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1. RESUMO

Neste relatorio estdo descritas as atividades conduzidas durante o estagio supervisionado
obrigatorio (ESO) realizado, de 18 de setembro a 07 de dezembro de 2018, totalizando a
carga horaria de 330 h, na Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria - Embrapa, Unidade
Embrapa Semiarido, localizada no municipio de Petrolina, PE. Durante este periodo foram
aplicadas técnicas laboratoriais de avaliagdo do desempenho vegetal e animal que compdem
sistemas de producdo de ruminantes em ambiente semiarido, garantindo assim, maior fixagao
dos assuntos abordados em sala de aula da gradua¢do do curso Bacharelado em Zootecnia da
Universidade Federal Rural de Pernambuco, Unidade Académica de Serra Talhada. As
atividades foram realizadas através de analises desenvolvidas nos laboratorios de Nutrigao
Animal, Microbiologia do Solo e Cromatografia da Embrapa Semiarido e, na Universidade
Federal do Vale do Sao Francisco. As andlises fizeram parte de projetos de pesquisa de alunos
de graduacao e de mestrado acompanhados por pesquisadores da Embrapa Semidrido. Outras
atividades das andlises fizeram parte do projeto Bem Diverso, vinculado a esta Empresa.
Nesse ESO foram preparadas solucdes de acido borico (H3BOs) a 2%, hidroxido de sédio
(NaOH) a 50%, detergente neutro, detergente acido e solugdo de lignina. Além de solugdes
ainda houve o preparo de uma mistura catalizadora. Etapas de analises bromatologicas de
plantas forrageiras foram treinadas, tais como a pré-secagem da matéria verde a 55°C, matéria
seca a 105°C, cinza, matéria organica, FDN, FDA, proteina bruta (dosagem de nitrogénio
total) e a digestibilidade in vitro da matéria seca. O método de medigdo de didxido de titdnio
foi usado como indicador de consumo e da digestibilidade de nutrientes em fémeas caprinas
mantidas sob pastejo em drea de Caatinga e suplementadas com diferentes niveis de
concentrado. Ainda neste experimento foi quantificada a creatinina e o nitrogénio amoniacal
na urina das cabras. A extracdo de DNA de bactérias e a determinagdo de nitrogénio foram
feitas em silagem de guandu, milho, milheto e de suas associagdes. A emissao de metano na
silagem da rebrota de sorgo quando adicionados de feno de espécies vegetais foi medida a
partir de amostras de ar coletadas. Para a implementagdo de cada técnica foram manuseados
varios reagentes e equipamentos. Houve, sempre, a necessidade da digitalizacdo de leituras
em planilhas eletronicas para mensuracao dos resultados finais das analises. Estes métodos
foram usados com vistas a avaliagdo dos sistemas de producao adaptados pela empresa para a
criacdo de ruminantes nas condi¢des do Semiarido brasileiro. Esta experiéncia foi decisiva
para minha qualificacdo profissional e no direcionamento do meu aperfeicoamento em nivel
de pos-graduacao.

Palavras-chave: andlise bromatoldgica, aquecimento global, nitrogénio amoniacal, técnicas
laboratoriais.



2. INTRODUCAO GERAL

As discussoes sobre o0 aquecimento global tem se intensificado desde a década de 90 do
século passado com o surgimento do 1° relatorio do Painel Intergovernamental de Mudancas
Climaticas. Agora no seu 5° relatorio € consenso sobre os danos significativos e irreversiveis
que este fendmeno pode trazer para véarias atividades humanas, inclusive ao setor
agropecuario. Nos ultimos 120 anos, a temperatura média global aumentou 0,8°C em
decorréncia, sobretudo da intensificagdo da atividade industrial, que culminou na maior
emissao de gases do efeito estufa (GEE) como didxido de carbono (CO,), oxido nitroso (N,0)
e metano (CHy) (NOBRE; REID; VEIGA, 2012). Dentre estes gases, o CHs ¢ o mais
associado a pecudria, uma vez que no processo fermentativo do rimen dos animais. As
bactérias Archaeas metanogénicas promovem a degradacao dos carboidratos e ha formagao
desse gas (MOURA et al., 2015). Neste sentido, o tipo de alimento oferecido ao animal
ruminante pode provocar o aumento do aquecimento global. Logo, ¢ importante a formulacao
de dietas que minimizem a emissdo de gases, € que ndo impactem na producdo e no retorno
economico ao produtor (SALMAN et al., 2010).

Uma das regides mais vulneraveis ao aquecimento global ¢ o Nordeste brasileiro, uma
vez que boa parte de sua extensdo ¢ formada por ambiente semiarido. O Nordeste possui 1,56
milhdo de km® o que representa 18% do territorio brasileiro. Por sua vez, o semiarido
representa 70% desta extensdo, a qual possui médias anuais de temperatura de 23 a 27°C, com
evaporacao de 2.000 mm ao ano e 50% de média de umidade (MOURA et al., 2007). De
acordo com Aragjo (2011), o semidrido brasileiro possui clima quente e seco com
precipitagdes pluviométricas entre 280 a 800 mm. A estagdo chuvosa dura em torno de 3 a 5
meses e o periodo seco por volta 7 a 9 meses. 80% dos solos sdo predominantemente rasos
com rochas cristalinas, que dificulta o acimulo de dgua (ZANELLA, 2014). Essas condigdes
edafoclimaticas entravam a pecudria regional, uma vez que grande parte do rebanho ¢ criado
em manejo extensivo com principal fonte alimentar oriunda das plantas da Caatinga. Além
disso, o elevado déficit hidrico, por causa das altas temperaturas e baixas chuvas, inibe em
grande parte do ano a disponibilidade de alimentos. Logo, faz-se necessarios estudos de
sistemas de producdo adaptados a esses ambientes com o objetivo de garantir a alimentagao
dos animais, sobretudo diante dos cendrios de aquecimento global.

A escolha do tipo de sistema de producdo ¢ um fator importante, ndo apenas quando se

trata da disponibilidade de alimentos, mas também pelos impactos que esta atividade pode
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causar ao meio ambiente. Atualmente, diversas pesquisas vém sendo conduzidas para
melhorar o uso desses sistemas e, torna-los altamente sustentavel.

De acordo com o regime alimentar, os sistemas de producdo podem ser: extensivo
(sistema apenas com pastagens nativas e cultivadas); semi-intensivo (pastagens nativas e
cultivadas com suplemento minerais, proteico-energéticos a pasto); e, intensivo (pastagens
com suplementacao e confinamento) (CEZAR et al., 2005).

