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A jornada

“Quando vocé traz um animal de estimagdo em sua vida, vocé come¢a uma viagem — uma
viagem que vai lhe trazer mais amor e devo¢do do que imagina, mas também testar a sua
forca e coragem.

Se vocé permitir, a jornada ensinard muitas coisas, sobre a vida, sobre si mesmo e, acima de
tudo, sobre o amor.

Vocé saird mudado para sempre, pois uma alma ndo pode tocar a outra sem deixar sua
marca. ..

... Devo adverti-lo que esta viagem ndo é sem dor. Como todos os caminhos do verdadeiro

amot, a dor faz parte de amar...”

Crystal Ward Kent”

* Tradugao de trecho do “The Journey”, escrito por Crystal Ward Kent em 2007. Figura extraida de Desktop
Nexus “Friends in sunset”.



RESUMO

ELIAS, C. Qualidade nutricional de ragées para caes: Influéncia de Zn na
absorcao de Cu e na prevencdao de doenca hepatica. 2015. 140 p. Tese
(Doutorado) - Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao Paulo,
Piracicaba, 2015.

As racbes comerciais devem ser um alimento balanceado que supra todas as
exigéncias nutricionais nas diferentes fases da vida do animal. Sua formulag&o deve
conter ingredientes de qualidade, em proporcdes adequadas. E de fundamental
importancia o conhecimento do valor nutricional das rag¢des, para assegurar que o
cao esteja ingerindo diariamente quantidades corretas dos nutrientes. O desbalanco
de elementos essenciais e a presenca de elementos toxicos podem causar
desequilibrios nutricionais, doencgas e, até mesmo, consequéncias fatais aos caes. O
cobre é um dos varios elementos de importancia a ser estudado quanto aos defeitos
metabdlicos nos cédes. O acumulo de cobre no figado pode ocasionar lesdes
progressivas nas organelas dos hepatdcitos, resultando em hepatite crbnica e
cirrose. Diante disso, este trabalho teve como objetivos (I) quantificagdo dos
elementos quimicos com fungdo nutricional e com potencial toxico presentes nas
ragcdes para caes adultos e filhotes, (Il) avaliagdo da composigdo centesimal das
racdes amostradas, (Ill) avaliagdo da variagdo dos elementos quimicos entre as
amostras de ragdo de um mesmo lote de produgédo (IV), estudo da
representatividade de pequenas porgbes-teste, (V) avaliagao da bioacessibilidade de
cobre em ragdes, com experimento in vitro. Os elementos quimicos Al, As, Br, Ca,
Cl, Co, Cr, Cs, Cu, Fe, |, K, La, Mg, Mn, Na, P, Rb, Sb, Sc, Se, Ti, U e Zn foram
determinados pela analise por ativacdo neutrbnica instrumental (INAA). A
composicao centesimal foi avaliada de acordo com os métodos recomendados da
AOAC. A homogeneidade de distribuicdo dos elementos quimicos nas ragbes foi
avaliada pela analise de amostras grandes (LS-NAA). A bioacessibilidade de cobre
nas ragoes foi estimada por meio da simulagdo da digestdo gastrointestinal in vitro.
Foi possivel determinar por INAA todos os nutrientes minerais, isto €, Ca, P, K, Na,
Cl, Mg, Fe, Cu, Mn, Zn, | e Se, com limites estabelecidos pela Association of
American Feed Control Officials. Foram notadas em algumas ragbes altas
concentragdes de Al, Sb e U, elementos com grande potencial toxico. Cerca de 16 %
das amostras de ragdo apresentaram, pelo menos, um parametro ndo conforme
quanto a composicdo centesimal. Os resultados obtidos por LS-NAA e NAA
convencional mostraram variagcdo na composi¢cado entre os sacos de racido para Br,
Ca, Na e Zn, com boa concordancia entre ambos os métodos. O emprego da
LS-NAA combinada com NAA convencional permitiu observar que pequenas
porcdes-teste (350 mg) de ragédo sao representativas comparadas com aquelas de
1 kg para Br, Ca, K, Na e Zn. Em todas as ragbes para caes, 50 % do cobre
presente estava sob a forma bioacessivel.

Palavras-chave: Minerais. Composigdo quimica. Bioacessibilidade. Amostras
grandes.



SUMMARY

ELIAS, C. Nutritional quality of dog food: influence of zinc in the absorption of
copper and in the prevention of hepatic disease. 2015. 140 p. Tese (Doutorado) -
Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba,
2015.

Commercial dog foods should be a balanced diet that meets all nutritional
requirements at different stages of the animal's life. Its formulation should contain
quality ingredients in suitable proportions. The knowledge of the nutritional value of
dog food is fundamental to ensure that the animal is ingesting daily right amounts of
nutrients. The imbalance of essential elements and the presence of toxic elements
can cause nutritional problems, diseases, and even fatal consequences for dogs.
Copper is one of several important factors to be studied for metabolic defects in
dogs. Copper accumulation in the liver may cause progressive lesions in the
organelles of hepatocytes, resulting in chronic hepatitis and cirrhosis. Thus, this study
aimed to (l) determine essential and potentially toxic chemical elements in the dog
food for puppies and adults, (ll) assess the proximate composition of the sampled
dog food, (lll) evaluate the between-bag variation of chemical elements in dog food
within the same production lot of one brand, (IV) study the representativeness of
small test portions of dog food collected from regular 1 kg packed bags, (V) assess
the in vitro bioaccessibility of copper in dog food. The chemical elements Al, As, Br,
Ca, CIl, Co, Cr, Cs, Cu, Fe, |, K, La, Mg, Mn, Na, P, Rb, Sb, Sc, Se, Ti, U and Zn
were determined by instrumental neutron activation analysis (INAA). The proximate
composition was evaluated by AOAC recommended methods. The homogeneity of
chemical elements distribution in the dog food was evaluated by analysis of large
samples (LS-NAA). The bioaccessibility of copper was estimated by in vitro simulated
gastrointestinal digestion. INAA was a suitable analytical tool for characterizing the
profile of mineral nutrients, i.e., Ca, P, K, Na, Cl, Mg, Fe, Cu, Mn, Zn, | and Se in dog
food with reference values set by Association of American Feed Control Officials.
High concentrations of the toxic elements Al, Sb and U were observed in some dog
food samples. Approximately 16% of dog food samples presented, at least, one
value outside the reference limits from proximate composition. The results obtained
by LS-NAA and conventional NAA showed between-bag compositional variability for
Br, Ca, Na and Zn, with a good agreement between both methods. The use of
LS-NAA combined with conventional NAA allowed to observe that the small 350 mg
portions of dry dog food taken for analysis is representative of one kilogram bag for
Br, Ca, K, Na and Zn. In all dog foods, 50 % of the copper was present in
bioaccessible form.

