por Goto e Minson, (1977) e Mad_e Minson (1979) (citados
por Marten e Barnes, 1979), tanto para leguminoga® para gramineas, necessita
de confirmacdo noutros laboratérios. As celulases fdngos pareciam ser mais

sensiveis as variagfes de espécies forrageirasedoigoculumruminal.

3 — Os beneficios adicionais do uso do pré-tratéamndas substratos com detergente
neutro, seguido por uma solucdo potente de celybaskonizada, tal como €
descrito por Roughan e Holland (1977) (citadosMarten e Barnes, 1979) com o

objectivo de levar a digestdo pela celulase aférgmecessitava confirmacao.
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4 — Como certas forragens diferem, umas mais dooqgtras, na resposta as celulases,
devem ser incluidas amostras padrdo de cada espécier testada, com a
digestibilidade conhecida, em cada ensaio.

5- A actividade das celulases seleccionadas deveedida, antes da sua utilizacéo,
através da incubacédo de amostras padrao de forragenpapel de celulose, com

diferentes concentracdes de enzimas.

6 — Devido as celulases variarem muito na sua wgde para digerir a fibra das
forragens, seria necessario uma padronizacédo dparpcoes celulases comerciais.
No entanto, a producédo de celulases padronizadasa€a laboratorio analitico,

poderia também resolver este problema.

Os resultados obtidos em Theix por Andrieu e Aefr@rdo publicado, citados por

Demarquilly e Jarrige, 1981) eram muito prometesloAamentando as concentracoes
em acido, ap6s o tratamento com pepsina, e utilzacadinhos filtrantes, eles

obtiveram uma solubilizagdo da matéria seca mapitante, e uma relagdo com a
digestibilidadein vivo quase independente da familia botanica das forsageio seu

modo de conservacao.

Van es (1982) refere que um conceito inerente &s @atodos € expor as amostras as
mesmas enzimas que aquelas encontradas, no rumeemzouas similares, e que
nenhum dos métodos fisicos e quimicos, descritasriarmente, utilizavam esta

aproximacéao enzimatica.

Em conclusdo e conforme Van Es (1982), o melhorodwetde previsdo da
digestibilidade da matéria organica difere de qaem@ caso. No caso das amostras de
forragem, para as quais exista uma informacaoitisnfe sobre as espécies de plantas
que as compdem, sdo melhor analisadas pelo métodtro. A escolha do método a
utilizar é, realmente uma questdao de bom sensos@vin1980, citado por Van Es,
1982).

A precisdo de previsdo necessaria deve estar semiepecordo com o cuidado na

recolha das amostras e o poder de previsdo do mataditico usado (Van Es, 1982).
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3. MATERIAL E METODOS

Qualquer parcela de cultura de forragem exibe uaraabilidade acentuada no que
respeita a distribuicdo das varias espécies beno eona densidade heterogénea, que

consequentemente é reflectida no conteudo dosdalela originada.

O delineamento experimental que sustentou estalti@bteve por base uma parceria
entre a Universidade de Evora e a Direccdo RegideaAgricultura e Pescas do
Alentejo, através da sua Divisdo de Producdo Aninkntro do universo das
exploracbes que essa estrutura acompanhava forantifithdas as exploragdes
agricolas com producéo de fenos no ano de 198%eDmEmjunto foram seleccionadas
exploracdes agricolas com producéo de diferenpes tle forragem, de modo a obter
uma boa representatividade dos direntes tipos miesfeproduzidos na regido. Foram
visitadas 15 exploracdes do Alentejo (Figura 22a figura encontra-se igualmente em
anexo, em dimensao superior para melhor visualizggéertencendo cerca de 75% das

amostras ao Distrito de Evora (Figura 23).
As espécies vegetais encontradas foram as seguintes

- aveia * vicia * cevada

- aveia * vicia

- ervas espontaneas

- aveia * tremocilha

- sorgo

- aveia

O periodo de recolha de amostras decorreu entr® MaDutubro de 1985 e as
deslocacdes eram realizadas conjuntamente comcoiEdé da Divisdo de Producgéo
Animal de forma a ndo onorar o custo dos traballf@smaterial recolhido era
processado no laboratério de nutricio animal dadssidade de Evora, na Herdade da
Mitra, decorrendo no mesmo, todo o trabalho awaliéinvolvido na caracterizacédo do

valor nutritivo dos fenos amostrados.

Como foi referido anteriormente, um dos objectideste trabalho era o de determinar

qual atécnica de amostragengue permitiria a obtencdo de uma amostra reprabemnt

das forragens estudadas, pelo que se procedeurntatnbémparacdo de 2 metodos de

amostragem.
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Figura 22. Localizagéo dos pontos de produgdo dos fenos amostos

N°
Amostra Local Tipo de feno
1 Cooperativa Vale Rico Homem Aveia x Vicia x Cevada
2 Herdade dos Currais Aveia x Vicia
3 Herdade da Contenda Aveia x Vicia
4 Herdade da Contenda Espontaneas
5 Cooperativa da Gramacha Aveia x Tremocilha
6 Herdade Catarina Vaz Aveia x Vicia x Cevada
7 Herdade do PaTo Aveiax Vicia
8 Herdade do Monte Manguens Aveia x Vicia
9 Herdade do Xerés Aveia x Vicia
10 Monte Novo dos Camaras Aveia
11 Quinta Nova do Ramires Aveia x Vicia
12 Herdade de Santa Luzia Espontaneas
13 Herdade de Santa Luzia Sorgo
14 Herdade de Santa Luzia Aveia x Tremocilha
15 Cooperativa do Escoural Espontaneas
16 Herdade do Monte dos Ruivos Espontaneas
17 Herdade do Monte dos Ruivos Aveia
18 Herdade da Almocreva Espontaneas
19 Herdade da Almocreva Aveia x Vicia
20 Herdade da Mitra Aveia x Vicia

Fonte: Google earth

Figura 23. Pormenor de incidéncia da zona de maior concentragéde amostragem - Concelho de Evora
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3.1 TECNICAS DE AMOSTRAGEM

3.1.1METODO DAS AMOSTRAS COMPOSITAS

Em cada exploracdo eram escolhidos, ao acasoyddsfde feno. De cada fardo, e do
centro deste, era retirada uma “méo — cheia” desmadtque se guardava num saco
plastico, comum as 16 sub-amostras. Feito istaco sra bem fechado e devidamente

identificado com o codigo Fn em que:
F —feno de...

N — n° da exploracéo visitada (1 - 15)

3.1.2METODO DAS AMOSTRAS INDIVIDUAIS

Em cada exploracdo eram escolhidos 10 fardos am gpadiam ou nao incluir algum
dos 16 anteriores). Do centro de cada um eradatuana “mao-cheia” de material, que
se guardava num saco de plastico individual a satbleamostra. Todos 0s sacos eram

bem fechados e devidamente identificados com @odén/m, em que:
F —feno de...

N — n° de exploracao visitada (1-15)

M — n° do fardo amostrado (1-10)

Para cada exploragao, era preenchida uma fichdetificagdo da amostra onde eram

descritas todas as caracteristicas fisicas do iaatecolhido.

Apoés a recolha das amostras, estas eram transprtadmais rapidamente possivel,
para o laboratério afim de se proceder ao seu gsaogento. Em laboratério, procedia-
se a moenda das amostras, num moinho de facas $HWitey, modelo 4, com um
crivo de malha fina (1 mm). Depois da moenda, asstt@s eram guardadas em sacos
de plastico, devidamente selados e identificad@mazenados em local ao abrigo da

humidade.
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3.2METODOS ANALITICOS

Para a determinacdo da composicdo quimica dos fanusstrados, as técnicas

utilizadas foram as seguintes:

- Teor da matéria seca a 100° C, determinado arfaest
- Cinzas totais, determinadas por incineracdo,04G0em mufla.
- Proteina bruta, pelo método de Kjeldahl.

- Digestibilidade in vitro, segundo o método de Tilley e Terry, modificada po
Alexander, 1963.

Todas as amostras eram analisadas em duplicadeptexgara o caso da digestibilidade

in vitro, que foram analisadas em triplicado.

Para o caso da proteina bruta, matéria seca escintas, sempre que a disparidade
entre duplicados era superior a uma unidade per@ergrocediamos a repeticdo da
analise. No caso da digestibilidade, a disparidadimitida entre réplicas era de 3

unidades percentuais.

Os valores tomados para o tratamento estatistmudtaeam da média aritmética das
réplicas, as quais foram feitas para a mesma ameastridénticas condicoes.

Durante o processamento das analises, todo o alateriespectivas amostras eram

devidamente identificadas com o cAdigo respectvion de evitar qualquer troca.
As amostras foram analisadas para 0s seguintes emos:

* Teor em matéria seca (% MS)
* Teor em cinzas totais (% CT) na matéria seca
e Teor em proteina bruta (% PB) na matéria seca
» Digestibilidade “in-vitro™:
Da matéria seca (DMS %)
Da matéria organica (DMO %)
Da matéria organica na matéria seca (D %)
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Os célculos da energia metabolizavel na matéria seforam realizados com
base na digestibilidade da matéria organica na maté& seca, segundo a
seguinte equacao (Barbeet al, 1984):

EM (Mj/Kg MS) = 0.158 D % — 0.236

O estudo analitico decorreu no laboratorio de WadriAnimal da Universidade de

Evora.

Durante a colheita das amostras e nas respecinlassf caracterizaram-se os fenos

guanto ao seu aspecto (cor, presenca ou auséniciagies e relagdo folhas/caules).

A avaliacdo das forragens foi realizada com basgeneentagem de proteina bruta (%
PB), digestibilidade da matéria organica na matgseiea D, e energia metabolizavel
(MJ/KG MS), por serem 0s parametros que mostranomvairiacao entre exploracoes,

sendo também os que maior peso tém na eficiénaardersao alimentar.

3.2.1DETERMINACAO DA MATERIA SECA TOTAL

Apos ter misturado muito bem toda a amostra qusentrava dentro do saco plastico,
foram pesadas aproximadamente 2 g para cadinhakugénio, previamente tarados e

marcados com o numero correspondente ao da amostra.

Depois de efectuadas as pesagens, os cadinhosirgraduzidos na estufa a 100° C
durante uma noite. Na manha seguinte, eram resirado estufa e colocados num

exsicador, durante alguns minutos, ap0s 0 quecsegia a sua pesagem.

A matéria seca foi calculada através da férmula:

P2 - PO
Matéria seca (%) =—— * 100
P1

PO — tara do cadinho (g)
P1 — peso da amostra que foi introduzida no cadigho
P2 — peso do cadinho e amostra ap6s saida da ast062C (g)

Determinacao das cinzas totais:

Depois de eliminada a humidade residual da amossragadinhos de aluminio eram

colocados numa bateria de placas de aquecimehtseade resisténcia eléctricas, onde
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a amostra sofria uma 12 carbonizacdo. ApOs estaagie o0s cadinhos eram
transportados, num exsicador, para uma mufla, & Gathde ficavam, durante 3 horas.
Terminada a incineracdo, a mufla era desligadaguardava-se que a temperatura
baixasse aos 100°C. Seguidamente, os cadinhos eodooados novamente no

exsicador e, apos alguns minutos eram pesados.

A cinza total foi calculada segundo a formula:

P3 - PO
Cinza total (%) =  *100
PL*F

PO — tara do cadinho (g)

P1 — peso da amostra que foi introduzida no cadigho
P3 — peso do cadinho + cinzas totais saidas da ifg)fl
F — factor de correccao

Feitos os calculos da % de cinzas totais, podemaadaular a % de matéria

organica através da formula:

Matéria Organica (%) = 100 - % cinzas totais

3.2.2DETERMINACAO DA PROTEINA BRUTA
Para esta determinacao foi seguido o método Kjeldah
Os reagentes utilizados para esta determinacamfora

1) Sal catalisador:

Sulfato de potassio @g€0Os) — 700,0 g
Selénio (Se)-0,5¢

2) Acido Sulftrico puro (96-98%)
3) Solucéo de hidroxido de sodio a 40%:
1,600 kg de soda caustica

3 1 de agua
Apos arrefecimento da solucédo o volume foi complet@4 |.

4) Solucao padréao de acido borico
De cada vez, eram preparados 2 | de acido borico.

Dissolviam-se 80 g de acido bérico em 1,5 | de apstilada, quente, e previamente
fervida, num baldo volumétrico de 2 I. Era introdiozum agitador magnético no baléo,
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que ajudava a dissolucédo e evitava a recristalizdgdacido bérico. Aguardava-se um
pouco até a temperatura baixar, e adicionavamosmPOde solucdo de verde
bromocresol (20 mg de verde bromocresol dissoleiaioalcool até perfazer o volume
de 20 ml); e 14 ml de solucdo de vermelho de m€ilbmg de vermelho de metilo,
dissolvidos em alcool até perfazer 20 ml). Seguatdam adicionava-se agua destilada,

até perfazer os 2 I.
5) Acido cloridrico 0,1 N, para titulagdo do maakdestilado

Foram feitos 2 | de solucdo. Adicionou-se 17,44dmlacido cloridrico (HCI) a 35% a
agua destilada, para perfazer o volume de 2 lizotitse uma solucéo de hidroxido de
sédio (titrisol), a qual se juntou uma gota de vaho metilo e verde bromocresol, para

padronizar a solugao anterior.
Sequencia das operacoes:

Pesava-se aproximadamente 1 g de amostra, e int@esil num tubo de digestao;
adicionava-se uma colher calibrada de sal catalisad 7 g, misturava-se muito bem e
juntava-se 12 ml de &cido sulfarico. Em seguidaubss eram colocados no digestor,
previamente ligado, (que deveria estar a temperatier 400° C), tapavam-se com
chaminés, e deixava-se digerir durante, aproximadémn 45 minutos. Depois de
digerido todo o material, os tubos eram retiradosdjestor e deixados a arrefecer,
durante alguns minutos. Em seguida, retirava-séhaamimé e adicionavam-se, com
cuidado, 75 ml de agua destilada, em cada tubgit&va-se para evitar a precipitacao

do sulfato.
Seguia-se entdo, a destilagdo:

Apés o destilador (tipo tecator ab) ter comecafienaionar, colocava-se um dos tubos
na unidade de destilacdo, e um Erlenmeyer na ptataf colectora do destilador, com
25 ml de acido borico. Adicionava-se, entdo, odxitto de sodio através do doseador
proprio, e iniciava-se a destilagdo. Apos algumgisdos, o contetdo do baldo, que era
vermelho devido ao acido bérico, passava a verde.

Quando o Erlenmeyer contivesse um volume de +/-riP8e destilado, a destilacdo

dessa amostra considerava-se concluida.

O tubo de digestédo era retirado, tal como o baldenEeyer, e repetia-se entdo o

processo colocando outro tubo e outro bal&o nalaidst.
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Enquanto se processava a nova destilacdo, prosedétitulacdo do conteudo do
Erlenmeyer da destilagdo anterior, com acido di@dd0,1 N. Considerava-se a
amostra titulada quando a cor conseguida fossezermio neutro, e registavam-se os mi
de HCI 0,1 N gastos.

Apoés todas as amostras tituladas, procedia-se aol@dlo do azoto total

segundo a formula:

14,008 * ml HCI 0,1 N * 0,1

Azoto total (%) =
10*PO*F

PO — peso da amostra introduzida no tubo de digégja
F — factor de correccao

Calculou-se a proteina bruta pela férmula:

PB (%) = % N * 6.25

3.2.3DIGESTIBILIDADE IN VITRO

Recolha do liquido ruminal

Para o processo da digestibilidadevitro, foi necessario possuir um animal dador de
suco ruminal. Neste caso, utilizamos um carnestuthdo, com uma canula ruminal.
Para a recolha do suco ruminal, utilizou-se tamiéna bomba de vacuo e balbes
aquecidos (kitasatos) a 40° C, para evitar o es@nto repentino do suco ruminal,
entre o0 momento da colheita e o da inoculacdon@aaim tubo de recolha, que era
introduzido através da canula. Para filtrar o saaominal, utilizamos um funil de
porcelana, revestido de etamine dobrada em quattesp adaptando-se este funil a um
outro bal&o colector. Todo este material era tamégunecido a 40° C.

Material utilizado

Foram utilizados tubos de centrifuga de vidro, caniina de borracha e valvula de
Bunsen. Estes tubos tém as dimensdes de 5cm detchgoor 12 cm de profundidade e

uma capacidade para 150 ml.
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Como material de filtracdo, utilizou-se um funil gercelana pequeno, 12 cm de
diametro, papel de filtro Whatman n° 54 isento ideas, de 15 cm de diametro, tarado

e identificado com o niumero da amostra.

Foi utilizado um potenciémetro para medir os vadate pH de solucdes utilizadas e das
amostras durante a fermentacéo, material de dosdgesuco ruminal e solucédo tampéao
para cada tubo de centrifuga, uma balanca eléafecarecisdo para pesagens, uma
estufa para secagem (apos filtracdo) dos resid@iodigeridos, um termémetro para
medir frequentemente a temperatura da mistura eaadoassim como a da agua do
banho-maria e uma garrafa de £60m a finalidade de tornar a mistura-solu¢ao tampéo

mais suco ruminal anaerdébica.

Reagentes utilizados

- Solucado tampéo ou saliva sintética de Mc Dougall

= Bicarbonato de sddio (Na H GO-----------=====mmmmmemmmmmam 9,8 g/IHO destilada
= Hidrogeno fosfato de sodio (bt POy) -------------=-mmmmo- 3,69 g/IlO destilada
= Cloreto de potéassio (KCI) --- e 0,57 g/IHO destilada
= Cloreto de sodio (Na ClI) ---------=mmmmmmm oo 0,47 g/IlO destilada
= Sulfato de magnésio (Mg S@H20) ------------- 0,12 g/IHO destilada
= Cloreto de calcio (Ca @)l ------------=--=-mmmmmmm oo 0,04 g/IlO destilada

- Solucao de pepsina:

A preparacao da solucdo consistia na jungcao ddepgepsina, DIFCO (1: 10.000) com

H20 destilada aquecida a 38° C, até perfazer 1 I.

- Solucéo de &cido cloridrico a 50% (V/V)

Sequéncia das operacdes

O primeiro passo dado foi a revisdo de todo o n@taecessario, bem como a sua

limpeza e ensaio de funcionalidade.

Apés tudo pronto, iniciou-se o trabalho pelas gesa de 0,5 g de amostra, em

triplicado, incluindo as amostras padrao de dig#éstadein vivo conhecida, - uma com
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um valor de digestibilidadén vivo elevado (feno de aveia * vicia, com 65% de
digestibilidade da matéria seca) e outra com umr\zixo (feno de aveia * vicia, com
42% de digestibilidade da matéria seca).

A amostra pesada era introduzida num tubo de &&gdri numerado com o numero
correspondente a amostra. Paralelamente, eradeigisto do peso da amostra, bem

como a sua identificacdo e nimero do tubo correspue.

Foi feita a correccdo de todos os pesos das ammopfiea a matéria seca total,

previamente determinada.
Foram utilizados 3 tubos em branco, por cada 4@stabm amostras a analisar.

Seguidamente, preparou-se solugdo tampéo — saiwdcdDougall. Esta solugao era
aguecida em banho-maria a 39°C e saturada de ddfante aproximadamentel5
minutos. Depois disso, com o auxilio do aparelhopHie verificou-se qual o pH da

referida solucdo. O valor encontrado estava comgide entre 7,1 e 7,2.

Depois do material aquecido, procedia-se a readthauco ruminal e a sua filtracao.
Todas estas operac¢des decorreram o mais rapidapoasieel.

Apos o suco filtrado, era medida a quantidade sécespara as inoculacdes a efectuar
nesse dia. A proporcdo de suco ruminal, relativaenarde solucdo tampao, era de 1:4.
Logo de seguida, essa quantidade era misturadaacsoiucdo tampao que estava na
tina aquecida, e continuava-se a borbulhar a naisatam CO2. Passados alguns
minutos, tempo necessario para que se desse umaoboageneizacdo da mistura,
iniciava-se a inoculacdo de cada tubo, com 50 ssalenistura. Apos cada inoculacao,
0s tubos eram, de imediato, tapados com rolhasodadha, para evitar entrada de ar
para o seu interior. Depois de rolhados, os tulvam ecolocados num suporte, em
“banho-maria” a 39° C. Os tubos permaneciam asanante 48 horas, sendo agitados 3
vezes ao dia, com o cuidado de evitar que algumdicplas se colassem as paredes do
tubo, ficando fora da solucéo. Findas 48 horasubsst eram retirados do “banho-
maria”, um por um, e acidificava-se o seu conteadicionando lentamente 2,5 ml de
HCI a 50%, deixando a solu¢cdo com pH entre 1.%elepois de acidificado o meio,
adicionamos 50 ml de solucdo de pepsina a cada voliando a coloca-los no banho,

por mais 24 horas, agitando-se com cuidado os t@beezes o dia.

A fase seguinte era a filtracéo.
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Apoés o material preparado e a bomba de vacuo ligkglsavamos o contetdo do tubo
de papel de filtro previamente tarado, lavando cmma destilada bem quente as
paredes do tubo e o residuo, até a agua de lavagarecer incolor, o que equivalia a
cerca de 3 lavagens do residuo, tendo o cuidadefetguar 0 mesmo numero de

lavagens para todas as amostras.

No final de cada filtrag&o, o papel de filtro eeirado do interior do funil e dobrado, de
forma que ndo houvesse perdas de material. Quaoths tas filtracbes estavam
terminadas, os papéis de filtro, que continhams@o, eram colocados numa estufa a
100° C, durante uma noite, para determinacdo d&rimaseca do residuo. No dia
seguinte eram retirados da estufa, para um exsic8dpapéis de cada vez, e eram
pesados. O peso era registado numa folha promidado do codigo e numero da

respectiva amostra.

Para determinacdo da matéria organica do residde, gapel de filtro, com respectiva
identificacdo, era depois dobrado e colocado nudinba de aluminio previamente
tarado, registado o niumero do cadinho que correlspancada papel de filtro, sendo
posteriormente regado com etanol e incinerado. Degpe queimado o material do
interior dos cadinhos, estes eram introduzidos ndama 500° C, durante 3 horas.

Finalmente eram retirados da mufla para um exsicpgsado, e registado o seu peso.

Apbs os calculos intermédios realizados, foi caldala:

Digestibilidade da matéria secaatravés da formula:

Matéria seca da amostra — Matéria seca do residuo

Digestibilidade da M.S. (%) =

Matéria seca da amostra

Digestibilidade da matéria organica através da formula:

Matéria organica da amostra — Matéria organiceedwuo
Digestibilidade da M.S. (%) =

Matéria organica da amostra

Digestibilidade da matéria organica na matéria segatravés da formula:

Matéria organica da amostra — Matéria organiceedimuo
Digestibilidade da M.S. (%) =

Matéria seca da amostra
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3.2.4CALCULO DO VALOR DA ENERGIA METABOLIZAVEL

A energia metabolizavel de cada amostra foi pastegnte calculada, segundo a
equacdao de regresséao proposta para os fenos gmerBaal., (1984), e tendo por base
os valores calculados da digestibilidadevitro da matéria organica na matéria seca
(D%), que resultou na média dos 2 valores do ¢tapldo, que eram mais proximos um
do outro.

Energia metabolizavel (Mj/Kg Ms)= 0.158 D % - 0.236

3.3ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos a andlise de variancea yra desenho experimental de

blocos casualizados em arranjo hierarquico (HitR82).

Foi calculada a variancia entre fenos amostradparta de 10 amostras individuais (10
fardos), e a variancia a partir da amostra comga$t 16 amostras individuais. A

diferenca entre as duas variancias foi testadaéstide um teste F.

De forma a calcular a repetibilidade dos valoresoertrados para os fardos, dentro de
cada amostra, foi empregue um modelo estatistieags permitiu calcular o efeito dos
fenos amostrados, o efeito dos fardos dentro dastamjoe o efeito dos duplicados
dentro de cada fardo, considerados como elememtodomizados. Isto permitiu
calcular os componentes da variancia dos duplicétdsfardos dentro da amostra
(6?F), e a variancia dos fenasK).

A razao entre a variancia dos fenos e a soma dancé dos fardos, mais a variancia

dos fenos, € a repetibilidade do parametro mediddardos.

o’ E
I =

o F+6? E

De modo a calcular o numero de fardos a amostnaeygloracdo, que conduziria a
uma melhoria da repetibilidade, usou-se a formdfa a(n — 1) r] (Martin, 1985).

O parametro utilizado para medir a repetibilidadesfardos foi a proteina bruta, por

ser 0 parametro onde se encontrou maior variacao.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1VALOR NUTRITIVO DOS FENOS ANALISADOS

No Quadrol0 exprimem-se os resultados da compogigiéitca dos fenos analisados.

Quadro 10.Teores de matéria seca (MS), cinzas totais (CT), mai& organica (MO), proteina bruta (PB),
digestibilidade da matéria organica na matéria secéD) e energia metabolizavel (EM) encontrados
nos fenos analisados.

Aveia x Vicia x Cevada
Aveia x Vicia

Aveia x Vicia
Espontaneas

Aveia x Tremocilha
Aveia x Vicia x Cevada
Aveia x Vicia

Aveia x Vicia

Aveia x Vicia

Aveia

Aveia x Vicia
Espontaneas

Sorgo

Aveia x Tremocilha

Espontaneas

Espontaneas

Aveia
Espontaneas
Aveia x Vicia

Aveia x Vicia

MS - matéria seca, expressa em %

CT - cinza total, expressa em %, na matéria seca

PB — proteina bruta, expressa em %, na matéria seca

D - digestibilidade da matéria organica na mat®@, expressa em %

EM — energia metabolizavel, expressa em Mj/Kg d&naseca

NOTA: A percentagem de MS, CT e PB, encontrada pada feno amostrado, resulta da andlise labaxhtei uma amostra
composita de 16 fardos, bem como valores D, quéraer de base para os célculos da energia metakeligEM).