Outras opgdes sustentdveis sdo os sistemas agroflorestais (SAFs), que de acordo
Machado; Balbino e Ceccon (2011), o uso da terra, as arvores, a agricultura e, ou, animais
possuem uma comunicacao ecoldgica ajustada entre as atividades que o compdem. Neste tipo
de sistema, tem-se as seguintes derivacdes: agropastoril (agricultura e pecuaria); silvipoastoril
(floresta e pecuaria); agrossilviculturais ou silviagricolas (agricultura e floresta); e
agrossilvipastoris (agricultura, floresta e pecudria). Machado, Balbino e Ceccon (2011) ainda
citam que esses sistemas podem ser também classificados como: interacao lavoura-pecuaria
ou agropastoril; interagdo lavoura, pecuaria, floresta ou agossilvipastoris; interagdo pecudria-
floresta ou silvispastoril; e interagdo lavoura-pecudria-floresta ou silviagricola. O sistema de
integracdo lavoura pecuaria-floresta (ILPF) utiliza-se de pecudria e agricultura associados a
vegetacao arborea (FIGUEIREDO; OLIVEIRA, 2015), de tal forma que beneficia o estado
fisico de consisténcia e porosidade do solo e o acumulo de carbono organico quando
comparado aos sistemas convencionais e ou de floresta secundaria (SALES et al., 2018).

A Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria - Embrapa, Unidade Semiérido, formou
um grupo multidisciplinar de pesquisadores que t€ém adaptado esses sistemas integrados para
a produ¢do de ruminantes nas condi¢oes edafoclimaticas do Semidrido brasileiro, objetivando
o plano ABC (agricultura de baixa emissdo de carbono). Levando em consideracdo que para
cada tipo de ambiente, os diversos sistemas de producdo se comportam de distintas maneiras,
por causa das caracteristicas climaticas, tipo solo ¢ manejo adotado, a avaliagdo continua
destes por meio de técnicas de acompanhamento do desempenho vegetal e animal ¢ muito
importante na tomada de decisdo de qual sistema deve ser adotado. Neste sentido, analises
bromatoldgicas, extracdo de DNA de bactérias e de nitrogénio amoniacal em material vegetal,
medicao da emissdo de metano, didxido de titanio (TiO2) fecal, creatinina e nitrogénio da
urina dos animais sdo algumas técnicas laboratoriais utilizadas para esse fim.

As técnicas laboratoriais como analises bromatologicas de alimentos sdo de grande valia

na produ¢do animal, uma vez que ¢ possivel conhecer a sua composi¢ao nutricional, visando a
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melhor escolha no momento da oferta ao animal (BERALDO; ARAUJO, 2017). Outras
técnicas utilizadas para avaliagdo, mas durante o processo de conservacao de forragens, ¢ a
quantificagdo de nitrogénio amoniacal presente nas silagens. Varios autores citam que a
quantidade de nitrogénio amoniacal pode indicar uma boa ou ma qualidade da silagem
(BUMBIERIS JUNIOR et al., 2008; COAN et al., 2007; PAZIANI, 2004). Ainda na silagem,
a mensuragao e identificacao de bactérias sao importantes, visto que ¢ desejavel a presenca de
bactérias que favorecem o meio fermentativo e daquelas indesejaveis que podem
comprometer a qualidade da silagem (BUMBIERIS JUNIOR et al., 2008; COAN et al., 2007;
PAZIANI, 2004). Logo, a aplicacao da técnica de extracdo de DNA de bactérias ¢ de extrema
relevancia.

E possivel ainda avaliar o alimento através do balango de nitrogénio na urina do animal.
Com o excesso de amdnia no rumem, ha aumento de sua excre¢do, causando custo energético
e, como consequéncia, a perda de nitrogénio metabolico. A partir da técnica de balanco de
nitrogénio na urina € possivel quantificar a sua fracdo metabdlica, comparando-a com a dieta
ofertada ao animal (CORDEIRO, 2008; TOSTO et al., 2016). Através da urina animal, ainda
¢ possivel a mensuragdo de creatinina. Com altera¢do da creatinina sérica ocorre um aumento
das fungdes pré-reais ou mudangas musculares por baixas quantidades de sangue, o que causa
uma reducao da filtragem glomerular (FERNANDES; LARSSON, 2000).

A qualidade do alimento ¢ muito importante, ao passo que, a digestibilidade do mesmo,
ou seja, o quanto o animal consegue aproveitar de um determinado alimento para atender suas
demandas nutricionais ¢ crucial. Uma das técnicas utilizadas para determinar a digestibilidade
das forragens ¢ por meio da digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) (GOES, 2010),
outra técnica também muito utilizada ¢ uso de marcador externo como o didxido de titanio
(Ti0Oy), o qual permite conhecer o consumo e a digestibilidade dos animais (DIAS et al., 2015;
OLIVEIRA et al., 2012).

Além da qualidade do alimento ¢ relevante conhecer como ele pode contribuir na
producdo de CHy4 durante o processo fermentativo no rumem do animal, tendo em vista que
este gas ¢ um dos principais do efeito estufa. Ao mesmo tempo em que, 0s amimais
ruminantes perdem energia durante o processo de formacao desse gas (PEDREIRA et al.,
2004). Portanto, conhecer a composi¢ao do alimento através de andlises laboratoriais permite
escolher um alimento capaz melhorar a eficiéncia alimentar do animal, com menor emissao de

CH.,. Existem algumas técnicas utilizadas para quantificagdo de CH, emitido pelo animal, tais
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como: técnica de camera respirométrica, técnica do marcador hexafluoreto de enxofre (SF),
técnica in vitro de produgdo de gases para medigdes der metano (TIVPG), técnica de
marcador interno CO, (MOURA et al., 2015).

Nos vegetais, Costa (2006), estudando métodos para a avaliacdo das emissdes de
metano no sistema solo-atmosfera, citam que para quantificagdo em laboratorio desse gés
pode feito utilizando analisadores de infravermelho e cromatografia gasosa. Zanoni et al.
(2015) realizaram trabalho sobre emissdo de metano por decomposi¢do de residuo florestal,
concluindo que residuo florestal contribui no aumento de emissdo de metano, induzindo a
necessidade de avaliacao em varios tipos de sistemas de producao.

Com base no exposto, objetivou-se por meio deste relatorio descrever as atividades
conduzidas durante o estdgio supervisionado obrigatério (ESO) na Embrapa Semiarido,
quanto ao uso de técnicas laboratoriais de avaliacdo do desempenho de vegetais e de animais
que compdem sistemas de produgdo em ambiente semiarido, garantindo assim, maior fixagao
dos assuntos abordados em sala de aula durante a graduagdo do curso bacharelado em

Zootecnia, da Universidade Federal Rural de Pernambuco, na Unidade Académica de Serra

Talhada.
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3. ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

3.1. INFORMACOES GERAIS

O ESO realizado na Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria - Embrapa, Unidade
Embrapa Semiarido, localizada no municipio de Petrolina, PE, rodovia BR-428, Km 152,
Zona Rural, ocorreu no periodo de 18 de setembro a 07 de dezembro de 2018, totalizando a
carga horaria de 330 horas. Este foi supervisionado pela pesquisadora Dr* Salete Alves de
Moraes da area de Sistemas Sustentaveis de Produ¢dao Animal, e orientado pela Dr* Ana
Maria Duarte Cabral, professora do curso de Bacharelado em Zootecnia da Universidade
Federal Rural de Pernambuco - UFRPE, na Unidade Académica de Serra Talhada - UAST.

