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RESUMO

O presente trabalho de concluséo de curso apresenta as atividades acompanhadas e
desenvolvidas durante o estagio supervisionado obrigatério realizado como parte da disciplina
PRG107 durante o curso de graduacdo em Medicina Veterinaria, na area de analise de alimentos
para animais, no 3RLAB Laboratério de Analises Agropecuérias LTDA, da cidade de Lavras -
MG, sob supervisdo da zootecnista Larissa Estefane Cruz das Gragas e sob orientacdo da
professora Dr.2 Elaine Maria Seles Dorneles, no periodo de 20 de margo de 2023 a 30 de junho
de 2023, com carga horéria total de 420 horas. Dentre as atividades desenvolvidas estiveram a
triagem e preparo de amostras para analise nutricional, acompanhamento de analises por
métodos diretos e indiretos, producao e liberacao de resultados, auditorias no setor de qualidade,
participagdo em treinamentos relacionados a qualidade e seguranga em laboratorio e em
projetos de pesquisa e desenvolvimento. Além disso, no presente trabalho é feita uma revisdo
de literatura acerca do uso da espectroscopia de infravermelho préximo (NIRS) aplicado a
nutricdo animal. As experiéncias vivenciadas durante este periodo permitiram a aplicacdo e
aperfeicoamento dos conhecimentos adquiridos ao longo do curso de graduacdo, assim como
possibilitou adquirir novos conhecimentos, especialmente nas areas de nutricdo animal e

praticas laboratoriais.

Palavras-chaves: Andlise de Alimentos. Nutricdo Animal. Espectroscopia de Infravermelho

Préximo.



ABSTRACT

This course completion work presents the activities monitored and developed during the
mandatory supervised internship carried out as part of the discipline PRG107 during the
graduation course in Veterinary Medicine, in the area of analysis of animal feeds, at 3BRLAB
Laboratdrio de Andlises Agropecuarias LTDA, from the city of Lavras - MG, under the
supervision of zootechnician Larissa Estefane Cruz das Gragas and under the guidance of
Professor Elaine Maria Seles Dorneles, from March 20, 2023 to June 30, 2023, with a total
workload of 420 hours. Among the activities carried out were the screening and preparation of
samples for nutritional analysis, monitoring analyzes by direct and indirect methods, production
and release of results, audits in the quality sector, participation in training related to quality and
safety in the laboratory, and in research and development projects. In addition, in the present
work a literature review is made about the use of near infrared spectroscopy (NIRS) applied to
animal nutrition. The experiences lived during this period allowed the application and
improvement of the knowledge acquired during the graduation course, as well as made it
possible to acquire new knowledge, especially in the areas of animal nutrition and laboratory

practices.

Keywords: Food Analysis. Animal Nutrition. Near Infrared Spectroscopy.
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1 INTRODUCAO

O curso de bacharelado em medicina veterinéria da Universidade Federal de Lavras
possui como requisito final para a sua concluséo a disciplina de estagio supervisionado PRG
107. Esta possui uma carga horaria de 408 horas praticas, que abrangem as atividades realizadas
no estagio supervisionado, e 68 horas teodricas referentes a escrita do Trabalho de Concluséo de
Curso (TCC). A mesma oferece uma oportunidade ao aluno de aperfeicoar conhecimentos
técnicos e cientificos através da vivéncia prética, criar uma rede de contatos profissionais, e
criar um vinculo com o mercado ou instituicdo na area de sua preferéncia. Neste contexto, foi

escolhida a area de analise de alimentos para animais.

A avaliacédo de alimentos se faz importante por permitir uma maior precisao e clareza
durante as tomadas de decisfes na formulacdo de dietas que serdo fornecidas. Isto se da ao fato
dela oferecer informagdes mais confidveis sobre as respostas dos animais frente a nutrigéo,
otimiza o recurso financeiro utilizado, e em carater retrospectivo pode identificar imprecisoes
no plantio, processamento ou armazenamento, etapas que possuem impacto no valor nutricional

dos alimentos.

O local de escolha para realizagdo do estagio supervisionado foi 0 3RLAB Laboratério
de Anélises Agropecuarias LTDA, em Lavras - MG. As atividades foram orientadas pela
professora Dr.2 Elaine Maria Seles Dorneles, e supervisionadas pela zootecnista M.2 Larissa
Estefane Cruz das Gragas, coordenadora de laboratério, no periodo de 20 de marco de 2023 a

30 de junho de 2023, com carga horéria total de 420 horas.

O presente trabalho objetiva relatar as atividades realizadas na empresa durante o
periodo de estagio, aléem de incluir uma revisdo de literatura sobre o uso da andlise da

espectroscopia de infravermelho proximo (NIRS) aplicado a nutri¢do animal.
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2 DESCRICAO DO LOCAL DE ESTAGIO

O 3RLAB Laboratorio de Analises Agropecuarias LTDA é uma empresa atuante na area
de diagnose, processamento de dados e geracdo de informacgBes provenientes de andlises

agricolas e nutricionais.

Figura 1 - Fachada do 3RLAB Laboratério de Analises Agropecuarias LTDA.

Fonte: Da autora (2023).

Fundado em 2013 pelo Grupo Rehagro, faz parte de um grupo de empresas (Figura 2)
que englobam ensino, pesquisa, consultoria e produgéo de produtos bioldgicos. Sua sede esta
atualmente localizada na cidade de Lavras - MG, possuindo também unidades nas cidades de
Goiania - GO e Chapec6 — SC.
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Figura 2 - Empresas do Grupo Rehagro.