Keywords: Minerals. Chemical composition. Bioaccessibility. Large sample.
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1 INTRODUGAO

Existem aproximadamente 35,7 milhdes de cées no Brasil, sendo o segundo
pais com maior numero de animais, ficando atras apenas dos Estados Unidos
(MAPS OF WORLD, 2013). Esse contingente de animais equivale a um consumo
anual de 1,98 milhdes de toneladas de racéo, colocando o Brasil como o sexto maior
do mundo em faturamento nesse setor (LUIZ, 2012). Os principais fabricantes da
categoria também continuam a investir na segmentagéo dos produtos para animais
de companhia, desenvolvendo ragbes especificas para ragas, tamanhos, idades e
problemas de saude (EUROMONITOR, 2014). Estdo disponiveis nos mercados
varejistas mais de 500 marcas de ragdes para caes e gatos, de 85 fabricantes
(CARCIOFI et al., 2009).

A formulacéo e o balanceamento de racao para caes consistem na mistura de
varios ingredientes com a finalidade de atender plenamente as exigéncias
nutricionais para uma vida saudavel, uma vez que pode ser a unica fonte de
alimentagao para os animais. Atualmente, existem varias normas internacionais que
estabelecem limites de alguns valores de propriedades nutricionais que devem ser
obrigatoriamente seguidos pelos fabricantes de ragdes para caes. No Brasil, o 6rgéao
regulamentador para alimentagdo animal € o Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA).

Além dos nutrientes essenciais a saude dos c&es, uma variedade de
contaminantes, incluindo elementos quimicos potencialmente tdxicos, pode ser
encontrada nas ragdes (GIRIO, 2007), principalmente pelo uso de matérias primas
de qualidade inferior. Adicionalmente, muitos desses ingredientes nem séao
absorvidos pelo animal, ndo agregando qualquer valor nutricional a racdo. Desse
modo, é imprescindivel o conhecimento da composicdo quimica das racdes
(ALVARADO et al., 2008), pois a presengca de elementos téxicos pode causar
doencas e, até mesmo, consequéncias fatais aos caes. No caso dos nutrientes,
embora participem de varias fungdes vitais no organismo, sua avaliagdo € um modo
de assegurar que o0 cdo esteja ingerindo diariamente quantidades corretas
recomendadas pela legislagédo, sem risco de subnutricdo ou supernutricdo.

Dentre os varios micronutrientes, cobre e zinco, participam como co-fatores

de uma série de reagdes enzimaticas (TAKASE et al., 2003). Esses micronutrientes
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podem se apresentar sob diversas formas quimicas na natureza, como sais ou
compostos organicos, complexados com aminoacidos e proteinas, sendo a forma de
compostos organo quelados mais biodisponivel ao organismo (ANDRADE et al.,
2003).

Além de micronutriente, cobre é um dos varios elementos de importancia a
ser estudado quanto aos defeitos metabdlicos nos caes, podendo causar sérias
complicagdes, principalmente, no figado (BODE et al., 2005). O acumulo de cobre no
figado ocasiona lesdes progressivas nas organelas dos hepatécitos, resultando em
hepatite cronica e cirrose. Todavia, a administracdo de zinco na dieta tem sido
altamente recomendada para o tratamento dessa doencga, devido ao papel passivo
do zinco que induz a formacao de metalotioneina e impede o transporte de cobre na
circulagao (HOFFMANN et al., 2009).

Considerando o exposto, este trabalho teve como principal objetivo avaliar a
qualidade nutricional de ragdes para cées, de diferentes segmentos comerciais,
verificando a conformidade com os limites estabelecidos pela legislagdo brasileira e
por outros organismos reguladores internacionais.

Para o cumprimento do objetivo geral, foram estabelecidos cinco objetivos

especificos, a saber:

Realizar amostragem abrangente dos diferentes tipos e marcas

comerciais de racdes secas para caes, disponiveis no mercado local
de Piracicaba, SP;
« Determinar elementos quimicos com fung¢ao nutricional e com potencial

téxico presentes nas racbes amostradas;

Avaliar a composicdo centesimal das ragdes amostradas, pela

determinagdo de matéria seca, proteina bruta, fibra bruta, extrato

etéreo e matéria mineral (cinzas);

w Avaliar a variagao dos elementos quimicos entre as amostras de racao
de um mesmo lote de producéo

« Estudar a representatividade de pequenas porgdes-teste;

« Estimar a bioacessibilidade de cobre em amostras de racdo, com

experimento in vitro.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Racgao para caes

As racbes para caes sao classificadas como econémicas, premium e super-
premium e diferem com relagdo a qualidade dos ingredientes e custo do produto. As
ragcdes econdmicas possuem teores nutricionais geralmente menores e ingredientes
de baixo custo, as ragdes premium apresentam melhor sele¢do dos ingredientes,
enquanto as ragbes super premium sao formuladas com ingredientes de alta
qualidade, propiciando uma melhor nutricdo ao animal (CARCIOFI et al., 2009).
Esses autores verificaram teores mais elevados de proteina e gordura e menor
quantidade de matéria mineral nas racdes super premium quando comparadas com
premium e econdmicas. Por sua vez, as ragbes premium demonstraram melhor
formulacao nutricional e selegao de ingredientes do que as ragdes econdmicas, uma
vez que apresentaram mais proteina e gordura e menos fibra e matéria mineral.

A producdo de alimentos destinados a animais de companhia deve seguir
requisitos legais exigidos a todos os fabricantes de ragdo (CASE et al.,, 2011). O
o6rgao controlador da alimentagdo animal no Brasil € o Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), conforme previsto no Decreto n® 6296, de 11 de
dezembro de 2007. Este decreto veio regulamentar a Lei n° 6.198, de 26 de
dezembro de 1974, que dispde sobre a inspecdo e a fiscalizagado obrigatoria dos
produtos destinados a alimentagao animal.