Da analise do Quadro 10, pode observar-se queoosstele humidade encontrados
nestes fenos sao inferiores a 10% do total dogitwinges do alimento.
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A percentagem de CT oscila entre 5,31 e 8,74, pegtelo o teor mais baixo a um feno
de consociagdo aveia*vicia*cevada e o teor mais altum feno de consociagao

aveia*vicia.

Na PB é de salientar que o valor mais elevado guabserva (13,83) é de um feno de
espontaneas, e que o teor minimo (4,92) apresenpa® um feno de consociagdo
aveia*vicia. Trés dos fenos amostrados revelaramesede PB inferiores a 6% do total
dos constituintes da MS, e apenas num se encaetosuperior a 12%.

Quando ao teor energético, os mesmos fenos acleanes/ que variam entre os 6,6 e
9,7 Mj/Kg de matéria seca. Neste parametro, aorsavda PB, o valor maximo (9,73)
apresenta-se para um feno de consociacdo avem*eid valor minimo (6,64) para um

feno de espontanea.

No Quadro 11, apresenta-se a composicao quimioza®onutritivo médio em funcao
dos diversos tipos de fenos amostrados.

Quadro 11.Teores médios de MS, MO, PB, D e EM, para os diferesd tipos de feno amostrados.

EM
MJ/Kg MS

Aveia x Vicia
Aveia x Vicia x Cevada
Espontaneas

Aveia x Tremocilha

Sorgo

Média Global

Desvio Padréo

MS - matéria seca, expressa em %.

MO — matéria organica, expressa em %, na maté&ra se

PB — proteina bruta, expressa em %, na matéria seca

D — digestibilidade da matéria organica na mate@a, expressa em %.
EM — energia metabolizavel, expressa em Mj/Kg MS.
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100,00

75,00 -

50,00 +

25,00 +

0,00 -
MS% MO% PB% D% EM MJ/Kg MS

Figura 24. Teores médios Globais de MS, MO, PB, D e EM, para ésnos amostrados.

Quadro 12.Valores médios, extremos, e desvio padrao dos resualos das andlises das 20 amostras compositas
de fenos e respectiva significancia estatistica.

EXTREMOS
SIGNIFICANCIA

Matéria seca (MS %)

Cinzas totais (CT %)

Proteina bruta (PB %)

Energia metabolizavel Mj/Kg MS

X . Média

o - Desvio padrédo

Max — Valor maximo encontrado
Min — Valor minimo encontrado
* - significativo para P<0,05

** - significativo para P<0,01

*** _ significativo para P<0,001

Séo significativas (P<0,001) as diferencas entrmdeamostrados para qualquer dos

parametros analisados.
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35%
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5%

min -0 X +0 max min -0 X +0 max

Figura 25. Distribuicdo das percentagens das amostras de fen@®r contelido em proteina bruta e energia

metabolizavel, em intervalos de classeX, média; ¢, desvio padrdo; min, valor minimo; max,
valor maximo).

Como se pode observar nos histogramas da Figura02b,das amostras de fenos tem

uma percentagem de proteina bruta inferior & medisotalidade das amostras, e a

maior parte possuem valores de PB compreendidastervalo [3(, + 6 ] OU seja entre
6,97% e 8,87%.

Quanto a energia metabolizavel, 55% das amostiesipm valor energético superior a
média da totalidade. Tal como para a PB, tambéwrearso da EM a maior percentagem

de amostras tem um valor energético compreendidotevalo [?( +6 ], OU seja entre
8,23 MJ/kg de matéria seca e 8,99 MJ/kg de maténa.

Apenas 5% das amostras apresentam valores muigoi@@s a média no que se refere
ao teor de PB, sendo a percentagem um pouco neaidel (15%) em relacéo ao valor
da EM.

Pode afirmar-se que, regra geral, os fenos prodsizid regido, sdo de ma qualidade,
atendendo a que possuem teores de PB e valoragedéldlidade muito baixos.

Registaram-se contudo diferengas significativas (01) entre fardos para todos os
fenos amostrados, no que respeita ao seu teorawina bruta. Almeidat al (1987)

referem também que os valores encontrados paramo2de estudo da problematica da
gualidade dos fenos no Alentejo voltou a confiranéaixa qualidade destes, adiantando

gue as causas provaveis para esta ma qualidadwem & uma tendéncia generalizada
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para efectuar épocas tardias de corte e um abundasftolhamento originado pelas

tecnologias de fenacgéo praticadas.

Serrano, (2002), considera as perdas fisicas (noasaau por lixiviagdo), o principal
factor a influenciar a qualidade final dos fenostdbuindo para uma descida do valor

nutricional a medida que essas perdas se forentuaceio.

Os teores de MS, MO, D e EM, obtidos para as aamstwmpdsitas de cada uma das

15 explora¢des amostradas, encontram-se resunod@siadro 10.

Os valores registados por outros autores portuguesstrangeiros, sdo apresentados no
Quadro 13.

Os valores encontrados para aveia*vicia sdo coaoted com valores referidos por
outros autores (Serrano, 1978) e (Almeida, 1982#@a a proteina bruta (PB), sendo
regra geral baixos. Os valores obtidos para a tilgetade (D) manifestam uma

gualidade mediana.

Os valores médios alcangados sdo nitidamenteadrdsraos verificados por Saxesta
al. (1973); INRA, (1978), McDonaldt al (1975) e Amellaet al (1982).

Se compararmos o teor médio da PB, encontrado gmrf@nos de consociacdo de
aveia*vicia (6,81) com os fenos de aveia (5,96)eevitia (16,7) (Serrano, 1978)
verifica-se que os valores dos fenos amostrades@@tram mais proximos da aveia, 0

que podera indicar que a contribuicdo da legumitersasido muito pequena.

Quanto ao conteudo energético, os teores encostrs@lo igualmente baixos, mas
semelhantes aos referidos por autores francesBA(IMN978) e (Almeida, 1982b). Para
os fenos de aveia*vicia, aveia*vicia*cevada, esppeas, aveia*tremocilha e aveia, sao
respectivamente, (8,17); (8,24); (8,01); (8,863,6Z) MJ/Kg de matéria seca.

Observando os valores D deste trabalho, apresentalQuadro 11 concluimos que a
média, para os fenos de aveia*vicia, aveia*vici&ma, espontaneas, aveia*tremocilha
e aveia, sao respectivamente (53,3%); (53,7%)2%,(57,6%) e (52,2%). Nenhuma

das médias encontradas ultrapassou os 60%, e 50%rdis amostrados ndo atingem o
valor D de 55%.

Esses valores néo diferem dos encontrados pornde(i®78); Ferreiraet al (1981)

Amellaet al (1982), e sédo igualmente baixos.
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No que diz respeito aos teores de MS, as médiasmadas para os diferentes fenos,
sdo sempre superiores a 90%, o que, segundo adguares, sdo valores elevados
Raymondet al, 1977).

Quadro 13.Composi¢éo quimica e valor nutritivo de fenos prodzidos em Espanha, Franca e india, para
comparagao com fenos nacionais.

n- EM REFERENCIA

% Mj/Kg MS
Espontaneas (1) 86,29 92,00 9,67 58 Amalla et al (1982)

<

o

S Corte Precoce 79,00 89,70 10,40 9,50

o

S

n

©

= Corte Tardio 82,40 90,10 9,9 8,66

2 INRA (1978)
<

Lg Corte Precoce 81,00 87,00 12,9 9,58

[}

©

§ Corte Tardio 86,20 91,10 6,9 8,33

N

McDonald, et
85,00 94,3 6,8 7,8 al.(1975)
86,06 12,21 Saxena, et al.(1973)
20/5/77 90,00 7,55 53,45

22/6/77 91,10 5,85 43,40
/577 90,15 5,55 50,40
Serrano (1978)

22/6/77 91,40 4,30 39,10
/577 89,10 16,50 59,75

22/6/77 90,20 16,85 49,85
91,00 6,60 6,5
4,00 4,5
Almeida (1982b)
16,60 10,5
5,50 7,5
Erva de Prado (2) 7,90 55,60 X
Ferreira, et al.
(1981)
Erva de Prado (3) 7,60 54,60
Tremocilha 86,7 93,5 7,00 8,62 Abreu et al. (1982)

(1) Valores médios que resultam da analise dev@&tas de feno de espontaneas, recolhidos em7877-
(2) Valores médios que resultam da andlise de I3®@as de feno de erva dos prados de lameiro, dielie de
Portugal (prados onde foi realizada uma fertilizagé&plicados correctivos).

(3) Valores médios que resultam da analise de Itmas de feno de erva dos prados de lameiro, dielsie de
Portugal. Estes autores referem que, para os tgr@amostraram o valor D, estd, em geral 5 a Gade&labaixo da
digestibilidade da MS (DMS).

MS - Matéria seca, expressa em %

MO - Matéria organica, expressa em %, na matéria seca.

PB - Proteina bruta, expressa em %, na matéria seca.

D - Digestibilidade da matéria organica na matéria,seqaressa em %.

DMS - Digestibilidade da matéria seca, expressa em %.

EM - Energia metabolizavel, expressa em Mj/Kg de rnaseca.
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Dos resultados da analise mineral obtivemos aptrmss totais; ndo sabemos, por
isso, qual é a concentracdo dos diferentes elesieBéia Gtil té-los calculado, com o
objectivo de analisar até que ponto esses teoresguiriam satisfazer as necessidades

alimentares dos animais.

Se tentarmos caracterizar o valor nutritivo do®$emmostrados, segundo a proposta de
escalas de classificacdo de fenos para o nosscefaierada por Rhykeet al.,(1982),
podemos ver que estes recaem na classificacdonds & ma qualidade, no que se
refere aos teores de PB, mas se atendermos acdeattigestibilidade da MS (DMS%),
os fenos amostrados poderiam classificar-se nadaqdal média, uma vez que o valor D
esta, em geral, 5 a 6 unidades abaixo da digedatdé da MS (Ferreirat al, 1982) A
grande maioria das amostras apresentava teoreB dddfiores a 9%, mas os valores
da DMS sao superiores a 45%.Quanto a cor, os nés30s apresentaram em média, a

tonalidade amarela.

Quadro 14.Proposta de uma escala de classificacdo de fenosiyRerd et al.,1982)

Cor DMS (2)

Qualidade do feno

(tonal.méd.) Observacgoes

%

Auséncia de fungos, terra,
infestantes, maus cheiros,
etc. 12 60
Castanha
9-12 45-60
Amarela
9 45

(1) Proteina bruta, % da matéria seca
(2) Digestibilidade da matéria se@a.vitro.

Parece existir um desequilibrio de energia/protefi@acomposicédo destes fenos. Tal
facto foi igualmente observado por Amediaal., (1982) para os fenos amostrados na

regido de Guipuzcoa (Espanha).
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Muitos factores podem afectar a qualidade dos fenos
Assim, por exemplo:

- Alteracbes mecanicas

- Condic0Oes climaticas

- Epoca de corte

- Accédo das enzimas vegetais

- Accao dos microrganismos

- Oxidacéao

- N° de dias de permanéncia no campo
- Espécies e variedades vegetais que compdemagéonr
- Relac&o gramineal/leguminosa

- Tecnologia de fenacao

- Tipos de solo

- Adubacéao

podem ter sido alguns dos factores responsaveislq@@xo valor nutritivo dos fenos
recolhidos, e também pela enorme variacdo encantrad valores entre exploracdes e
entre fardos de cada exploragéo. O trabalho deePink Peca (2004), vem confirmar
para alguns destes factores a sua influéncia nor valtritivo final em forragens
cultivadas na regido Mediterranica pois refere agieondicdes ambientais, o processo
de colheita da forragem ou o0 processo de secagenfasfores responsaveis pela
heterogeneidade da forragem conservada. Almetidd., (1987) referem que a tardia
época de corte e 0 excessivo desfolhamento retltdas tecnologias de fenacao
usualmente praticadas sédo responsaveis pela baat@ape dos fenos produzidos no

Alentejo.

As diferentes datas de corte verificadas, as difesecondicdes climaticas que ocorrem
durante todo o processo de fenacéo, os difereiptes de solo onde se desenvolveram
as forragens, as diferentes tecnologias de fenpigwadas, as diferentes adubagbes
aplicadas, as diferentes espécies e variedadezadtts e diferentes relacbes
proporcionais de gramineas/leguminosa, poderdwezalser a explicacdo para as
diferencas significativas, encontradas nos fenasstnados. Reid (1973, citado por Van
Soest, 1982); Raymoret al, (1977); McDonalcet al.,(1975); Serrano (1981); Ferreira
et al.,, (1981); Moreira (1982) ; Amellaet al., (1982), afirmam ser de grande
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importancia a escolha da época ideal de cortendisaonciliar a quantidade produzida
com a qualidade da producéo, de forma a obter dsome producdes de energia e

proteina, por unidade de superficie.

Com efeito, e segundo Serrano (1981), o valor twdrde qualquer forragem aumenta
até a fase da floracdo, durante esse periodo masgé&monstante, apds o que decresce
continuamente até a maturacdo do gréo, no casendenses gradas, ou até a secagem
completa, em plantas de sementes miudas ou deiscekdsim, o autor refere que a
altura optima de corte situa-se, para as leguminodarante a floracdo e, para as
gramineas, durante o “emborrachamento”, e que,gsacandi¢cdes climaticas, 80% das
forragens alcangcam esse estado durante o més demidis concretamente na segunda
quinzena. Dai que o ideal seria fazer feno em AbBIdl entanto, refira-se que a época
mais favoravel de corte depende do objectivo queetende atingir: segundo Almeida
(n&o publicado), se se pretender obter elevadongate produtivo e elevada
digestibilidade, o corte deve realizar-se cedogddpndo entdo da espécie forrageira
em causa, mas se, por outro lado, o objectivo fastancdo de maior producdo de MS
por hectare, entdo o corte deve fazer-se numanfagetardia; no entanto, as elevadas
perdas de campo em PB e MO ndo sdo compensadaagoéizimo na producdo de
MS.

Ao realizar-se a amostragem, foi constatado quagoEultores da regido tendem a

efectuar cortes tardios (fins de Maio e Junho).

McDonaldet al., (1975) apontam que, ap6s o corte da forragenrisigris perdas de
nutrientes se ddo na faccdo dos hidratos de carboliveis, devido a respiracao
aerdbia, na qual os acucares se oxidam, dandoddi@e carbono e agua. Como
resultado, hd uma maior concentracado dos conggtuda parede celular, especialmente
celulose e lenhina, o que origina que a matéria dedeno tenha um contetdo em fibra
bruta superior a da forragem verde. No entantaa;&o proteica pode também alterar-
se, por accdo das enzimas vegetais. Logo apéste foomam-se aminoacidos como
consequéncia da protedlise. Esta alteracdo nataadeconteddo em proteina bruta, a

nao ser que se percam compostos soluveis de gpotiavagem.

Ainda McDonaldet al., (1975), afirmam que o conteudo em proteina bratéedo néo
constitui, em si, um bom guia do valor nutritiv,que o teor tanto pode permanecer

inalterado, como aumentar, em virtude da perdautte®nutrientes.
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As perdas por lavagem podem também dar-se naiésaos hidratos de carbono
soluveis, agucares e compostos azotados e, comitatks aumentar a propor¢cao dos
constituintes da parede celular, logo a fibra brugualmente por accdo da

pluviosidade, a actividade enzimatica no interias délulas € prolongada, originando
aumento das perdas de nutrientes solUveis e famtea aparecimento e evolucdo de

fungos resultando num feno de qualidade inferior.

O consumo de nutrientes por parte dos animaisa vam funcédo da digestibilidade do
alimento. Tal digestibilidade esta relacionada comestado vegetativo e ligada,
fundamentalmente, a razéo folhas/caules (Rayrmeanal, 1977). Com forragens de
qualidade média ou méa (D <65), os factores fispreslominam sobre os metabdlicos,

no controlo da ingestao (Balch e Camp)ih§62).

Os baixos valores D encontrados, (53,7), sugerexadbangestdes, e a sua inadequacéo
a alimentacdo de animais em fase de producédo (carreite). De facto, os valores
nutritivos observados ndo sdo muito superioresdlasalhas de cereais (Quadrox10
14).

Quanto mais elevado for o valor da digestibilidadenor sera o tempo de permanéncia
no rumen e, consequentemente, maior serd o nivehgkstdo. Inversamente, os
alimentos de baixa digestibilidade no rumen, demam elevados tempos de

permanéncia e, como resultado, menor nivel de tiig€Raymonckt al, 1977).

Serrano (2002) aponta a desfoliacdo como a prinpigada mecéanica nas forragens
conservadas. Esta, traduz-se inevitavelmente, qroesf quebras na digestibilidade e
proteina do material conservado, e consequentent&ix® valor nutritivo e alimentar.

O valor nutritivo das forragens esta também refsmo com a sua composicao quimica
e alguns indices de qualidade tém sido propoststs hase. Por exemplo, nos EUA os
niveis standards para fenos de luzerna estdo oetatns, designadamente, com os
contetdos de proteina bruta e as fracgcbes em fif@aballero 1993 citado por
Caballeroet al, 1996). O autor refere que na regido do Medibéctd muitos
agricultores cultivam forragens de consociacaordihacas com cereal, contudo, nédo
existem valores padronizados para a qualidade etussfproduzidos com vista a sua
comercializacdo Estes autores, baseando-se num critério quimiagpuperam um
minimo de 50 % de conteddo de ervilhaca nos fafdosementeira deve ter uma

proporcéao de ervilhaca/aveia de 70:30 a 90:10) cobjectivo para se alcancar uma
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boa qualidade do feno. Caballeep al. (1996) apontam ter sido observado que as
diferengas em composi¢cdo botanica contribuiam emomgrau para variagces das

fraccOes da fibra, em oposicdo a variagcbes emipeobzuta.

Quadro 15. Composicéo quimica, digestibilidade da matéria orgéica e valor energético de alguns alimentos
fibrosos tipicos.

ALIMENTO n
%

= REFERENCIA

b Mj/Kg MS
Palhas:
Arroz 4,0 38 79 53 20 40 6,0 Van Soest (1973)
Aveia 4,0 40 72 50 13 48 6,9
Centeio 3,6 45 86 57 13 42 6,3 gﬁ\‘/‘:‘filrg%)mas da
Cevada 4,2 42 80 58 9 43 6,5 Van Soest (1973)
Milho 59 42 67 39 11 51 7,6
Trigo 3,0 48 83 53 14 39 59
Casca de arroz 3,0 45 86 72 33 15 2,3
Feno azevém 10,2 32 56 36 5 62 9,3 MAFF (1975)
Feno Aveia x Vicia (1) 55 39 7,1 EZN
Feno Aveia x Vicia (2) 6,6 63 38 6,5 50 6,5 U.E.
feno Aveia x Tremocilha 4,0 68 43 6,7 35 4,5 U.E.
Feno Aveia x Tremocilha 16,6 69 10,5 U.E.

Fonte:Almeida, n&o publicado.
(1) Média 221 amostras, varios anos
(2) Média 14 amostras, 3 anos

Esta analise vem reforcar a ideia da grande pegalizao nivel da qualidade, sempre
gue ocorrem perdas fisicas significativas em fenbase de forragens consociadas de
gramineas e leguminosas, pois essas perdas oceglretudo na leguminosa, por
perda de folhas, baixando o indice proteico e dedtibilidade do feno (Serrano, 2002).

Lithourgidis et al (2006) descrevem que s&do usadas extensivamenteegi@o

mediterranica as misturas de leguminosas anuaasfpaagem com cereais de inverno,
para a producéo de forragem. Estes autores ingemtiga producao e a qualidade da
forragem, assim como, o efeito de consociacdoxeda crescimento de trés espécies

(monoculturas de ervilhaca comuvficia sativa L, aveiaAvena sativa Le triticale
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Triticosecale Wittmack as misturas de ervilhaca com cada um dos cexet@isores).
Estes estudos demonstraram que uma mistura dbagr@lhveia na razdo a sementeira
de 65:35 permitiu atingir a producdo mais elevagldodragem e respectivo conteudo

em proteina, comparativamente com outras miststasi@das.

Caballeroet al. (1995), estudaram as producBes obtidas com die=eracios de
ervilhaca/aveia a sementeira nas proporc¢des 100:Q0; 80:20, 70:30 e 60:40 Estes
autores sugerem que uma adequada qualidade dgeform obtida numa proporcao de

10-20% de sementes de aveia na mistura.

Pinheiro e Peca (2004), também estudaram a conljpiie das misturas de 3
variedades de aveias e duas espécies de ervittmpapducao de forragem e respectiva
qualidade. A cultura de misturas de aveia com lemed foi vantajosa para aumentar a
qualidade da forragem. O crescimento da aveia maistura com ervilhaca aumentou
significativamente a qualidade da forragem e \mifise a ingestdo voluntaria
preferencial da mistura por parte dos animais. Estaclusdo parece contrariar a
opinido de outros autores que referem, que séddevad®s teores de leguminosa que

originam fenos de melhor qualidade

Mpairweet al. (2003a,b), examinaram o efeito da suplementacabetia de vacas com

fenos “lablab” (forragem leguminosa com elevadmwgroteico, nativa do Uganda),
com forragens de cereais/leguminosas (milho-labtabxveia-ervilhaca, na ingestéao
alimentar e na producdo e composicao do leite dasvaA suplementacdo de fenos
“lablab” aumentou significativamente o total de émat seca ingerida e digerida
comparativamente as dietas ndo suplementadas. Bnmmo com feno “lablab”

aumentou a producéo de leite. Porém, a concentdeamrdura no leite, proteina, e
sélidos totais eram semelhantes nas dietas suplad@encom fenos milho-lablab e

aveia-ervilhaca.

E imperativo que se produzam fenos de melhor qadicho Alentejo, se pretendermos
aumentar o potencial produtivo dos rebanhos e dimancontribuicdo do concentrado
nas dietas, ja que, nas nossas condicdes, a pmdagdastagem de sequeiro apresenta

uma distribuicao irregular.

No que diz respeito a producdo de feno nas regidestradas, a época tardia de corte
associada a uma tecnologia de fenacdo provavelmeaequada, poderédo ter

constituido os principais factores responsaveis pe&l qualidade encontrada.
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Em virtude de serem iniUmeros os factores que pad#aenciar o valor nutritivo, e
verificando-se existirem grandes variacdes entpoexcoes, é importante definir um

bom método de amostragem de fenos.

A evolucado verificada nas técnicas de analise &bdal ao longo dos anos que ja
decorreram apoés o trabalho inicial, no que resgeitaaliacdo do valor nutritivo dos
alimentos, sugere que também estas devam ser nu#idiscussdo quando se trata de
eleger qual a técnica mais eficiente para os fretepdidos. Desta forma, devido a
actual necessidade de aumento da producéo de tdsn@era animais conjugada com a
preocupacgéo de conservagdo do ambiente, houvesitams de se conceberem novas
estratégias para a producdo animal (Krishnamoorhyal, 2005). Segundo estes
autores as técnicas que reproduzem ou imitam aess0s de degradacéo de nutrientes
do alimento no intestino, manifestam uma reducaalef@ndéncia relativamente aos
animais e criam uma maior flexibilidade na avalag@ alimentos em laboratério, o
que pode permitir uma intensificacdo de estudotrégea de investigacdo podendo ser
alcancado um valor acrescentado superior na w@izade recursos ambientais e

econémicos.

A Técnica de Producéo de Géas tem atraido a atetecéuuitos investigadores por todo
o0 mundo e as areas de trabalho em que esta tétirécéa ou indirectamente tem sido
utilizada, sdo igualmente vastas. Moeldal. (2005 a); Lope=zt al. (2007); Sandoval-
Castroet al. (2005); Mouldet al. (2005 b); Mouldet al. (2005 c); Dijkstraget al. (2005);
Parissi,et al. (2005); Krishnamoorthyet al (2005); Gasmi-Boubakeat al. (2005), sao
alguns dos autores com trabalhos e estudos nestaiands questdes envolvidas com
esta técnica e a sua vasta aplicacdo tém sido ondéivealizacdo de muitos artigos e
conferéncias internacionais e o conselho editdaatevista “Animal Feed Science and
Technology” reconhece o papel crescente da Téaw®cRroducdo de Gas (GPT), na
investigacdo e avaliacdo do valor nutritivo de afmos (Krishnamoorthyet al, 2005).
Estes autores mencionam que a IVGPT (Técnica déuP&o de Gam vitro) € uma
técnica relativamente barata, pode permitir medigé® larga escala de emissao de
metano, bem como avaliar estratégias para supasniReferenciam esta técnica como
suportando mal eepetibilidade, aludindo as dificuldades que seorttam quando se
comparam dados entre laboratérios ou mesmo no iprégdroratério, sendo muitas
vezes necessario proceder a correc¢cdes matematitaslaboratorios (Rymeat al e
Van Gelderet al, 2005 citados por Krishnamoorttet,al, 2005).
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A abordagem da IVGPT envolve varias questbes que/amo uma alargada discussao
pois trata-se de uma técnica que apesar de muéegsante, tem algumas limitagdes.
Dijkstra et al. (2005), referem que para uma avaliagdo mais cammle sistemas
alimentares, a técnica “in situ” € mais completaoerecta, embora com limitacdes
quando se trata de um numero vasto de amostrasniBasibakeret al. (2005)
apresentam contudo resultados que os levaram &ugammee a IVGPT € mais sensivel
do que uma técnica “in situ” para determinar o vaotritivo dos alimentos quando
contém taninos. Contudo, deve existir um cuidagee@al ao interpretar os dados de
alimentos com taninos baseados em técnircaivo ou in situ pois podem subestimar-se
efeitosin vivo de dimensao desconhecida (Norton, 2000, citadd3asmi-Boubaker,
2005).

As referéncias anteriores parecem sugerir que aid@&de Producdo de Gas (GPT),
pode constituir-se actualmente como o método nmmdeydssante para o estudo de

alguns parametros do valor nutritivo de aliment@s@nimais.