Grupo Rehagro

FACULDADE

Rehagros Rehagroz Rehagros (3r JE) blomlp

Fonte: Rehagro Consultoria (2023).

Os servigos realizados voltados para a agricultura abrangem analises de solo,
fertilizantes e foliar, e os voltados para nutri¢cdo animal abrangem anélises de alimentos, 4gua

e fezes.

O laboratorio possui os principais selos de certificacdo (Figura 3), sendo o Unico
laboratério brasileiro com certificagdo americana National Forage Testing Association

(NFTA), o que o classifica como laboratério de referéncia.

Figura 3 - Selos de Certificacdo do 3RLAB.

3riab Laboratério de Analises
Agropecuarias Ltda

PROGRAMA
INTERLABORATORIAL
PROFERT

12023 2 | rocpaneguaescs | i,

T MICRONUTRIENTES
ANALISE FOLIAR

TEXTURA
vanix3at

DEPTO. DE CIENCIA DO SOLO
ESALO/USP

2023

PROFERT
Laboratorio Proficiente

CONTROLE DE
QUALIDADE

BASICAS FERTILIDADE

fl
"g

it B
g . JOVOIULY3SSYISYE

Excellence
in Forage Testing

Fonte: 3RLAB (2023).
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2.1 Area fisica

2.1.1 Area de recepcéo de amostras

A recepcdo das amostras ocorre na area apresentada na Figura 4, séo recebidas amostras
destinadas a andlise no setor de agricultura e setor de nutricdo animal. Neste local, além do
cadastro no sistema de gestdo de analise, também sdo confeccionadas as etiquetas de

identificacéo.

Figura 4 - Area de recepcao de amostras do 3RLAB.

Fonte: Da autora (2023).

2.1.2 Sala de secagem

A sala de secagem representada na Figura 5 é o local destinado a homogeneizacéo,
secagem em micro-ondas, e as analises de processamento. Também dispde de estrutura
destinada ao armazenamento das amostras que poderdo ser utilizadas como contraprova até a

liberacdo dos resultado das analises das mesmas.
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Figura 5 - Sala de secagem do 3RLAB.

- ,.”' 7'

Fonte: Da autora (2023).

2.1.3 Sala de moinhos

A sala de moinhos (Figura 6), compartilhada entre o setor de nutricdo animal e
agricultura, é destinada a moagem das amostras para que as mesmas atinjam a granulometria

necessaria para as analises.

Figura 6 - Sala de moinhos do 3RLAB.

Fonte: Da autora (2023).
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2.1.4 Sala de anélise NIRS

A sala de andlise NIRS apresentada na Figura 7 € o local de uso exclusivo do
equipamento responsavel por essa andlise. Também dispde de espaco destinado ao

armazenamento das amostras realizadas recentemente.

Figura 7 - Sala de anélise NIRS do 3RLAB.

Fonte: Da autora (2023).

2.1.5 Laboratdrio de analises quimicas

O laboratorio de analises quimicas representado na Figura 8 é um local compartilhado
entre os setores de agricultura e nutricdo animal. Ele dispbe de diversos equipamentos que
permitem este tipo de analise nas amostras recebidas, apds as mesmas terem passado pelo

processamento e analise NIRS.
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Figura 8 - Laboratdrio de analises quimicas do 3RLAB.

Fonte: Da autora (2023).

2.1.6 Sala de digestao

A sala de digestdo (Figura 9) é destinada ao preparo e manuseio de solugfes para
digestdo que utilizem produtos quimicos que apresentam risco ao manuseio. Possui uma capela
de exaustdo, que além de exaurir os vapores, também atua como barreira fisica proporcionando

protecdo ao analista e ao ambiente.

Figura 9 - Sala de digestdo do 3RLAB.

PP __ad -

Fonte: Da autora (2023).
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2.1.7 Outras dependéncias

Além das areas detalhadas anteriormente o laboratdrio conta com o setor administrativo,
sala de controle de qualidade, salas de geréncia do setor de agricultura e nutricdo animal, sala
de pesquisa e desenvolvimento, sala de reunides, &rea de armazenamento de amostras

processadas e analisadas, almoxarifado, refeitorio e sanitarios.
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3 ATIVIDADES REALIZADAS

Durante o periodo de estagio houve a participacdo na triagem e preparo de amostras
para analise nutricional, que abrangem as etapas de homogeneizagdo, secagem e moagem.
Acompanhamento de analises por métodos diretos e indiretos. Acompanhamento da producgéo
e liberacdo de resultados das analises. Acompanhamento de auditorias no setor de qualidade.
Participacdo em treinamentos relacionados a qualidade e seguranca em laboratorio, realizados
quinzenalmente com carater educacional. E participagdo em projetos de pesquisa e

desenvolvimento, voltados a tecnologia de espectroscopia de infravermelho proximo.

Figura 10 - Fluxograma das atividades realizadas no setor de nutri¢cdo animal.

Recepcéo de
amostra

v

Preparo de
amostras

v v v

Anélise de Anélise Anélises
processamento |~ NIRS - quimicas

v

Analise e
liberagdo de
resultados

Fonte: Da autora (2023).
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3.1 Recepc¢éo de amostra

A etapa de recepcdo de amostras consiste no cadastro do cliente e da amostra no sistema
de gestdo de analises, este sistema € utilizado desde a recepcdo até a etapa final de geracao de
laudos (Figura 11). Apds o cadastro, é confeccionada uma etiqueta com codigo de barras e

identificacdo numérica que sera a identificacdo da amostra durante todo o processo de analise.