As atividades foram desenvolvidas através de analises conduzidas nos laboratorios de
Nutrigdo Animal, Microbiologia do Solo e Cromatografia da Embrapa Semidrido e, algumas
outras realizadas na Universidade Federal do Vale do Sao Francisco - UNIVASF. Seguiu-se
as regras de boas praticas por meio do uso de jaleco, luvas e sapato fechado. Para algumas
atividades também foram utilizados protetor auricular, 6culos e méscara.

As analises realizadas fazem parte das pesquisas de alunos de graduagao e mestrado
acompanhadas por pesquisadores da Embrapa Semidrido, além do projeto Bem Diverso,
vinculado a esta Empresa, do qual foram realizadas andlises de amostras de vérias plantas
forrageiras, tais como capim elefante, maniva de mandioca, mucilagem de sisal, angico de
carogo, macambira, silagem de milho, (pelo, améndoa e torta de licuri), faveleira, ico,
catingueira, manigoba, atriplex, e, palma gigante e doce.

As andlises bromatologicas e a digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS)
conduzidas no estagio fizeram parte do projeto Bem Diverso. A extragao de DNA de bactérias
e nitrogénio amoniacal fez parte do trabalho de conclusdo de curso da discente Ana Thaires
Pereira de Aratjo, que teve como objetivo de avaliar caracteristicas fermentativas,
microbioldgicas e bromatoldgicas de silagens mistas de gramineas e leguminosas, utilizando
silagens de guandu, milho e milheto, e de suas associagdes. A extracdo de DNA de bactérias
foi realizada no Laboratorio de Microbiologia do Solo e as analises de nitrogénio amoniacal
no LANA da Embrapa Semiéarido.

A quantificagdo de dioxido de titanio fecal, creatinina e nitrogénio da urina de animais
fez parte do trabalho de dissertacdo da mestranda Rejane Ribeiro da Universidade Federal do

Vale Sao Francisco. As andlises de creatinina foram realizadas nesta propria instituigdo, ja a
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quantificacdo de dioxido de titanio fecal foi realizada no laboratdrio de solos e a andlise de
nitrogénio de urina no LANA da Embrapa Semiérido.

A leitura de CH4 em material vegetal foi realizada em laboratdrio de cromatografia para
cumprimento de pesquisa que teve como objetivo a avaliagdo da inclusdo de feno de espécies
vegetais durante a ensilagem da rebrota de sorgo.

As atividades aqui detalhadas foram ordenadas com base nas metodologias aplicadas,
sem um critério cronologico, uma vez que muitas agdes foram simultaneamente conduzidas

ao longo de varios dias ou semanas.

3.2. PREPARO DE SOLUCOES

3.2.1. Solucao de acido bérico (H3BO3) a 2%

- Equipamentos: 01 agitador de solucdes AP59, 01 agitador magnético, e 01 balanga com
precisao de 0,0001 g.

- Materiais: 02 baldes volumétricos de 2.000 ml e 01 Becker de 4.000 ml.

- Reagentes: 40 g de 4cido borico, 1.200 ml de agua, 12 ml de verde bromocresol a 0,1% e 30
ml de vermelho de metil.

- Preparo: Inicialmente, pesou-se 40 g de acido boérico e foi colocado em um béquer de 2.000
ml contendo 1.200 ml de 4dgua para aquecimento e mistura da solugdo até dissolver. Apds
isso, adicionou-se 12 ml de verde bromocresol a 0,1 % e 30 ml de vermelho de metila (Figura
1), antes preparados. Em seguida, transferiu-se a solugdo para outro béquer de 2.000 ml para

esfriar, aferir, homogeneizar € armazenar em um novo recipiente para uso posterior.

3.2.2. Solucao de hidroxido de sdédio (NaOH) a 50%

- Equipamentos: 01 bloco digestor com temperatura controlada até¢ 400°C.

- Materiais: 01 béquer de 4.000 ml, e 01 bastao de vidro.

- Reagentes: 2.000 ml de 4gua e, 1.000g de hidroxido de sédio.

- Preparo: mediu-se 2.000 ml de dgua e foi transferida para um béquer de 4.000 ml. Em
seguida, na capela, foi acrescentada 1.000 g de hidroxido de sddio, mexendo com um bastao

de vidro (Figura 2), esperar esfriar, para entdo, guardar em novo recipiente para posterior uso.
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Figura 1. (A) pesagem do acido borico; (B), mistura do 4cido borico com agua destilada; (C)

mistura de verde bromocresol na solu¢do; e, (D) mistura de vermelho de metila na solugao.

Fonte: (SANTOS, 2018).

Figura 2. (A) hidréxido de sodio; e, (B) mistura de hidréxido de sodio. Fonte: (SANTOS,
2018).

3.2.3. Solugdo para determina¢do de FDN

- Equipamentos: 01 agitador magnético, e 01 balanca de precisdao de 0,0001g.

- Materiais: 01 becker de 1.000 ml, 01 baldo volumétrico de 1.000 ml, 01 bastdo de vidro, 01
barra magnética, e 01 pisseta.

- Reagentes: 1 L de dgua destilada, 30 g de lauril sulfato de sodio, 10 ml de etileno glicol,
18,60 g de EDTA de sodio (2H20), 6,81 g de borato de sodio (10H20), e 4,56 g de fosfato de
sodio anidro.

- Preparo: primeiro, pesou-se individualmente, todos os reagentes em distintos recipientes,
para em seguida, adiciona-los em um béquer de 1.000 ml contendo 400 ml de 4gua morna
destilada. Posteriormente, para remoc¢do dos residuos dos reagentes nos recipientes, todos
foram lavados com auxilio de uma pisseta, usando agua destilada. Em seguida, mexeu-se a
solucao cuidadosamente (Figura 3) e colocou-se a solu¢ao em baldao volumétrico de 1.000 ml,
para entdo, agitar e deixar em repouso para que os reagentes pudessem reagir.
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3.2.4. Solugdo para determina¢do de FDA

- Equipamentos: 01 agitador magnético, 01 balanca de precisao de 0,0001g e 01 bloco

digestor com temperatura controlada até 400°C.

Figura 3. (A) reagentes utilizados; (B) pesagem dos reagentes; (C) medicao do etileno glicol

no bloco digestor; e, (D) mistura dos reagentes. Fonte: (SANTOS, 2018)

- Materiais: 01 becker de 1.000 ml, 01 baldo volumétrico de 1.000ml, 01 bastido de vidro e 01
barra magnética.