Padrées de identidade e qualidade de alimentos completos e de alimentos
especiais destinados a caes e gatos estao dispostos na Instrugdo Normativa n° 09,
de 09 de julho de 2003 (BRASIL, 2003), que traz a quantidade minima ou maxima
para diversos componentes nutricionais em ragdes para cdes (Tabela 2.1). E
importante ressaltar que essa norma foi revogada pela Instrugdo Normativa n° 30, de
5 de agosto de 2009 (BRASIL, 2009), que extinguiu os valores estabelecidos para os
componentes nutricionais. A norma em vigéncia estabelece critérios e
procedimentos para o registro de produtos destinados a alimentagdo de animais de
companhia, bem como as regras para sua elaboracdo, importacdo e

comercializagao.
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Tabela 2.1 - Valores nutricionais para alimentos completos destinados a
caes de acordo com a Instrugdo Normativa n° 09, publicada em 2003

Alimento seco

Niveis de garantia (%)

Cées em crescimento Cées adultos
Umidade (maximo) 12,0 12,0
Proteina Bruta (minimo) 22,0 16,0
Extrato Etéreo (minimo) 7,0 4.5
Fibra Bruta (maximo) 6,0 6,5
Matéria Mineral (maximo) 12,0 12,0
Calcio (maximo) 2,0 2,4
Fésforo (minimo) 0,8 0,6

Existem também as agéncias reguladoras de outros paises ou blocos, tais
como a Association of American Feed Control Officials (AAFCO), sediada em
Atlanta, Estados Unidos, o National Research Council (NRC), sediado em
Washington, Estados Unidos, e a Fédération Européenne de L’Industrie des
Aliments Pour Animaux Familiers (FEDIAF), sediada em Bruxelas, Bélgica. Essas
agéncias reguladoras estabelecem guias nutricionais com uma grande variedade de
informagbes baseadas na literatura cientifica, devendo ser obrigatoriamente
seguidos pelos fabricantes de ragdes para caes (GRANDJEAN; BUTTERWICK,
2012).

2.2 Historico das ragoes para animais de companhia

De acordo com Case et al. (2011), a primeira ragdo comercializada para caes
foi sob a forma de um biscoito, criado na Inglaterra em 1860 por James Spratt. Apos
a Primeira Guerra Mundial, a racao enlatada para caes foi introduzida nos Estados
Unidos e, a partir da década de 1930, ragdes enlatadas para gatos e ragbes secas
para caes foram comercializadas (BARNES, 2005).

Em 1957, a Purina Dog Chow langou seu primeiro produto no mercado que,
ap6s um ano, foi considerada a ragao para caes mais vendida nos Estados Unidos

(CASE et al., 2011). A década de 1960 foi marcada pela grande diversificagdo dos
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tipos de alimentos disponiveis para os proprietarios de animais de companhia, com a
introducdo de ragbes secas para gatos, e muito mais variedades de produtos
enlatados e produtos semi-Umidos (BARNES, 2005). Em meados da década de
1970, foram criadas racbes diferenciadas para filhotes e adultos, e também foi
introduzido pelos fabricantes o alimento premium (CASE et al., 2011).

Recomendacgdes nutricionais surgiram apenas em 1974 para cées e em 1978
para gatos, a partir de estimativas de outras espécies, publicadas pela National
Academy of Sciences, EUA. Essas recomendagdes foram utilizadas pelos
fabricantes de racdes até o inicio da década de 1980 (BUTTERWICK et al., 2011).
Na década de 1990, a AAFCO formou os subcomités Feline Nutrition Expert e
Canine Nutrition Expert para a elaboracdo de guias nutricionais visando a
formulagéo de ragdes para animais de companhia (BUTTERWICK et al., 2011). Em
2006, e em vigéncia até hoje, o NRC publicou uma atualizagdo das recomendagdes
nutricionais para caes e gatos (BUTTERWICK et al., 2011).

Na Europa, os guias nutricionais foram introduzidos para caes e gatos em
2000 pela FEDIAF, pois os padrbes nutricionais bem como a sua interpretacao
divergem daqueles estabelecidos pela AAFCO (BUTTERWICK et al., 2011). Verséao
recente do guia foi publicada em setembro de 2014 (FEDIAF, 2014).

2.3 Qualidade e segurancga das ragoes para caes

Existe uma preocupagdo mundial em relagado a seguranga dos alimentos para
animais de companhia, especialmente devido ao aumento do numero desses
animais sendo alimentados exclusivamente com ragées comerciais (CUSTODIO et
al., 2005).

Em 2007, um grande recall de ragbes ocorreu nos Estados Unidos,
ocasionando problemas renais irreversiveis nos animais e diversas mortes, pela
presenca intencional de melamina nas ragbdes (DZANIS, 2008; BUCHANAN et al.,
2011), adicionada para dar a falsa aparéncia de um alto teor de proteinas, sendo a
molécula de melamina constituida aproximadamente de 67% de nitrogénio (ROSA,
2008). No entanto, Dzanis (2008) considera as ragdes como alimentos seguros,
sendo que somente 1,7 % das intoxicagbes ocorrentes em caes e gatos podem ser

atribuidas as fontes alimentares.
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Na composi¢cdo das ragdes, estdo presentes subprodutos de origem animal,
como farinhas de carne, de osso e de visceras de frango, produtos minerais, como
fosfatos, produtos e subprodutos da agricultura, como farinhas e farelos de cereais,
e os aditivos alimentares, denominados acidulantes, antioxidantes e aromatizantes,
adicionados nas racbes para modificar suas caracteristicas fisicas, quimicas,
biolégicas ou sensoriais (BELLAVER, 2001; CASACUBERTA et al., 2009; VELOSO,
2010; GOES et al., 2013).

Dependendo da qualidade dos ingredientes adicionados na formulagéo, as
ragcdes podem apresentar uma variedade de contaminantes (GIRIO, 2007), incluindo
elementos quimicos potencialmente toxicos. Também, os componentes dos
materiais de embalagens sao considerados fonte potencial de contaminagao, por
serem possivelmente transferidos para os alimentos (ANVISA, 2010; JIANG et al,
2010). Na verdade, a contaminagdo de ragdes ocorre de varias formas e por
diferentes fontes.

A ocorréncia de contaminantes quimicos em alimentos pode ocasionar
desequilibrios nutricionais, doengas e, até mesmo, consequéncias fatais aos caes
(NEVES, 2006). Por outro lado, essas contaminacdes de origem quimica podem nao
ser manifestadas de forma aguda, mas sim ao longo do tempo, como resultado de
acumulagdo no organismo dos animais (ZHU et al., 2009). Em alguns casos, 0s
limites entre essencialidade e toxicidade de um elemento quimico sdo muito
estreitos, até para os nutrientes essenciais a saude dos caes, como nos casos do Cu
e Se, o que torna dificil estabelecer quais séo essenciais e quais sao tdxicos, sendo
certo que todos tornam-se toxicos em quantidades elevadas (TAGLIAFERRO, 2003).