Figura 11 - Sistema de gestdo de anélises do 3RLAB.

Gestao de Analises =

& Nutrigio Animal v & Amostras - Nutricdo Animal
Secagem (Microondas/Estufa)
Fertilizantes Minerais Fertilizantes Orgdnicos Corretivos/Condicionadores Nutri¢do Animal Tecido Vegetal Solos
Matéria Seca 105°C
Aguas .
@ Filtro
Amido
s Cliente: Empreendimento: Pacote: Técnico:
Cloreto

Extrato Etéreo

Tipo de Amostra: COoD: Descrigdo: Liberado:
Fibra em Deterg. Acido
v
Fibra em Deterg. Neutro
Lignina Cédigo de Barras: Entrada de: Saida de:
Minerais (Exportagdo dd/mm/aaaa ] dd/mm/aaaa
Minerais (Importagéo) dd/mm/aaaa ) dd/mm/aaaa

Nitrogénio ndo Proteico

Fonte: Sistema interno 3RLAB (2023).

No periodo de 20 de margo de 2023 a 20 de junho de 2023 foram recebidas 5809
amostras, sendo destas 3431 (59,06%) silagens de milho, 453 (7.80%) gramineas que abrangem
capins, fenos, silagem de capim e pré-secado, e 1925 (33,14%) com outras classificacdes como
grdos, farelos, silagens de sorgo, residuos de cervejaria, sal mineral, entre outros (Grafico 1).
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Gréfico 1- Amostras recebidas no 3RLAB no periodo de 20 de margo de 2023 a 20 de junho
de 2023.

59%

Silagem de milho Gramineas m Qutros

Fonte: Da autora (2023).

3.2 Preparo de amostras

A primeira etapa do preparo de amostras € a homogeneizacao, realizada a fim de garantir
uma maior representatividade ao separar parte da amostra que sera pesada. A homogeneizacao
pode ocorrer de diferentes formas de acordo com a categoria do alimento: silagens, capins,
fenos, dietas, e graos Umidos sdo quarteados em bancada; proteinados e minerais no aparelho
quarteador e misturas de grdos, farelos, e grdos secos homogeneizados em recipiente de

aluminio com auxilio de uma colher.

Ap0s a pesagem as amostras sdo submetidas a secagem, sendo em sua maioria realizada
em forno micro-ondas, com excecdo de fezes e silagens destinadas a analises de processamento
gue sdo encaminhadas para a estufa e proteinados e minerais que ndo sdo submetidos a este
processo. Ao concluir a etapa de secagem, as amostras sdo destinadas ao moinho ultracentrifugo
a fim de atingirem a granulometria de 1,0 mm. Ja moidas, sdo armazenadas em sacos ziploc e

destinadas as analises solicitadas pelo cliente.
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3.3 Andlises de processamento de amostras

3.3.1 Kernel Processig Score (KPS)

O KPS é uma método de avaliacdo da disponibilidade do amido da silagem de milho. A
técnica atualmente utilizada foi proposta por Ferreira e Mertens (2005), e consiste na passagem
de uma amostra representativa da silagem por um conjunto de cinco peneiras e fundo que
apresentam crivos de 9,50; 4,75; 2,36; 1,18; 0,50 mm, dispostas na vertical e em ordem

decrescente, que sdo submetidas ao agitador elétrico por 10 a 15 minutos.

A peneira com o crivos de 4,75 mm fara a separacdo dos grdos intactos ou dos grandes
fragmentos, que apresentam tamanho maior que um quarto de grdo, com o restante das
particulas, tornando possivel a avaliacdo quantitativa do processamento dos graos (FERREIRA
& MERTENS, 2005). Quanto maior o indice, isto €, maior porcentagem de amido da amostra
capaz de passar na peneira de 4,75 mm, mais facilitado sera o acesso ao amido pelos

microrganismos ruminais.

No 3RLAB este teste devera estar associado a uma analise de NIRS, pois 0 amido
presente em cada fracdo de peneiras sera analisado pelo equipamento juntamente ao peso obtido
de cada peneira e por fim € gerado o resultado através do sistema de gestdo de analise. Os
valores de KPS acima de 70% sé&o considerados excelentes, entre 50 a 70% séo considerados
adequados e valores abaixo de 50% s&o considerados ruins (FERREIRA & MERTENS, 2005).

3.3.2 Penn State

A analise Penn State consiste no uso de um conjunto de peneiras para determinacéo do
tamanho das particulas de fibra que serdo fornecidas, sendo seu uso de extrema importancia
para formulacgdo de dietas para vacas leiteiras, e com aplicabilidade da analise também a campo
(HEINRICHS & JONES, 2013).

Sua importancia se da pela necessidade de equilibrar o fornecimento de fibra
fisicamente efetiva (FDNfe), proporcionando niveis adequados de salivacdo, ruminagéo, pH
ruminal, e por conseguinte saude intestinal, sem impactar negativamente no consumo de
matéria seca (HEINRICHS & JONES, 2013). O atual conjunto utilizado possui orificios de 4
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mm na peneira inferior, esta dimensdo possibilita a retencdo de particulas da dieta que
contribuirdo para a ruminagéo. (HEINRICHS & JONES, 2013). Os valores recomendados de

distribuicdo das particulas sdo representados na Tabela 1.