- Reagentes: acido sulfurico (H,SOy) e Cetil trimetil amonio brometo (CTAB).

- Preparo: Para preparagdo da solucdo, adicionou-se, em um béquer de 1.000 ml com 500 ml
de agua, 28,5 ml de &cido sulfirico medido por meio de uma proveta de 100 ml.
Posteriormente, pesou-se 20,4 g de Cetil trimetil amonio brometo (CTAB) e foi transferido
lentamente para o béquer que possuia uma solu¢do de H,SO4. Sem seguida, esta solugdo foi
colocada em baldo volumétrico de 1.000 ml para medicdo, agitacdo e repouso visando a
interacdo entre os reagentes. Esse procedimento foi feito em ambiente de exaustdo forgada,

utilizando luvas e mascara como pode ser observado na Figura 4.
3.2.5. Solucdo para determinac¢do de Lignina
- Materiais: béquer de vidro, blocos de gelo e bandeja.
- Reagentes: 415 ml de dgua destilada e 663 ml de acido sulfurico concentrado (H,SOy).

- Preparo: Na elaboragdo desta solucdo, colocou-se 415 ml de dgua destilada para congelar em

um béquer de vidro.
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Figura 4. (A) Pesagem do Cetil trimetil amonio brometo; e, (B) mistura dos reagentes. Fonte:

(SANTOS, 2018).

Posteriormente, o béquer com a agua congelada foi acomodado em uma bandeja contendo
agua e blocos de gelo (Figura 5) e aos poucos, foi adicionado 663 ml de acido sulfrico sem
deixar a agua ferver. Esperou-se uma hora para poder usar a solu¢do, sendo que para cada

saco de amostra utilizou-se 10 ml da solugao.

Figura 5. (A) medi¢ao do acido sulfurico; e, (B) mistura do &cido sulfurico na agua gelada.

Fonte: (SANTOS, 2018).

3.2.6. Mistura catalizadora

- Equipamentos: balanca de precisdao de 0,0001g.

- Materiais: 02 béqueres de vidro e 01 grau e pistilo de porcelana.

- Reagentes: 10 g sulfato de cobre pentaidratado P.A. (CuSO45H20) e 1000g de sulfato de
sodio anidro P.A. (Na;SOy).

- Preparo: conforme Figura 6, pesou-se em uma balanc¢a analitica, 10 g de CuSO45H20 para

cada 1000 g de sulfato de sddio.
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et e 4

Figura 6. (A) pesagem do sulfato de cobre pentaidratado; (B) grau e pistilo; e, (C) maceragem
do sulfato de cobre pentaidratado Fonte: (SANTOS, 2018).

O CuS045H20 foi macerado aos poucos até perder a cor azul e misturado ao sulfato de sddio,
repetindo este procedimento até o total preparo da solugdo. Depois a mistura foi armazenada

em recipiente para uso posterior.

3.3. CONDUCAO DE ANALISES BROMATOLOGICAS

3.3.1. Determina¢do da matéria seca em duas etapas

3.3.1.1. Pré-secagem a 55°C

Nesta etapa de pré-secagem, denominada ASA (amostra seca ao ar), o objetivo ¢
remover parcialmente a quantidade de agua presente na matéria verde. A sua determinagdo ¢
necessaria para a condugao das demais analises bromatoldgicas (proteina bruta, extrato etéreo,
carboidratos estruturais e matéria mineral). Nas dietas de ruminantes, a MS pode variar de 10
a 80% (MEDEIROS; GOMES; BUNGENSTAB, 2015).

Durante o estagio, este método foi procedido de acordo com a metodologia descrita em
Silva e Queiroz (2002), utilizando equipamentos, materiais e procedimentos, a saber.

- Equipamentos: estufa de secagem de ar forcado (Temperatura de 55°C), balancga analitica
com precisdo de aproximadamente de 0,0001g e moinho Wiley de facas com peneira de 1
mm.

- Materiais: Saco de papel perfurado (5 kg) ou bandejas metélicas (22x16x6 cm).

- Procedimento: Primeiramente, o peso do saco de papel ou com bandeja metélica foi tarado
na balanca, a depender do material vegetal. Em seguida, colocou-se no saco de papel ou
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bandeja metalica, uma amostra de matéria natural, ¢ a mesma foi pesada, obtendo-se com
cerca de 250 g por repeti¢cdo. Depois, o conjunto (saco mais amostra) foi inserido dentro de
uma estufa de circulagdo forgado de ar com 55° a 60°C por 48 a 72 h. Apos esse periodo,
retirou-se o material da estufa, deixando de 30 a 40 min a temperatura do ambiente, para
entdo, pesar e anotar o peso em ficha especifica. Em seguida, o material vegetal foi moido em
moinho de facas e, uma subamostra de 50 g foi armazenada em sacos plasticos devidamente
identificados. Sempre apds essa etapa de moagem, o moinho foi cuidadosamente limpo.
Algumas acgoes desta etapa de pré-secagem podem ser observadas na Figura 7.

Com a tabulagdo dos resultados, os seguintes calculos foram depois realizados:

MN = (T +MN)—T
ASA = (T + ASA) — T

ASA
9%ASA = W.’X 100

em que,

%ASA = percentual de amostra seca ao ar;

MN = massa da amostra em termos de matéria natural, ou seja, massa fresca (g);
ASA = massa de amostra seca em equilibrio com a umidade relativa do ar (g);

T = tara ou peso do recipiente ou saco utilizado (g).

Figura 7. (A) bandejas com as amostras secas em estufas; (B) moagem das amostras; (C)

moinho de facas; e, (D) amostras moidas Fonte: (SANTOS, 2018).
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3.2.1.2. Determinagao de matéria seca a 105°C

Esta etapa representa a ASE (amostra seca em estufa a 105°C), sendo necessaria, uma
vez que, mesmo com a pré-secagem da matéria verde a 55°C (ASA), a amostra ainda pode
conter de 1 a 5 % de 4gua, logo, este procedimento tem como finalidade remover esse
residuo. Em alimentos com mais de 80% de MS, a ASA ¢ dispensada (MEDEIROS; GOMES;
BUNGENSTAB, 2015).

Este método seguiu a metodologia de Van Soest (1967), descrito em Silva e Queiroz
(2002).

- Equipamentos: balanca de precisao de 0,0001 g, estufa a 105 °C e mufla a 600 °C,

- Materiais: Cadinho de porcelana e Dessecador.