Dada a crescente importadncia no setor de seguranca alimentar, muitos
estudos tém sido realizados em varios paises (ALVARADO et al., 2008; DURAN et
al., 2010; ATKINS et al., 2011; KELLY et al., 2013) para assegurar a qualidade das
racbes através do conhecimento da sua composicdo nutricional e quimica
(ALVARADO et al., 2008), uma vez que podem ser a unica fonte de alimentagéo
para os caes. Além disso, € um modo de garantir que o cao esteja ingerindo
diariamente quantidades corretas dos nutrientes recomendados pela legislagédo, sem

risco de subnutricdo ou supernutri¢cdo.



17

2.4 Composicao nutricional das ragoes para caes

A racao deve ser um alimento balanceado que supra todas as exigéncias
nutricionais nas diferentes fases da vida do animal (NRC, 2006). Sua formulagao
deve conter ingredientes de alta qualidade e que sejam misturados de modo
proporcional, contendo em doses especificas fontes de carboidrato, proteina,
gordura e minerais, otimizando, desse modo, o aproveitamento dos nutrientes pelos
animais (NUNES et al., 2001; NRC, 2006; CHANDLER, 2008; THOMPSON, 2008).

Tanto a falta como o excesso de qualquer nutriente em uma dieta podem
comprometer a saude dos caes em varios aspectos, como alteragdes na pelagem,
ganho ou perda de peso, imunidade baixa, problemas hepaticos, cardiacos e renais,
aumento da quantidade de matéria fecal e disturbios &sseos e articulares
(CARREIRA, 2013).

2.4.1 Carboidratos e fibras

Os carboidratos sdo o0s componentes mais abundantes e amplamente
distribuidos entre os alimentos (CECCHI, 2013), predominantemente de origem
vegetal (GRANDJEAN; BUTTERWICK, 2012). Nao sao considerados essenciais aos
caes, mas sado usados em ragdes como fontes de energia e fibra (GRANDJEAN;
BUTTERWICK, 2012). Em geral, racdes secas contém em torno de 60 % de
carboidratos, enquanto nas ra¢des umidas os teores variam entre 0 e 30 % (CASE et
al., 2011). O amido é a principal fonte de carboidrato da dieta, sendo essencial para
o processo de extrusdo usado na preparagao da maioria das ragdes secas (CASE et
al., 2011).

As fibras consistem de formas complexas de carboidratos (FORTES, 2005)
que nao sao digeriveis pelo organismo animal (CECCHI, 2013). A fungéo das fibras
no organismo depende da sua natureza (GRANDJEAN; BUTTERWICK, 2012). As
fibras soluveis (pectina) sdo altamente fermentaveis e desempenham um papel
importante na saude e no equilibrio da microbiota intestinal (GRANDJEAN, 2006).
Em contrapartida, as fibras insoluveis (celulose e lignina), ndo-fermentaveis, servem
para formar o bolo intestinal, estimulando os movimentos peristalticos

(GRANDJEAN, 2006), além de favorecer a saciedade em animais com tendéncia a
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obesidade (CASE et al., 2011). Embora as fibras ndo sejam essenciais aos animais,
0 excesso ou falta na dieta podem comprometer o transito intestinal e a qualidade
das fezes (GRANDJEAN; BUTTERWICK, 2012).

2.4.2 Gorduras

Gorduras sdo componentes importantes na dieta de animais de companhia,
sendo os acidos graxos (saturados e insaturados) os principais constituintes (NRC,
2006). A ingestao dietética de gorduras, principalmente aquelas de origem animal, e
de dleos de sementes de diversas plantas promove a maior fonte de energia na
dieta dos animais (NRC, 2006), fornecendo 2,25 vezes a energia metabolizavel de
proteinas e carboidratos (HAND et al., 2010, CASE et al., 2011). Adicionalmente, as
gorduras melhoram a palatabilidade das ragées (NRC, 2006). Também, é pela dieta
que se fornecem os A&cidos graxos essenciais que nao sao sintetizados pelo
organismo e servem como carreadores para vitaminas lipossoluveis (NRC, 2006).
Os acidos graxos saturados sédo importantes para o fornecimento rapido de energia
aos caes de esporte, bem como ao animal diabético e aos filhotes recém-nascidos,
enquanto os acidos graxos poliinsaturados sdo precursores das séries 6mega 3 e
6mega 6 (GRANDJEAN, 2006; GRANDJEAN; BUTTERWICK, 2012). O excesso de
gordura na dieta € armazenado nos adipdcitos na forma de triacilgliceréis (HAND et
al., 2010).

2.4.3 Proteinas

As proteinas sdo polimeros constituidos por aminoacidos (ARAUJO, 2012)
que contém cerca de 16 % de nitrogénio (CASE et al.,, 2011). Sdo conhecidos
dez aminoacidos classificados como essenciais para os caes, que nao sao
sintetizados pelo organismo em quantidades suficientes, tornando necessaria a
suplementagao através da dieta (HAND et al., 2010). A qualidade da proteina é
proporcional a eficiéncia com que os aminoacidos provenientes da dieta sao
convertidos no tecido e, por sua vez, dependem da fonte de proteina, da
concentracao de aminoacidos essenciais e da sua biodisponibilidade (HAND et al.,
2010). Proteinas que fornecem proporgbes adequadas de todos os aminoacidos

essenciais sao consideradas proteinas de alta qualidade (HAND et al.,, 2010).
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As proteinas de origem vegetal apresentam, geralmente, menor digestibilidade do
que as proteinas de origem animal, pois fibras vegetais e hidratos de carbono nao
sao digeridos e nem absorvidos no intestino delgado (NRC, 2006). A quantidade de
proteina adicionada na dieta ira depender da necessidade do animal, ou seja, existe
um consumo maior de fontes proteicas nas fases de crescimento, gestagao, lactagéo

e para caes com atividade fisica mais intensa (GRANDJEAN, 2006).

2.4.4 Minerais

Os minerais essenciais sdo elementos inorganicos que possuem fungao
fisioldgica definida nos animais (GIBNEY et al., 2002; NRC, 2006). Formam as
cinzas dos materiais biologicos apos completa oxidagdo da matéria orgénica
(GONSALVES, 2001), representando de 5% a 8 % do total da matéria seca
(GRANDJEAN, 2006).