No 3RLAB os alimentos permitidos para essa analise sdo forragens e dietas completas,
sendo este Gltimo, a mistura de volumosos com concentrados. O fundo e as trés peneiras sao
pesados individualmente e posteriormente € obtido o resultado pelo sistema de gestdo de

analise.

Tabela 1 - Valores recomendados de distribuicdo das particulas para forragem e dieta total

misturada.
Peneira Orificio (mm)  Particula (mm) Forragem (%) Dieta total (%)
Superior 19 > 19 10-20 2-8
Intermediaria 8 8-19 45-175 30-50
Inferior 4 4-8 30-40 10-20
Fundo - <4 <10 30-40

Fonte: Adaptado de HEINRICHS & JONES (2013).

3.3.3 Tamanho de particula de grdo (TPG)

O tamanho de particula de grdo (TPG) também conhecido como didmetro geométrico
médio (DGM) diz respeito a granulometria dos grdos. Essa analise, especialmente aplicada ao
milho, exerce um importante papel uma vez que a granulometria influencia diretamente a
conversdo alimentar e a producdo de suinos e frangos (ZANOTTO et al., 2016). Para suinos, é
recomendado as faixas de TPG entre 0,480 e 0,600 mm, estes valores menores de granulometria
aumentam o valor energético do milho para esta espécie, consequentemente tendo como
resultado um melhor desempenho zootécnico (ZANOTTO et al., 2016). Em contrapartida, para
frangos de corte é recomendada a faixa de 0,850 a 1,050 mm, pois o TPG ndo exerce impacto
no desempenho zootécnico nesta categoria, por isso valores maiores deste parametro serao
almejados, pois irdo reduzir a demanda com energia elétrica propiciando o melhor rendimento
durante a moagem (ZANOTTO et al., 2016).
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No 3RLAB os alimentos permitidos para esta analise sdo os grdos em geral. As seis
peneiras com crivos de 2; 1; 0,500; 0,350; 0,250; 0,106 mm e o fundo s&o dispostos
verticalmente e em ordem decrescente, e submetidas ao agitador elétrico por 10 minutos. A
pesagem € realizada individualmente, e logo apos é obtido o resultado pelo sistema de gestao

de analise.

3.4 Analises quimicas

A anélise quimica é o método de referéncia para a definicdo da composi¢do dos
alimentos, embora ndo forneca resultados quantitativos de um composto individualizado, e sim
de um grupo de compostos quimicos. Por exemplo, a analise de proteina bruta inclui compostos
quimicos nitrogenados como um todo, assim como o extrato etéreo abrange os triglicerideos e

compostos soltveis em éter (GOES et al., 2010).

O método de analise quimica mais utilizado ¢ denominado método de Weende, que
também é conhecido como analise proximal (Figura 12). Adicionalmente, a analise de proteina
normalmente é realizada pelo método de Kjeldahl, e a andlise de fibra com maior precisédo de
informacdes é realizada pelo método de Van Soest (GOES et al., 2010; PADMORE, 1990;
VAN SOEST etal., 1991).

Figura 12 - Composicdo dos alimentos segundo a analise proximal.

Alimento
Matéria Seca Agua
Matéria organica Matéria inorgénica
Compostos ndo nitrogenados Compostos
nitrogenados
Carboidratos Extrato
etéreo

Fibra Extrato ndo
nitrogenado

Fonte: Adaptado de ANDRIGUETO et al. (1982).
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3.4.1 Matéria seca

A matéria seca ¢é definida como a porcéo do alimento isenta de 4gua ou umidade. E nesta
fracdo que estdo contidos os nutrientes, motivo pelo qual os resultados das analises quimicas
sdo apresentados com base na mesma, 0 que permite uma comparacdo facilitada entre as
composicdes nutricionais nao levando em consideracgéo o percentual de agua (SALMAN et al.,
2010).

No 3RLAB a matéria seca € previamente definida apds a secagem em micro-ondas, este
dado ¢ utilizado para a analise NIRS realizada posteriormente. Porém, devido ao tempo
decorrido até a realizacdo das andlises quimicas, as amostras adquirem umidade do ambiente.
Por isso, com a finalidade de correcdo do dado obtido anteriormente, a matéria seca residual é
definida por meio do método de umidade volateis a 105° por gravimetria em estufa, gerando

uma maior precisdo em todos os dados das analises quimicas realizadas.

3.4.2 Proteina bruta

A proteina bruta € definida como um grupo de substancias de estruturas semelhantes,
mas que se distinguem em suas funcdes fisioldgicas. Compde este grupo o nitrogénio proteico
propriamente dito e outros compostos nitrogenados ndo proteicos, como aminas, amidas,
amonia, lecitinas, nitrilas e aminodcidos livres (BERCHIELLI et al., 2006; GOES et al., 2010).

No 3RLAB a analise de proteina bruta é realizada pelo método de Kjeldahl com digestdo
acida e titulacdo em 4cido bdrico (PADMORE, 1990). Pelo fato de possuirem, quase
constantemente, 16% de nitrogénio, o valor da proteina bruta se da através da determinacdo do
percentual de nitrogénio multiplicado pelo fator de conversédo 6,25 (GOES et al., 2010). Por
essa metodologia ndo considerar variagdo no teor de nitrogénio e ndo permitir avaliar a
qualidade da proteina, também se faz necessaria a analise de nitrogénio néo proteico (SALMAN
et al., 2010).
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3.4.3 Nitrogénio néo proteico

O nitrogénio ndo proteico é uma das fontes de compostos nitrogenados utilizados na
alimentacdo de ruminantes com o intuito de adequar os niveis de proteina degradada no rimen

e diminuir o custo da suplementacéo proteica (BERCHIELLI et al., 2006).