4.2 DETERMINACAO DO METODO DE AMOSTRAGEM MAIS
CORRECTO PARA CARACTERIZAR UMA FORRAGEM

Foi determinada a variancia entre amostras indargjunos parametros MS, CT e PB,
de um mesmo feno, e a variancia entre fenos, segamlbos o0s métodos de

amostragem.

Foram encontradas diferengas significativas (PJ0g@ire amostras individuais de um

mesmo feno, para parametros MS, CT e PB.

Nos quadros 16 e 17 apresentam-se, a titulo depaeos valores encontrados para as
amostras individuais da Herdade “Catarina Vaz” €daperativa do Escoural.

O Quadro 18 resume os valores encontrados paraessios parametros, mas agora
para os dois sistemas de amostragem. Podemos abgae/o parametro que apresenta

maiores variacdes, é a PB em ambos os métodosdseatpuparametro CT.

Em qualquer deles, o teor minimo de PB referetderdade do Xerés (amostra 9), com
o feno de aveia*vicia, mas tal ndo se verifica pggdeores maximos que, segundo o

meétodo das amostras individuais, coube a HerdadStaleLuzia (amostra 14), num
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feno de aveia*tremocilha.Para 0 método das amoswagpdsitas, € a Herdade da
Quinta Nova do Ramires (amostra 11), que apresetgiar mais elevado.

Quadro 16.Valores encontrados para as amostras individuais dderdade de “Catarina Vaz”, em feno de
aveia*vicia*cevada.

EXPLORAGAO

HERDADE CATARINA VAZ
(AVEIA X VICIA X CEVADA)

MS - matéria seca, expressa em %.
CT - cinza total, expressa em %, na matéria seca.
PB — proteina bruta, expressa em %, na matéria seca

Quadro 17.Valores encontrados para as amostras individuais daooperativa do Escoural, em feno de
espontaneas.

EXPLORAGAO

)
£22
|:C|:LIJ
<DZ
xr O
TSR =
a n
ouo
(oNe}
ool

MS - matéria seca, expressa em %.
CT — cinza total, expressa em %, na matéria seca.
PB — proteina bruta, expressa em %, na matéria seca
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Quadro 18.Teores de MS, CT e PB, que resultam da média das 1@astras individuais dos fenos amostrados,
e teores encontrados nas respectivas amostras corsipés.

AMOSTRAS INDIVIDUAIS (1) AMOSTRAS COMPOSITAS (2)
NUMERO DO FENO

AMOSTRADO

(1) — Representada pela media das 10 amostrasdodisi

(2) — Representado pelo valor obtido para uma amostnpdésita de 16 fardos.

NOTA: Como base para determinar qual o método destagem mais correcto, estao valores de apenas 12
amostragens, por ser esse 0 numero de casos ese Q@ssuem, simultaneamente, amostras compdsitas e
amostras individuais.

Quadro 19. Valores médios, desvio padréo e coeficiente de iagéo, resultantes da analise de 12 fenos
amostrados, segundo 2 métodos diferentes de amosgfean.

Amostras

METODO DAS
AMOSTRAS
INDIVIDUAIS

METODO DAS
AMOSTRAS
COMPOSITAS

X — Média
O - Desvio padrédo
CV - coeficiente de variacdo

Para testar se existiam diferencas entre os 2 weibel amostragem, fomos calcular a
variancia entre fenos amostrados obtida a parsirati@ostras individuais, e a variancia

obtida a partir das amostras compositas.

As variancias encontradas foram submetidas a ute ths Fisher, que revelou nao
serem significativamente diferentes (P> 0,05), edo$ os parametros analisados.
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4.3NUMERO M[NIMO DE FARDOS A AMOSTRAR POR
EXPLORACAO

Como se concluiu anteriormente ndo serem signif@sitas diferencas entre os dois
métodos de amostragem, optou-se por assumir queEtadmmais eficaz, para o estudo
em causa, sera o que tem por base as amostras sitaapblo campo, esse método
torna-se mais préatico e mais simples, e, em lafoato processamento e a obtencéo
dos resultados sado mais rapidos, devido a dimiawdgdnimero de andlises a efectuar,
por exploracao.

Assim impunha-se que se determinasse, dentro dedselo, qual o nimero minimo de
fardos a amostrar, para que a amostra recolhid® fieepresentativa da populacdo em
causa, ou seja, que conduzisse a uma melhorigpdahiédade.

Por ser a PB o parametro que revelou maior varjadpiiesse o utilizado para este
estudo.

Determinamos a repetibilidade entre fardos, utiliitaa formula: R®=2 E / (¢ 2F +02E)
ou seja: a variancia dos fenos sobre a varian@datdos, mais a variancia dos fenos;

encontrando-se o valor 0,2376, para as nossasgé@soexperimentais.

Seguidamente calculamos a variacdo da repetibdidbd acordo com o numero de
fardos a amostrar (Quadro 20).

Quadro 20.Variagdo da repetibilidade, de acordo com o niumerde fardos a amostrar.

ERRO PADRAO
ESTIMADO DA y VARIACAO DO
MEDIA DOS ERRO PADRAO
FENOS

NUMERO DE FARDOS
A AMOSTRAR PARA
ALEM DOS 10

SE.(2)

(1) b = nR/(1+ (n-1)R); R=0,27 (para 10 fardos)
(2) S.E. =V((3% + 26°F)/(2xn))

n = n° de fardos a amostrar; R = repetibilidade
82 = variancia do erras?F = variancia dos fardos
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Figura 26. Representacao gréafica da variagao da repetibilidadale acordo com o nimero de fardos a
amostrar.

Analisando o Quadro 20 e a Figura 26, observa-geoqualor da repetibilidade vai
crescendo, a medida que aumentamos o0 numero des fardostrados, e que o erro
padrdo estimado da média dos fenos vai diminuiNddnicio, a variacdoAb eAS.E.),
devida ao aumento do numero de fardos amostradegnéicativa, como se pode
observar; no entanto, a partir de n=10 + 6, essag&® € mais reduzida e, ai deixa de

ser compensatoério o acréscimo do numero de fardosteados.

Almeidaet al (1987), no seu trabalho refere que para garan@presentatividade das
amostras compositas foi necessario recolher em edgularacdo 16 subamostras de 16
fardos escolhidos ao acaso, as quais eram entdidlaswnuma unica amostra compaosita

para cada tipo de feno e para cada exploracao.

Contudo, Undersandet al (2005), concluem ser importante a recolha de ames
20 fardos se forem rectangulares pequenos ou 8 r@o l€aso de fardos de grandes
dimensdes. Estes autores atribuem a necessidadfectaar um ndmero superior de
recolha de amostras face ao recomendado por Rogab86) e Almeidat al (1987),
como forma de garantir homogeneidade na amostfengerecolhido em fardos de um

mesmo lote.
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5. CONCLUSOES E PROPOSTAS DE ACCOES A
DESENVOLVER

5.1 CONCLUSOES

O trabalho agora apresentado tem por base o esttieloor (1986), sendo agora 0s seus
resultados objecto de uma nova discussdo a luzodbecimentos mais recentes,
permitindo obter novas conclusdes sobre as maténiaestudo. Foram incluidas nesta
dissertacdo como novas tematicas, uma breve amaligentural da regido (Alentejo)
com uma caracterizagdo do sub-sector das forrageama abordagem as actuais
técnicas de fenacdo e importancia da caracterizdgaealor nutritivo das forragens

conservadas.
O trabalho conduziu as seguintes novas conclusoes:

Decorrido um espaco temporal de 25 anos volvida® enanterior trabalho e o
agora apresentado, pode constatar-se que a irddasth investigacdo nestas
matérias nao foi muito significativa. Surgem comtudstudos relativos a estas
tematicas, sobretudo por parte de investigador@aides do continente africano
mais junto a orla mediterranica. Ao nivel europsuesmdéncias da investigacao
centraram-se em grande parte nas questbes ligadapeafeicoamento dos

métodos laboratoriais.

N&o foi possivel comparar com estudos mais recesga®sultados quanto a
determinacdo dos dois métodos de amostragem plasiqaara caracterizar o
valor nutritivo médio do feno numa exploracdo. Resbrma continua a
concluir-se que o meétodo das amostras compésitas $& revelou
significativamente diferente (P> 0,05) do métode dmostras individuais, e é

de mais facil execucao.

A repetibilidade do parametro analisado, que aptesemaior variagdo no
estudo anterior melhorou a medida que se aumentauntero de fardos a
amostrar por exploracdo. No entanto, a partir dadibs os acréscimos tornam-
se muito menores, pelo que se considerou ser esgeero ideal de fardos a

amostrar.
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Relativamente aos métodos laboratoriais de avalialgh qualidade do valor
nutritivo em forragens, a Técnica de Producdo ds iG&itro (IVGPT) € a

abordagem mais discutida recentemente.

Os fenos amostrados, no Alentejo, classificarance®o de ma qualidade,
apresentando teores de proteina bruta e valorafigdstibilidade da matéria
organica na matéria seca muito baixos. A contrémuigda leguminosa, para a
composicdo dos fenos de consociacdo, parece ter msidto pequena. Os
resultados encontrados anteriormente foram semekhas obtidos por outros
autores nacionais e estrangeiros para as forragndadas, e semelhantes aos
obtidos mais recentemente para 0 mesmo tipo dagens.

No anterior trabalho foi grande a variacdo encadiatrantre os diferentes fenos
analisados. Os principais factores parecem seorbssctardios, com a forragem
muito madura e de baixa qualidade e as grandeag@a desfolhamento. As
razdes ou causas apontadas para os resultadoesofirdm agora novamente
discutidos e continuam a ser corroborados por s@utores com trabalhos mais

recentes.

Ndo se verificou uma evolucdo muito significativasnareas ocupadas por
forragens na Superficie Agricola Util do Alenteflango da série 1989 a 2005.
Verificou-se que ocorreu entre 0 ano de 1995 e 199a quebra e uma
tendéncia positiva no periodo entre 1997 e 199€a Paperiodo seguinte as
areas ocupadas mantém-se mais elevadas que nasrpsiranos da serie mas
sem oscila¢gdes muito significativas. RelativamexePais, o Alentejo mantém
uma tendéncia muito semelhante embora com um desédo temporal. A
evolucdo da area de culturas forrageiras acompanhevolucdo da area de
culturas temporarias. O seu ponto maximo verifiseulem 1989, variando as
areas de forma irregular ao longo da série, deixamtever uma tendéncia para
um acréscimo das areas nos ultimos anos analisBdpsra-se que estas areas
possam vir a ser actualmente incrementadas degidwéas areas de regadio
disponiveis, através do Empreendimento de Finsipagt do Alqueva (EFMA)
uma vez que a tendéncia actualmente é para o Usordgens de regadio.

Actualmente as forragens que estdo a ser produped@s agricultores sao

diferentes das estudadas anteriormente. Surgin@abrente o feno de azevem
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e de luzerna, forragens que até esta data erano rpaiico cultivadas no
Alentejo. No que diz respeito ao valor nutritivo f@®os, a inovagao face ao
estudo anterior centra-se no tipo de forragensdadas. A luzerndledicago

sativaé neste momento uma das forragens com mais irgadée estudo quer

em Portugal quer noutros paises.

Quanto as tecnologias de fenacdo, observou-se queowaGao surgiu

essencialmente na tipologia de maquinas utilizaglas,conduziram a grandes
reducdes de tempo, custos e esforco fisico, e oodamonamento, através do
alargamento da dimenséo e densidade dos fardédip@ de material que sujeita
a forragem. As tecnologias de fenagdo modificararhavendo a tendéncia para
a producao de fardos redondos e de grande dimesngadaps através de malha

ou ainda em algumas situacGes de uma tela cordmpkstico.

5.2PROPOSTAS DE ACCOES A DESENVOLVER

Até aqui, os fardos rectangulares de pequena daondésn sido mais estudados
do que os de grande dimensao, contudo é importprgese intensifique o
estudo da amostragem nos fardos grandes pois canggaa dimensdo mais
frequente no Alentejo.

Continua a verificar-se a necessidade de se ivagniim servico analitico de
forragens e alimentos para animais, ao qual osudtpies possam recorrer, de
forma a poderem fazer um planeamento alimentar efataz dos efectivos
pecuarios, que permita optimizar as performanceduzir os custos de
producdo e consequentemente o acréscimo dos ludess empresas

agropecuarias.

Continua a considerar-se que seria importante (emgntacdo de uma escala
de classificacédo de fenos, tomando como referéneiza qualidade em fungao
de parametros como igestibilidadee aProteina Bruta A comercializacao

destes, em funcdo dessa classificacdo, teria cemtanuma repercussao no

melhoramento do valor nutritivo dos fenos do Algnte

A procura efectuada revelou que existe ao niveMdustério da Agricultura
Portugués uma preocupacado no sentido de conteraptar subsector com

apoios Sistema de Apoio a Producéo de Forragens Setraslyzindo assim a
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importancia de que o mesmo se reveste para agcaslégricolas. No entanto,

pela prospeccéo realizada, ficou claro que a péamlqge é submetida a apoio é
muito inferior a que realmente poderia beneficiastd linha de ajudas

financeiras. Ao ler o regulamento da medida, olz®aps que é bastante

complexo, e de dificil interpretacdo. A sua divgia junto dos eventuais

interessados poderd néo ter sido eficaz, tornaadeesessaria a realizacdo de
uma avaliacdo para conhecer 0os motivos que levido lbaixa adesdo e propor
medidas que fomentem a motivacdo dos agricultoesses apoios, conduzindo

ao incremento das areas cultivadas e ao aumentprddscfes de forragens

para feno no Alentejo
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ANEXO | — DIRECTIVAS DA COMISSAO EUROPEIA

Directiva da Comisséo (76/371/EEC)

PRIMEIRA DIRECTIVA DA COMISSAO de 1 de Marco de 1®7ue fixa as
formas de recolha comunitarias de amostras paomtooto oficial dos alimentos
para animais

Directiva da Comisséo (71/393/CEE)

SEGUNDA DIRECTIVA DA COMISSAO de 18 de Novembro #1871 que fixa
0s métodos de analise comunitarios para o contfitdal dos alimentos para
animais (71/393/CEE)

Directiva da Comisséao (72/199/CEE)

TERCEIRA DIRECTIVA DA COMISSAO de 27 de Abril de I2 que fixa os
meétodos de analise comunitarios para o controlabioentos para animais
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PRIMEIRA DIRECTIVA DA COMISSAO de 1 de Marco de 1976 que fixa as formas de recolha
comunitarias de amostras para o controlo oficial dos alimentos para animais

(76/371/CEE)

A COMISSAO DAS COMUNIDADES EUROPEIAS,

Tendo em conta o Tratado que institui a Comunidade Econdmica Europeia,

Tendo em conta a Directiva do Conselho, de 20 de Julho de 1970, que diz respeito a introducdo de
formas de recolha de amostras e de métodos de analise comunitarios para o controlo oficial dos
alimentos para animais (1), com dUltima redaccdo que lhe foi dada pelo Acto de Adesdo (2) e,
nomeadamente, o seu artigo 20,

Considerando que a directiva acima referida prevé que os controlos oficiais dos alimentos para animais,
para verificar se as condicOes prescritas em virtude das disposicOes legislativas regulamentares e
administrativa respeitantes a qualidade e composigdo dos alimentos para animais sdo respeitadas, sao
efectuadas segundo as formas de recolha de amostras e os métodos de analise comunitarios,

Considerando que convém fixar, numa primeira etapa, as formas de recolha de amostras para o controlo
dos compostos dos alimentos para animais, e dos seus aditivos, assim como para o controlo das
substancias e produtos indesejaveis, a excepcao dos residuos de pesticidas e dos microrganismos que
estes alimentos podem conter;

Considerando que as medidas previstas na presente directiva estdo em conformidade com o parecer do
Comité Permanente dos Alimentos para Animais,

ADOPTOU A PRESENTE DIRECTIVA:

Artigo 1o

Os Estados-membros determinam que as recolhas de amostras para os controlos oficiais dos alimentos
para animais, no que diz respeito a determinacdo dos compostos, dos aditivos e das substancias e
produtos indesejaveis a excepcdo dos residuos de pesticidas e dos microorganismos, sdo efectuadas
segundo as formas descritas no anexo da presente directiva.

Artigo 20

Os Estados-membros pdem em vigor a 1 de Janeiro de 1977, o mais tardar, as disposicoes legislativas,
regulamentares e administrativas necessarias para darem cumprimento as disposicoes da presente
directiva e do facto informam imediatamente a Comissao.

Artigo 30

Os Estados-membros sdo destinatarios da presente directiva.
Feito em Bruxelas em 1 de Margo de 1976.

Pela Comissao

P. J. LARDINOIS

Membro da Comissao

(1) JO no L 170 de 3. 8. 1970, p. 2.(2) JO no L 73 de 27. 3. 1972, p. 14.

ANEXO

FORMAS DE RECOLHA AMOSTRAS

1. OBJECTO E DOMINIO DE APLICACAO

As amostras destinadas aos controlos oficiais de alimentos para animais no que diz respeito a sua
qualidade e composicao sdo recolhidas de acordo com as regras seguidamente indicadas. As amostras
assim obtidas sdo consideradas como sendo representativas dos lotes.

2. AGENTES HABILITADOS PARA A AMOSTRAGEM

As colheitas sdo efectuadas por agentes mandatados para o efeito pelos Estados-membros.

3. DEFINICOES
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Lote: Quantidade de produtos constituindo uma unidade e tendo as caracteristicas pressupostas
uniformes.

Recolha elementar: Quantidade recolhida num ponto do lote.

Amostra global: Conjunto de colheitas elementares efectuadas no mesmo lote.

Amostra reduzida: Parte representativa da amostra global, obtida por reducdo desta.

Amostra final: Parte de amostra reduzida ou da amostra global homogeneizada.

4. APARELHAGEM

4.1. Os aparelhos destinados as colheitas devem ser construidos em materiais que ndo contaminem os
produtos a recolher. Estes aparelhos podem ser aprovados pelos Estados-membros.

4.2. Aparelhos recomendados para amostragem dos alimentos sélidos

4.2.1. Amostragem manual

4.2.1.1. Pa de fundo chato e de bordos verticais.

4.2.1.2. Borda com brecha longa ou compartimentada. As dimensGes da sonda devem ser adaptadas as
caracteristicas do lote (profundidade do recipiente, dimensdes do saco, etc.) e ao tamanho das particulas
que compdem o alimento.

4.2.2. Amostragem mecanica

Os aparelhos mecanicos aprovados podem ser utilizados para recolher as amostras dos alimentos em
movimento.

4.2.3. Divisor

Aparelhos destinados a dividir a amostra em partes aproximadamente iguais, podem ser utilizados para
as colheitas elementares, assim como para a preparagao das amostras reduzidas e amostras finais.

5. EXIGENCIAS QUANTITATIVAS
5.A. Respeitantes aos controlos das substancias ou produtos repartidos uniformemente nos alimentos

5.A.1. Lote
A dimensdo do lote deve ser de forma a que todas as partes que o compdem possam ser amostradas.

"" ID="1">5.A.2. Recolhas elementares"> ID="1">5.A.2.1. Alimentos a granel> ID="2">NUmero minimo
de colheitas elementares"> ID="1">5.A.2.1.1. Lotes ndo excedendo 2,5 toneladas> ID="2">7">
ID="1">5.A.2.1.2. Lotes de mais de 2,5 toneladas> ID="2">& radic; 20 vezes o numero de toneladas
que constituem a lote (1)(),

limitado a um ndmero maximo de 40 colheitas elementares,"> ID="1">5.A.2.2. Alimentos embalados>
ID="2">Ndmero minimo de embalagens de amostras a coleccionar (2)()"> ID="1">5.A.2.2.1.
Embalagens com um contetdo superior a un quilograma"> ID="1">5.A.2.2.1.1. Lotes compostos de 1 a
4 quilograma embalagens> ID="2">Todos as embalagens"> ID="1">5.A.2.2.1.2. Lotes compostos de 5
a 16 embalagens> ID="2">4"> ID="1">5.A.2.2.1.3. Lotes compostos de mais de 16 embalagens>
ID="2">& radic; do nimero de embalagens que compdem o lote (1)(),

limitado a um maximo de 20 embalagens"> ID="1">5.A.2.2.2. Embalagens com um conteldo ndo
excedendo um quilograma> ID="2">4"> ID="1">5.A.2.3. Alimentos liquidos ou semiliquidos>
ID="2">NUmero minimo de recipientes para coleccionar amostras (2)()"> ID="1">5.A.2.3.1. Recipientes
de conteldo superior a um litro"> ID="1">5.A.2.3.1.1. Lotes compostos de 1 a 4 recipientes>
ID="2">Todos os recipientes"> ID="1">5.A.2.3.1.2. Lotes compostos de 5 a 16 recipientes>
ID="2">4"> ID="1">5.A.2.3.1.3. Lotes compostos de mais de 16 recipientes> ID="2">& radic; do
numero de recipientes que compdem 7o lote (1)(),
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limitado a um maximo de 20 recipientes"> ID="1">5.A.2.3.2. Recipientes de conteldo ndo nado
excedendo um litro> ID="2">4"> ID="1">5.A.2.4. Blocos minerais para lamber> ID="2">Numero
minimo de blocos minerais para coleccionar amostras (2)(): Uma barra ou pedra por lote de 25 unidades,
limitada a um maximo de 4 barras ou pedras"> ID="1">5.A.3. Amostra global">Uma s6 amostra global
por lote é pedida. A totalidade de massa ou do volume das colheitas elementares destinadas a constituir
a amostra global, ndo pode ser inferior as quantidades seguintes:" ID="1">5.A.3.1. Alimentos a granel>
ID="2">4 Quilogramas"> ID="1">5.A.3.2. Alimentos embalados"> ID="1">5.A.3.2.1. Embalagens com
um conteddo superior a um quilo> ID="2">4 Quilogramas"> ID="1">5.A.3.2.2. Embalagens de
conteldo nao excedendo um quilograma> ID="2">peso do conteldo de 4 embalagens de origem">
ID="1">5.A.3.3. Alimentos liquidos ou semiliquidos"> ID="1">5.A.3.3.1. Recipientes de conteldo
superior a um litro> ID="2">4 litros"> ID="1">5.A.3.3.2. Recipientes de contelido ndo excedendo um
litro> ID="2">volume do conteudo de 4 recipientes de origem"> ID="1">5.A.3.4. Blocos minerais para
lamber"> ID="1">5.A.3.4.1. Cujo peso unitario é superior a um quilo> ID="2">4 quilos">
ID="1">5.A.3.4.2. Cujo peso unitario nao exceda um quilo> ID="2">peso de 4 blocos minerais de
origem"> ID="1">5.A.4. Amostras finais">A amostra global dara lugar, depois da reducao se necessario,
a amostras finais. A analise de, pelo menos uma amostra final, é requerida. A massa ou o volume da
amostra final destinada a analise ndo pode ser inferior as quantidades seguintes:" ID="1">Alimentos
sélidos> ID="2">500 gramas"> ID="1">Alimentos liquidos ou semiliquidos> ID="2">500 mililitros">5.B.
Respeitantes aos controlos de substdncias ou produtos indesejaveis susceptiveis de ser repartidos ndo
uniformemente nos alimentos, tais como as aflatoxinas, cravagem de centeio, de ricino, a crotallria nos
alimentos simples (4)()" ID="1">5.B.1. Lote: Ver 5.A.1."> ID="1">5.B.2. Recolhas elementares">
ID="1">5.B.2.1. Alimentos a granel: Ver 5.A.2.1."> ID="1">5.B.2.2. Alimentos embalados>
ID="2">NUmero minimo de embalagens a amostrar"> ID="1">5.B.2.2.1. Lotes compostos de 1 a 4
embalagens> ID="2">todas as embalagens"> ID="1">5.B.2.2.2. Lotes compostos de 5 a 16
embalagens> ID="2">4"> ID="1">5.B.2.2.3. Lotes compostos de mais de 16 embalagens> ID="2">&
radicc do nimero de embalagens que compaaem o lote (3)(), limitado a um maximo de 40
embalagens.">

5.B.3. Amostras globais

O nimero de amostras globais variara em funcdo do tamanho do lote. O nimero minimo de amostras
globais por lote é dado a seguir. A massa das colheitas elementares destinadas a constituir cada amostra
global ndo pode ser inferior a 4 quilos.

5.B.3.1.

" ID="1">Até 1> ID="2">1"> ID="1">mais que 1 e até¢ 10> ID="2">2"> ID="1">mais de 10 e até
40> ID="2">3"> ID="1">mais de 40> ID="2">4">

5.B.3.2.

" ID="1">de 1 a 16> ID="2">1"> ID="1">de 17 a 200> ID="2">2"> ID="1">de 201 a 800>
ID="2">3"> ID="1">mas de 800> ID="2">4">
5.B.4. Amostras finais

Cada amostra global dara lugar, apds reducdo, a obtencdo de amostras finais. E requerida a analise de,
pelo menos uma amostra final por amostra global. A massa da amostra final destinada a analise ndo
pode ser inferior a 500 gramas.

6. INSTRUCOES RESPEITANTES As COLHEITAS, A PREPARACAO E AO CONDICIONAMENTO DAS
AMOSTRAS
6.1. Generalidades

Recolher e preparar as amostras tdo rapidamente quanto possivel tendo em conta as precaugdes
requeridas para evitar que o produto seja alterado ou contaminado. Os instrumentos assim como as
superficies e os recipientes destinados a receber as amostras devem ser limpos e secos.

6.2. Recolhas elementares
6.2.A. Destinadas aos controles das substancias ou produtos repartidos uniformemente nos alimentos

As colheitas elementares devem ser efectuadas ao acaso no conjunto do lote. As suas massas ou

volumes devem ser aproximadamente iguais.
6.2.A.1. Alimentos a granel
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Dividir simoblicamente o lote em partes aproximadamente iguais. Escolher ao acaso um numero de
partes que correspondam ao nimero de colheitas elementares previstas em 5.A.2. e retirar pelo menos
uma amostra em cada uma dessas partes.