Os elementos essenciais devem ser fornecidos pela dieta e podem variar de
gramas por dia, no caso dos macrominerais, até miligramas por dia, para os
microminerais (GIBNEY et al., 2002). Os macrominerais séo representados por Na,
K, Ca, Mg, P e ClI, enquanto os microminerais sao compostos pelo Fe, Zn, Cu, Mn, |
e Se (GRANDJEAN; BUTTERWICK, 2012).

Em racdes, os minerais podem ser incluidos sob a forma de sais purificados
como sulfato de ferro, 6xido de zinco, éxido de magnésio, sulfato de cobre, selenito
de sdédio e iodato de calcio (GRANDJEAN; BUTTERWICK, 2012). A ragcao é, a
principio, um alimento completo, ndo sendo necessario adicionar na dieta qualquer
suplemento mineral, pois o excesso dos minerais pode afetar a digestibilidade do
alimento e até produzir efeito contrario ao pretendido (GRANDJEAN, 2006).

Dentre algumas fungdes dos minerais descritas por Case et al. (2011)
incluem-se participacdo em diversas reag¢des catalisadas enzimaticamente,
constituicdo do esqueleto, auxilio na conducdo de impulsos nervosos e contracao
muscular, além de composig¢ao de varias proteinas e horménios, e manutengao do
equilibrio i6nico celular. Devido a grande relevancia especificamente de cobre e
zinco neste estudo, as fungdes desses elementos foram descritas mais

detalhadamente a sequir.
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2.5 Cobre

Em caes, o cobre esta presente somente em pequenas quantidades
(GRANDJEAN; BUTTERWICK,2012). A NRC (2006) recomenda a ingestao diaria de
1,5 mg de cobre para caes adultos pesando 15 kg e consumindo 1000 calorias/dia.
Em racbes, o cobre € normalmente adicionado na forma de sulfato de cobre ou
cloreto de cobre (CASE et al., 2011).

Funcbes metabdlicas e essencialidade do cobre

O cobre possui fungdes organicas especificas por ser constituinte de varias
enzimas, com atividade de oxidagdo e reducdo (KLAASSEN, 2008), cofatores e
proteinas no organismo (GIBNEY et al., 2002). Essas enzimas e proteinas séo
importantes nos processos fundamentais para a saude do organismo, incluindo o
funcionamento adequado dos sistemas imunolégico, nervoso e cardiovascular, para
a saude Ossea, para o metabolismo do ferro e formacédo da hemoglobina, e para a
regulacédo da expressao génica (GIBNEY et al., 2002). O cobre também participa da
sintese de melanina, envolvida na pigmentacdo do pelo (GRANDJEAN;
BUTTERWICK, 2012).

Absorgdo, metabolismo e excregéo de cobre

Normalmente, cerca de 55 % a 75 % do cobre alimentar sdo absorvidos
(KLAASSEN, 2008). O cobre é absorvido por mecanismo mediado por carreador,
ligando-se a metalotioneina dentro da célula da mucosa do duodeno (COZZOLINO,
2005). Apos a absorcdo, € transportado ligado principalmente a albumina e a
transcupreina (AMANCIO, 2011). Pode também estar presente no plasma quelatado
a aminoacidos (COZZOLINO, 2005). O excesso de cobre se acumula no figado,
onde é encontrado em maior propor¢ao (CASE et al., 2011), e é, entdo, liberado
para a circulagdo ligado a ceruloplasmina (GIBNEY et al., 2002). O cobre é
excretado principalmente através das fezes (HAND et al., 2010) e normalmente
menos de 0,1 mg/dia do cobre absorvido pela dieta é eliminado pela urina (OTTEN
et al., 2006).
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Biodisponibilidade do cobre

A biodisponibilidade do cobre é afetada por varios fatores (MENEZES, 2010).
No processamento dos alimentos, devem ser considerados tratamentos quimicos
que envolvam oxidacdo e redugdo, os quais podem diminuir e afetar a
biodisponibilidade do mineral (WAPNIR, 1998; COZZOLINO, 2005).

Zinco em excesso prejudica a absorgéo de cobre (STOREY; GREGER, 1987),
pois ambos os minerais competem pelo mesmo transportador nas células intestinais,
a metalotioneina (AMANCIO, 2011). Nesse caso, o zinco exerce um efeito
antagbnico nos niveis de cobre por meio da indugédo da sintese de metalotioneina
nas células da mucosa intestinal (GIBNEY et al.,, 2002), causando aumento na
retencdo intracelular de cobre e consequente redugao de transporte pelo plasma
(COZZOLINO, 2005).

Suplementos de célcio também podem prejudicar a absor¢do de cobre por
aumentar o pH do conteudo intestinal, tornando os sais de cobre menos solluveis
(COZZOLINO, 2005). A biodisponibilidade do cobre sera comprometida também pela
interacdo com outros elementos como cadmio, chumbo, ferro, molibdénio, selénio e
manganés (GIBNEY et al., 2002).

Deficiéncia e excesso de cobre

Por conta da importancia do cobre no metabolismo de ferro e na formagao da
hemoglobina, a deficiéncia de cobre causara anemias microciticas e hipocrémicas
(CASE et al., 2011).

Para caes, cobre em excesso pode interferir na absorcdo de ferro e zinco
(HAND et al., 2010). Em certos casos, o cobre se tornara toxico para algumas ragas
caninas (GRANDJEAN, 2006) com predisposi¢cao genética a doenga autossdmica
recessiva do metabolismo desse elemento, resultando em hepatotoxicose
(HAND et al., 2010).
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2.6 Zinco

O mineral zinco esta amplamente distribuido em muitos tecidos do corpo
(CASE et al., 2011). E um componente essencial para a atividade de mais de
200 enzimas (HAND et al., 2010) e estabilizador de estruturas conformacionais de
proteinas e acidos nucléicos (HENRIQUES et al., 2003). Em ragdes, o zinco é
adicionado na forma de 6xido de zinco, sulfato de zinco, cloreto de zinco e carbonato
de zinco (HAND et al., 2010). A NRC (2006) recomenda a ingestao diaria de 15 mg

de zinco para caes adultos pesando 15 kg e consumindo 1000 calorias/dia.