- Procedimentos: Antes de iniciar a determinagdo da ASE, colocou-se cadinhos vazios em
estufa a 105 °C durante 2 h e, logo depois mais 40 min em um dessecador (Figura 8). Entao,
os cadinhos secos foram pesados individualmente e, 2 g de amostra foram adicionadas, para
depois seguirem para estufa a 105 °C, por uma noite ou 12 h. Posteriormente, colocou-se
novamente os cadinhos no dessecador por 40 min, para depois pesar em balanca analitica e

anotar do peso em ficha especifica.

Figura 8. (A) cadinhos no dessecador; e, (B) balan¢a analitica usada para pesar os cadinhos

Fonte: (SANTOS, 2018).

Semelhante a ASA, na ASE se procedeu aos seguintes calculos:

MS% = 100 — ((PCA — PC) — (PCAS — P())x100

onde,

PCA = peso do cadinho com a amostra;
20



PC = peso do cadinho.

PCAS = peso do cadinho com a amostra
Combinando a ASA e ASE, obteve-se:
MS(%) = (%ASAx%ASE)/100
3.2.2. Determinacao da matéria mineral (%MM) e da matéria organica (%MO)

A %MM ¢ a porgao resultante da amostra aquecida de 500 a 600°C durante 4 h até a
queima total da matéria orginica (%MO), disponibilizando apenas uma indicagdo dos
minerais contidos na amostra (RODRIGUES, 2010). A %MM contém especialmente os
cations (calcio, potassio, sodio, magnésio, ferro, cobre, cobalto e aluminio) e anions (sulfato,
cloreto, silicato, fosfato, entre outros) (RODRIGUES, 2010). Quando se trata de amostra
vegetal, a %MM indica poucas informagdes sobre seus componentes (BERALDO; ARAUJO,
2017).

A %MM e a MO% foram obtidas seguindo as etapas descritas por Silva e Queiroz
(2002).

- Equipamentos: balanca de precisdo de 0,0001 g e forno mufla a 600 °C.

- Materiais: cadinho de porcelana e dessecador.

- Procedimentos: o material dentro do cadinho foi incinerado em mufla a 600 °C, por 4 h.
Ap0s isto, a mufla foi desligada até que a mesma atingisse temperatura de 100 °C para retirar
os cadinhos. Os mesmos foram colocados em dessecador por 40 min e depois pesados para

obtencdo da %MM, seguindo os célculos:

MM = (CAD + MM) — CAD

oMM = 1M 100
oMM = Asa”

%MM =

100
%ASE *

onde,
MM = peso do cadinho e o peso da cinza;
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CAD = peso do cadinho.
A partir dos valores de %MM, obteve-se %MO:

%MO = 100 — % Cinzas

Corrigido para 100% da MS, tem-se:

Base seca =

onde,
%MO = % de matéria organica na amostra;

% MS = % de MS na amostra a 105°C.

3.2.3. Determinacgao da fibra em detergente neutro (FDN)

A fibra compde a parede celular dos vegetais. FDN ¢ o resultado da fibra insoluvel do
alimento, sendo indicador de consumo e digestibilidade na caracterizacdo de dietas de
ruminantes (MACEDO JUNIOR et al., 2007; RODRIGUES, 2010). Rodrigues (2010) e
Salman et al. (2010) citam que a parte solivel em detergente neutro € composta por nitrogénio
(N) ligado a fibra, nitrogénio ndo proteico (NNP), proteina, lipidios, actcares, pigmentos,
acidos orgénicos e pectina. Diferente da fibra insolivel em detergente acido (FDA), que ¢
formada, principalmente por celulose, hemicelulose e lignina. Para cada 1000 g de fibra, 733
g ¢ de FDN, ou seja, 7,33 % da MS do alimento ¢ parte fibrosa (MEDEIROS; GOMES;
BUNGENSTAB, 2015).

O método usado durante o estagio para determinagdo da FDN foi proposta por Van
Soest & Robrtson (1985), conforme descrito em Silva e Queiroz (2002).

- Equipamentos: 01 estufa de secagem a 105°C e um determinador de fibra.

- Materiais: Sacos tecido TNT gramatura de 100, 02 béqueres de 1.000 ml, 01 Dessecador e
01 espremedor de queijo.

- Solugdes: solugao de FDN, agua destilada, enzima amilase termamyl e acetona P.A (C3H60)

99,5%.
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- Preparo: Incialmente, para a confecgao dos sacos, cortou-se um tecido TNT em pedagos de
10 cm de comprimento e 5 cm de largura. Estes pedagos de TNT cortados foram fechados
usando uma maquina seladora, formando pequenos sacos. Em seguida foram numerados e
levados para estufa a 105°C por 2 h, e depois por mais 40 min no dessecador, para entdo
pesagem, 0,5 g da amostra foi colocado em cada saco, o qual foi fechado com o auxilio de
uma seladora. Em seguida, os sacos lacrados foram inseridos nas galerias do determinador de
fibra. Neste equipamento foram colocados 2 L da solugdo de detergente neutro e 30 gotas da
enzima amilase termamyl 2x. Depois de posicionadas as amostras no equipamento, a torneira
de agua do equipamento foi aberta ¢ o mesmo ligado até atingir 100°C. O temporizador foi
acionado por 60 min e, em seguida, o equipamento foi novamente desligado. Os sacos foram
retirados das galerias do determinador de fibra e acomodados em uma peneira (tipo
espremedor) para lavar com agua corrente. Em seguida, os sacos foram espremidos
cuidadosamente para retirar o excesso de agua, e colocados em béquer com agua destilada
com 90 a 100°C por 10 min. Este procedimento foi repetido por mais duas vezes, para entao
colocar os sacos em um béquer com acetona P.A (C3H60) a 99,5% de pureza durante 5 min
(Figura 9). O excesso de acetona dos sacos foi retirado e os mesmos foram deixados em
bancada em uma bandeja por 2 h. Em seguida, os sacos foram levados para estufa a 55°C por
24 h, seguidos para estufa a 105°C durante 2 h e dessecador por mais 40 min, para entdo,
pesagem e anotacao dos resultados em planilha.

Posteriormente, calculos foram procedidos:

[(T + FDN) — T] x 100
ASE

%FDN =

Corrigido para cinzas:

%FDN = [((T + FDN) — T)) — (T + Cinza) — T] x 100

T = tara ou peso do recipiente ou saco utilizado (g).
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Figura 9. (A) preparo dos sacos; (B) determinador de fibra; (C) galeria com as amostras; e,

(D) amostras imersas em acetona. Fonte: (SANTOS, 2018).

3.2.4. Determinacao da fibra em detergente acido (FDA)

A FDA ¢ a parte menos digestivel da parede celular dos alimentos, formada, sobretudo
por lignina e celulose. A lignina ¢ o primeiro fator antinutricional nas dietas de ruminantes,
mesmo nao sendo um carboidrato, faz parte da parede celular do vegetal. J4 a celulose ¢ a
parte soluvel em detergente acido, sendo obtida da diferenga entre FDN e FDA (MEDEIROS;
GOMES; BUNGENSTAB, 2015; RODRIGUES, 2010; SILVA; QUEIROZ, 2002). Na %MS
¢ aceita até 21% de FDA presente na dieta (RODRIGUES, 2010).