Eventualmente, guardar as amostras aquando da movimentacgdo do lote (carregamento e descarga).
6.2.A.2. O numero requerido de embalagens para guardar as amostras é delimitado como é indicado em
5.A.2., recolher uma parte do contelido de cada embalagem com o auxilio de uma sonda ou de uma pa.
Eventualmente recolher as amostras ap0s ter esvaziado separadamente as embalagens.

6.2.A.3. Alimentos liquidos ou semiliquidos homogéneos ou homogeneizaveis

O numero requerido de recepientes para guardar as amostras é delimitado como é indicado em 5.A.2.,
efectuar uma colheita pelo menos em cada recipiente apds ter homogeneizado o conteldo, se for
necessario.

As colheitas elementares podem eventualmente ser efectuadas aquando da trasfega do produto.
6.2.A.4. Alimentos liquidos ou semiliquidos ndo homogeneizaveis

O numero requerido de recipientes para guardar as amostras, é delimitado como é indicado em 5.A.2.,
recolher as amostras a diferentes niveis.

As colheitas podem igualmente ser efectuadas aquando da trasfega do produto depois de ter eliminado
as primeiras fraccoes. Nos dois casos o volume total das colheitas ndo deve ser inferior a 10 litros.

6.2.A.5. Blocos minerais para lamber.

O ndmero requerido de blocos minerais para guardar as amostras, € limitado como é indicado em 5.A.2.,
retirar uma parte de cada.

6.2.B. Destinados aos controlos de substancias os produtos indesejaveis susceptiveis de ser repartidos
ndo uniformemente nos alimentos, tais como aflatoxinas, cravagem de centeio, ricino, a crotalaria nos
alimentos simples

Dividir simbolicamente o lote num nimero de partes aproximadamente iguais, correspondendo as das
amostras globais previstas em 5.B.3. Quando o numero é superior a um, repartir o nimero total das
colheitas elementares previstas em 5.B.2. de maneira aproximadamente igual, em diferentes partes.
Efectuar seguidamente as colheitas de massas aproximadamente iguais (5)() e de maneira a que a massa
total das amostras, no que diz respeito a cada parte, nao seja inferior a quantidade minima de 4 quilos,
requerida por cada amostra global. Nao juntar as amostras elementares provindas de partes diferentes.

6.3. Preparacdo das amostras globais
6.3.A. Destinadas aos controlos das substancias ou produtos repartidos uniformemente nos alimentos

Reunir as colheitas elementares para constituirem uma s6 amostra global.

6.3.B. Destinadas aos controlos das substancias ou produtos indesejaveis susceptiveis de ser repartidos
nao uniformemente nos alimentos, tais como as aflatoxinas a cravagem de centeio, ricino, a crotalaria
nos alimentos simples

Reunir as recolhas elementares, relativas a cada parte do lote e constituir o nimero de amostras globais
previsto em 5.B.3., tendo o cuidado de assinalar a proveniéncia de cada amostra global.

6.4. Preparacdo das amostras finais

Misturar cuidadosamente cada amostra global para obter uma amostra homogénea (6)() se necessario,

reduzir para este efeito a amostra global até 2 quilos ou 2 litros pelo menos (amostra reduzida) quer com
a ajuda dum divisor mecanico, quer pelo método dos quartos.

Preparar seguidamente pelo menos trés amostros finais tendo aproximadamente a mesma massa ou o
mesmo volume e respondendo as exigéncias quantitativas requeridas em 5.A.4. ou 5.B.4. Introduzir cada
amostra num recipiente apropriado. Tomar todas as precaucdes necessarias para evitar qualquer
modificacdo da composicao de amostra cuja contaminacdo ou alteragdo possa ocorrer no decurso do
transporte ou armazenagem.

6.5. Acondicionamiento das amostras finais

Selar e etiquetar os recipientes ou as embalagens (a etiqueta deve ser incorporada no selo) de forma a
que seja impossivel abri-las sem deteriorar o selo.

7. ACTA DE AMOSTRAGEM
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Por cada recolha de amostra estabelece uma acta de amostragem permitindo identificar sem
ambiguidade o lote amostrado.

8. DESTINO DAS AMOSTRAS

Por cada amostra global, transmitir pelo menos uma amostra final, 0 mais rapidamente possivel, ao
laboratério mandatado, para os fins de analise, com as indicagdes necessarias a essa analise.

(1)() Quando o nimero obtido é um numero fraccionado, deve ser arredondado para o ndmero inteiro
imediatamente superior.(2)() Para as embalagens ou os recipientes cujo contelido ndo exceda um quilo
ou um litro, assim como para os blocos minerais para lamber cujo peso unitario ndo exceda um
quilograma, o conteitdo duma embalagem onde um recipiente de origem, ou de um bloco mineral,
constituem uma colheita elementar.(3)() Quando o nimero obtido € um ndmero fraccionado, deve ser
arredondado para o nimero inteiro imediatamente superior.(4)() As regras previstas no ponto 5.A. sdo
de aplicacao no controlo das aflatoxinas, da cravagem do centeio, do ricino, da crotalria nos alimentos
completos e complementares.(5)() No caso dos alimentos embalados retirando uma parte do contetdo
das embalagens para coleccionar amostras com o auxilio de uma sonda ou duma pa eventualmente
depois de ter esvaziado separadamente as embalagens.(6)() Se necessario esmagar od agregados
(separando-os eventualmente da massa e reunindo em seguida o todo) separadamente para cada
amostra global.
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SEGUNDA DIRECTIVA DA COMISSAO de 18 de Novembro de 1971 que fixa os métodos de
analise comunitarios para o controlo oficial dos alimentos para animais (71/393/CEE)

A COMISSAO DAS COMUNIDADES EUROPEIAS,

Tendo em conta o Tratado que institui a Comunidade Econdmica Europeia,

Tendo em conta a Directiva do Conselho, de 20 de Julho de 1970, relativa a introducdo de modos de
colheita de amostras e de métodos de analise comunitarios, para o controlo oficial dos alimentos para
animais (1) e, nomeadamente, o seu artigo 2°.,

Considerando que a Directiva acima referida prevé que, para verificar se sdo respeitadas as condigbes
prescritas por forca das disposigOes legislativas, regulamentares ou administrativas respeitantes a
qualidade e composicdo dos alimentos para animais, os controlos oficiais dos elementos para animais
sejam efectuados segundo os modos de colheita de amostras e os métodos de analise comunitarios;

Considerando que a Directiva n°. 71/250/CEE de Comissdo, de 15 de Junho de 1971(2), fixou ja um certo
numero de métodos de analise comunitarios ; que, tendo em conta o avanco dos trabalhos efectuados
desde entao, convém adoptar uma segunda série de métodos;

Considerando que as medidas previstas na presente directiva estao em conformidade com o parecer do
Comité Permanente dos Alimentos para Animais,

ADOPTOU A PRESENTE DIRECTIVA:

Artigo 19.

Os Estados-membros determinam que as analises para os controlos oficiais dos alimentos para animais
no que diz respeito aos respectivos contelidos de humidade, bases azotadas volateis, fésforo total e
matérias gordas brutas, sejam efectuadas segundo os métodos descritos no anexo da presente directiva.
As disposicoes gerais constantes da Parte I do anexo (Introducdo) da primeira Directiva n°. 71/250/CEE
da Comissado, de 15 de Junho de 1971, que fixa os métodos de anadlise comunitarios para o controlo
oficial dos alimentos para animais sdo aplicaveis aos métodos descritos no anexo da presente directiva.

Artigo 20.

Os Estados-membros pordao em vigor, em 1 de Janeiro de 1973 o mais tardar, as disposicoes legislativas,
regulamentares ou administrativas necessarias para darem cumprimento as disposicdes da presente
directiva. Deste facto informardo imediatamente a Comissao.

Artigo 3°.
Os Estados-membros sao destinatarios da presente directiva.

Feito em Bruxelas em 18 de Novembro de 1971.

Pelo Comissao

O Presidente

Franco M. MALFATTI (1)JO n°. L 170 de 3.8.1970, p. 2. (2)JO n°. L 155 de 12.7.1971, p. 13.

ANEXO

1. DOSAGEM DE HUMIDADE

1. Objecto e dominio de aplicacdo

Este método permite determinar o teor de humidade dos alimentos para animais. Nao diz respeito a
analise dos produtos lacteos enquanto alimentos simples para animais, a analise das substancias minerais
e das misturas essencialmente compostas de substancias minerais, assim como a analise das sementes e
frutos oleaginosos definidos no Regulamento (CEE) n°. 136/66 do Conselho, de 22 de Setembro de 1966,
que estabelece uma organizagao comum de mercado no sector das matérias gordas (1).

A determinacdo do teor de humidade das sementes e frutos oleaginoses é descrita no Anexo II do
Regulamento (CEE) n°. 1470/68 da Comissao, de 23 de Setembro de 1968, relativo a toma e reducdo das
amostras, assim como a determinacao do teor de 6leo, de impurezas e de humidade das sementes
oleaginosas (2).
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2. Principio
A amostra é dessecada em condicoes definidas que variam em funcdo da natureza do alimento. A perda

de massa é determinada por pesagem. E necessario proceder a uma pré-dessecacdo sempre que se trate
de alimentos sdlidos com um elevado teor de humidade.

3. Instrumentos 3.1. Triturador construido num material que ndo absorva a humidade, facil de limpar e
que permita uma trituracao rapida e uniforme sem provocar aquecimento sensivel, que evite o mais
possivel o contacto com o ar exterior, e que satisfaca as exigéncias indicadas em (4.1.1.) e 4.1.2.) (por
exemplo, microtrituradores de martelos ou com arrefecimento por agua, moinhos de cones desmontaveis,
trituradores de movimento lento ou de discos dentados).

3.2. Balanca analitica, com uma precisdo de 0,5 mg.

3.3. Recipientes secos de metal inoxidavel ou de vidro, munidos de uma tampa hermética ; superficie Util
que permita obter uma reparticao da amostra da ordem de 0,5 g por cm2.

3.4. Estufa isotérmica (£ 1 °C) de aquecimento eléctrico, com uma regulacdo rapida da temperatura e
convenientemente ventilada (3).

3.5. Estufa a vacuo, com aquecimento eléctrico regulavel, munida de uma bomba de dleo e, quer de um
dispositivo de introducdo de ar quente desidratado, quer de um desidratante por ex., éxido de calcio).

Exsicador com placa de metal ou de porcelana espessa, perfurada, contendo um desidratante eficaz.

4. Modo operatorio

NB : As operagoes descritas neste capitulo devem ser efectuadas imediatamente apds a abertura das
embalagens que contém as amostras.

As andlises devem ser efectuadas pelo menos em duplicado. (1)JO n°. 172 de 30.9.1966, p. 3025/66.
(2)JO no. L 239 de 28.9.1968, p. 2. (3)Para dessecacao dos cereais, assim como das farinhas e sémolas
grossas e finas, a estufa deve ter uma capacidade calorifica tal que, regulada previamente a temperatura
de 131 °C, possa atingir de novo esta temperatura menos de 45 minutos apos a colocacdao do nimero
maximo de amostras a secar simultaneamente. A estufa devera ainda ter uma ventilacdo tal que,
secando durante 2 horas todas as amostras de trigo mole que pode conter, os resultados apresentem
uma diferenca inferior a 0,15 % relativamente aos resultados obtidos ap6s quatro horas de dessecacao.
4.1. Preparacao 4.1.1. Alimentos com excepcao dos mencionados em (4.1.2.) e (4.1.3.)

Recolher pelo menos 50 g da amostra. Se for necessario, triturar ou dividir de maneira apropriada para
evitar qualquer variacdo do teor de humidade (ver 6).

4.1.2. Cereais e sémolas grossas

Recolher pelo menos 50 g da amostra. Moer em particulas, das quais pelo menos 50 % passem por uma
peneira de malhas de 0,5 mm e ndo deixem mais de 10 % de residuos sobre outro crivo de malhas
redondas de 1 mm.

4.1.3. Alimentos liquidos ou pastosos, alimentos constituidos essencialmente de matérias gordas
Recolher e pesar, com uma aproximacao de 10 mg, cerca de 25 g da amostra, adicionar-lhe uma
quantidade apropriada de areia anidra, com uma aproximagdo de 10 mg misturar até a obtengdo de um
produto homogéneo.

4.2. Dessecacao 4.2.1. Alimentos com excepcao dos mencionados em (4.2.2.) e (4.2.3.)

Tarar, com uma aproximacao de 0,5 g, um recipiente (3.3.) com a tampa. Pesar dentro dele, com uma
aproximacao de 1 mg, cerca de 5 g da amostra, repartindo-a uniformemente. Colocar o recipiente na
estufa previamente aquecida a 103 °C, com a tampa tirada. Para evitar que a temperatura da estufa
baixe muito, introduzir o recipiente num tempo minimo. Deixar secar durante quatro horas, a partir do
momento em que a estufa tiver atingido de novo a temperatura de 103 °C. Colocar a tampa sobre o
recipiente, retirar este da estufa, deixar arrefecer durante 30 a 45 minutos no exsicador (3.6.) e pesar
com uma aproximagao de 1 mg. No caso de alimentos constituidos essencialmente de matérias gordas,
efectuar uma dessecacdo suplementar de 30 minutos na estufa a 103 °C. A diferenca entre as duas
pesagens nao deve exceder 0,1 % de humidade.

4.2.2. Cereais, farinhas sémolas grossas
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Tarar, com uma aproximacao de 0,5 g, um recipiente (3.3.) com a tampa. Pesar dentro dele, com uma
aproximacao de 1 mg, cerca de 5 g da amostra, repartindo-a uniformemente. Colocar o recipiente na
estufa previamente aquecida a 130 °C, com a tampa tirada. Para evitar que a temperatura da estufa
desca demais introduzir o recipiente num tempo minimo. Deixar secar durante duas horas, a partir do
momento em que a estufa tiver atingido de novo a temperatura de 130 °C. Colocar a tampa no
recipiente, retirar este da estufa, deixar arrefecer 30 a 45 minutos no exsicador (3.6.) e pesar com uma
aproximacgao de 1 mg.

4.2.3. Alimentos compostos contendo mais de 4 % de sacarose ou de lactose : alimentos simples tais
como alfarroba, produtos cereais hidrolisados, germes de malte, rodelas de beterrabas, solutos de peixe
e acucares ; alimentos compostos com mais de 25 % de sais minerais contendo dgua de cristalizacdo

Tarar, com uma aproximacao de 0,5 g, um recipiente (3.3.) com a tampa. Pesar dentro dele, com uma
aproximacao de 1 mg, cerca de 5 g da amostra repartindo-a uniformemente. Colocar o recipiente na
estufa de vacuo (3.5.) previamente aquecida a temperatura de 80 a 85 °C, com a tampa tirada. Para
evitar que a temperatura da estufa ndo desca demais, introduzir o recipiente num tempo minimo.

Elevar a pressao a 100 Torr e deixar secar a esta pressao durante quatro horas, quer sob uma corrente
de ar seco e quente, quer por meio de um desidratante (cerca de 300 g para 20 amostras). Neste Ultimo
caso, cortar a ligagdo com a bomba de vacuo quando se atingir a pressao prescrita. Contar a duragao da
secagem a partir do momento em que a estufa tiver atingido de novo a temperatura de 80 a 85 °C. Levar
em seguida com precaugao a estufa até a pressao atmosférica. Abrir a estufa, cobrir imediatamente o
recipiente com a tampa, retira-lo da estufa, deixar arrefecer durante 30 a 45 minutos no exsicador (3.6.)
e pesar com uma aproximacao de 1 mg. Proceder a uma secagem complementar de 30 minutos na
estufa a vacuo a temperatura de 80 a 85 °C e pesar novamente. A diferenca entre as duas pesagens nao
deve exceder 0,1 % de humidade.

4.3. Pré-dessecacao 4.3.1. Alimentos, com excepcao dos mencionados em (4.3.2.)

Os alimentos sdlidos cujo teor de humidade é elevado e torna a trituracdo dificil, devem ser pré-
dessecados como se segue:

Pesar, com uma aproximacao de 10 mg, 50 g de amostra nao triturada (pode efectuar-se uma divisao
grosseira, se necessario, no caso dos alimentos comprimidos ou aglomerados) num recipiente apropriado
(por exemplo, numa placa de aluminio de 20 X 12 cm com um bordo de 0,5 cm. Deixar secar numa
estufa a temperatura de 60 a 70 °C até que o teor de humidade seja baixado até um valor entre 8 el 12
%. Retirar da estufa, deixar arrefecer a descoberto no laboratdrio durante 1 hora, e pesar com uma
aproximacdo de 10 mg. Triturar imediatamente, como indicado em (4.1.1.) e efectuar a dessecacdao como
indicado em (4.2.1.) ou (4.2.3.) segundo a natureza do alimento.

4.3.2. Cereais

As sementes com uma taxa de humidade superior a 17 % devem ser pré-dessecadas como se segue:
Pesar, com uma aproximacao de 10 mg, 50 g de sementes ndo moidas num recipiente apropriado (por
exemplo, numa placa de aluminio de 20 X 12 cm com bordo de 0,5 cm). Deixar secar numa estufa
durante 5 a 7 minutos, a temperatura de 130 °C. Retirar da estufa, deixar arrefecer a descoberto no
laboratério durante duas horas e pesar, com uma aproximacdo de 10 mg. Moer imediatamente, como
indicado em (4.1.2.) e efectuar a dessecacdo, como indicado em (4.2.2.).

5. Caélculo dos resultados

O teor de humidade, em percentagem da amostra, é dado pelas seguintes férmulas: 5.1. Dessecacao
sem pré-dessecacao >PIC FILE= "T0002775">

em que:

E = massa inicial da amostra, em gramas,

m = massa da amostra dessecada em gramas.

5.2. Dessecacdo com pré-dessecacdo >PIC FILE= "T0002776">

em que:

E = massa inicial da amostra, em gramas,

M = massa da amostra, depois da pré-dessecagdo, em gramas,

M' = massa da amostra depois da trituracdo ou moedura, em gramas,
m = massa da amostra seca, em gramas.

5.3. Reprodutibilidade
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A diferenca entre os resultados de duas determinagdes paralelas efectuadas na mesma amostra ndo deve
ultrapassar 0,2 % de humidade.

6. Observacbes

Se for necessario uma trituracdo e dela resultar uma variacdo do teor de humidade do produto, os
resultados da analise que dizem respeito aos componentes do alimento devem ser convertidos de acordo
com o teor de humidade da amostra inicial.

2. DOSEAMENTO DAS BASES AZOTADAS VOLATEIS

A. POR MICRODIFUSAO

1. Objecto e dominio de aplicacdo

O método permite determinar o teor de bases azotadas volateis, expressas em amoniaco, dos alimentos
para animais.

2. Principio

A amostra é extraida com agua e a solucdo é clarificada e filtrada. As bases azotadas volateis sdo
extraidas por microdifusdo, por meio de uma solucdo de carbonato de potassio, recolhidas numa solucdo
de acido bdrico e tituladas com acido sulftrico.

3. Reagentes 3.1. Solucao a 20 % (p/v) de acido tricloroacético.

3.2. Indicador : dissolver 33 mg de verde de bromocresol e 65 mg de vermelho de metilo em 100 ml de
etanol a 95-96 % (v/v).

3.3. Solugao de acido bdrico : num baldo aferido de 1 litro, dissolver 10 g de acido bérico p.a. em 200 ml
de etanol a 95-96 % (v/v) e 700 ml de agua. Juntar 10 ml de indicador (3.2.). Misturar e, se necessario,
ajustar a coloracdo da solugao a vermelho claro, por adicao de uma solugdo de hidréxido de sédio. 1 ml
desta solucdo permite fixar, no maximo, 300 9g de NH3.

3.4. Solucao saturada de carbonato de potassio : dissolver 100 g de carbonato de potassio p.a. em 100
ml de agua em ebulicdo. Deixar arrefecer e filtrar.

3.5. Acido sulfirico 0,02 N.

4. Instrumentos 4.1. Misturador basculante : cerca de 35 a 40 rotages por minuto.
4.2. Células de Conway (v. esquema) e de vidro ou matéria plastica.
4.3. Microburetas, graduadas em 1/100 ml.

5. Modo operatdrio

Pesar, com uma aproximacao de 1 mg, 10 g de amostra e introduzir num balao aferido de 200 ml com
100 ml de agua. Misturar durante 30 minutos no misturador basculante. Adicionar 50 ml de solugao de
acido tricloroacético (3.1.), completar o volume com agua, agitar vigorosamente e filtar num filtro de
pregas.

Introduzir com a pipeta, na parte central da célula de Conway, 1 ml de solugdo de acido bérico (3.3.) e
na parte periférica, 1 ml do filtrado da amostra. Cobrir parcialmente com a tampa com silicone. Introduzir
rapidamente na parte periférica 1 ml de solugdo saturada de carbonato de potassio (3.4.) e fechar
hermeticamente a tampa. Agitar suavemente a célula dando-lhe um movimento de rotagdo num plano
horizontal, para misturar os dois reagentes. Deixar incubar durante quatro horas, pelo menos, a
temperatura ambiente, ou, entdo, durante 1 hora a 40 °C.

Titular as bases volateis na solucdo de acido bérico por meio de acido sulfarico 0,02 N (3.5.), utilizando
uma microbureta (4.3.).

Efectuar um ensaio em branco utilizando o mesmo método na auséncia de amostra a analisar.

6. Calculo dos resultados

1 ml de H2S04 0,02 N corresponde a 0,34 mg de amoniaco.

Exprimir o resultado em percentagem da amostra.

Reprodutibilidade

A diferenca entre os resultados de duas determinagOes paralelas efectuadas com a mesma amostra, ndo
deve ultrapassar:

10 % em valor relativo, para os teores de amoniaco inferiores a 1,0 %);

0,1 em valor absoluto para os teores de amoniaco iguais ou superiores a 1,0 %.

7. Observacbes

Se o teor de amoniaco da amostra for superior a 0,6 %, diluir o filtrado inicial.

>PIC FILE= "T0002777">

B. POR DESTILACAO
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1. Objecto e dominio de aplicacdo

Este método permite determinar o teor de bases azotadas volateis expressas em amoniaco das farinhas
de peixe que praticamente nao contém ureia. S6 pode ser utilizado para os teores de amoniaco inferiores
a 0,25 %.

2. Principio

A amostra é extraida com agua, a solucdo é clarificada e filtrada. As bases azotadas volateis extraidas,
em ebulicdo, por adicdo de dxido de magnésio e recolhidas numa quantidade de determinada de acido
sulfurico cujo excesso é titulado por meio de uma solugao de hidréxido de sédio.

3. Reagentes 3.1. Solucao a 20 % (p/v) de acido tricloroacético.

3.2. Oxido de magnesio p.a.

3.3. Emulsdo de antiespuma (silicone por ex.).

3.4. Acido sulfdrico 0,1 N.

3.5. Solucdo de hidrdxido de sodio 0,1 N.

3.6. Solucdo a 0,3 % (p/v) de vermelho de metilo em etanol a 95-96 % (v/v).

4. Instrumentos 4.1. Misturador basculante : cerca de 35 a 40 rotages por minuto.
4.2. Aparelho de destilacao do tipo Kjeldahl.

5. Método

Pesar, com uma aproximagao de 1 mg, 10 g da amostra e introduzir, com 100 ml de agua, num baldo
aferido de 200 ml. Misturar durante 30 minutos no misturador basculante. Adicionar 50 ml de solucdo de
acido tricloroacético (3.1), completar o volume com agua, agitar vigorosamente e filtrar num filtro de
pregas.

Recolher uma quantidade do filtrado limpido em funcao da concentragao tedrica de bases azotadas
volateis (geralmente 100 ml). Diluir para 200 ml e adicionar 2 g de 6xido de magnésio (3.2.) e algumas
gotas de emulsao anti-espuma (3.3.). O PH da solucdo deve ser alcalino quando verificado com papel
tornesol ; se ndo o for, adicionar mais éxido de magnésio (3.2.). Destilar cerca de 150 ml da solugdo num
aparelho do tipo Kjeldahl, e recolher o destilado num erlenmeyr contendo um volume, exactamente
medio (25 a 50 ml), de acido sulftrico 0,1 N (3.4.). Durante a destilacdo evitar um sobreaquecimento das
paredes. Deixar ferver a solugao sulfurica durante dois minutos, arrefecer, e titular o excesso de acido
sulfurico por meio de uma solugdo de hidréxido de sddio 0,1 N (3.5.), em presenca do indicador vermelho
de metilo (3.6.).

Efectuar um ensaio em branco aplicando o mesmo método, na auséncia de amostra a analisar.

6. Calculo dos resultados

1 ml de H2S04 0,1 N corresponde a 1,7 mg de amoniaco.

Exprimir o resultado em percentagem da amostra.

Reprodutibilidade

A diferenca entre os resultados de duas determinagdes paralelas efectuadas na mesma amostra ndo deve
ultrapassar, em valor relativo, 10 % de amoniaco.

3. DOSEAMENTO DO FOSFORO TOTAL

Método fotométrico

1. Objecto e dominio de aplicacdo

Este método permite determinar o teor de fésforo total dos alimentos para animais. E particularmente
indicado para a analise de produtos pobres em fdsforo. Nalguns casos (produtos ricos em fésforo), pode
ser aplicado um método gravimétrico.

2. Principio

A amostra é mineralizada, quer por via seca (para os alimentos arganicos) quer por via himida (para os
compostos minerais e os alimentos liquidos) e posta em solugdo acida. A solucao é tratada pelo reagente
vanadomolibdico. A densidade Optica da solucdo amarela assim formada é medida em espectrofotometro
a 430 nm.