Funcbes metabdlicas e essencialidade do zinco

O zinco é crucial para o crescimento e desenvolvimento, participando de
varios processos enzimaticos relacionados com o metabolismo de proteinas, acidos
nucléicos, carboidratos e lipidios, além de estar envolvido na regulagdo da
expressdo génica (OTTEN et al., 2006). E um componente de varias metaloenzimas,
incluindo a anidrase carbbnica, desidrogenase lactica, fosfatase alcalina,
carboxipeptidase e aminopeptidase (CASE et al., 2011).

O zinco esta envolvido na estabilizacdo de membranas estruturais e na
protecéo celular, prevenindo a peroxidagao lipidica (MAFRA; COZZOLINO, 2004).
Atua como cofator na sintese de DNA, RNA e proteinas e é essencial para a
imunidade celular e na reproducao (CASE et al., 2011). Também, o zinco esta
relacionado com a sintese do colageno e queratina, sendo, portanto, um elemento
fundamental no processo de cicatrizacao (GRANDJEAN; BUTTERWICK, 2012).
Além disso, é importante para a sintese de varios hormdnios, incluindo testosterona,

corticosterona e insulina (HAND et al., 2010).

Absorgdo, metabolismo e excregéo de zinco

Durante a digestao, o zinco é absorvido no intestino delgado, sendo o jejuno o
maior sitio de absorcao (OTTEN et al., 2006). Somente uma pequena quantidade é
absorvida pelo estbmago (HAND et al., 2010). Aproximadamente 20 % a 30 % do
zinco ingerido é absorvido (KLAASSEN, 2008). O zinco absorvido é ligado a

albumina e transferido para o intestino via circulagéo portal (OTTEN et al.,2006),
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mas apenas cerca de 0,1 % do zinco & encontrado no plasma (GIBNEY et al., 2002).
O figado é o primeiro 6érgéo envolvido no metabolismo do zinco (HAND et al., 2010).
Quando o conteudo do zinco hepatico estda acima dos niveis normais, ocorre a
sintese da metalotioneina (HAND et al., 2010). Em periodos de baixa ingestdao de
zinco, sua absor¢ao € regulada e o transporte de zinco enddégeno no lumen intestinal
€ suprimido (GIBNEY et al., 2002). Zinco é excretado principalmente pelas fezes,
enquanto a urina contribui com menos de 10 % (OTTEN et al., 2006) para a

eliminagao de zinco.

Biodisponibilidade do zinco

Varios componentes da dieta podem interagir com o zinco, ora favorecendo,
ora dificultando sua absor¢do (COZZOLINO, 2005; OTTEN et al., 2006). Com
relagdo aos inibidores da absorgdo de zinco na dieta, tém-se os fitatos, calcio,
fosfatos, cobre, ferro, cadmio e cromo (COZZOLINO, 1997; HAND et al., 2010).

A maioria das proteinas de origem animal ndo contém constituintes que
interfram na absor¢cao de zinco (NRC, 2006). Em produtos que contém fontes
alimentares de origem animal e vegetal, pode ser esperada uma absorc¢ao de 20 % a
30 % do zinco, enquanto para dietas baseadas em cereais e legumes com alto teor
de fitato, essa absorgéo reduz para 10 % a 15 % (GIBNEY et al., 2002).

O processo de extrusao pode inibir a degradagao do acido fitico dietético no
intestino, comparado aos outros métodos de cozimento, resultando em uma menor

absorgao de zinco em ragdes extrusadas (NRC, 2006).

Deficiéncia e excesso de zinco

A deficiéncia de zinco estd associada com o retardo do crescimento em
animais jovens, alteragdes na pelagem e problemas de pele (CASE et al., 2011;
GRANDJEAN; BUTTERWICK, 2012). Outros sinais clinicos incluem anorexia, atrofia
testicular, dificuldade de reprodugao e disfungdo no sistema imune (CASE et al.,
2011).
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2.7 Doenga hepatica associada ao acumulo de cobre

O figado desempenha um importante papel na manutengdo da hemostasia
(PRINS et al., 2010). Desse modo, as doencas inflamatérias crénicas que afetam
caes e comprometem as fungdes relacionadas com o figado séo consideradas entre
as mais dificeis de serem tratadas na pratica clinica (BRUNETTO et al., 2007).
Também, € um o6rgao importante na regulagdo das concentragbes corporais de
cobre, sendo que 80% do cobre absorvido da dieta é excretado pela bile (SILVA,
2005). Assim, o acumulo de cobre no figado pode ocorrer por um defeito primario no
metabolismo do elemento (MANDIGERS et al.,, 2007) ou secundario, devido a
diminuicao da excreg¢ao do cobre biliar associado a doengas colestaticas (MERRILL,
2012). Para evitar acimulo, recomenda-se que os niveis de cobre na dieta devam
ser mantidos entre 5 mg/kg a 10 mg/kg (GUERRA, 2008).

O acumulo de cobre ocorre nos lisossomos hepaticos dos caes até esgotar
sua capacidade de armazenamento (GUERRA, 2008). A partir disso, causa lesdes
progressivas nas organelas dos hepatdcitos, resultando em hepatite aguda, hepatite
cronica e cirrose (HONECKMAN, 2003; POLDERVAART et al., 2009). Em estudos
realizados por Bode et al. (2008) com caes acometidos pela hepatite, demonstraram
elevadas concentragbes de cobre hepatico na ordem de 1000 - 2000 mg/kg,
comparadas com os valores normais < 200 - 500 mg/kg de peso seco.

A doenca hepatica associada ao acumulo de cobre é uma hepatite crénica
que algumas ragas caninas como Bedlington Terrier, Doberman e Labrador
Retriever, entre outras, parecem apresentar uma predisposicdo genética para
desenvolver (HONECKMAN, 2003; BODE et al.,, 2005; HOFFMANN et al., 2006;
MANDIGERS et al., 2007; BODE et al., 2008). Hoffmann et al. (2006) verificaram em
caes da raca Labrador Retriever, afetados pela toxicose de cobre, que a acumulacao
do elemento no figado esta sempre localizada na regido centrolobular, podendo ser
um indicativo de acumulagao primaria de cobre. Sluis et al. (2002) identificaram uma
delecao do gene MURR1 em céaes da raga Bedlington Terrier, que causa redugao da
excregao biliar de cobre devido ao sequestro de metalotioneina hepatica pelo cobre
nos lisossomos hepaticos, resultando na hepatite crénica (HONECKMAN, 2003;
MERRILL, 2012).
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Os sintomas da hepatite crbnica sao bastante variaveis, mas os sinais mais
comuns sao letargia, anorexia, vomitos, perda de apetite e diarréia (CASE et al.,
2011). Conforme a evolugédo da doenga, muitos caes podem desenvolver ictericia e
ascite (CASE et al., 2011). Também em decorréncia da doencga hepatica, pode
ocorrer necrose dos tubulos renais, desenvolvendo poliuria e polidipsia (CASE et al.,
2011). A doengca pode progredir para convulsdes, seguida de coma e morte
(MANDIGERS, 2005; BODE et al., 2008). Os sinais clinicos da doenca se
manifestam em cées entre 4 a 8 anos de idade (CASE et al., 2011), acometendo
geralmente as fémeas (MANDIGERS, 2005), mas podem ocorrer em alguns casos
antes do animal completar 1 ano ou em idade mais avangada, por volta dos 11 anos
de idade (CASE et al., 2011).