A metodologia de Van Soest & Robrtson. (1985) citada em Silva e Queiroz (2002) foi
usada durante o estagio.

- Equipamentos: 01 determinador de fibra.

- Materiais: 02 béqueres de 1.000 ml, 01 Dessecador e 01 espremedor de queijo.

- Solugdes: solucao de FDA, dgua destilada, e acetona P.A (C3H60) 99,5%.

- Preparo: este procedimento ¢ semelhante ao FDN (Figura 9). Nesta etapa, o residuo da
amostra utilizada na determinacdo da FDN ¢ colocado novamente no determinador de
FDN/FDA, no qual ainda foram aficionados 2 L de solu¢do de detergente acido. Depois de
fechado o equipamento, a torneira de agua foi aberta, a chave geral do equipamento ligada, e
quando se atingiu 100°C, o temporizador foi acionado por 60 min. Apds esse tempo, desligou-
se o determinador, retirou-se a galeria e as amostras foram colocadas em peneira (tipo
espremedor) para lavar com agua corrente e espremer para retirar o excesso de dgua. Em
seguida, os sacos foram colocados em um béquer com 4gua destilada com temperatura de 90 a
100°C e, deixou-se por 10 min; posteriormente, retirou-se o excesso de agua, repetindo o
procedimento por mais duas vezes, para entdo, colocar os sacos em um beque com acetona

P.A (C3H60) a 99,5% de pureza durante 5 min. Depois, o excesso de acetona dos sacos foi
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removido e, os mesmos foram deixados na bancada em uma bandeja por 2 h. Em seguida, os
sacos foram levados para estufa a 55°C por 24 h, para estufa a 105°C durante 2 h, seguidos
para o dessecador por mais 30 min, para entdo pesagem e anotacdo dos resultados em
planilha.

Posteriormente, procedeu-se com os seguintes calculos:

(T + FDA) — T x 100
ASE

%FDA =

Corrigido para cinzas:

%FDA = [((T + FDA) — T)) — (T + Cinza) — T] x 100

3.2.5. Determinagao da proteina bruta (dosagem de nitrogénio total)

Essa analise foi conduzida em trés etapas: digestdo, destilacdo e titulacdo. Na digestdo,
0 nitrogénio organico ¢ convertido em amdnia, e esta ¢ recebida em uma solugdo receptora
durante a destilagdo, e assim quantificada (RODRIGUES, 2010). A concentracdo de N do
alimento (%N) multiplicado por 6,25 ¢ igual a proteina bruta total presente (MEDEIROS;
GOMES; BUNGENSTAB, 2015).

Este método foi feito, de acordo o método de Kjeldahl (A.O.A.C., 1984), descrito em
Silva e Queiroz (2002).
- Equipamentos: 01 balanca com precisao 0,0001g, 01 bloco digestor com temperatura
controlada até 400°C, 01 agitador de solugdes AP59, 01 agitador magnético, 01 destilador de
Nitrogénio Kjeldahl, modelo TE-036/1 e 01 bureta volumétrica de 50 ml.
- Materiais: erlenmyer de 125 ml, tubos para digestdo com borda de 25 x 250 mm, 01 pisseta
500 ml, 01 proveta 100 ml e 01 dispensador de solugdo 1000 ml.
Solug¢des: acido sulfarico (H,SO,4), mistura catalisadora, acido borico (H3BO3) 2%, acido
cloridrico (HCI) e hidroxido de Sédio (NaOH) a 50%.
- Preparo: Para digestdao, pesou-se 0,2 g de amostra e colocou-a em tubo de digestao para
acrescentar 2 g de mistura catalisadora e 5 ml de acido sulfurico concentrado. O tubo foi

inserido dentro do bloco digestor, o qual foi regulado para aumentar a temperatura em 100°C
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a cada 30 min até atingir a temperatura de 350°C. O aquecimento se prolongou por 3,5 h.
Depois o bloco digestor foi desligado. Na destilagdo, nos tubos ja frios foram adicionados 5
ml de dgua destilada e os mesmos foram agitados para retirar a cristalizagdo do sulfato de
amonio. Logo depois, foi colocado 10 ml de acido boérico a 2% em um erlenmyer com
capacidade de 125 ml, o mesmo foi acoplado no aparelho destilador. Em seguida, acoplou-se
o tubo com a amostra no destilador, colocou-se 15 ml de hidréxido de so6dio a 50% no copo
dosador e, em seguida, acrescentou-se agua destilada para que o restante de hidroxido de
sodio fosse totalmente liberado. Em seguida, a torneira da agua de circulacdo do condensador
foi aberta e o aquecimento do destilador foi ligado. A solu¢do de acido boérico vermelha
passou a verde pela presenca de amdnia. Apenas quando a solugdo atingiu 75 ml, o erlenmyer
foi levado para a titulagdo. Alguns procedimentos da destilagdo podem ser observados na
Figura 10. Em fim, a titulacdo do destilado foi feita com uma solu¢do de acido cloridrico a
0,02 M, adicionando-se doseadamente o 4cido cloridrico e, a0 mesmo tempo, realizando
movimentos giratdrios até que atingisse o ponto de viragem, que ¢ do verde para o vermelho.

Entdo, os resultados da quantidade de acido cloridrico utilizado foram anotados em ficha

especifica para depois proceder aos seguintes calculos:

WN=014xfxVm
Proteina Bruta: %N x 6,25

Figura 10. (A) acido borico nos erlenmyer; (B) medi¢do do hidréxido de sodio a ser colocado
destilador; (C) remocdo do tubo do destilador; e, (D) titulacdo da amostra, Fonte: (SANTOS,
2018).
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onde,
f = fator de corre¢ao da normalidade do acido;

Vm = volume médio do écido cloridrico gasto com a amostra.

3.2.6. Determinacgao de digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS)

A digestibilidade representa a qualidade do alimento, sendo expressa pela diferenca do
alimento ingerido e o que ¢ excretado. A digestibilidade pode ser determinada para MS ou
energia ou para as partes integrantes da matéria organica, como: PB, EE, ENN, fibra bruta ou
FDN e FDA (SALMAN et al., 2010). Silveira et al. (2009) citam que a digestibilidade in vivo
de dietas compostas de silagem e concentrados € capaz de ser estimada pelo método in vitro.
A disgestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) tem como objetivo simular, em
laboratorio, a degradacao da matéria seca em nivel de ramen-reticulo. Durante esse processo,
utiliza-se saliva artificial e liquido ruminal (indcuo) em tubos contendo amostras do alimento
a ser avaliado por um periodo de 48 h a 39°C. Este procedimento garante condigdes ideais
para o desenvolvimento, manutengdo e a¢do dos microrganismos ruminais, simulando assim
as condi¢gdes de um ramen verdadeiro (RODRIGUES, 2010; SILVA; QUEIROZ, 2002).