3. Reagentes 3.1. Carbonato de cdlcio p.a.

3.2. Acido cloridrico p.a., d : 1,1 (cerca de 6 N).

3.3. Acido azético p.a., d : 1,045.

3.4. Acido azético p.a., d : 1,38 a 1,42.

3.5. Acido sulftrico p.a., d : 1,84.
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3.6. Reagente vanadomolibdico : misturar 200 ml de solugdo de heptamolibdato de aménio (3.6.1.), 200
ml de solucdo de monovanadato de aménio (3.6.2.) e 134 ml de acido azético (3.4.) num baldo aferido
de 1 litro. Completar o volume com agua. 3.6.1. Solucdo de heptamolibdato de aménio : dissolver em
agua quente 100 g de heptamolibdato de aménio p.a. (NH4) 6Mo7 024 7 4 H20. Intar 10 ml de
amoniaco (d : 0,91) e completar para 1 | com agua.

3.6.2. Solugao de monovanadato de amonio : dissolver em 400 ml de agua quente, 2,35 g de
monovanadato de aménio p.a. NH4VO3. Adicionar lentamente, e agitando sempre, 20 ml de acido azédtico
diluido (7 ml de HNO3 (3.4.) + 13 ml de H20) e completar a 1 | com agua.

3.7. Solugdo-padrao a 1 mg/ml de fdsforo : dissolver em agua 4,387 g de fosf de potassio didrogenado
p.a. KH2PO4. Completar para 1 | com agua.

4. Instrumentos 4.1. Cadinhos de incineragdo de quartzo ou porcelana.

4.2. Mufla eléctrica com termostato regulado a 550 °C.

4.3. Retorta de Kjeldahl, 250 ml.

4.4. Baloes aferidos e pipetas de precisao.

4.5. Espectrofotometro.

4.6. Tubos de ensaio, diametro : cerca de 16 mm, de rosca normalizada 14,5 ; capacidade : 25 a 30 ml.

5. Modo operatorio 5.1. Preparacao da solugdo

Consoante a natureza da amostra, preparar uma solucdo tal como indicado em (5.1.1. ou 5.1.2.). 5.1.1.
Caso geral

Pesar, com uma aproximacao de 1 mg, 1 g de amostra. Introduzir a amostra numa retorta de Kjeldahl,
adicionar 20 ml de acido sulfurico (3.5.) agitar para impregnar completamente a matéria de acido e evitar
que adira as paredes do baldo, aquecer e manter em ebulicao durante 10 minutos. Deixar arrefecer
ligeiramente, adicionar 2 ml de acido azético (3.4.), aquecer lentamente, deixar arrefecer ligeiramente,
juntar de novo um pouco de acido azoético (3.4.) e fazer ferver. Repetir estas operacdes até a obtengao
de uma solucao incolor. Arrefecer, juntar um pouco de agua, transvasar o liquido num baldo aferido de
500 ml, passando a retorta por agua quente. Deixar arrefecer, completar o volume com agua,
homogeneizar e filtrar.

5.1.2. Amostras contendo matérias organicas e isentas de didrogenofosfatos de célcio e de magnésio
Pesar, com uma aproximacado de 1 mg, cerca de 2,5 g de amostra num cadinho de incineracdo. Misturar
intimamente a amostra a 1 g de carbonato de calcio (3.1.). Calcinar na mufla a 550 °C £ 5 °C até a
obtencdo de cinzas brancas ou cinzentas (uma pequena quantidade de carvao ndo prejudica).

Transvasar as cinzas num copo de precipitagao de 250 ml. Juntar 20 ml de dgua e de acido cloridrico
(3.2.) até que cesse a efervescéncia. Juntar em seguida 10 ml de acido cloridrico (3.2.) em excesso.
Colocar o copo num banho de areia e evaporar a seco para insolubilizar o silicio. Retomar o residuo por
meio de 10 ml de acido azético (3.3.) e fazer ferver, durante 5 minutos num banho de areia, sem
evaporar a seco. Transvasar o liquido num baldo aferido de 500 ml lavando o copo de precipitacdo varias
vezes a agua quente. Deixar arrefecer, completar o volume com agua, homogeneizar e filtrar.

5.2. Desenvolvimento da coloracao e medicdo da densidade optica.

Diluir uma aliquota do filtrado obtido em (5.1.1.) ou (5.1.2.) para obter uma concentracdo em fosforo
nao superior a 40 Yg/ml. Introduzir 10 ml desta solucdo num tubo de ensaio (4.6.) e adicionar 10 ml do
reagente vanadomolibdico (3.6.). Homogeneizar e deixar repousar 10 minutos, pelo menos a
temperatura de 20 °C. Medir a densidade dptica em espectrofotdmetro a 430 nm por comparacdo com
uma solucao obtida por adicao de 10 ml do reagente vanadomolibdico (3.6.) a 10 ml de agua.

5.3. Curva-padrao

Preparar a partir da solugdo-padrao (3.7.) solucdes contendo respectivamente 5, 10, 20, 30 e 40 g de
fosforo por ml. Recolher 10 ml de cada uma destas solugdes e juntar-lhes 10 ml do reagente
vanadomolibdico (3.6.). Homogeneizar e deixar repousar 10 minutos, pelo menos, a temperatura de 20
OC. Medir as densidades Opticas nas condigdes indicadas em (5.2.).

Tragar a curva-padrdo marcando em ordenadas os valores da densidade ptica e, em abcissas, as
quantidades correspondentes de fésforo. A curva é linear para as concentracbes compreendidas entre 0 e
40 Yg/ml.

6. Calculo dos resultados
Determinar a quantidade de fosforo da amostra por referéncia a curva-padrao.
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Exprimir o resultado em percentagem da amostra.

Reprodutibilidade

A diferenca entre os resultados de duas determinagdes paralelas efectuadas na mesma amostra ndo deve
ultrapassar:

3 % em valor relativo para os teores de fosforo inferiores a 5 %);

0,15 em valor absoluto para os teores de fosforo iguais ou superiores a 5 %.

4. DOSEAMENTO DAS MATERIAS GORDAS BRUTAS

1. Objecto e dominio de aplicacdo

Este método permite determinar o teor de matérias gordas brutas de alimentos para animais. Nao se
refere a andlise das sementes e frutos oleaginosos definidos no Regulamento 136/66/CEE do Conselho,
de 22 de Setembro de 1966. A determinacdo do teor de dleo desses produtos é objecto do Anexo V do
Regulamento (CEE) n° 1470/68 da Comissao, de 23 de Setembro de 1968.

Duas técnicas estdo previstas em funcdo da natureza do alimento. 1.1. Método A (extraccdo pelo éter) :
aplicado a todos os alimentos, salvo aos mencionados em (1.2.).

1.2. Método B : aplicado aos alimentos cujas matérias gordas ndo podem ser totalmente extraidas por
éter dietilico sem hidrdlise prévia, aos alimentos de origem animal, glitens, polpas secas de batata,
residuos secos das industrias de cerveja e de destilaria, leveduras secas, desperdicios de bolachas, paes e
alimentos cozidos, produtos lacteos e alimentos contendo uma forte proporcao dos mesmos (pelo menos
40 %), e aos alimentos compostos enriquecidos em gorduras.

2. Principio 2.1. Método A : as matérias gordas sdo extraidas pelo éter dietilico. O solvente é eliminado e
o residuo é seco e pesado.

2.2. Método B : a amostra é hidrolisada a quente pelo acido cloridrico. A solugao é arrefecida e filtrada. O
residuo, lavado e seco, é submetido a extracgdo pelo éter dietilico segundo o Método A.

3. Reagentes 3.1. Eter dietilico, anidro, d : 0,720, p. e. : 34,5 °C, praticamente isento de peroxidos.
3.2. Sulfato de sédio p.a., anidro.

3.3. Acido cloridrico 3 N.

3.4. Adjuvante de filtracdo, por ex. terra de diatomaceas, Hyflo-supercel.

3.5. Tetracloreto de carbono p.a.

4. Instrumentos 4.1. Extractor segundo Soxhlet ou aparelho equivalente.
4.2. Aparelho de aquecimento com temperatura regulavel antideflagrante.
4.3. Estufa de dessecacdo por vacuo (menos de 100 Torr).

5. Modo operatorio 5.1. Método A (ver observagao 7.1.)

Pesar, com uma aproximacao de 1 mg, 5 g de amostra e mistura-la a 2 a 3 g (ou mais, se necessario) de
sulfato de sédio anidro (3.2.). Introduzir a mistura num cone de extracgdo isento de matérias gordas e
cobrir com uma rolha de algodao desengordurado. (A mistura pode fazer-se eventualmente no cone.)

Colocar o cone num extractor (4.1.) e extrair durante seis horas pelo éter dietilico (3.1.). Se se utiliza um
extractor segundo Soxhlet, regular o aquecimento para obter pelo menos 15 ciclos por hora. Recolher o
extracto num baldo seco com alguns fragmentos de pedra-pomes (1) e tarado. (1)Substituir os
fragmentos de pedra-pomes por pérolas de vidro sempre que a matéria gorda deva ser objecto de
exames qualitativos posteriores.

Eliminar o éter por destilacdo e secar em seguida o residuo de evaporagdo durante uma hora e meia na
estufa de dessecacdo por vacuo (4.3.) a temperatura de 75 °C. Arrefecer num exsicador e pesar.
Efectuar uma segunda dessecacdo durante 30 minutos para ter a certeza de que o peso da matéria gorda
se mantém constante (a perda de peso deve ser inferior a 1 mg).

5.2. Método B

Pesar, com uma aproximacao de 1 mg, 2,5 g de amostra (ver observagdo 7.2.) e introduzir num copo de
precipitagdo de 400 ml ou num erlenmeyer de 300 ml. Adicionar 100 ml de acido cloridrico 3 N (3.3.) e
alguns fragmentos de pedra-pomes. Cobrir o copo com um vidro de relégio ou munir o erlenmeyer de um
refrigerador de refluxo. Deixar ferver suavemente uma hora, a chama fraca ou sobre uma placa de
aquecimento. Evitar que o produto adira as paredes do recipiente.
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Arrefecer e adicionar uma quantidade de adjuvante de filtracdo (3.4.) suficiente para evitar qualquer
perda de matéria gorda na filtracdo. Filtrar num filtro de papel duplo molhado e isento de matérias
gordas. Lavar o residuo com agua fria até ao desaparecimento da reacgao acida. Verificar que o filtrado
ndo contém matérias gordas. A presenca destas no filtrado indica que antes da hidrdlise deve ser
efectuada uma extracgao da amostra por éter dietilico, segundo o método indicado em (5.1.).

Colocar o filtro contendo o residuo num vidro de relégio, secar durante uma hora e meia na estufa a uma
temperatura de 95 a 98 °C.

Introduzir o filtro e o residuo seco num cone de extraccdo, extrair pelo éter dietilico, e prosseguir como
indicado em (5.1.), segundo paragrafo.

6. Calculo dos resultados
Exprimir o resultado em percentagem da amostra.
Reprodutibilidade

A diferenca entre os resultados de duas determinagdes paralelas efectuadas na mesma amostra ndo deve
ultrapassar 0,3 % de matéria gordas.

7. Observacbes 7.1. Para os produtos de elevado teor de matérias gordas, dificeis de triturar ou ndo
adequados a colheita de uma amostra reduzida e homogénea, proceder como se segue. Pesar, com uma
aproximacdo de 1 mg, 20 g de amostra e mistura-las com 10 g ou mais de sulfato de sddio anidro (3.2.).
Proceder a extraccdo pelo éter dietilico (3.1.) como indicado em (5.1.). Completar o extracto obtido para
500 ml com tetracloreto de carbono (3.5.) e homogeneizar. Recolher 50 ml da solugdo num pequeno
baldo seco, com alguns fragmentos de pedra-pomes (1) e tarado. Eliminar o solvente por destilacao,
secar e prosseguir como indicado em (5.1.) Ultimo paragrafo. Eliminar o solvente do residuo de extraccao
que se encontra no cone, e triturar o residuo até um calibre de 1 mm. Colocar de novo o produto no cone
de extraccao (ndo adicionar sulfato de sddio) extrair pelo éter dietilico e prosseguir como indicado em
(5.1.), segundo e terceiro paragrafos.

Calcular o resultado em percentagem da amostra, tendo em conta a aliquota utilizada aquando da
primeira extracgdo, segundo a féormula seguinte:

(10a+b)75

em que

a = extracto etéreo em gramas da aliquota, depois da primeira extracgao,
b = extracto etéreo em gramas depois da segunda extraccdo.

7.2. A amostra de produtos pobres em matérias gordas pode ser elevado a 5 g. (1)Substituir os
fragmentos de pedra-pomes por pérolas de vidro sempre que a matéria gorda deva ser objecto de
exames qualitativos posteriores.
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TERCEIRA DIRECTIVA DA COMISSAO de 27 de Abril de 1972 que fixa os métodos de analise
comunitarios para o controlo dos alimentos para animais

(72/199/CEE)

A COMISSAO DAS COMUNIDADES EUROPEIAS,

Tendo em conta o Tratado que institui a Comunidade Econdmica Europeia,

Tendo em conta a Directiva do Conselho, de 20 de Julho de 1970, relativa a introducao de modos de
colheita de amostras e de métodos de analise comunitarias para o controlo oficial de alimentos para
animais (1) e, nomeadamente, o seu artigo 20,

Considerando que a directiva atras referida prevé que os controlos oficiais dos alimentos para animais,
para verificar se as condicdes prescritas em virtudes de disposicOes legislativas, regulamentares ou
administrativas referentes a qualidade e composicdo de alimentos para animais, sdo respeitados e
efectuados segundo modos de colheita de amostra e métodos de analise comunitarios;

Considerando que as Directivas nos 71/250/CEE e 71/393/CEE da Comissdo, de 15 de Junho de 1971 (2)
e de 18 de Novembro de 1971 (3), fixaram ja um certo nimero de métodos de analise comunitarios; que,
tendo em conta o estado de evolugdo dos trabalhos efectuados desde entdo, é conveniente adoptar uma
terceira série de métodos;

Considerando que as medidas previstas na presente directiva estdo conformes com o parecer do Comité
Permanente dos Alimentos para Animais,

ADOPTOU A PRESENTE DIRECTIVA:

Artigo 1o

Os Estados-membros determinaram que as analises para os controlos oficiais de alimentos para animais,
no que respeita ao teor de amido, proteinas brutas solubilizaveis pela pepsina e pelo acido cloridrico e de
gossipol livre e total, assim como a actividade da pepsina, sejam efectuadas segundo os métodos
descritos no Anexo I da presente directiva.

As disposicoes gerais, que constam da Parte I (Introdugdo) do Anexo da primeira directiva no
71/250/CEE da Comissao, de 15 de Junho de 1971, que fixa os métodos de analise comunitarios para o
controlo oficial dos alimentos para animais, sao aplicaveis aos métodos descritos no Anexo I da presente
directiva.

Artigo 20

Os Estados-membros determinarao que as analises para os controlos oficiais dos alimentos para animais
com vista a deteccao e identificacdo dos antibidticos do grupo das tetraciclinas, assim como o que
respeita ao teor de clorotetraciclina, oxitetraciclina, tetraciclina, oleandomicina, tilosina, virginiamicina,
sejam efectuadas segundo os métodos descritos no Anexo II da presente directiva.

Artigo 30

Os Estados-membros porao em vigor em 1 de Julho de 1973, o mais tardar, as disposigOes legislativas,
regulamentares ou administrativas necessarias para darem cumprimento as disposicdes da presente
directiva. Deste facto informardo imediatamente a Comissao.

Artigo 40

Os Estados-membros sdo destinatarios da presente directiva.
Feito em Bruxelas em 27 de Abril de 1972.

Pela Comissao

O Presidente

S. L. MANSHOLT

(1)JOnoL 170 de 3. 8. 1970, p. 2.(2) JO no L 155 de 12. 7. 1971, p. 13.(3) JO no L 279 de 20. 12.
1971, p. 7.
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ANEXO I

1. DOSEAMENTO DO AMIDO

- Método polarimétrico -

1. Objecto e dominio de aplicacdo

Este método permite determinar o teor de amido e de produtos de degradacdo deste, de alto peso
molecular dos alimentos para animais, com excepcao dos que contenham tiras, polpa, folhas ou colos
secos de beterraba, polpa de batata, leveduras desidratadas, produtos ricos em inulina (por exemplo,
tiras e farinhas de tupinambos) ou de torresmos.

2. Principio
O método inclui uma dupla determinagdo. Na primeira, a amostra é tratada a quente por acido cloridrico
diluido. Depois da clarificacdo e filtracdo, mede-se por polarimetria o poder rotatério da solugdo.

Na segunda, a amostra é extraida por etanol a 40 %. Depois da acidificacao do filtrado pelo acido
cloridrico, da clarificacdo e filtracao, mede-se o poder rotatdrio nas mesmas condicdes da primeira
determinagdo.

A diferenca entre as duas, multiplicada por um factor conhecido da o teor de amido da amostra.

3. Reagentes

3.1. Acido cloridrico a 25 % (p/p), d: 1,126.

3.2. Acido cloridrico a 1,128 % (p/v).

A concentracgao deve ser verificada por titulagdo com uma solucdo de hidrdxido de sédio 0,1 N em
presenca de vermelho de metilo a 0,1 % (p/v) em etanol a 94 % (v/v). 10 ml = 30,94 ml de NaOH 0,1 N.

3.3. Solucado de Carrez I: dissolver em agua 21,9 g de acetato de zinco Zn (CH3C0O0)2.2H20 e 3 g de
acido acético glacial. Completar até 100 ml com aqua.

3.4. Solugao de Carrez II: dissolver em agua 10,6 g de ferrocianeto de potassio K4 [Fe(CN)6]. 3H20.
Completar até 100 ml com agua.

3.5. Etanol a 40 % (v/v), d: 0,948 a 20 ° C.

4. Instrumentos

4.1. Erlenmeyer de 250 ml de colo esmerilado normalizado com refrigerador de refluxo.

4.2. Polarimetro ou sacarimetro.

5. Modo operatério

5.1. Preparacdo de amostra

Triturar a amostra de maneira a passar a totalidade através de um crivo de malha redonda de 0,5 mm de
diametro.

5.2. Determinagao do poder rotatorio total (P ou S) (v. obervagao 7.1.)

Pesar com a aproximacgao de 1 mg, 5 g de amostra triturada e introduzir num baldo aferido de 100 ml.
Adicionar 25 ml de acido cloridrico (3.2.), agitar para obter uma boa reparticdo da amostra e adicionar
novamente 25 ml de acido cloridrico. Introduzir o baldao num banho-maria em ebuligao e, durante trés
minutos, agitar enérgica e regularmente para evitar a formagao de aglomerados. A quantidade de agua
do banho deve ser suficiente para permitir manté-lo em ebulicdo quando o baldo é introduzido. Este nao
pode ser retirado do banho durante a agitacdo. Exactamente quinze minutos depois, retirar o baldo do
banho, juntar-lhe 30 ml de aqua fria e arrefecer imediatamente a 20 ° C.

Adicionar 5 ml de solugdo de Carrez I (3.3.) e agitar durante um minuto. Adicionar em seguida 5 ml de
solugdo de Carrez II (3.4.) e agitar de novo durante um minuto. Completar o volume com agua,
homogeneizar e filtrar. Se o filtrado nao ficar perfeitamente limpido (o que é pouco frequente) recomecar
a analise utilizando uma quantidade maior das solugées de Carrez I e II, por exemplo, 10 ml.

Medir em seguida o poder rotatdrio da solucao num tubo de 200 mm no polarimetro ou no sacarimetro.

5.3. Determinagao do poder rotatorio (P' ou S') de substéncias sollveis em etanol a 40 %
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Introduzir num baldo aferido de 100 ml 5 g de amostra, pesada com a aproximacao de 1 mg e adicionar
cerca de 80 ml de etanol (3.5.) (v. observagdo 7.2.). Deixar o baldo a temperatura ambiente durante 1
hora; durante esse lapso de tempo, agitar energicamente 6 vezes, de maneira a que a amostra fique bem
misturada com o etanol. Completar até 100 ml com etanol (3.5.), homogeneizar e filtrar.

Introduzir com uma pipeta 50 ml de filtrado (= 2,5 g de amostra) num erlenmeyer de 250 ml, adicionar
2,1 ml de acido cloridrico (3.1.) e agitar energicamente. Aplicar um refrigerador de refluxo ao erlenmeyer
e mergulhar este num banho-maria em ebulicao. Exactamente 15 minutos depois, retirar o erlenmeyer do
banho, despejar o seu contetido num baldo aferido de 100 ml, passando por um pouco de agua fria e
arrefecer a 20 ° C. Clarificar em seguida com as solugdes de Carrez I (3.3.) e II (3.4.), completar o
volume com agua, homogeneizar, filtrar e medir o poder rotatério como indicado em (5.2.), 20 e 30
paragrafos.

6. Calculo dos resultados

O teor de amido, em percentagem de amostra, é calculado como se segue:

6.1. Medicoes efectuadas no polarimetro

percentagem de amido = a

P = poder rotatdrio em graus de arco

P' = poder rotatdrio em graus de arco dados pelas substancias sollveis em etanol a 40 %

[ @] 20°D = poder rotatorio especifico do amido puro. Os valores convencionalmente admitidos para este
factor sdo os seguintes:

+ 185,9 °: amido de arroz

+ 185,4 °: amido de batata

+ 184,6 °: amido de milho

+ 182,7 °: amido de trigo

+ 181,5 °: amido de cevada

+ 181,3 °: amido de aveia

+ 184,0 °: outros tipos de amidos, assim como misturas de amidos de alimentos compostos

6.2. Medidas efectuadas no sacarimetro

percentagem de amido =a " = a

S = poder rotatdrio total em graus sacarimétricos

S' = poder rotatdrio em graus sacarimétricos, dados pelas substéncias soltveis em etanol a 40 %.

N = peso em gramas de sacarose, em 100 ml de agua que, através de uma espessura de 200 mm, dé
um poder rotatdrio de 100 ° sacarimétricos.

16,29 g para os sacarimetros franceses

26,00 g para os sacarimetros alemaes

20,00 g para os sacarimetros mistos

[ @] 20°D = Poder rotatério especifico do amido puro (ver 6.1).

6.3. Reprodutibilidade

A diferenca entre os resultados de duas determinacdes paralelas efectuadas na mesma amostra ndo deve
ultrapassar 0,4, em valor absoluto, para os teores de amido inferiores a 40 %, e 1,1 % em valor relativo
para os teores de amido iguais ou superiores a 40 %.

7. Observacbes

7.1. Sempre que a amostra contenha mais de 6 % de carbonatos, calculados em carbonato de célcio,
estes devem ser destruidos por um tratamento com a quantidade apropriada de acido sulftrico diluido,
antes da determinagao do poder rotatdrio total.

7.2. No caso de produtos com forte teor de lactose, tais como soro de leite em pd ou de nata de leite em
po, proceder como se segue, depois da adicao de 80 ml de etanol (3.5.). Aplicar ao baldo um refrigerador
de refluxo, mergulhar o baldo durante 30 minutos num banho de agua a 50 ° C. Em seguida, deixar
arrefecer e prosseguir a analise como indicado em (5.3.).

2. DOSEAMENTO DE PROTEINAS BRUTAS

1. Objecto e dominio de aplicacdo

Este método permite determinar convencionalmente o teor de proteinas brutas de alimentos para
animais, a partir do teor de azoto, doseado segundo Kjeldahl.

2. Principio
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A amostra é mineralizada por via himida. A solugdo acida é alcalinizada por uma solucdo de hidréxido de
sddio. O amoniaco libertado é preparado por destilagao e recolhido numa quantidade determinada de
acido sulfurico cujo excesso é titulado por uma solugdo de hidréxido de sédio.

3. Reagentes

3.1. Sulfato de potassio p.a.

3.2. Catalisador: 6xido cuprico CuO p.a., o sulfato cuprico cristalizado CuS. 5H20 p.a., 0 mercurio, u
oxido mercurico HgO p.a.

3.3. Zinco p.a., granulado

3.4. Acido sulftrico p.a., d: 1,84

3.5. Acido sulfirico 0,1 N.

3.6. Acido sulftrico 0,5 N.

3.7. Indicador vermelho de metilo: dissolver 300 mg de vermelho de metilo em 100 ml de etanol a 95-96
% (v/v).

3.8. Solucao a 40 % (p/v) de hidréxido de sodio.

3.9. Solugdo de hidrdxido de sodio 0,1 N

3.10. Solugao de hidréxido de sddio 0,25 N

3.11. Solugdo saturada de sulfureto de sddio p.a.

3.12. Solugdo a 8 % (p/v) de tiosulfto de sddio, Na2S203. H20 p.a.

3.13. Pedra pomes granulada, lavada com acido cloridrico e calcinada

4. Instrumentos

Aparelhos de mineralizagdo e destilagdo, segundo Kjeldahl (v. observagao 7.1.).

5. Modo operatério

5.1. Mineralizagao

Introduzir 1 g de amostra, pesada com a aproximagdo de 1 mg no balao do aparelho de mineralizagao.
Juntar 10 g de sulfato de potassio (3.1.), uma quantidade apropriada de catalizador (3.2.) (0,3 a2 0,4 g de
oxido cuprico ou 0,9 a 1,2 g de sulfato de cobre ou uma gota de mercurio, ou 0,6 a 0,7 g de éxido de
mercurio), 25 ml de acido sulfurico (3.4.) e alguns granolus de pedra pomes (3.13.). Homogeneizar.
Aquecer o balao, primeiro com moderacao e agitando de tempos a tempos até a carbonizacdo de massa
e desaparecimento da espuma; em seguida, mais intensamente, até a ebulicao regular do liquido. Evitar
0 sobreaquecimento das paredes e a aderéncia de particulas organicas. Quando a solucao aprecer
limpida e incolor (verde claro em presenca do catalizador a base de cobre), manter a ebulicdo ainda
durante 1 hora. Em seguida, deixar arrefecer.

5.2. Destilacdo
Adicionar 250 a 350 ml de agua, com precaucdo, agitando sempre para dissolver completamente os
sulfatos; deixar arrefecer.