A hepatite crdonica em caes € uma doenga altamente agressiva (MERRILL,
2012). Seu diagnéstico € histologico e caracteriza-se pela presenga de fibrose,
intensa inflamagdo (com predominéncia de linfocitos, plasmadcitos, macréfagos e
neutréfilos), necrose e apoptose das células hepaticas (HOFFMANN et al., 2006;
BODE et al., 2008; MERRILL, 2012), sendo as mitocondrias hepaticas o principal

alvo intracelular na intoxicagdo do cobre (HAND et al., 2010).

2.8 Influéncia de zinco na absorgcao de cobre e na prevencdo de doencga

hepatica

Para prevenir a evolugao e o desenvolvimento da doenga hepatica associada
ao acumulo de cobre na populagdo de risco, diversos estudos tém sido realizados
com ragas caninas Bedlington Terrier (SLUIS et al., 2002), Doberman (BODE et al.,
2005, MANDIGERS et al., 2007) e Labrador Retriever (HOFFMANN et al., 2006;
BODE et al., 2008), na tentativa de diminuir a absor¢ao de cobre por esses caes, ora
pela restricdo de cobre na dieta, ora pelo aumento de zinco.

O zinco, como um cation bivalente, interage com o cobre podendo se tornar
mais biodisponivel e, portanto, a absorcdo de cobre sera parcialmente inibida
(WAPNIR, 1998; MERRILL, 2012). Nesses casos, o zinco induz a producao de
metalotioneina na mucosa intestinal, a qual liga o cobre as células epiteliais
intestinais, impedindo o seu transporte na circulagaito (HONECKMAN, 2003;
BRUNETTO et al., 2007; HOFFMANN et al., 2009).



26

A administracdo de zinco na dieta tem sido bastante utilizada para a toxicose
do cobre em caes (HOFFMANN et al., 2009). De acordo com Honeckman (2003), a
dose de zinco varia para cada sal empregado, ou seja, zinco encontra-se
biodisponivel como acetato de zinco (35 % de zinco elementar), sulfato de zinco
(23 % de zinco elementar), metionina de zinco e gluconato de zinco (14,3 % de zinco
elementar). Brewer et al. (1992) verificaram em cées das ragas Bedlington Terriers e
West Highland White Terriers que uma dose de 200 mg/dia de zinco elementar
(acetato de zinco), duplicou a concentragcado plasmatica de zinco e suprimiu a
absorg¢ao do cobre. Apds dois anos de tratamento, realizaram uma bidpsia do figado

que revelou uma redugio na concentragédo de cobre e na progressao da doenga.

2.9 Bioacessibilidade de minerais pela simulagdo da digestao gastrointestinal

in vitro

Como visto anteriormente, os minerais cobre e zinco sao essenciais no
metabolismo do animal, por participarem de fungdes vitais no organismo. Dentre
algumas fungdes, o cobre age na prevengdo e tratamento da anemia, enquanto o
zinco é o elemento trago mais abundante no corpo humano e componente de varias
metaloenzimas envolvidas diretamente com a sintese de DNA (CASE et al., 2011;
McDONALD et al., 2011). Além dessas fungbes, sdo bem conhecidas também as
interagcdes entre cobre e zinco no organismo (REYNOLD et al., 2008), bem como na
doenca hepatica associada ao acumulo de cobre em caes.

Na composigcao das ragdes, esses minerais estao presentes naturalmente nos
ingredientes ou, entdo, devem ser adicionados na forma de sais purificados, como
oxido de zinco, sulfato de zinco, sulfato de cobre, entre outros (GRANDJEAN;
BUTTERWICK, 2012). Desse modo, a disponibilidade dos minerais pode variar entre
0os sais, tornando um fator importante a ser considerado nas ragdes caninas
(GRANDJEAN; BUTTERWICK, 2012).

Durante o processo digestivo, somente uma fragcdo dos nutrientes presentes
em um alimento é liberada, constituindo assim a fragao bioacessivel, da qual apenas
uma parte é efetivamente absorvida pelo organismo, sendo entdo chamada fragéo
biodisponivel (TOGNON, 2012). A bioacessibilidade pode ser quantificada através
de testes in vitro que simulam as condi¢des fisiolégicas que ocorrem durante a
digestdo (TOGNON, 2012).
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Segundo o NRC (2006), a biodisponibilidade € definida como a fragao de
qualquer nutriente ingerido que € absorvida, tornando-se disponivel para o uso no
metabolismo do animal. No entanto, ainda hoje nao existe um consenso na definicao
precisa de biodisponibilidade de nutrientes (CHIOCCHETTI, 2013). De acordo com
COZZOLINO (1997), os métodos utilizados para determinagéo da biodisponibilidade
de nutrientes procuram quantificar a porcentagem do nutriente ingerido que tem
potencial de suprir as demandas fisiolégicas do organismo.

O conhecimento da bioacessibilidade ou da biodisponibilidade de minerais é
de suma importancia na nutrigdo, uma vez que estabelece as recomendagdes de
ingestdao destes elementos em fungdo das necessidades (COZZOLINO, 1997).
Sabe-se que o metabolismo pode variar conforme as condi¢gdes gastrointestinais, os
diferentes tipos de alimentos e os compostos neles presentes (KOPLIK et al., 2004;
REYNOLD et al., 2008, ROMARIS-HORTAS et al., 2011). Apenas a concentragédo
total do nutriente no alimento nao fornece informacao suficiente sobre a sua fracéo
biodisponivel (COZZOLINO, 1997). Bontempo (2005) destaca a falta de
conhecimento sobre a disponibilidade de nutrientes nas formulagbes de racges.