A sua andlise isolada da proteina bruta se faz necesséria pelo fato da composicao
quimica e fisica da proteina impactarem sua degradabilidade, sendo o nitrogénio nao proteico
integralmente e rapidamente degradado no raimen (BERCHIELLI et al., 2006).

No 3RLAB a andlise de nitrogénio ndo proteico é realizada pelo método de Kjeldahl
(PADMORE, 1990).

3.4.4 Fibraem detergente neutro (FDN)

Os constituintes da célula vegetal podem ser divididos em contetdo celular, composto
por carboidratos solUveis em &gua, lipideos e proteinas, e parede celular composta por celulose,
hemicelulose, lignina e proteina insoldvel (SALMAN et al., 2010).

O detergente neutro permite a separacdo do contetdo celular e da parede celular, sendo
esta Oltima denominada fibra em detergente neutro. O conteudo celular solubiliza neste
detergente, enquanto a parede ndo, podendo ser separada por filtragem (SALMAN et al., 2010;
VAN SOEST etal., 1991).

No 3RLAB a analise de fibra em detergente neutro é realizada pelo método de VVan Soest

utilizando saco filtrante A200.

3.4.5 Fibraem detergente acido (FDA)

O detergente acido permite a separacdo do contetdo celular, da hemicelulose e da maior
parte da proteina insoltvel (soltveis no detergente), da porgdo constituida de lignina e celulose
(denominado fibra em detergente acido). A fibra em detergente acido € a por¢cdo menos
digestivel da parede celular (SALMAN et al, 2010; VAN SOEST et al., 1991).
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No 3RLAB a anélise de fibra em detergente &cido é feita pelo método de Van Soest
utilizando saco filtrante A200.

3.46 Amido

O amido é um polissacarideo que faz parte da fracdo de carboidratos nao fibrosos das
plantas. Assim como a celulose € constituido de unidade de glicose, se diferenciando por meio
das ligacOes entre elas, a celulose possui ligacdes beta e por isso é hidrolisada apenas pelos
microrganismos ruminais, j& o amido possui ligacdes alfa sendo possivel sua hidrélise por
enzimas secretadas pelos animais e pelos microrganismos ruminais (BERCHIELLI et al.,
2006).

As unidades de glicose do amido sdo organizadas em dois homopolissacarideos
denominados amilose e amilopectina. A amilose apresenta uma cadeia linear com ligacOes
glicosidicas do tipo alfa (1,4) enquanto a amilopectina além da cadeia linear com ligacGes alfa
(1,4), possui varias ramificacbes com ligacbes glicosidicas do tipo alfa (1,6). Essa ligacdes
especificas permitem o uso de métodos enzimaticos para a analise quantitativa do amido
(BERCHIELLI et al., 2006).

No 3RLAB a analise de amido é realizada pelo método enzimatico-colorimétrico

utilizando as enzimas alfa-amilase e amiloglicosidase.

3.4.7 Lignina

A lignina é um componente da parede celular vegetal que atua negativamente sobre a
digestibilidade dos nutrientes, seu percentual na composi¢do da planta aumenta conforme a
maturidade vegetal. Ela funciona como uma barreira fisica na digestdo dos nutrientes que estao

localizados no conteudo celular, sendo a mesma também pouco digerivel (GOES et al., 2010).

No 3RLAB a analise de lignina é realizada pelo método de residuos de FDA em digestéo

com &cido sulfurico 72%.



30

3.4.8 Extrato Etéreo

Os lipideos compdem a fracdo mais energética dos alimentos, sdo substancias sollveis
em solventes organicos denominados extratores, como o éter. O extrato etéreo é constituido
pelos lipideos, e outros compostos igualmente soluveis pelos extratores, como ceras, acidos
graxos livres, carotenoides, clorofila e outros pigmentos, esteroides, etc. (GOES et al., 2010;
SALMAN et al, 2010).

No 3RLAB o extrato etéreo é analisado por meio da extracdo de solvente pelo método de
Goldfish.

3.49 Cinzas

As cinzas, também denominadas como matéria mineral, representam a porcdo
inorganica presente na amostra analisada (BERCHIELLI et al., 2006). A partir dela é possivel
também estimar o valor de matéria organica, subtraindo o seu valor ao de matéria seca
(BERCHIELLI et al., 2006).

No 3RLAB a andlise de cinzas é realizado pelo método de calcinagdo em forno mufla a
550 °C.

3.4.10 Minerais

Os minerais sdo compostos inorganicos, ndo produzidos pelo organismos, sendo assim
considerados nutrientes essenciais. Sdo divididos em macromineirais € microminerais de
acordo com a quantidade requerida pelo organismo, e possuem diferentes fungdes bioldgicas
(SALMAN et al., 2010).

No 3RLAB a anélise de minerais € feita por calcinacdo, seguida de digestdo &cida com
consecutiva leitura realizada no espectrofotbmetro de emissdo O&ptica com plasma
indutivamente acoplado (ICP — OES). Os macrominerais analisados no laboratorios sao calcio,
fosforo, potassio, magneésio, enxofre e sodio, e 0s microminerais sdo zinco, manganés, cobre,

ferro, aluminio e boro.