Adicionar em seguida alguns granulos de zinco (3.3.)

Introduzir no frasco colector do aparelho de destilacdo 25 ml, exactamente medidos, de acido sulftrico
0,1 N (3.5.) ou 0,5 N (3.6.) conforme a concentracdo tedrica de azoto (v. observacao 7.2.) e algumas
gotas do indicador vermelho de metilo (3.7.).

Ligar o baldo ao refrigerador do aparelho de destilacdo e mergulhar a extremidade deste Ultimo no
liguido do frasco colector pelo menos 1 cm (ver observacdo 7.3.). Introduzir lentamente no baldo através
do funil com torneira, 100 ml de solucdo a 40 % de hidrdxido de sddio (3.8.). Se se tiver utilizado um
catalizador a base de merclrio, introduzir, além disso, no balao quer 10 ml de solugao de sulfureto de
sédio (3.11.), quer 25 ml de solucao de tiosulfato de sodio (3.12.).

Aquecer a baldo de forma a destilar cerca de 150 ml de liquido em 30 minutos. Depois desse lapso de
tempo, verificar o caracter neutro do liquido destilado por meio de papel tornesol. Se a reacgao for
alcalina, prosseguir a destilacdo. Para-la, quando o liquido destilado aparecer neutro no papel tornesol.
Durante a destilacdo, agitar de tempos a tempos o contetdo do frasco colector e vigiar a sua coloragdo.
Se esta virar para amarelo, juntar imediatamente um volume, exactamente medido, de acido sulftrico 0,1
N (3.5.) ou 0,5N (3.6.).

5.3. Titulacdo

Titular no frasco colector o excesso de acido sulfdrico com a solugdo de hidrdxido de sddio 0,1 N (3.9.)
ou 0,25 N (3.10.), conforme a normalidade do acido sulfrico utilizado, até a viranca de coloragao para
amarelo claro.
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5.4. Controlo do método

Para verificar se os reagentes estdo isentos de azoto, efectuar um ensaio em branco (destilacao e
titulacdo) na auséncia da amostra a analisar. Para controlar a exactidao do método, efectuar a analise
(mineralizacdo, destilacdo e titulacdo) em 1,5 a 2,0 g de acetanilida p.a. (P.F. 114 ° C; % N: 10,36) na
presenca de 1 g de sacarose, livre de azoto; 1 g acetanilida consome 14,80 ml de acido sulfdrico 0,5 N.

6. Calculo dos resultados

Determinar o volume de &cido sulflrico consumido, correspondendo 1 ml de acido sulfdrico 0,1 N a 1,4
mg de azoto. Multiplicar a quantidade de azoto pelo factor 6,25. Expressar o resultado em percentagem
de amostra.

Reprodutibilidade

A diferenca entre os resultados de duas determinacOes paralelas efectuadas na mesma amostra ndo deve
ultrapassar:

- 0,2 em valor absoluto, para os teores de proteinas brutas inferiores a 20 %,

- 1,0 % em valor relativo, para os teores compreendidos entre 20 e 40 %,

- 0,4 em valor absoluto, para os teores superiores a 40 %.

7. Observacbes

7.1. Podem ser utilizados certos aparelhos que exigem um transvasamento entre a mineralizagdo e a
destilacdo. Neste caso, o transvasamento deve ser efectuado sem perdas.

7.2. Em relacdo aos produtos pobres em matérias azotadas, o volume de acido sulftrico 0,1 N a
introduzir no frasco colector pode ser reduzido, se necessario, a 10 ou 15 ml, e completado com agua até
25 ml.

7.3. Se o baldo do destilador ndo tiver um funil com torneira, juntar a solucdo de hidréxido de sédio
imediatamente antes de ligar o baldo ao refrigerador, deixando correr o liquido lentamente ao longo das
paredes, de maneira a evitar que se misture a solugao acida.

3. DOSEAMENTO DE PROTEINAS BRUTAS SOLUBILIZADAS PELA PEPSINA E PELO ACIDO CLORIDRICO

1. Objecto e dominio de aplicacdo

Este método permite determinar a fraccao de proteinas brutas solubilizadas pela pepsina e pelo acido
cloridrico em condicdes determinadas. O método é aplicavel a todos os alimentos.

2. Principio

A mostra é submetida a um tratamento por uma solugdo cloridrica de pepsina durante 48 ha 40 ° C. A
suspensao é filtrada e o teor de azoto do filtrado determinado segundo o método descrito para o
doseamento das proteinas brutas.

3. Reagentes

3.1. Acido cloridrico, d: 1,125

3.2. Acido cloridrico: 0,075 N.

3.3. Pepsina a 2,0 U/mg; esta actividade esta definida e deve ser controlada segundo o método referido
na Parte 4 do presente Anexo.

3.4. Solucao recém-preparada com cerca de 0,02 % (p/v) de pepsina em acido cloridrico (3.2.);
actividade: 400 U/1.

3.5. Emulsdo de anti-espuma (silicone por exemplo)

3.6. Todos os reagentes indicados ao ponto 3 do método de doseamento das proteinas brutas

4. Instrumentos

4.1. Banho-maria ou estufa incubadora reguladaa40°C+ 1°C.

4.2. Aparalhos de mineralizagdo e destilacdo segundo Kjeldahl.

5. Modo operatério

5.1. Obtencdo da solugao (ver observacao 7.2.)

Introduzir 2 g de amostra pesada com a aproximagao de 1 mg baldo aferido de 500 ml e adicionar 450
ml de solucdo cloridrica de pepsina (3.4.) previamente elevada a 40 ° C. Agitar de forma a evitar a
formacdo de aglomerados. Verificar que o pH da suspensdo é inferior a 1,7. Colocar o baldo no banho-
maria ou na estufa incubadora (4.1.), durante 48 horas. Agitar decorridas 8, 24 e 32 h. Apos 48 h,
adicionar 15 ml de acido cloridrico (3.1.), arrefecer a 20 ° C, completar até 500 ml com agua e filtrar.
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5.2. Mineralizacdo

Recolher 250 ml do filtrado e introduzi-los no baldo do destilador (4.2.). Juntar os reagentes necessarios
a mineralizagdo, como indicado no método de doseamento das proteinas brutas, no ponto (5.1.), 2a
frase.

Homogeneizar e aquecer até a ebuligdo. Se houver formagdo de espuma, juntar algumas gotas de
emulsdo anti-espuma (3.5.). Manter uma ebulicdo viva até a evaporagao quase completa da agua.
Eliminar com precaucdo os ultimos vestigios de agua, reduzindo a intensidade do aquecimento. Quando a
solucao aparecer limpida e incolor (verde claro em presenca do catalisador a base de cobre), prosseguir a
ebulicdo durante mais 1 hora. Em seguida, deixar arrefecer.

5.3. Destilagao e titulagdo

Proceder como indicado no método de doseamento de proteinas brutas, pontos (5.2.) e (5.3.).

5.4. Ensaio em branco

Efectuar um ensaio em branco, aplicando o modo operatério na auséncia da amostra para analisar.

6. Calculo dos resultados

Deduzir o volume do acido sulfdrico consumido no ensaio em branco do que foi gasto pela amostra. 1 ml
de acido sulfurico 0,1 N corresponde a 1,4 mg de azoto.

Multiplicar a quantidade do azoto pelo factor 6,25. Expressar o resultado em percentagem de amostra.

Reprodutibilidade

A diferenca entre os resultados de duas determinacdes paralelas efectuadas na mesma amostra ndo deve
ultrapassar:

- 0,4 em valor absoluto, para os teores inferiores a 20 %,

- 2,0 % em valor relativo, para os teores compreendidos entre 20 e 40 %;

- 0,8 em valor absoluto, para os teores superiores a 40 %.

7. Observacbes

7.1. Os valores obtidos pelo presente método nao tém ligagdo directa com a digestibilidade «in vivo».

7.2. Aos produtos cujo teor de matérias gordas ultrapasse 10 % deve ser extraida previamente a gordura
com éter de petrdleo (eb. 40-60 ° C).

4. DETERMINACAO DA ACTIVIDADE DA PEPSINA

1. Objecto e dominio de aplicacdo

Este método permite controlar a actividade da pepsina utilizada para o doseamento de proteinas brutas
solubilizadas pela pepsina e pelo acido cloridrico.

2. Principio

A hemoglobina é tratada, em condigOes definidas, pela pepsina em meio cloridrico. A fracgdo nado
hidrolizada das proteinas é precipitada pelo acido tricloroacético. Ao filtrado é adicionado hidréxido de
sddio e do reagente de Folin-Ciocalteu. A densidade dptica desta solucdo é medida a 750 nm e a
quantidade de tirosina que lhe corresponde é lida numa curva-padrao.

Definicdo: A unidade de pepsina é definida como a quantidade desta enzima que liberta, por minuto, nas
condicdes do método, uma quantidade de grupos hidroxiaril cuja coloracdo pelo reagente de Folin-
Ciocalteu tem uma densidade dptica correspondente a de uma mole de tirosina, nas mesmas condigoes.

3. Reagentes

3.1. Acido cloridrico 0,2 N.

3.2. Acido cloridrico 0,06 N.

3.3. Acido cloridrico 0,025 N.

3.4. Solucdo a 5 % (p/v) de acido tricloroacético
3.5. Solucao de hidréxido de sodio 0,5 N
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3.6. Reagente de Folin-Ciocalteu. Introduzir 100 g de tungstato de sddio (Na2WO4. 2H20), 25 g de
molibdato de sédio (Na2Mo0O4. 2H20) e 700 ml de agua balao de fundo redondo de 2 | de colo
esmerilado normalizado. Juntar 50 ml de acido fosférico (d: 1,71) e 100 ml de acido cloridrico
concentrado (d: 1,19), ajustar ao baldo um refrigerador de refluxo, aquecer até a ebulicdo e manter a
solucao em ebulicdo suave durante 10 h. Deixar arrefecer, desligar o refrigerador de refluxo. Adicionar
175 g de sulfato de litio (Li2504. 2H20), 50 ml de agua e 1 ml de bromo. Ferver durante 15 minutos
para eliminar o excesso de bromo.

Deixar arrefecer, transvasar a solugdo num baldo aferido de 1 litro, completar o volume com agua,
homogeneizar e filtrar. Nao podera subsistir qualquer coloracdo esverdeada. Antes de utilizar, diluir um
volume de reagente com dois volumes de agua.

3.7. Solucao de hemoglobina: Pesar uma quantidade de hemoglobina, substrato proteico de Anson (cerca
de 2 g) correspondente a 354 mg de azoto (1) e introduzir num baldo de 200 ml de colo esmerilado
normalizado. Juntar alguns ml de acido cloridrico (3.2.), ligar o baldo a bomba de vacuo e agitar até a
dissolugdo completa da hemoglobina. Desligar o vacuo e adicionar, agitando sempre, o acido cloridrico
(3.2.) para completar a 100 ml. Preparar inmediatamente antes de utilizar.

3.8. Solugdo-padrao de tirosina: dissolver 181,2 mg de tirosina em acido cloridrico (3.1.) e completar
para 1 litro com o mesmo acido (solugdomae). Recolher 20,0 ml e diluir para 100 ml pelo acido cloridrico
(3.1.). 1 ml desta solugao contém 0,2 mole de tirosina.

4. Instrumentos

4.1. Banho-maria, regulado a 25 ° C + 0,1 ° C por ultratermdstato.

4.2. Espectrofotometro.

4.3. Crondmetro, precisdo: 1 segundo.

4.4. Aparelho medidor de pH.

5. Modo operatdrio

5.1. Preparacdo da solugdo (v. observacgado 7.1)

Dissolver 150 mg de pepsina em 100 ml de acido cloridrico (3.2.). Recolher com uma pipeta 2 ml da
solugdo, introduzi-los num baldo aferido de 50 ml e completar o volume com acido cloridrico (3.3.). O pH,
verificado no aparelho medidor de pH, deve ser de 1,6 £+ 0,1. Mergulhar o baldo no banho-maria (4.1.).

5.2. Hidrdlise

Introduzir com a pipeta num tubo de ensaio 5,0 ml de solugdo de hemoglobina (3.7.), elevar a
temperatura a 25 ° C em banho-maria (4.1.), adicionar 1,0 ml da solucdo de pepsina obtida em (5.1.) e
misturar, com uma haste de vidro engrossada numa extremidade, com cerca de 10 movimentos de
vaivém. Manter o tubo de ensaio no banho a 25 ° C durante 10 minutos, contados exactamente a partir
da adicao da solucdo de pepsina (a duragdo e a temperatura devem ser rigorosamente respeitadas). Em
seguida, juntar 10,0 ml de solugdo de acido tricloroacético (3.4.) a 25 ° C, homogeneizar e filtrar num
filtro seco.

5.3. Desenvolvimento da coloracdo e medida da densidade dptica

Recolher com uma pipeta 5,0 ml do filtrado, introduzi-los num erlenmeyer de 50 ml, adicionar 10,0 ml de
solugdo de hidroxido de sodio (3.5.) e, agitanto sempre, 3,0 ml do reagente diluido de Folin-Ciocalteu
(3.6.). Apds 5 a 10 minutos, determinar a densidade dptica da solugdo em espectrofotometro, a 750 nm
em «cuvettes» de 1 cm de espessura, por comparagao com a agua.

5.4. Ensaio em branco

Para cada determinacdo, proceder a um ensaio em branco como se segue: Introduzir num tubo de ensaio
com uma pipeta 5,0 ml de solucao de hemoglobina (3.7.), elevar a temperatura a 25 © C num banho-
maria (4.1.), adicionar 10,0 ml de solucao de acido tricloroacético (3.4.) a 25 ° C, homogeneizar e
adicionar em seguida, 1,0 ml da solugao de pepsina obtida em (5.1.). Misturar com uma vareta de vidro e
manter o tubo de ensaio exactamente 10 minutos no banho-maria (4.1.) a 25 © C. Homogeneizar e filtrar
num filtro seco. Prosseguir como indicado em (5.3.).

5.5. Curva-padrao
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Introduzir em erlenmeyer de 50 ml volumes de 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 e 5,0 ml de solugao-padrao de tirosina
(3.8.), correspondente, respectivamente, a quantidades de tirosina de 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1,0 moles.
Completar a série por um testemunho sem tirosina. Completar os volumes para 5,0 ml com acido
cloridrico (3.1.). Adicionar 10,0 ml de solucao de hidréxido de sddio (3.5.) e, agitando sempre 3,0 ml de
reagente diluido de Folin-Ciocalteu (3.6.). Medir a densidade dptica como indicado em (5.3.), na Ultima
frase. Tracgar a curva-podrao, correlacionando as densidades dpticas com as quantidades de tirosina.

6. Calculo dos resultados

Ler na curva-padrao a quantidade de tirosina, em mole, correspondente a densidade optica da solucao
corada, diminuida dos valores do ensaio em branco.

A actividade da pepsina, em mole de tirosina por mg e por minuto, a 25 ° C, é dada pela formula:
Unidades por mg (V/mg) =

em que:

a - quantidade de tirosina, em pmole, lida na curva-padrao

p - peso em mg da quantidade de pepsina adicionada em 5.2.

7. Observacbes

7.1. A quantidade de pepsina a por em solugao deve ser escolhida de maneira a obter, na medicdo
fotométrica final, uma densidade éptica de 0,35 + 0,035.

7.2. Duas unidades por mg obtidas pelo presente método correspondem a: 3,64 miliunidades Anson/mg
(umole de tirosina/mg min a 35,5 ° C) ou 36.400 unidades comerciais/g (umole de tirosina/g em 10 min
a355°0Q).

5. DOSEAMENTO DO GOSSIPOL LIVRE E TOTAL

1. Objecto e dominio de aplicacdo

Este método permite dosear o gossipol livre, o gossipol total e as substancias quimicamente aparentadas,
nas sementes, farinhas e bagacos de algodao, assim como nos alimentos compostos que os contém. O
limite inferior do doseamento é de 20 ppm.

2. Principio

O gossipol é extraido em presenca de 3-amino-1-propanol, quer por uma mistura de isopropanol e de
hexano para o doseamento do gossipol livre, quer pela dimetilformamida, para o doseamento do gossipol
livre, quer pela dimetilformamida, para o doseamento do gossipol total. O gossipol é transformado por
meio de anilina em gossipol-dianilina, cuja densidade éptica é medida em 440 nm.

3. Reagentes

3.1. Mistura de isopropanol-hexano: misturar 60 partes de isopraponol p.a. com 40 partes de volume de
hexano normal, volume por volume.

3.2. Solvente A: Deitar num baldo aferido de 1 |, cerca de 500 ml da mistura de isopropanol-hexano
(3.1.), 2 ml de 3-amino-1-propanol, 8 ml de acido acético glacial e 50 ml de agua. Completar o volume
com a mistura de isopropanol-hexano (3.1.). Este reagente é estavel durante uma semana.

3.3. Solvente B: Deitar, com uma pipeta, num baldo aferido de 100 ml, 2 ml de 3-amino-1-propanol e 10
ml de acido acético glacial. Deixar arrefecer até a tempertura ambiente e completar o volume com N,N-
dimetilformamida. Este reagente é estavel durante uma semana.

3.4. Anilina p.a.: se a densidade dptica do ensaio em branco exceder 0,022, destilar a anilina em pé de

zinco, eliminando as primeiras e Ultimas fracgbes de 10 % do liquido destilado. Em frasco bem rolhado de
vidro escuro e no frigorifico este reagente conserva-se varios meses.

3.5. Solugdo-padrdo A de gossipol: Deitar, num baldo aferido de 250 ml, 27,9 mg de acetato de gossipol.
Dissolver e completar o volume com o solvente A (3.2). Introduzir com uma pipeta 50 ml desta solucdo
num baldo aferido de 250 ml e completar o volume com o solvente A. A concentracao em gossipol desta
solucdo é de 0,02 mg/ml. Deixar repousar durante 1 hora a temperatura ambiente, antes de utilizar.

3.6. Solucao-padrao B de gossipol: Deitar, num baldo aferido de 50 ml, 27,9 mg de acetato de gossipol.
Dissolver e completar o volume com o solvente B (3.3.). A concentracao em gossipol desta solucao é de
0,5 mg/ml.

Conservados ao abrigo da luz, as solucdes padrao A e B de gossipol sdo estaveis durante 24 horas.

4. Instrumentos

4.1. Misturador basculante: cerca de 35 rotagOes por minuto
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4.2. Espectrofotometro.

5. Modo operatério

5.1. Toma de ensaio

A toma de ensaio esta relacionada com o que se calcula ser o teor de gossipol da amostra total. E
preferivel trabalhar com uma pequena toma de ensaio e com uma aliquota do filtrado relativamente
importante, de maneira a obter uma quantidade de gossipol suficiente para efectuar uma medida
fotométrica precisa. Para o doseamento do gossipol livre nas sementes, nas farinhas e nos bagagos de
algoda, a toma de ensaio ndo deve exceder 1 g; para os alimentos compostos podera atingir 5 g. Na
maioria dos casos, uma aliquota de 10 ml do filtrado é conveniente: devera conter 50 a 100 mg de
gossipol. Para o doseamento de gossipol total, a toma de ensaio podera variar de 0,5 a 5 g para que uma
aliquota de 2 ml do filtrado contenha 40 a 200 ug de gossipol.

A andlise deve ser feita a uma temperatura ambiente préxima de 20 ° C.

5.2. Doseamento do gossipol livre

Introduzir a toma de ensaio num baldo de colo esmerilado de 250 ml, com o fundo coberto de vidro
moido. Adicionar com uma pipeta 50 ml de solvente A (3.2.), rolhar o baldo e misturar durante uma hora
no misturador-basculante. Filtrar num filtro seco e recolher o filtrado num pequeno baldo de colo
esmerilado. Durante a filtragdo, cobrir o funil com um vidro de reldgio. Introduzir com uma pipeta em
dois baldes aferidos de 25 ml (A e B) aliquotas idénticas de filtrado contendo 50 a 100 pg de gossipol.
Completar eventualmente o volume para 10 ml com o solvente A (3.2.). Completar em seguida para 25
ml o contelido do baldo (A) com a mistura de isopropanol-hexano (3.1.). Esta solucao sera utilizada como
solucao de referéncia para a medicdo da solugao da amostra.

Introduzir com uma pipeta 10 ml do solvente A (3.2.) respectivamente em dois outros baldes aferidos de
25 ml (C e D). Completar o contetdo do baldo (C) com a mistura de isopropanol-hexano (3.1.). Esta
solucao do ensaio em branco.

Adicionar 2 ml de anilina (3.4.) em cada um dos balbes (D) e (B). Aquecer durante 30 minutos num
banho-maria em ebulicdo para fazer desenvolver a coloracdo. Arrefecer até a temperatura ambiente,
completar para 25 ml com a mistura de isopropanol-hexano (3.1.), homogeneizar e deixar repousar
durante uma hora.

Determinar em espectrofotdmetro a 440 nm, em cuvetes de vidro de 1 cm, a densidade dptica da solucdo
do ensaio em branco (D), por comparacdo com a solucao de referéncia (C) e a densidade dptica da
solucao da amostra (B) por comparagao com a solucdo de referéncia (A).

Subtrair a densidade dptica da solugdo do ensaio em branco da densidade dptica da solucdo da amostra
(= densidade optica corrigida). Calcular, a partir deste valor, o teor de gossipol livre, com indicado em 6.

5.3. Doseamento do gossipol total

Introduzir uma amostra contendo de 1 a 5 mg de gossipol num baldo aferido de 50 ml e adicionar 10 ml
de solvente B (3.3.). Preparar simultaneamente um ensaio em branco, introduzindo 10 ml de solvente B
(3.3.) noutro baldo aferido de 50 ml. Aquecer os dois baldes durante 30 minutos num banho-maria em
ebulicdo. Arrefecer até a temperatura ambiente e completar o contelido de cada baldo até ao volume de
afericdo com a mistura de isopropanol-hexano (3.1.). Homogeneizar e deixar depositar durante 10 a 15
minutos, filtrar em seguida e recolher os filtrados em baldes de colo esmerilado.

Deitar com uma pipeta 2 ml do filtrado da amostra em cada um de dois outros baldes aferidos de 25 ml e
2 ml do filtrado do ensaio em branco em cada um de dois outros baldes de 25 ml. Retirar um baldo de
cada série e completar os contelidos respectivos para 25 ml com a mistura de isopropanol-hexano (3.1.).
Estas solucBes serdo utilizadas como solucdes de referéncia.

Adicionar 2 ml de anilina (3.4.), respectivamente, a cada um dos dois outros baldes. Aquecer durante 30
minutos num banho de agua a ferver para fazer desenvolver a coloragdo. Arrefecer até a temperatura
ambiente, completar para 25 ml com a mistura de isopropanol-hexano (3.1.), homogeneizar e deixar
repousar durante uma hora.

Determinar a densidade Optica, como indicado em (5.2) para o gossipol livre. Calcular, a partir deste
valor, o teor do gossipol total, como indicado em 6.

6. Calculo dos resultados
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O calculo dos resultados pode fazer-se, quer a partir da densidade dptica especifica (6.1.), quer por
referéncia a uma curva-padrao (6.2.).

6.1. A partir da densidade dptica especifica.

Nas condigBes descritas, as densidades Opticas especificas sao as seguintes:

gossipol livre: E1Lcm1% = 625

gossipol total: E1cm1% = 600

O teor de gossipol livre ou total da amostra é dado pela seguinte féormula:

gossipol % =)

em que:

E = densidade optica corrigida, determinada como indicado em (5.2.)

p = amostra em g,

a = aliquota do filtrado em ml.

6.2. A partir de uma curva-padrao

6.2.1. Gossipol livre

Preparar duas séries de 5 balGes aferidos de 25 ml. Em cada série, introduzir com uma pipeta nos balGes,
respectivamente, 2,0 - 4,0 - 6,0 - 8,0 e 10,0 ml da solucdao-padrao A de gossipol (3.5). Completar os
volumes para 10 ml com solvente A (3.2.) Completar cada série com um testemunho constituido por um
baldo aferido de 25 ml contendo unicamente 10 ml de solvente A (3.2.).

Completar para 25 ml o volume dos balGes da primeira série (incluindo o testemunho) com a mistura
isopropanol-hexano (3.1.) (série de referéncia).

Juntar 2 ml de anilina (3.4.) em cada baldo da segunda série (incluindo o testemunho). Aquecer durante
30 minutos num banho-maria em ebulicao para fazer desenvolver a coloracao. Arrefecer até a
temperatura ambiente, completar o volume com a mistura de isopropanol-hexano (3.1.), homogeneizar e
deixar repousar durante 1 hora (série-podrao).

Determinar, nas condigOes indicadas em (5.2.), a densidade dptica das solugdes da série-padrao, por
comparagao com as solugdes correspondentes da série de referéncia. Tracar graficamente a solucao-
padrdo, inscrevendo as densidades dpticas em correlacdo com as quantidades de gossipol (em pg).

6.2.2. Gossipol total

Preparar 6 baldes aferidos de 50 ml. Introduzir no primeiro baldao 10 ml de solvente B (3.3.) e nos outros,
respectivamente, 2,0 - 4,0 - 6,0 - 8,0 e 10,0 ml da solucao-padrao B de gossipol (3.6.). Completar o
conteltido de cada baldo para 10 ml com solvente B (3.3.). Aquecer durante 30 minutos num banho-maria
em ebulicdo. Arrefecer até a temperatura ambiente, completar o volume com a mistura de isopropanol-
hexano (3.1.) e homogeneizar.

Introduzir 2, 0 ml destas solugbes, respectivamente, em duas séries de 6 baldes aferidos de 25 ml.
Completar para 25 ml o contetdo dos baldes da primeira série com a mistura de isopropanol-hexano
(3.1.) (série de referéncia).