Este método foi realizado conforme metodologia de Tlley e Terry. (1963) e modificada
por Van Soest e Moore (1966) citada em Silva e Queiroz (2002).

- Equipamentos: Incubador, bujao de C0, equipado com valvula de saida controlével, balanca
de precisao de 0,0001 g e estufa de secagem a 105°C.

- Materiais: Pano de queijo garrafa térmica, proveta e dessecador.

- Solugdes: Saliva artificial com PH (6,8), pepsina e dgua destilada.

- Indcuo: Liquido ruminal.

- Preparo: Esse método foi dividido em duas etapas. Na primeira, coletou-se o liquido ruminal
de um bovino fistulado apds 2 h sem comer e 1 h sem beber, alimentado com feno. O liquido
foi coletado, espremido em quatro camadas de pano e colocado em garrafa térmica até chegar
ao laboratdrio (Figura 11). Dentro de uma incubadora, com uma proveta, adicionou-se 12 ml
do liquido ruminal no tubo e 10 ml de saliva artificial em tubos com tampa conjugada a uma
valvula de busen (adaptados com a mangueira de borracha na tampa do tubo), ja contendo a
amostra do alimento em sacos de tecido TNT. A temperatura da incubadora foi controlada a

39°C. Os tubos foram agitados para que o liquido atingisse toda amostra e, em seguida, foi
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inserido CO; dentro dos tubos com o objetivo de extrair do oxigénio do tubo. Com a rolha
bem vedada e temperatura ambiente de 39°C por 48 h, os tubos foram agitados a cada 2 h ou 3
a 4 vezes ao dia para eliminar os gases formados (metano) e simular as condi¢cdes no raimen
do animal in vivo. A segunda etapa ocorreu apds completar as 48 h, adicionando-se 0,9 ml de
solucao de pepsina ja misturada ao HCL. No animal in vivo, o pepsinogénio produzido na
parede do estobmago so torna-se ativo em meio acido, por isso, utilizou-se o HCL. Por sua vez,
a pepsina tem como objetivo quebrar as proteinas, convertendo-as em aminodcidos, logo
também promovendo a morte dos microrganismos, semelhante ao que ocorre in vivo. Apos
isto foi necessario aguardar 24 h, mexendo os tubos ocasionalmente, para posterior filtragem
do liquido do tubo. Fez-se trés lavagens das amostras dentro dos sacos com agua morna
destilada e, em seguida, levou-as a estufa a 105°C por uma noite. No dia seguinte, os sacos
foram colocados no dessecador por 40 min para posterior pesagem do saco com o residuo e

calculo da por¢ao da amostra digestivel. Para isso, os calculos seguintes foram conduzidos:

MSi — MSind x 100

%DIMS = MSi

onde,

MSind = M.Sr - M.Sbr

MS; = matéria seca inicial

MS;,¢ = matéria seca indigestivel
MS, = matéria seca residual

MSy,, = matéria seca do branco

Para ajustar a 100% da MS, utilizou-se a féormula:

9% do Resultado

Base seca = 1SE x 100

onde,

% do resultado = % de digestibilidade na analise.
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Figura 11. (A) filtragem do liquido ruminal realizada em campo; (B) medidor de PH; (C)
preparacdo das amostras; e, (D) inje¢do de CO, nas amostras. Fonte: SANTOS (2018).

3.3. DETERMINACAO DE DIOXIDO DE TITANIO

O consumo e a digestibilidade foram analisadas com uso de um indicador de producdo
fecal, o dioxido de titanio (TiO,), ofertado as cabras através de capsulas de papel seda com 2
g cada, em doses unicas via oral todos os dias pela manha antes do pastejo. As fezes foram
colhidas da ampola retal por cinco dias a partir do 10° dia de cada periodo experimental antes
dos animais irem para campo. As amostras de fezes foram devidamente acomodadas em sacos
plasticos, identificadas e congeladas até o momento das andlises, quando foram pré-secas a
55°C, em estufa com circulagao for¢ada de ar, durante 72 h, e moidas em moinho de bolas.

Em seguida, pesou-se 0,4 g de fezes, os quais foram colocados em tubos, e adicionou-se
4 g de mistura catalisadora e 10 ml de 4cido sulftrico. As amostras foram levadas ao bloco
digestor, com a temperatura sendo aumentada em 50°C gradativamente a cada 30 min até
atingir 350°C, permanecendo por 2 h até digestdo total das amostras. Posterior a digestao
foram adicionadas 10 ml de perdxido de hidrogénio a 30%, sendo 1 ml a cada 4 min. O
material do tubo foi transferido para um baldo de 100 ml, adicionando agua destilada até
completar 100 ml. Em seguida foi feita a filtragdo com papel filtro para uma garrafa pléstica.

A obtengdo da concentragao de titanio das fezes foi feita usando um espectrofotometro
de absor¢ao atomica (Figura 12), onde leituras de comprimento de onda de 410 nm foram
conduzidas, em uma curva padrio de resposta de 0, 2, 4, 8 e 10 mg de didxido de titdnio. No

momento da leitura foram adicionadas 3 gotas de peréxido de hidrogénio a 30%.
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Figura 12. (A) amostras; (B) inser¢cdo das amostras no espectrofotometro; (C) cubetas com
amostras e branco no aparelho espectrofotometro; e, (D) leitura das amostras. Fonte:

(RIBEIRO, 2018).

3.4. ANALISE DE CREATININA EM CAPRINOS

Para a andlise de creatinina, utilizou-se urina de cabras que foram suplementadas com
concentrado, alimentadas em pastejo na Caatinga. No 16° dia de cada més do periodo
experimental era coletada amostras de urina de um animal em decubito, por drenagem da
uretra com uma sonda n°08. A urina foi armazenada em tubos de plésticos adicionando-se
acido sulfurico (H,SO4 a 0,036 N). Depois, as amostras foram identificadas e congeladas a -
20°C. A creatinina foi determinada por kit comercial (Labtest®).

A urina foi descongelada e homogeneizada e, retirou-se uma aliquota da amostra para
realizagdo das analises. 0,2 ml de urina foram diluidos em 4,8 ml de 4gua destilada (Figura
13). As analises foram feitas no aparelho espectrofotometro com leitura de ponto final. Os
reagentes do branco, teste e padrao foram preparados conforme a Tabelas 1.