31

3.5 Anélise NIRS

O espectrémetro de refletancia no infravermelho préximo é um equipamento utilizado
para andlises de alimentos usando o principio de emissdo de radiagdo eletromagnética. Possui
uma camara de leitura Gtica e um software que realiza as corre¢des estatisticas que promovem
identificacdo, qualificacdo e quantificacdo dos compostos organicos nos alimentos.
(CAMPESTRINI et al., 2005).

No 3RLAB, a anélise NIRS ¢é realizada imediatamente ap6s a moagem das amostras e
o0 laudos sdo liberados em até um dia util desde a chegada das mesmas no laboratorio. Para esse
tipo de analise sdo permitidas amostras de gramineas, silagens, racdes, fezes, graos, farelos e
residuos. S@o analisados o teor de umidade, matéria seca, proteina, aminoacidos, cinzas,
carboidratos ndo fibrosos, FDA, FDN, lignina, amido, extrato etéreo, &cidos graxos totais e
digestibilidade.

A empresa possui parceria com o laboratério americano Rock River Laboratory Inc.,
sendo as curvas de calibracdo do equipamento e o teste de controle de qualidade de amostragem

realizados no sistema desenvolvido pelo parceiro.

Alem do espectrémetro de bancada utilizado para as analises comerciais, o laboratdrio
conta com equipamentos NIRS portateis, 0 NeoSpectra Scanner, que sdo utilizados pela equipe
de pesquisa e desenvolvimento para a alimentacdo de curvas de calibracdo de amostras de

silagens de milho frescas.
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4 USO DA ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO PROXIMO (NIRS)
APLICADO A NUTRICAO ANIMAL

4.1 Introducao

O infravermelho proximo é a regido do espectro magnético que abrange os
comprimentos de onda de 780 a 2500 nm, localizando-se entre a luz visivel e o infravermelho
médio (Figura 13) (LOPEZ, 2013). A NIRS é a técnica que permite o estudo entre as interacdes
da radiacdo eletromagnética desta regido com a matéria por meio da absor¢éo da radiacéo pelos
compostos organicos, especialmente aqueles que possuem ligagdes C-H, N-H, O-H e S-H
(LOPEZ, 2013; PASQUINI, 2018; TIBOLA et al., 2018). A interacdo entre a energia e a
matéria segue a Lei de Beer-Lambert, sendo a absorbancia em qualquer comprimento de onda
proporcional ao nimero ou concentracdo de moléculas absorventes presentes no trajeto de
radiacdo (LOPEZ, 2013).

Figura 13 - Caracteristicas da radiacéo eletromagnética em uma parte do espectro
eletromagnético que inclui o infravermelho préximo.

Em—— -

A, nm  100.000 10.000 1.000 100
cm”’ 100 1.000 10.000 100.000
Hz 3,0x 10" 3,0x 10" 3,0x10™ 3,0x10%
k mol' 1,2 12 120 1200
eV 1,2 x 103 0,12 1,24 1,24 x 10°

Fonte: TIBOLA et al. (2018).

Para obter as informacfes sobre as propriedades quimicas das amostras com
confiabilidade, fazem-se necessarias algumas etapas, como a selecdo de amostras, aquisicdo
dos dados, leitura espectral, processamento matematicos dos dados espectrais, e por fim, a
rotina analitica (BERZAGHI et al., 2009; CAMPESTRINI et al., 2015).
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Com as etapas de calibracdo realizadas, os aparelhos NIRS apresentam eficiéncia e
versatilidade em seu uso, sendo atualmente utilizado em diversas areas como analise de
alimentos, farmacos, combustiveis e materiais (TIBOLA et al., 2018). Possui enorme relevancia
principalmente na analise de produtos agricolas, podendo ser utilizado na industria de ragdes
para determinar a composi¢do e a digestibilidade destes produtos, e tendo também um
importante papel na avaliagdo de rastreabilidade podendo evitar possiveis fraudes (BERZAGHI
etal., 2009; TIBOLA et al., 2018).

4.2 Referencial Tedrico

4.2.1 Evolucdo da técnica

A faixa de radiacdo eletromagnética do infravermelho proximo foi descoberta no ano de
1800 por Sir William Herschel, sendo esta a primeira por¢do do espectro eletromagnética ndo
visivel identificada (PASQUINI, 2018; TIBOLA et al., 2018). Embora descoberta no século
XVIII, por muitos anos ndo houveram estudos que aprofundassem melhor no entendimento e
aplicacdo da mesma (PASQUINI, 2018; TIBOLA et al., 2018).

Alguns trabalhos foram publicados utilizando a espectroscopia NIR para determinar a
agua presente em gelatina e misturas de hidrocarbonetos nos anos de 1938 e 1950 (PASQUINI,
2018; TIBOLA et al., 2018). Mas apenas na década de 1960, Karl Norris desenvolveu trabalhos
abordando os principios da técnica, iniciando a disseminacdo da mesma no meio académico.
Nas decadas de 1970 e 1980, Thomas Hirschfeld desenvolveu trabalhos relacionados aos
fundamentos e a instrumentacao da técnica (PASQUINI, 2018; TIBOLA et al., 2018).

Com os trabalhos de Karl Norris, observou-se a necessidade de ferramentas matematicas
para resolver os problemas relacionados a falta de seletividade das informacdes provenientes
dos espectros de leitura obtidos com a espectroscopia NIR (PASQUINI, 2018; TIBOLA et al.,
2018). Esta observacdo fez com que na década de 1980 fossem introduzidas técnicas
quimiomeétricas de tratamento de dados (PASQUINI, 2018; TIBOLA et al., 2018).