Adicionar 2 ml de anilina (3.4.) a cada balao da 2a série. Aquecer durante 30 minutos num banho-maria
em ebulicdo. Arefecer até a temperatura ambiente, completar o volume com a mistura de isopropanol-
hexano (3.1.), homogeneizar e deixar repousar durante 1 hora (série-padrao).

Determinar nas condigOes indicadas em (5.2.), a densidade dptica das solugdes da série-padrao, por
comparagao com as solugdes correspondentes da série de referéncia. Tracar graficamente a curva-
padrdo, inscrevendo as densidades dpticas em correlacdo com as quantidades de gossipol (em pg).
6.3. Reprodutibilidade

A diferenca entre os resultados de duas determinacdes paralelas, efectuadas na mesma amostra, nao
deve ultrapassar:

- 15 %, em valor relativo, para os teores de gossipol inferiores a 500 ppm,
- 75 ppm, em valor absoluto, para os teores compreendidos entre 500 e 750 ppm,
- 10 %, em valor relativo, para os teores superiores a 750 ppm.

(1) Determinar o teor de azoto por um semi-microkjeldahl (concentracdo tedrica: 17,7 % de azoto).

ANEXO II
1. DETECCAO E IDENTIFICACAO DE ANTIBIOTICOS DO GRUPO DAS TETRACICLINAS
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1. Objecto e dominio e aplicagdo

Este método permite revelar e identificar os antibidticos do grupo das tetraciclinas nos alimentos que
contenham pelo menos em 0,1 ppm destes, nos concentrados e nas pré-misturas.

2. Principio

A amostra é submetida a extraccdo por uma mistura de metanol e de acido cloridrico. O extracto é
cromatografado em papel, por via ascendente, em comparacao com as solucoes de referéncia. Os
antibiodticos sdo revelados e identificados por comparacao dos seus valores Rf, com os das substancias-
padrao, quer por fluorescéncia aos UV (fortes concentracdes de antibidticos), quer por bioautografia em
meio de agar-agar, inoculado com B. cereus.

3. Reagentes e meio de cultura

3.1. Tampado, pH 3,5

Acido citrico monohidratado p.a. 10,256 g

Fosfato dissédico Na2HPO4 2H20 p.a. 7,45 g

Acetona p.a. 300 ml

Agua destilada para 1 000 ml

3.2. Tampao de fosfato, pH 5,5

Fosfato monopotassico KH2PO4 p.a. 130,86 g

Fosfato dissddico Na2HPO4 - 2H20 p.a. 6,947 g

Agua destilada para 1 000 ml

3.3. Eluente I: Mistura de nitrometano puro/cloroférmio puro/a-dicloridrina: 20/10/1,5 em volume.
Preparar no momento da utilizagdo.

3.4. Eluente II: mistura de nitrometano puro/cloroférmio puro/a-picolino: 20/10/3 em volume. Preparar
no momento da utilizagdo.

3.5. Mistura de metanol puro/acido cloridrico (d: 1,19): 98/2 em volume.

3.6. Acido cloridrico 0,1 N.

3.7. Amoniaco, d: 0,91.

3.8. Substancias-padrao: clorotetraciclina, oxitetraciclina, tetraciclina cuja actividade é expressa em
cloridrato.

3.9. Microorganismo: B. cereus ATCC no 11.778

Conservacao da estirpe, preparacao da suspensao de esporos e inoculacdao do meio de cultura: aplicar as
prescrigbes 3.1 e 3.2 do método de doseamento da clorotetraciclina, da oxitetraciclina e da tetraciclina
por difusdo em agar-agar, constantes da Parte 2 do presente anexo.

3.10. Meio de cultura (1)

Glicosa 1 g

Peptona tripsica 10 g

Extracto de carne 1,5 g

Extracto de levadura 3 g

Agar-4gar 20 g

Agua destilada para 1 000 ml

Ajustar o pH a 5,8 no momento da utilizagdo.

3.11. Solugdo a 0,1 % (p/v) de cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazdlio e 5 % (p/v) de glicose.

4. Instrumentos

4.1. Aparelhagem de cromatografia ascendente em papel (altura do papel: 25 cm). Papel Schleicher e
Schuell 2040 b ou 2043 b, ou equivalente.

4.2. Centrifugadora.

4.3. Estufa de incubadora, regulada a 30 ° C.

4.4. Lampada UV para deteccdo da fluorescéncia.

4.5. Placas de vidro de cerca de 20 x 30 cm, permitindo a montagem de uma caixa achatada para a
biocautografia.

5. Solugbes-padrao

5.1. Solugdes-mae

Preparar, a partir das substancias-padrao (3.8.) com acido cloridrico (3.6.), solugbes cuja concentracao
corresponda, respectivamente, a 500 pg de clorotetraciclina-HCI por ml e de tetraciclina-HCl por ml.
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5.2. Solucdes de referéncia para a detecgdo aos UV

Diluir as solucdes (5.1.) com tampao fosfato (3.2.) para obter solugdes cuja concentracdo corresponda a
100 pg de clorotetraciclina-HCl, de oxitetraciclina-HCI e de tetraciclina-HCI por ml.

5.3. Solugdes de referéncia para a deteccdo por bioautografia

Diluir as solugdes (5.1.) com tampao fosfato (3.2.) para obter solugdes cuja concentracdo corresponda a
5 ug de clorotetraciclina-HCI, de oxitetraciclina-HCl e de tetraciclina-HCl por ml.

6. Extraccdo

Sempre que se espera uma concentracao de antibidtico inferior a 10 ppm, pode utilizar-se quer a amostra
homogeneizada, quer a fraccdo mais fina separada através de uma peneira, dado que os antibidticos se
encontram preferencialmente nesta fracgdo.

Ressuspender a amostra na mistura (3.5.) e centrifugar. Recolher o sobrenadante para utilizar tal como
esteja, ou dilui-lo, se necessario com a mistura (3.5.), para obter concentracdes de antibidtico de cerca
de 100 pg (6.1.) e 5 ug (6.2.) por ml.

7. Detecgdo e identificacdo

7.1. Cromatografia

Mergulhar o papel na solucdo tampao pH 3,5 (3.1.). Eliminar o excesso de liquido comprimindo o papel
entre folhas de papel de filtro seco. Em seguida, depositar no papel, volumes de 0,01 ml das solucdes de

referéncia (5.2. e 5.3.) e do extracto (6.1. e 6.2.). Para obter uma boa separagdo é muito importante, o
teor apropriado de humidade do papel; deixar secar ligeiramente, se necessario.

Revelar por cromatografia ascendente. Utilizar o eluente I (3.3.) para a deteccdo por bioautografia, o
eluente II (3.4.) para a detecgdo aos UV. Logo que a linha de frente do solvente atingir 15 a 20 cm de
altura (cerca de 1 h 30 m), interromper a cromatografia e secar o papel.

7.2. Detecgao aos UV

Logo que a concentracdo de antibidtico seja superior a 1 pug/cm2, observam-se manchas fluorescentes
douradas por irradiacdo com UV (4.4.), apds tratamento do cromatograma por vapores amoniacais (3.7.).

7.3. Deteccdo por bioautografia

Deitar o meio de cultura (3.10.), previamente inoculado com B. cereus (3.9.), sobre placas de vidro (4.5.)
e colocar o papel sobre o meio de cultura. Depois de 5 minutos de contacto, tirar o papel e coloca-lo
sobre um outro ponto do meio de cultura, onde deve ser mantido durante o periodo de incubacdo.
Incubar em seguida, durante uma noite, na estufa a 30 ° C. A presenca de um antibiético do grupo das
tetraciclinas reconhece-se por zonas de inibicdo claras no meio de cultura turvo.

Para fixar o cromatograma, vaporiza-se a solugao (3.11.) sobre o papel, depois da incubagao.

7.4. Identificacdo

Dao-se a seguir os valores Rf relativos dos antibidticos do grupo das tetraciclinas. Estes valores podem
variar ligeiramente, conforme a qualidade do papel e o seu teor de humidade.

Clorotetraciclina (CTC) 0,60

Tetraciclina (TC) 0,40

Oxitetraciclina (OTC) 0,20

4-epi-CTC 0,15

4-epi-TC 0,13

4-epi-0TC 0,10

Os compostos «epi» tém uma actividade antibidtica inferior a dos compostos normais.

2. DOSEAMENTO DA CLOROTETRACICLINA, DA OXITETRACICLINA E DA TETRACICLINA

A. POR DIFUSAO EM AGAR-AGAR

1. Objecto e dominio da aplicacdo

Este método permite dosear a clorotetraciclina (CTC), a oxitetraciclina (OTC) e a tetraciclina (TC) nos
alimentos, concentrados e pré-misturas. O limite inferior do doseamento é de 5 ppm. Os teores inferiores
a 5 ppm podem ser estimados por extrapolacdo grafica.

2. Principio
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Para os teores iguais ou inferiores a 50 ppm, a amostra é submetida a extracgao pela formamida diluida.
Para os teores superiores a 50 ppm, procede-se a extracgdo por uma mistura de acetona, agua e acido
cloridrico para o doseamento da CTC, e por uma mistura de metanol e de acido cloridrico para o
doseamento da OTC e da TC.

Os extractos sdo em seguida diluidos e a sua actividade antibiética é determinada pela medicao da
difusdo da CTC, da OTC ou da TC, em meio de agar-agar, inoculado com B. cereus. A difusdo € indicada
pela formagdo de zonas de inibicdo em presenga de um microrganismo. O diametro dessas zonas é
directamente proporcional ao logaritmo da concentragdo do antibiético.

3. Microrganismo: B. cereus ATCC no 11.778

3.1. Conservagao da estirpe

Inocular B cereus em agar-agar inclinado em tubo, constituido pelo meio de cultura (4.1.) sem azul de
metileno nem acido borico. Incubar durante uma noite a cerca de 30 ° C. Conservar a cultura no
frigorifico e repicar, de 14 em 14 dias para agar-agar inclinado.

3.2. Preparagdo da suspensao de esporos

Recolher as bactérias de um tubo de agar-agar inclinado (3.1.). com 2 a 3 ml de soro fisiolégico (4.5.).
Inocular com esta suspensao um frasco de Roux contendo 300 ml do meio de cultura (4.1.), sem azul de
metileno nem acido bdrico, com uma concentracdo de agar-agar de 3 a 4 %. Incubar 3 a 5 dias a 28-30 °
C, recolher em seguida os esporos em 15 ml de etanol (4.6.), depois de ter verificado a esporulacdo ao
microscdpio, e homogeneizar. Esta suspensdo pode ser conservada no frigorifico durante 5 meses, pelo
menos.

Por ensaios preliminares em placas com o meio de base do doseamento (4.1.), determinar a quantidade
de indculo que permite obter, para as diferentes concentragbes de antibidtico utilizadas, zonas de inibicdo
tdo extensas quanto possivel e que estejam ainda limpidas. Esta quantidade é geralmente de 0,2 a 0,3
ml/1 000 ml. A inoculacdo do meio de cultura faz-se entre 50 e 60 ° C.

4. Meios de cultura e reagentes

4.1. Meio de base do doseamento (2)

Glicose 1 g

Peptona tripsica 10 g

Extracto de carne 1,5 g

Extracto de levadura 3 g

Agar-4gar, segundo a quantidade 10 a 20 g

Tween 80 1 ml

Tampao fosfato, pH 5,5 (4.2) 10 ml

Solugdo de &cido bérico a 5 % (p/v) 15 ml

Solugao etandlica de azul de metileno a 5 % 4 ml

Agua destilada para 1 000 ml

Ajustar a pH 5,8 antes da utilizacdo

4.2. Tampao fosfato, pH 5,5

Fosfato monopotassico KH2PO4 p.a. 130,86 g

Fosfato disddico Na2HPO4 - 2H20 p.a. 6,947 g

Agua destilada para 1 000 ml

4.3. Tampao fosfato, pH 5,5 diluido a 1/10.

4.4. Tampao fosfato, pH 8

Fosfato monopotassico KH2PO4 p.a. 1,407 g

Fosfato dissédico Na2HPO4 - 2H20 p.a. 57,539 g

Agua destilada para 1 000 ml

4.5. Soro fisioldgico esterilizado

4.6. Etanol a 20 % (v/v).

4.7. Acido cloridrico 0,1 N.

4.8. Formamida a 70 % (v/v): preparar, de fresco, antes de utilizar e ajustar o pH 4,5 com acido sulfirico
2 N, aproximadamente.

4.9. Mistura de acetona pura/agua/acido cloridrico (d: 1,19): 65/33/2, em volume.
4.10. Mistura de metanol puro/acido cloridrico (d: 1,19): 98/2 em volume.

4.11. Substancias-padrdo: CTC, OTC, TC cuja actividade é expressa em cloridrato.
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5. Solugbes-padrao

5.1. Clorotetraciclina

Preparar, a partir da substancia-padrao (4.11.) com acido cloridrico (4.7.) uma solugdo-mae cuja
concentragao corresponda a 500 pg de clorotetraciclina-HCI por ml. Esta solugdao conserva-se uma
semana no frigorifico.

A partir desta solugdo-mae, preparar uma solucdao-padrao de trabalho S8 cuja concentragdo corresponda
a 0,2 g de clorotetraciclina-HCl por ml. A diluigdo é feita com tampao fosfato, pH 5,5, diluido 1/10 (4.3.),
com 0,01 % de negro de amido (3).

Preparar em seguida, por diluicdes sucessivas (1 + 1) com tampao (4.3.), as seguintes concentragoes:

S4 0,1 pg/ml

S2 0,05 pg/mi

S1 0,025 pg/ml

5.2. Oxitetraciclina

Procedendo como indicado em (5.1.), preparar, a partir de uma solugdo-mae cuja concentragao
corresponda a 400 pg de oxitetraciclina-HCl por ml, uma solucdao-padrao de trabalho S8 a 1,6 g de
oxitetraciclina-HCI por ml e as seguintes concentragdes:

S4 0,8 pg/ml

S2 0,4 pg/ml

S10,2 pg/ml

5.3. Tetraciclina

Procedendo com indicado em (5.1.), preparar, a partir de uma solugdo-mae cuja concentragao
corresponda a 500 pg de tetraciclina-HCI por ml, uma solugdo-padrao de trabalho S8 a 1,0 ug de
tetraciclina-HCl por ml e as seguintes concentracoes:

S4 0,5 pg/ml

S2 0,25 pg/mi

S1 0,125 pg/ml

6. Extraccdo

6.1. Teores iguais ou inferiores a 50 ppm

Tratar a amostra pela formamida (4.8.), segundo as indicagdes dadas no quadro abaixo inserido. Agitar
durante 30 minutos numa mesa vibratérioa. Diluir imediatamente a seguir com tampao fosfato (4.3.),
segundo as indicacdes dadas no quadro abaixo inserido, para se obter a concentracdo U8. A
concentragao de formamida desta solucdo ndo deve ultrapassar 40 %. Centrifugar ou deixar decantar de
forma a obter uma solugdo limpida.

Preparar em seguida as concentracdes U4, U2 e U1, por diluigdes sucessivas (1 + 1) com tampao fosfato
4.3.).

"" ID="1">Concentragdo esperada em ppm> ID="2">10> ID="3">50> ID="4">10> ID="5">50>
ID="6">10> ID="7">50"> ID="1">Amostra em g> ID="2">10> ID="3">10> ID="4">24>
ID="5">9,6> ID="6">20> ID="7">10"> ID="1">ml de formamida (4.8.)> ID="2">100> ID="3">100>
ID="4">80> ID="5">100> ID="6">80> ID="7">100"> ID="1">ml de tampdo fosfato (4.3.)>
ID="2">dil. 1: 5 (1)> ID="3">dil. 1: 25 (2)> ID="4">70> ID="5">200> ID="6">120> ID="7">dil. 1: 5
(1)"> ID="1">Concentracdao U8 em pg/ml> ID="2">0,2> ID="3">0,2> ID="4">1,6> ID="5">1,6>
ID="6ll>1IO> ID=II7I|>1IOI|I|>

6.2. Teores superiores a 50 ppm

6.2.1. Clorotetraciclina

Tratar, segundo a concentracdo esperada de antibidtico da amostra total ou a sua garantia de fabrico,
uma toma de ensaio de 2 a 10 g por 20 vezes o seu volume de mistura (4.9.). Agitar durante 30 minutos
em mesa vibratdria. Verificar que o pH se mantém inferior a 3 no decorrer da extraccdo; se for
necessario, ajustar a pH 3 (para os compostos minerais, com acido acético a 10 %). Recolher uma
aliquota do extracto e ajustar o pH a 5,5, com tampao fosfato, pH 8 (4.4.) em presenca de verde de
bromocresol (passagem do amarelo a azul). Diluir com o tampao fosfato, pH 5,5 diluido 1/10 (4.3.) para
obter a concentracdo U6 (ver 6.1.).
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Preparar, em seguida, as concentragdes U4, U2 e U1 por diluigbes sucessivas (1 + 1) com tampdo fosfato
(4.3.).

6.2.2. Oxitetraciclina e tetraciclina

Proceder como indicado em (6.2.1.), substituindo mistura (4.9.) pela mistura (4.10.).

7. Método de doseamento

7.1. Inoculagao do meio de cultura

Inocular a 50-60 ° C o meio de base do doseamento (4.1.) com a suspensao de esporos (3.2.).

7.2. Preparacdo das placas

A difusao em agar-agar efectua-se em placas com as 4 concentragoes da solucao-padrao (S8, S4, S2, S1)
e as 4 concentragdes do extracto (U8, U4, U2, U1). Cada placa deve receber necessariamente as 4
concentragles do padrao e do extracto.

Para este efeito, escolher as dimensdes das placas de tal forma que se possam fazer no meio de agar-
agar, pelo menos 8 cavidades de 10 a 13 mm de diametro. Calcular a quantidade de meio de cultura
inoculado (7.1.) a utilizar, de forma a obter uma camada uniforme de cerca de 2 mm de espessura,
aproximadamente. E preferivel utilizar placas de vidro munidas de um anel de aluminio ou de matéria
plastica completamente liso de 200 mm de diametro e 20 mm de altura.

Introduzir com a pipeta nas cavidades quantidades rigorosamente medidas de solugao de antibidtico,
compreendidas entre 0,10 e 0,15 ml, conforme o diametro.

Para cada amostra, fazer pelo menos 4 repeticoes de difusdo com cada concentracdo, de forma a que
cada doseamento seja objecto de uma avaliacdo de 32 zonas de inibigao.

7.3. Incubacao

Incubar as placas durante cerca de 18 horas a 28-30 ° C.

8. Avaliacdo

Medir o diametro das zonas de inibigdo, de preferéncia por projeccdo. Inscrever as medidas em papel
semilogaritmico, correlacionando o logaritmo das concentracdoes com os didmetros das zonas de inibicao.
Tracar as rectas representativas da solugao-padrao e do extracto. Na auséncia de interferéncias, as duas
rectas devem ser paralelas.

O logaritmo da actividade relativa é calculado por meio da seguinte férmula:

Actividade real = actividade esperada x actividade relativa

9. Reprodutibilidade

A diferenca entre os resultados de duas determinagdes paralelas efectuadas na mesma amostra ndo deve
ultrapassar 10 %, em valor relativo.

B. POR TURBIDIMETRIA

1. Objecto e dominio de aplicacdo

Este método permite dosear a clorotetraciclina (CTC), a oxitetraciclina (OTC) e a tetraciclina (TC) em
concentragOes superiores a 1 g/kg desde que nenhuma outra substancia interfira dando lugar a extractos
turbidos. Este método é mais rapido do que o método de difusdao em agar-agar.

2. Principio

A amostra é submetida a extraccao por uma mistura de acetona, agua e acido cloridrico para o
doseamento de CTC, e por uma mistura de metanol e de acido cloridrico para o doseamento de OTC e
TC.

Os extractos sdao em seguida diluidos e o seu efeito antibidtico é determinado pela medicdo da
transmissdo luminosa de um meio de cultura inoculado com Staphylococcus aureus, com adigdo do
antibidtico. A transmissao luminosa é fungao da concentracao do antibidtico.

3. Microrganismo: Staphilococcus aureus K 141 (4)

3.1. Conservagao da estirpe

Inocular S. aureus em agar-agar inclinado em tubo, constituido pelo meio de cultura (4.1.), com adicdo
de 1,5 a 3 % de agar-agar (conforme a qualidade). Incubar durante uma noite a 37 © C. Conservar a

cultura no frigorifico e repicar de 4 em 4 semanas para agar-agar inclinado. Preparar simultaneamente
subculturas para uso de laboratorio.

3.2. Preparacdo do indculo
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Repicar 24 horas antes da sua utilizagdo, uma subcultura para agar-agar inclinada e incubar durante uma
noite a 37 © C. Ressuspender a totalidade da cultura de um tubo de agar-agar em cerca de 2 ml do meio
de base (4.1.) e transvasar em seguida a suspensdo em condigdes de esterilidade em cerca de 100 ml,
aproximadamente, do mesmo meio de base (4.1.). Incubar em banho-maria a 37 ° C, até que o
cresimento da estirpe entre na fase logaritmica (1 h 30 a 2 h).

4. Meio de cultura e reagentes

4.1. Meio de base do doseamento (5)

Peptona 5g

Extracto de levedura 1,5 g

Extractode carne 1,5g

Cloreto de sddio 3,5 g

Glicose 1,0 g

Fosfato monopotassico KH2PO4 p.a. 1,32 g

Fosfato bipotassico K2HPO4 p.a. 3,68 g

Agua destilada para pH depois da esterilizagdo: 6,8 a 7,0 1 000 ml

4.2. Tampao fosfato, pH 4,5

Fosfato monopotassico KH2PO4 p.a. 13,6 g

Agua destilada para 1 000 ml

4.3. Acido cloridrico 0,1 N.

4.4. Mistura de acetona pura/agua/acido cloridrico (d: 1,19): 65/33/2 em volume.
4.5. Mistura de metanol puro/acido cloridrico (d: 1,19): 98/2 em volume.

4.6. Solucao de formaldeido a, aproximadamente, 10 % (p/v).

4.7. Substancias-padrdo: CTC, OTC, TC, cuja actividade é expressa em cloridrato.
5. Solugdo-padrao

Preparar, a partir da substancia-padrao (4.7.) com acido cloridrio (4.3.), uma solu¢cdo-mae cuja
concentragdo corresponda a 400 a 500 g de CTC-HCI, OTC-HCI ou TC-HCI por ml. Esta solugdo
conserva-se uma semana no frigorifico.

6. Extraccao

6.1. Clorotetraciclina

Introduzir num baldo aferido de 200 ou 250 ml uma amostra de 1 a 2 g. Adicionar cerca de 100 ml da
mistura (4.4.) e agitar durante 30 minutos sobre uma mesa vibratéria. Completar o volume com tampao
fosfato, pH 4,5 (4.2.). Homogeneizar e deixar depositar.

6.2. Oxitetraciclina e tetraciclina

Introduzir num baldo aferido de 200 ou 250 ml uma amostra de 1 a 2 g. Adicionar 100 ml,
aproximadamente, da mistura (4.5.) e agitar durante 30 minutos sobre a mesa vibratéria. Completar, o
volume com tampao fosfato, pH 4,5 (4.2.). Homogeneizar e deixar depositar.

7. Método de doseamento

7.1. Preparacdo de séries-padrdo e de extracto

Diluir de forma apropriada com tampao fosfato, pH 4,5 (4.2.) a solugdo-padrdo (5.) e extracto (6.) de
forma a obter uma série de concentracdes que permita estabelecer, para cada doseamento, uma curva-
padrao e a interpolacao, nesta curva, de pelo menos dois valores relativos ao extracto. As diluicoes
devems er escolhidas em fungdo das condigOes de crescimento da estirpe, que podem variar de um
laboratério para outro. Procede-se geralmente, como se segue:

7.1.1. Clorotetraciclina
Diluir a solugdo-padrao (5.) com tampao fosfato (4.2.) para obter uma solugdo-padrdo de trabalho cuja
concentragdo corresponda a 0,2 m

g de CTC-HCI por ml. Preparar seguidamente com tampao fosfato (4.2) como indicado a seguir e em
tubos destinados ao doseamento, 6 diluicdes, com uma repeticao de cada diluigdo.

>m"> ID="1">0,7> ID="2">0,3> ID="3">0,14"> ID="1">0,6> ID="2">0,4> ID="3">0,12">
ID="1">0,55> ID="2">0,45> ID="3">0,11"> ID="1">0,45> ID="2">0,55> ID="3">0,09">
ID="1">0,4> ID="2">0,6> ID="3">0,08"> ID="1">0,3> ID="2">0,7> ID="3">0,06">
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Diluir o extracto (6.1.) com tampao fosfato (4.2.) para obter uma concentragdo esperada de CTC-HCI de
0,12 m g/I. Introduzir 1 ml desta solugdo em 2 tubos e 0,75 ml (= 0,09 m g) em outros 2 tubos.
Completar o volume destes Ultimos para 1 ml com tampao fosfato (4.2.).

7.1.2. Oxitetraciclina e tetraciclina

Diluir a solugdo-padrao (5.) com tampao fosfato (4.2.) para obter uma solugdo uma solugdo-padrdo de
trabalho cuja concentracdo corresponda a 0,6 m g de OTC-HCI ou de TC-HCI por ml. Preparar em
seguida com tampao fosfato (4.2.), como indicado a seguir, e nos tubos destinados ao doseamento, 7
diluigdes com uma repeticdo de cada diluicdo.

>m"> ID="1">0,9> ID="2">0,1> ID="3">0,54"> ID="1">0,8> ID="2">0,2> ID="3">0,48">
ID="1">0,7> ID="2">0,3> ID="3">0,42"> ID="1">0,6> ID="2">0,4> ID="3">0,36"> ID="1">0,4>
ID="2">0,6> ID="3">0,24"> ID="1">0,3> ID="2">0,7> ID="3">0,18"> ID="1">0,2> ID="2">0,8>
ID="3">0,12">

Diluir o extracto (6.2.) com tampao fosfato (4.2.) para obter uma concentragdo téorica de OTC-HCl ou
TC-HCl de 0,48 m g/ml. Introduzir 1 ml desta solugdo em 2 tubos e 0,5 ml (= 0,24 m g) em outros 2
tubos. Completar o volume destes ultimos para 1 ml com tampao de fosfato (4.2).