Todos os reagentes ficaram em banho maria com temperatura de 37°C por 10 min, em
seguida, as amostras foram colocadas em cubetas para determinar a absorbancia do branco, do
padrdo e do teste. Para isso, ligou-se o aparelho, o qual foi zerado com a leitura do branco, em
seguida foi feita a leitura do padrdo, e finalmente das amostras com 510 nm de absorbancia.

Os valores foram devidamente anotados para serem usados em calculos posteriores.
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Figura 13. (A) adigdo de adgua destilada nas amostras de urina e, (B) banho maria das amostras

e do reagente Fonte: (RIBEIRO, 2018).

Tabela 1. Reagentes do branco, teste e padrdo usados na andlise de creatinina de urina de

cabras

Branco Teste Padrao
Tampao (n°2) - 2,0 mL 2,0 Ml
Amostra e 02ml -
Agua destilada ou deionizada 025M1 - -
padrdio(n°3) e e 0,25 Ml
Acido picrico (n° 1) 0,5 Ml 0,5 mL 0,5 Ml

3.5. NITROGENIO DE URINA

A urina foi coletada de um animal em decubito, por drenagem da uretra com uma sonda
uretral n° 08. A urina foi armazenada em tubos de plasticos, adicionando-se acido sulfurico
(H2SO4 a 0,036 N). Posteriormente, as amostras foram identificadas e congeladas a -20°C.
Depois, a urina foi colocada em suportes de tubos e descongelada em temperatura ambiente. 2
ml de urina foram colocados em tubos de vidros ja no suporte e acrescentou-se 2 g de mistura
catalisadora e 5 ml de 4cido sulftrico concentrado. Os tubos foram inseridos em bloco
digestor, ajustando o termostato a 100°C, aumentando a temperatura a cada 30 min até atingir
a temperatura em 350°C, durante 3,5 h. Apds isso, o bloco digestor foi desligado e o material
foi mantido durante 30 min no calor remanescente para completar o processo. A destilagdo e a
titulacao (Figura 14) também foram feitas com este material, obedecendo as mesmas etapas ja

descritas neste relatorio.
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Figura 14. (A) insercao de dgua destilada nas amostras; (B) medi¢ao do hidroxido de sodio
para inser¢do no destilador; (C) destilagdo; e, (D) titulagdo da amostra. Fonte: (SANTOS,
2018).

3.6. NITROGENIO AMONIACAL

Amostras de 25 g de silagens de guandu, milho e milheto, e de suas associagdes, foram
coletadas na estacao experimental da Embrapa Semiarido, adicionou-se 200 ml de solugdo de
acido sulfurico H;SO4 a 0,2 N e foram deixadas por 48 h em potes de plastico. Apds esse
periodo, o material foi filtrado usando papel filtro e o liquido foi utilizado para a analise de N-
amoniacal, utilizando 2 ml do liquido filtrado, o qual foi destilado (Figura 15). Posteriormente

foi feita titulacdo e os valores foram anotados.

3.7. EXTRACAO DE DNA POR LISE

Nesta atividade foi feita a extracdo de DNA de bactérias presentes em silagem de
guandu, milho, milheto ¢ de suas associagdes. As amostras foram coletadas em darea
experimental da Embrapa. Pegou-se 1 ml de conteido de bactérias, que foi preparado
previamente para o crescimento em meio Dygs de 12 amostras. Realizou-se a centrifugacao e
depois foi descartado o excedente, sendo no precipitado adicionado 100 ml de NAOH (0,5 N),
deixando agir por 10 min para ocorrer a quebra completa das células (Figura 15). Foi retirada
uma amostra do material lisado e, posteriormente, diluida em 20 ml de solu¢do tampao tris
PH = 8,0 (40 vl) a qual se refere a 4cidos nucleicos (hidroximetil aminometano) para entdo,

armazenadas em frizer a -20°C.
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Figura 15. (A) liquido filtrado; e, (B) destilagdo do N-amoniacal. Fonte: (SANTOS, 2018).
3.8. LEITURA DE METANO (CHa,)

A leitura de CHy foi realizada a partir de amostras de gases que foram coletadas por
meio de seringas e, em seguida, as andlises foram procedidas no laboratério de cromatografia.
Foram realizadas leitura de metano de 24 amostras de material vegetal. O técnico do
laboratorio ¢ quem realiza as andlises. O cromatografo e computador foram ligados e,
comandos executados em programa computacional. A inclusdo da amostra foi feita e, a leitura

realizada automaticamente. Alguns detalhes da anélise sdo observados na Figura 16.

Figura 16. (A) amostras de metano; (B) cromatografo; (C) inser¢do da seringa contendo a

amostra; e, (D) sistema do cromatografo no computador. Fonte: (SANTOS, 2018).
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4. DIFICULDADES ENCONTRADAS

A exaustiva rotina de atividades dificultou a elaboracao do relatério, simultaneamente.
Houve dificuldade de entendimento do objetivo de algumas atividades, as vezes por causa
da complexidade da pesquisa vinculada a dissertagdes de mestrado ou devido a pouca clareza

dos responsaveis imediatos dos trabalhos.

34



5. CONSIDERACOES FINAIS

Diante das atuais discussdes sobre o aquecimento global e a alta vulnerabilidade do
Nordeste brasileiro, em especial do Semidrido, hd uma grande demanda de informacgdes sobre
sistemas de producao de ruminantes neste tipo de ambiente. Levando em consideragdo que
para cada tipo de ambiente, os diversos sistemas de produgdo se comportam de distintas
maneiras, por causa das caracteristicas climaticas, tipo solo e manejo, a avaliagdo continua
destes por meio de técnicas de acompanhamento do desempenho da vegetacdo e do animal ¢
de extrema importancia para a tomada de decisao de qual sistema deve ser adotado. Durante o
estagio supervisionado obrigatorio (ESO) realizado na Embrapa Semiarido, o uso de técnicas
laboratoriais de avaliacdo do desempenho de distintos sistemas de produgdo foi essencial na
fixagdo dos assuntos abordados em sala de aula durante a graduagao. Métodos e equipamentos
foram continuamente recorridos para a preparacdo de solugdes, realizacdo de analises
bromatologicas de plantas forrageiras, medicdo de dioxido de titdnio como indicador do
consumo e da digestibilidade de nutrientes pelos animais, quantificacdo de creatinina e o
nitrogénio amoniacal na urina, extragdo de DNA de bactérias e determinagdo de nitrogénio
em silagem, e, emissdao de metano na ensilagem de plantas forrageiras. Houve sempre a
necessidade da digitalizacdo de leituras em planilhas eletronicas para mensuracao dos
resultados finais das analises. Estes métodos foram usados na avaliagdo dos sistemas de
producdo adaptados pela Embrapa para a criagdo de ruminantes nas condigdes do Semidrido
brasileiro. Esta experiéncia foi decisiva na minha qualificacdo e no direcionamento para o

meu aperfeicoamento profissional em nivel de pds-graduagao.
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