No ambiente industrial a insercdo da técnica foi realizada por Phil Williams, como
método alternativo ao de Kjeldahl na determinacéao de proteina (PASQUINI, 2018; TIBOLA et
al., 2018). Além de despertar o interesse por ser uma técnica rapida e limpa em comparacao

com a analise quimica, as companhias fabricantes de instrumentos passaram a produzir o
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equipamento com as especificacdo necessarias para conseguirem operar na faixa espectral NIR

(PASQUINI, 2018; TIBOLA et al., 2018).

Atualmente, a espectroscopia NIR tem grande relevancias como método analitico, sendo
incorporada e utilizada em varias &reas do setor produtivo e industrial, e cada vez mais
aperfeicoada atraves de normas e estudos que guiam o desenvolvimento, validacdo e
manutencdo deste método (ALMEIDA et al., 2018; GINDRI, 2016; MONTEIRO et al., 2017,

NOVINSKI, 2013; PASQUINI, 2018; TIBOLA et al., 2018).

4.2.2 Os trés pilares da técnica

Os trés pilares de sustentacdo da tecnologia NIRS representados na Figura 14 sdo 0s
fundamentos da espectroscopia vibracional, a quimiometria, e a instrumentacéo, sendo os trés

simbioticos e igualmente relevantes (PASQUINI, 2018).

Figura 14 - Pilares de sustentacédo da tecnologia NIRS.
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Fonte: PASQUINI (2018).

4.2.2.1 Fundamentos

A espectroscopia NIR permite o entendimento da composi¢cdo de amostras organicas
através do principio de emisséo da radiacdo eletromagnética, sendo capaz de identificar ligacGes

covalentes presentes nestes compostos. As ligagcdes representam os vinculos entre 0s atomos,



35

que vibram por todo tempo gerando o estiramento e a compressao das moléculas, resultando
também em um movimento de onda dos atomos, que variam de acordo com a energia da ligagdo
e os elementos envolvidos (GINDRI, 2016; PASQUINI, 2018).

A interacdo da radiacdo NIR com a amostra pode ocorrer de vérias formas com
diferentes arranjos geométricos, como transmitancia, refletancia difusa, transmitancia difusa,
interactancia e transflectancia (PASQUINI, 2018). A refletancia difusa, representada na Figura
15, é o tipo de medicdo que predomina nesta analise, nela a radiacdo NIR é emitida sobre a
amostra solida, ocorre a interacdo entre os constituintes e a radiagdo, sendo esta Gltima
parcialmente absorvida, enquanto a outra parte refletida até o detector para ser mensurada e
analisada (PASQUINI, 2018). Deste modo, a absorc¢éo e a reflexao séo os principais fendmenos
que afetardo o espectro de refletancia (GINDRI, 2016; PASQUINI, 2018).

Figura 15 - Processo de irradiacdo da amostra com a luz infravermelho e posterior refletancia
da luz ndo absorvida pela amostra.

\

Fonte: GINDRI (2016).

A complexidade de um espectro NIR aumenta de acordo com a composic¢ao da amostra,
sendo a interpretacdo de compostos organicos mistos mais dificil do que a de compostos puros
(GINDRI, 2016; PASQUINI, 2018). Essa diferenca ocorre devido ao elevado nimero de

ligagBes dos compostos organicos que, apesar de serem diferentes, absorvem luz em um mesmo
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comprimento de onda, gerando uma sobreposicdo (BERZAGHI et al. 2009; GINDRI, 2016). A
Figura 16 exemplifica esta similaridade entre as regides dos picos de absorbancia.

Figura 16 - Regides de picos de absorbancia das moléculas quimicas dentro da regido do
infravermelho proximal.

10 10
ROM RCOH RCOR°  ROH
==
ArOH CONH; RNH, POH RNH,
CONMR ArCH  SH CONM; CONHy(H)
H
CH CH H CH
A
Hy Hy Hy cC CHy
==
CHy CHy CHy CHy
1,100 1,300 1,500 1,700 1,900 2,100 2,300 2,500
Comprimentos de onda (nm)

Fonte: GINDRI (2016).

Devido ao fator de confusdo na diferenciacdo dos picos de absorcdo, a predicdo da
composi¢do da amostra a partir de modelos matematicos simples se torna dificil, uma vez que
estes indicam apenas os comprimentos de ondas referentes a cada composto, e nestes casos ndo
é possivel a individualizacdo (BERZAGHI et al. 2009; GINDRI, 2016). Com isso, por ndo
existir modelo matematico capaz de interpretar sozinho a reflexdo de amostras heterogéneas,
0s equipamentos com tecnologia NIRS requerem calibracfes que sdo realizadas através de
amostras com composi¢cdo quimica conhecida, que sdo utilizadas para comparagdo com 0s
espectros obtidos pelo equipamento através de métodos matematicos e estatisticos, conhecidos
como métodos quimiométricos (BERZAGHI et al. 2009; GINDRI, 2016).

4.2.2.2 Quimiometria

A guimiometria € a area de estudos que utiliza métodos matematicos e estatisticos para

fornecer informagfes por meio da andlise de dados quimicos (BERZAGHI et al. 2009). Na
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espectroscopia NIR ela é aplicada para relacionar as informagfes eletromagnéticas,
representadas pelos espectros, com as informagdes da composi¢do quimica obtida através do
método de referéncia, sendo esse processo conhecido como calibracdo (BERZAGHI et al. 2009;
GINDRI, 2016).