7.2. Inoculagao do meio de cultura

Inocular o meio de base de doseamento (4.1.) com o indculo (3.2.), de forma a obter no fotdmetro em
590 nm, uma transmissdo luminosa de 85 %, numa «cuvette» de 5 cm, ou 92 % numa «cuvette» de 2
cm, estando o aparelho regulado para 100 % de transmissdo com o meio de base (4.1.) ndo inoculado.

7.3. Inoculagao

Introduzir em cada tubo (7.1.1. ou 7.1.2.) 9 ml do meio de cultura inoculado (7.2.). O enchimento dos
tubos deve fazer-se correctamente, mas ndo necessariamente em condicdes de esterilidade.

7.4. Incubacao

A incubagdo deve fazer-se, obrigatoriamente, num banho-maria cuja temperatura seja mantida
homogeneamente a 37 ° C = 0,1 ° C, por agitacdo. O tempo de incubacao deve ser escolhido de forma a
poder tragar curvas de transmissdo, cuja inclinacdo seja adequada a medigdes rigorosas (geralmente 2 h
30 a 3 h). Bloquear em seguida o crescimento, injectando rapidamente 1 ml de solucao de formaldeido
(4.6.) em cada tubo.

7.5. Medicdo do crescimento

Medir as transmissoes no fotdmetro a 590 nm, regulando o aparalho para 100 % de transmissao com a
solugdo-padrdo mais limpida (correspondente ao teor mais elevado de antibiético). Em virtude das fracas
diferencas de turbidez apresentadas por diferentes tubos, recomenda-se a utilizagdo de cuvettes de 2 cm,
pelo menos, e, de preferéncia, de 5 cm.

8. Calculo dos resultados

Tracar graficamente a curva-padrao em papel milimétrico, marcando as transmissGes fotométricas em
correlagao com as concentragbes de antibidtico. Interpolar na curva as transmissoes relativas ao extracto.
Calcular o teor de antibidtico da amostra.

9. Reprodutibilidade

A diferenca entre os resultados de duas determinagdes paralelas efectuadas na mesma amostra ndo deve
ultrapassar 10 %, em valor relativo.

3. DOSEAMENTO DA OLEANDOMICINA

- por difusdo em agar-agar -

1. Objecto e dominio de aplicacdo

Este método permite dosear a oleandomicina em alimentos, concentrados e pré-misturas, mesmo em
presenca de tetraciclina. O limite inferior do doseamento é de 0,5 ppm.

2. Principio

A amostra é submetida a extraccao por uma solugdo metandlica diluida de tris (hidroximetil)
aminometano. Depois da centrifugacdo, o extracto é diluido e a sua actividade antibidtica determinada
pela medicdo da difusdo da oleandomicina em meio de agar-agar inoculado com B. cereus. A difusdo é

indicada pela formagdo de zonas de inibicdo em presenca do microrganismo. O didmetro destas zonas é
directamente proporcional ao logaritmo da concentragdo do antibiético.

3. Microrganismo B. cereus K 205 TR (6) (resistente as tetraciclinas)
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3.1. Conservagao da estirpe

Inocular B. cereus em agar-agar inclinado em tubo, constituido pelo meio de cultura (4.1.) com adigao de
100 m g de oxitetraciclina por 5 ml. Incubar durante uma noite a cerca de 30 ° C. Conservar a cultura no
frigorifico e repicar de 4 em 4 semanas em agar-agar inclinado.

3.2. Preparagdo da suspensao de esporos

Recolher as bactérias de um tubo de agar-agar inclinado (3.1.) com cerca de 3 ml de soro fisioldgico
(4.3.). Inocular com esta suspensdo um frasco de Roux contendo 300 ml do meio de cultura (4.1.) cuja
concentragdo de agar-agar seja de 3 a 4 %. Incubar 3 a 5 dias a 28-30 ° C, recolher em seguida os
esporos em 15 ml de etanol (4.4.), depois de ter verificado a esporulacdo ao microscopio e
homogeneizar. Esta suspensdo pode ser conservada no frigorifico durante 5 meses, pelo menos.

Por ensaios preliminares em placas com o meio de base de doseamento (4.2.), determinar a quantidade
de indculo, que permite obter, para as diferentes concentracdes de oleandomicina utilizadas, zonas de
inibicdo tao extensas quanto possivel e que sejam ainda limpidas. Esta quantidade é geralmente de 0,1 a
0,2 ml/1 000 ml. A inoculagdo do meio de cultura faz-se a 60 ° C.

4. Meios de cultura e reagentes

4.1. Meio de conservacao da estirpe (7)

Glicose 1 g

Peptona tripsica 10 g

Extractode carne 1,5g

Extracto de levedura 3 g

Agar-4gar, conforme a qualidade 10 a 20 g

Agua destilada para 1 000 ml

Ajustar o pH a 6,5 no momento da utilizacdo.

4.2. Meio de base de doseamento (7)

Meio (4.1.) ajustado a pH 8,8

4.3. Soro fisiolégico esterilizado

4.4. Etanol a 20 % (v/v)

4.5. Metanol puro

4.6. Solucdo de tris (hidroximetil) aminometano p.a. a 5 % (p/v)
4.7. Solucdo de extraccao

Metanol puro 50 ml

Agua destilada 50 ml

Tris (hidroximetil) aminometano p.a. 0,5 g

4.8. Substancia-padrao: oleandomicina de actividade conhecida.
5. Solugdo-padrao

Dissolver a substancia-padrao (4.8.) em 5 ml de metanol (4.5.) e diluir com a solucdo (4.6.) para se obter
uma concentragdo em oleandomicina de 100 m g/ml.

A partir desta solugdo-mae preparar, diluindo com a solugdo (4.6.), uma solucao-padrao de trabalho S8

contendo 0,1 m g de oleandomicina por ml. Preparar em seguida, por diluicdes sucessivas (1 + 1) com a
solucao (4.6.), as seguintes solucdes:

S4 0,05 m g/ml

S2 0,025 m g/ml

S10,0125 m g/ml

6. Extraccdo

Recolher, conforme a concentracao esperada de oleandomicina da amostra, uma toma de ensaio de 2 a
10 g, adicionar 100 ml da solugdo (4.7.) e agitar durante 30 minutos na mesa vibratdria.

Centrifugar, recolher uma aliquota do extracto e diluir com a solucdo (4.6.) para obter uma concentracao
tedrica de oleandomicina de 0,1 m g/ml = (= U8). Preparar em seguida as concentragbes U4, U2 e U1l
por diluigGes sucessivas (1 + 1) com a solucdo (4.6.).

7. Método de doseamento

7.1. Inoculagao do meio de cultura

Inocular a 60 ° C o meio de base do doseamento (4.2.) com a suspensao de esporos (3.2.).

7.2. Preparacgdo das placas
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A difusao em agar-agar é efectuada em placas com as 4 concentracoes da solucdo-padrao (S8, S4, S2,
S1) e as 4 concentragdes do extracto (U8, U4, U2, U1). Cada placa deve receber necessariamente as 4
concentragles do padrao e do extracto.

Para este efeito, escolher as dimensdes das placas de forma a que se possam fazer, no meio de agar-
agar, pelo menos 8 cavidades de 10 a 13 mm de didmetro. Calcular a quantidade do meio de cultura
inoculado (7.1.) a utilizar, de forma a obter uma camada uniforme de cerca de 2 mm, aproximadamente
de espessura. E preferivel utilizar placas de Petri munidas de um anel de aluminio ou de matéria plastica
perfeitamente plano de 200 mm de diametro e 20 mm de altura.

Introduzir com uma pipeta nas cavidades quantidades rigorosamente medidas de solugdo de antibidtico,
compreendidas entre 0,10 e 0,15 ml, conforme o diametro.

Para cada amostra, fazer pelo menos 4 repeticoes de difusdo com cada concentracdo, de forma a que
cada doseamento seja objecto de uma avaliagao de 32 zonas de inibicdo.

7.3. Incubacao

Incubar as caixas durante cerca de 18 h a 28-30 ° C.

8. Avaliacdo

Medir o diametro das zonas de inibicdo de preferéncia por projeccdo. Inscrever os valores de medicoes
em papel semilogaritmico, correlacionando o logaritmo das concentracdes com os diametros das zonas de
inibicdo. Tracar as rectas da solucdo-padrdo e do extracto. Na auséncia de interferéncias as duas rectas
devem ser paralelas.

O logaritmo da actividade relativa é calculado por meio da seguinte férmula:

Actividade real = actividade esperada x actividade relativa.

9. Reprodutibilidade

A diferenca entre os resultados de duas determinagdes paralelas efectuadas na mesma amostra ndo deve
ultrapassar 10 %, em valor relativo.

4. DOSEAMENTO DA TILOSINA

- por difusdo em agar-agar -

1. Objecto e dominio de aplicacdo

Este método permite dosear a tilosina em alimentos, concentrados e pré-misturas. O limite inferior do
doseamento é de 2 ppm.

2. Principio

A amostra é tratada por uma solucao de tampao fosfato a pH 8, previamente aquecidoa80° C, e
submetida em seguida a extraccao pelo metanol. Apds centrifugacdo, o extracto € diluido e a sua
actividade antibidtica determinada pela medicdo da difusdo da tilosina num meio de agar-agar, inoculado
com a Sarcina lutea. A difusdo é indicada pela formagao de zonas de inibicdo em presenca do
microrganismo. O diametro destas zonas é directamente proporcional ao logaritmo da concentracdo do
antibidtico.

3. Microrganismo Sarcina lutea ATCC no 9341

3.1. Conservagao da estirpe

Inocular Sarcina lutea em agar-agar inclinado em tubo, constituido pelo meio de cultura (4.1.), com o pH
ajustado a 7,0. Incuabar durante uma noite a cerca de 35 ° C. Conservar a cultura no frigorifico e repicar
todos os meses para agar-agar inclinado.

3.2. Preparacdo da suspensao de bactérias

Recolher as bactérias de um tubo de agar-agar inclinado (3.1.) de preparagao recente, com 2 a 3 ml de
soro fisiolégico (4.4.). Inocular com esta suspensdo um frasco de Roux contendo 250 ml do meio de
cultura (4.1.), com o pH ajustado a 7,0. Incubar durante 24 horas a 35 ° C, recolher as bactérias com 25

ml de soro fisioldgico (4.4.). Homogeneizar e diluir esta suspensdo para obter uma transmissao luminosa
de cerca de 75 % a 650 nm.

Conservada no frigorifico, esta suspensao é utilizavel durante uma semana.

Por ensaios preliminares em placas com o meio de base de doseamento (4.1.), determinar a quantidade
de indculo que permite obter, para as diferentes conoentragdes de tilosina utilizada, zonas de inibicdo tdo
extensas quanto possivel e que estejam ainda limidas. A inoculacdo do meio de cultura é feita a 48 - 50 °
C.

4. Meios de cultura e reagentes
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4.1. Meio de base do doseamento (8)

Glicose 1 g

Peptona tripsica 10 g

Extracto de carne 1,5 g

Extracto de levedura 3 g

Agar-4gar, conforme a qualidade 10 a 20 g

Agua destilada para 1 000 ml

Ajustar no momento da utilizacao a pH 7,0 para a conservagao da estirpe e a preparacao da suspensao
de bactérias e a pH 2,0 para o doseamento.

4.2. Tampao fosfato pH 8

Fosfato monopotassico KH2PO4 0,523 g

Fosfato bipotassico K2HPO4 p.a. 16,730 g

Agua destilada para 1 000 ml

4.3. Tampao fosfato, pH 7

Fosfato monopotassico KH2PO4 p.a. 5,5 g

Fosfato bipotassico K2HPO4 p.a. 13,6 g

Agua destilada para 1 000 ml

4.4. Soro fisiolégico esterilizado

4.5. Metanol puro

4.6. Metanol a 10 % (v/v)

4.7. Mistura tampao fosfato (4.2.) /metanol puro: 60/40, em volume.

4.8. Substancia-padrao: tilosina de actividade conhecida.

5. Solugdes padrao

Secar a substancia-padrdo (4.8.) durante 3 h a 60 ° C numa estufa de vacuo (5 mm de mercurio). Pesar
10 a 50 mg num baldo aferido, dissolvé-los em 5 ml de metanol (4.5.) e diluir a solugdo com o tampao
fosfato, pH 7 (4.3.) para obter uma concentragao de tilosina-base de 1 000 m g/ml.

A partir desta solugdo-mao, preparar, diluindo com a mistura (4.7.), uma solugao-padrao de trabalho S8
contendo 2 m g de tilosina-base por ml.

Preparar em seguida, por meio de diluicdes sucessivas (1 + 1), com a mistura (4.7), as seguintes
concentragoes:

S4 1 mg/mi

S2 0,5 mg/ml

S10,25 m g/ml

6. Extraccdo

Recolher, para os concentrados, uma toma de ensaio de 10 g; para as prémisturas e alimentos, uma
toma de ensaio de 20 g. Adicionar 60 ml de tampao fosfato, pH 8 (4.2.), previamente aquecido a 80 ° C,
e homogeneizar durante 2 minutos (electrodoméstico, Ultra-turrax, etc.).

Em seguida, deixar repousar 10 minutos, adicionar 40 ml de metanol (4.5.) e homogeneizar durante 5
minutos. Centrifugar, recolher uma aliquota do extracto e diluir com a mistura (4.7.) para obter uma
concentragdo tedrica de tilosina de 2 m g/ml (= U8). Preparar em seguida as concentragbes U4, U2 e U1,
por meio de diluigdes sucessivas (1 + 1) com a mistura (4.7).

Para os teores inferiores a 10 ppm, fazer evaporar o extracto a seco hum evaporador rotativoa 35° Ce
ressuspender o residuo em metanol a 40 % (4.6).

7. Método de doseamento

7.1. Inoculagao do meio de cultura

Inocular a 48 - 50 ° C o meio de base do doseamento (4.1.), ajustado a pH 8,0 pela suspensao de
bactérias (3.2.).

7.2. Preparacdo das placas

A difusao em agar-agar efectua-se em placas com as 4 concentragoes da solucao-padrao (S8, S4, S2, S1)
e as 4 concentragdes do extracto (U8, U4, U2, U1). Cada placa deve receber necessariamente as 4
concentragles do padrao e do extracto.
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Para este efeito, escolher as dimensdes das placas de tal forma que se possam fazer, no meio de agar-
agar, pelo menos, 8 cavidades de 10 a 13 mm de didmetro. Calcular a quantidade do meio de cultura
inoculado (7.1.) a utilizar, de forma a obter uma camada uniforme de cerca de 2 mm de espessura. E
preferivel utilizar placas de Petri munidas de um anel de aluminio ou de matéria plastica perfeitamente
plana de 200 mm de didametro e 20 mm de altura.

Introduzir com uma pipeta nas cavidades, quantidades rigorosamente medidas de solugdo de antibidtico
compreendida entre 0,10 e 0,15 ml, conforme o diametro.

Para cada amostra, fazer, pelo menos, quatro repeticoes de difusdo com cada concentracdo, de forma a
que cada doseamento seja objecto de uma avaliacdo de 32 zonas de inibigao.

7.3. Incubacao

Incubar as placas durante uma noite a 35-37 ° C.

8. Avaliacdo

Medir o diametro das zonas de inibicdo, de preferéncia, por projeccdo. Inscrever as medidas em papel
semilogaritmico, correlacionando o logaritmo das concentracdes com os didmetros das zonas solugao-
padrdo e do extracto. Na auséncia de interferéncias as duas rectas devem ser paralelas.

O logaritmo da actividade relativa é calculado por meio da seguinte férmula:

Actividade real = actividade esperada x actividade relativa.

9. Reprodutibilidade

A diferencga entre os resultados de duas determinagbes paralelas efectuadas na mesma amostra nao deve
ultrapassar 10 %, em valor relativo.

5. DOSEAMENTO DA VIRGIANIMICINA

- por difusdo em agar-agar -

1. Objecto e dominio de aplicacdo

Este método permite dosear a virginiamicina em alimentos, concentrados e pré-misturas. O limite inferior
do doseamento é de 2 ppm.

2. Principio

A amostra é submetida a extraccdo por uma solucdo metandlica de Tween 80. Apds centrifugacao ou
filtracdo, o extracto é diluido e a sua actividade antibidtica determinada pela medigdo da difusdo da
virginiamicina em meio de agar-agar inoculado com Sarcina lutea. A difusdo € indicada pela formagdo de
zonas de inibicdo em presenca do microrganismo. O didmetro dessas zonas é directamente proporcional
ao logaritmo da concentracdo do antibidtico.

3. Microrganismo: Sarcina lutea ATCC no 9341

3.1. Conservagao da estirpe

Inocular S. lutea em agar-agar inclinado em tubo, constituido pelo meio de cultura (4.1.). Incubar
durante uma noite a cerca de 35 ° C. Conservar a cultura no frigorifico e repicar de 14 em 14 dias em
agar-agar inclinado.

3.2. Preparacdo da suspensdo de bactérias

Recolher as bactérias de um tubo de agar-agar inclinado (3.1.), de preparagao recente, com 2 a 3 ml de
soro fisiolégico (4.3.). Inocular com esta suspensao um frasco de Roux contendo 250 ml do meio de
cultura (4.1.). Incubar durante 24 horas a 35 ° C, recolher as bactérias com 25 ml de soro fisioldgico
(4.3.). Homogeneizar e diluir esta suspensdo para obter uma transmissao luminosa de cerca de 75 % a
650 nm. Conservada no frigorifico, esta suspensao pode ser utilizada durante uma semana.

Por ensaios preliminares em placas com meio de base do doseamento (4.1.), determinar a quantidade de
indculo que permite obter, para as diferentes concentragbes de virginiamicina utilizadas, zonas de inibicdo
tdo extensas quanto possivel e que estejam ainda limpidas. A inoculagdo do meio de cultura é feita a 48-

50°C.

4. Meios de cultura e reagentes

4.1. Meio de base do doseamento (9)

Glicose 1 g

Peptona tripsica 10 g

Extracto de carne 1,5 g

Extracto de levadura 3 g
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Agar—égar, conforme a qualidade 10a 20 g

Agua destilada para 1 000 ml

Ajustar o pH a 6,5 antes da utilizagao

4.2. Tampao de fosfato, pH 6

Fosfato monopotassico KH2PO4 p.a. 8,0 g

Fosfato bipotassico K2HPO4 p.a. 2,0 g

Agua destilada para 1 000 ml

4.3. Soro fisioldgico esterilizado

4.4. Metanol puro

4.5. Mistura tampao fosfato (4.2.) /metanol puro: 80/20, em volume.

4.6. Solucao metandlica de Tween 80 a 0,5 % (p/v).

4.7. Substancia-padrao: virginiamicina de actividade conhecida.

5. Solugdo-padrao

Preparar uma solugao metandlica de substancia-padrao (4.7.) a 800 m g de virginiamicina por ml. A partir
desta solugdo-mae, preparar, diluindo com a mistura (4.5.) uma solugdo-padrao de trabalho S8, contendo
1 m g de virginiamicina por ml. Preparar em seguida, por meio de diluigdes sucessivas (1 + 1) com a
mistura (4.5.), as seguintes concentragoes:

S4 0,5 mg/ml

S2 0,25 m g/ml

S1 0,125 m g/ml

6. Extraccdo

6.1. Produtos cujo teor em virginiamicina é igual ou inferior a 50 ppm

Recolher uma amostra de 10 a 20 g, adicionar 100 ml da solugdo (4.6.) e agitar durante 30 minutos na
mesa vibratdria. Centrifugar ou filtrar, recolher 20 ml da solugdo limpida e evapora-los a seco, num
evaporador rotativo. Ressuspender o residuo em 20 ml, ou mais da mistura (4.5.) para obter uma
concentragdo tedrica de virginiamicina de 1 m g/ml (= U8). Preparar em seguida as concentragdes U4,
U2 e U1 por meio de diluicdes sucessivas (1 + 1) com a mistura (4.5).

6.2. Produtos com um teor de virginiamicina superior a 50 ppm

Recolher uma amostra de 1 a 10, adicionar 100 ml da solugdo (4.6.) e agitar durante 30 minutos na mesa
vibratéria. Centrifugar ou filtrar e diluir em seguida com a mistura (4.5.) para obter uma concentragao
tedrica de virginiamicina de 1 m g/ml (= U8). Preparar em seguida as concentragoes U4, U2 e U1, como
indicado em (6.1.).

7. Método de doseamento

7.1. Inoculagao do meio de cultura

Inocular a 48-50 ° C o meio de base do doseamento (4.1.) com a suspensao de bactérias (3.2).

7.2. Preparagdo das placas

A difusdo em agar-agar efectua-se em placas com as 4 concentracdes da solucdo-padrao (S8, S4, S2, S1)
e as 4 concentracoes do extracto (U8, U4, U2, U1). Cada placa deve receber necessariamente as 4
concentragOes do padrao e do extracto.

Para este efeito, escolher as dimensdes das placas de maneira a que se possam fazer, no meio de agar-
agar, pelo menos 8 cavidades de 10 a 13 mm de diametro. Calcular a quantidade de meio de cultura
inoculado (7.1.) a utilizar, de forma a obter uma camada uniforme de cerca de 20 mm de espessura. E
preferivel utilizar placas de Petri munidas de um anel de aluminio ou de matéria plastica perfeitamente
plano, de 200 mm de didmetro e 20 mm de altura.

Introduzir com uma pipeta nas cavidades quantidades rigorosamente medidas de solucdo de antibidtico
compreendidas entre 0,10 e 0,15 ml, conforme o diametro.

Para cada amostra, fazer pelo menos 4 repeticdes de difusdo com cada concentracdo, de forma a que
cada doseamento seja objecto de uma avaliagdo de 32 zonas de inibicdo

7.3. Incubacao
Incubar as placas durante cerca de 18 horas a 28-30 ° C.
8. Avaliacdo
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Medir o diametro das zonas de inibicdo, de preferéncia, por projeccdo. Inscrever as medidas em papel
semilogaritmico, correlacionando o logaritmo das concentracdes com os didmetros das zonas de inibicao.
Tracar as rectas da solugdo-padrao e do extracto. Na auséncia de interferéncias, as duas rectas devem
ser paralelas.

O logaritmo da actividade relativa é calculado por meio da seguinte férmula:

Actividade real = actividade esperada x actividade relativa.

9. Reprodutibilidade

A diferenca entre os resultados de duas determinagdes paralelas efectuadas na mesma amostra ndo deve
ultrapassar 10 %, em valor relativo.

(1)() Recolher 20 ml de extracto e completar para 100 ml com o tampao num baldo aferido.

(2)() Recolher 4 ml de extracto e completar para 100 ml com o tampao num baldo aferido.(1) Pode ser
utilizado qualquer meio de cultura comercial de composicdo analoga e que conduza aos mesmos
resultados.(2) Pode ser utilizado qualquer meio de cultura comercial de composigdo analoga e que
conduza aos mesmos resultados.(3) O negro de amido serve para caracterizar as zonas de inibicdo das
solucdes-padrao (aneis azuis).(4) Esta estirpe, isolada pela LUFA en Kiel, apresenta um crescimento mais
rapido do que S. aureus ATCC 6538 P.(5) Podo ser utilizado qualquer meio de cultura comercial de
composicao analoga e conduzindo aos mesmos resultados.(6) Estirpe isolada pela LUFA, em Kiel.(7) Pode
ser utilizado qualquer meio de cultura comercial de composigao analoga e conduzindo aos mesmos
resultados.(8) Pode ser utilizado qualquer meio de cultura comercial, de composicao analoga e
conduzindo aos mesmos resultados.(9) Pode ser utilizado qualquer meio de cultura comercial de
composigao analoga e que conduza aos mesmos resultados.
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ANEXO Il - I:OCALIZAQAO DOS PONTOS DE
PRODUCAO DOS FENOS AMOSTRADOS
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Localizacdo dos pontos de producéo dos fenos amastos

/ Y
T{/ Castelo Branco
o\

Cooperativa Vale Rl¢:o Fl\arﬁgmivela X Vwa X Cev%da
Herdade dos Curra/s '7, Aveia x Vicia

Herdade da Contengda _ Aveia %VlCl } T
Herdade da Contenda / Espontane s i
Cooperativa da%Gramacha Avelfn( Tremocilha

Herdade Catarina Vaz AV_Q,a x Vicia x Cevada
Herdade doPaTo , A ici
‘ Herdade do Monte Manguens

Hefdade do Xeré
10 Monte Novo dos Camaras
11 Quinta Nova do Ramires

12 Herddde de Santaluzia o
13 Herdade de Santa Luzia
14 Herdade de Santa Luzia
15 Cooperativa do Escoural
16 Herdade do Monte JGQR |vos

#w\);

©ONOOODWN-=

17 H rdade do Monte dos Ru vela

18 Hprdade da Almocreva Espggtaneas R
19 ::I{érdade da Almocrev 2\ Avelam/ \
20 erdade da Mitra

{ eia x Vicia
.,

¢ ;
é/} Albufeiras

“.___ Rios

. Sede de concelho

D Limite da Regido

Sistemas Agro-florestais

J
' ' : } }b e
Sistemas Agro-Silvopastoris & KAf f:( ;r ﬁ\
o

)I_J
- Sistemas Agricolas de Regadio \ - E P , /
,/w\/ L -
- Qutros Sistemas Agricolas ﬂf"“{ Sy l // 0 15 30 km
(—/’J o / | I I
- Sistemas Florestais Multifuncionais -4 FarQ\ »//« . ]
- Sistemas Florestais de Produgéo B [ Localizacédo das amostras

Fonte: Plano Regional de Ordenamento do Territfid\lentejo, (2010) -Subsistema das ActividadesoAtprestais.
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