Para calibracdo, as relacfes matematicas e estatisticas dessas duas fontes de informagGes
podem ser obtidas por vérias técnicas, sendo que as mais utilizadas sdo a regressdo linear
multipla, a analise de componentes principais e a regressdo por minimos quadrados parciais
(LOPEZ et al., 2013). Essa relacdo obtida pela calibragdo permitira prever a composicio
quimica com base nos dados dos espectros (BERZAGHI et al. 2009).

Em resumo, para construcdo de um modelo de predicdo deve-se cumprir as seguintes
etapas: aquisicdo de dados espectrais, sendo as amostras usadas similares no tipo e diversas
quantitativamente em composi¢do; analise através do método quimico de referéncia para
determinar as composi¢fes das amostras; desenvolvimento da relacdo matematica entre
espectro e composicdo quimica obtida pelo método de referéncia; e validacdo do modelo através
do uso de um conjunto que amostras que n&o foi utilizado para a calibracdo (BERZAGHI et al.
2009).

4.2.2.3 Instrumentacéao

Os equipamentos de analise NIRS geralmente possuem cinco componentes principais:
uma fonte de energia radiante, um seletor de comprimento de onda, recipientes para a amostra,
um detector de radiacdo que converte a energia radiante em um sinal elétrico, e uma unidade

de processamento de leitura do sinal (GINDRI, 2016).

O material dos componentes também devem ser adequados a anélise, sendo 0s materiais
Opticos produzidos para que ndo absorvam os comprimentos de onda utilizados, e a fonte da

luz infravermelho proximo composta por sélidos inertes aquecidos (GINDRI, 2016).



38

4.2.3 Beneficios e desafios

Quando comparado aos métodos quimicos convencionais a analise NIRS apresenta uma
série de vantagens como a rapidez, baixo custo por ndo haver o uso de reagentes e menor mao-
de-obra, preparo minimo de amostras abrangendo apenas a secagem e moagem ou nenhum,
andlise simultanea de véarios componentes, e a aplicabilidade em vérios locais desde o
laboratdrio até o campo (BERZAGHI et al. 2009; CAMPESTRINI et al., 2015; ALMEIDA et
al., 2018).

Em contrapartida, possui algumas desvantagens a serem consideradas, como o fato de
ser um método analitico secundario e portanto é necessario que se realizem analises quimicas
para construcao e manutencédo da calibracdo, sendo esta Gltima uma etapa que exige estrutura e
mé&o-de-obra capacitada, e ainda requer um grande conjunto de dados para que seja precisa
(BERZAGHI et al. 2009; CAMPESTRINI et al., 2015; ALMEIDA et al., 2018). Além disso,
apesar de possuirem baixo custo de medi¢do, o investimento inicial para aquisicdo dos
equipamentos é elevado (BERZAGHI et al. 2009; CAMPESTRINI et al., 2015; ALMEIDA et
al., 2018).

4.2.4 Novas perspectivas

No momento atual a tecnologia NIRS continua em constante crescimento, tanto em
pesquisas que em sua maioria ja sao voltadas as suas areas especificas de aplicacdo, quanto na
acessibilidade da tecnologia pela cadeia produtiva de alimentos (ALMEIDA et al., 2018;
GINDRI, 2016; MONTEIRO et al., 2017; NOVINSKI, 2013; PASQUINI, 2018; TIBOLA et
al., 2018).

No setor agricola, sdo notadas duas tendéncias de desenvolvimento, a criacdo e
implementacao de espectrofotdmetros NIR portateis, que possibilitam a aplica¢do da tecnologia
a campo e em fabricas de racdo, otimizando o controle de qualidade de produtos e processos
(SANTOS et al., 2013; PASQUINI, 2018). E o uso de imagens hiperespectrais, através das
quais é possivel obter, alem das composi¢cdes das amostras, mapas de concentracdo do
componentes de acordo com sua distribuigcdo na superficie de amostras heterogéneas (NANSEN
et al., 2008; PASQUINI, 2018).
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4.3 Conclusdo

A espectroscopia NIR vem sendo bem explorada a fim de gerar métodos analiticos
precisos e rapidos como alternativa aos métodos quimicos de referéncia na anélise de alimentos.
A utilizacdo de equipamentos que possuem essa tecnologia representa um avanco na nutrigdo
animal, tanto pela liberdade geografica que 0s novos equipamentos portateis promovem, quanto

pelos menores impactos ambientais que a analise NIRS proporciona.

Ainda hd muitas aplicacdes a serem exploradas, mas a técnica ja contribui positivamente

na cadeia produtiva voltada a nutri¢cdo animal.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A realizagdo do estagio supervisionado foi fundamental e enriquecedora para a concluséo
da formacédo no curso de graduacdo em medicina veterinaria. A oportunidade de vivenciar 0s
conhecimentos adquiridos durante o curso e adquirir novas habilidades técnicas e sociais,

contribuiram para o desenvolvimento profissional e pessoal.

O local de realizacdo do estagio proporcionou 0 acompanhamento de um grande volume

de analises de alimentos, possibilitando uma ampla vivéncia na rotina laboratorial.

A realizagdo da revisdo de literatura contribuiu para o melhor entendimento da técnica
NIRS rotineiramente utilizada no laboratério, além de oportunizar a pratica da pesquisa

académica.
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