Existem varias metodologias validadas para a estimativa da disponibilidade de
nutrientes, dentre elas estdo estudos bioldgicos in vivo, dialises in vitro, modelos
aritméticos e métodos in vitro utilizando linhagens celulares (CHIOCCHETT]I, 2013).
A didlise in vitro consiste na simulacdo da digestdo gastrointestinal pela agdo da
pepsina seguida da pancreatina (HERVERA et al., 2009; DALLA DEA et al., 2010).

Especificamente com caes, alguns estudos in vitro vém sendo feitos
simulando a digestdo gastrointestinal, tais como, bioacessibilidade de selénio em
ragcdes para animais de companhia (ZELSLT et al., 2013), avaliacdo da composi¢cao
elementar de ragcbes (KELLY et al., 2013), niveis de proteina digestivel em ragdes
extrusadas (HERVERA et al., 2009), niveis de energia digestivel (HERVERA et al.,
2007) e efeito da dieta na viscosidade intestinal (DIKEMAN et al., 2007). Os métodos
in vitro sao nao-invasivos e, portanto, alternativas de pesquisa que excluem o uso de
animais em experimentacao, assunto que tem sido debatido cada vez mais de forma
intensa (SMEETS-PEETERS, 1998; TREZ, 2013).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Amostragem de ragées para caes

No mercado varejista de Piracicaba, S&o Paulo, foram adquiridas 95 amostras
de ragdes do tipo seca (Tabela 3.1), abrangendo diferentes marcas comerciais
(Figura 3.1) e diferentes granulometrias, destinadas a cées de pequeno, médio e
grande porte. Segundo estudo de Carciofi et al. (2006), foram encontradas
diferengas consideraveis na composi¢cao nutricional das ragdes classificadas como
econdbmicas, premium e super premium. Por esse motivo, a amostragem
compreendeu os trés tipos de ragdo. Devido as variagcdes nas exigéncias nutricionais
de acordo com a idade dos cades (NRC, 2006), sdo esperadas diferengas
significativas na composigéo de ragdes para filhotes e adultos. Assim, a amostragem
também incluiu ragdes para as diferentes faixas etarias. Desse modo, a amostragem
permitiu caracterizar de maneira ampla a composicido das ragdes disponiveis no
mercado e a variabilidade dessa composi¢cao. Nao houve intengcdo de fazer uma
avaliagdo representativa das ragbes disponiveis no mercado brasileiro, porque a
obtencao de representatividade exigiria amostragem abrangente, inclusive incluindo
diversas regides geograficas.

Preferencialmente, foram adquiridas embalagens de 1 kg. Porém, as ragdes
classificadas como econémicas estavam disponiveis apenas em embalagens de
15 kg. Nesses casos, as amostras foram misturadas manualmente, com a finalidade
de homogeneizagéo, e foi retirado 1 kg de cada amostra, sendo o restante doado a

um abrigo de céaes localizado na cidade de Piracicaba, Sdo Paulo.



Tabela 3.1. Lista das ragdes adquiridas no mercado varejista de Piracicaba,

Sao Paulo
(continua)
Marca Comercial Irg%‘ij;%go Eg)r(iaa

1 Alpo 1101 Adulto
2 Beneful IE13 Adulto
3 Big Boss IAO3 Adulto
4 Champ IAO4 Adulto
5 Club Performance IEO2 Adulto
6 Deli Dog IAQ7 Adulto
7 Dog Chow +7 Anos IA12 Adulto
8 Dog Chow - Caes de porte médio e grande IG09 Adulto
9 Dog Chow - Ragas Pequenas IA09 Adulto
10 Dog Chow Racgas Pequenas IG08 Adulto
11 Dog Chow Light La11 Adulto
12 Dog Chow +7 Anos IG10 Adulto
13 Dog Excellence Super Premium IA13 Adulto
14 Equilibrio Natural +7 Anos 1108 Adulto
15 Equilibrio Natural 1G04 Adulto
16 Equilibrio Natural - Racas Pequenas 1G03 Adulto
17 Equilibrio Natural - Sénior IG05 Adulto
18 HILL'S - Racas Pequenas IC03 Adulto
19 Nukys - Ragas Pequenas IC12 Adulto
20 Pedigree - Carne de Ovelha e Cereais 1G0O1 Adulto
21 Royal Canin Indoor 1IG12 Adulto
22 Royal Canin Indoor - Sénior IG13 Adulto
23 Dog Excellence - Ragas Médias IBO1 Adulto
24 Dog Excellence - Light IBO3 Adulto
25 Dog Show IBO4 Adulto
26 Dunga IBOS Adulto
27 Eukanuba - Racas Pequenas IBO6 Adulto
28 Faro Premium IBO8 Adulto
29 Faro Premium - Super Macio IBO9 Adulto
30 Fri-Dog Premium - Vegetariana IB11 Adulto
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Tabela 3.1. Lista das ragdes adquiridas no mercado varejista de Piracicaba,
Sao Paulo

(continuagéo)

Codigo Faixa

Marca Comercial L o , .
Irradiagdo  Etaria

31 Frolic - Ragas Pequenas IB12 Adulto
32 Golden IEQ7 Adulto
33 Gran Plus IB14 Adulto
34 Herdi IC02 Adulto
35 K&S IEO9 Adulto
36 Kanina IC05 Adulto
37 Kazuu IC06 Adulto
38 Lester ICO7 Adulto
39 Lider Chips IC08 Adulto
40 Max IE11 Adulto
41 Natural IFO5 Adulto
42 Natural - Sénior IFO6 Adulto
43 Naturalis IC09 Adulto
44 Naturalis - Ragas Pequenas IC10 Adulto
45 Nero IC11 Adulto
46 Pedigree - Ragas Pequenas ID05 Adulto
47 Pedigree - Racas Pequenas IF11 Adulto
48 Pedigree - Carne e Marroubone 1106 Adulto
49 Pedigree - Carne e Vegetais IF13 Adulto
50 Equilibrio Natural - Ragas Pequenas IC14 Adulto
51 Pedigree Expert - Racas Pequenas ID03 Adulto
52 Premiatta - Racas Pequenas IDO7 Adulto
53 Premier ID09 Adulto
54 Pro Plan IFO8 Adulto
55 Pro Plan - Sénior IFO9 Adulto
56 Royal Canin - Dental Small ID11 Adulto
57 Royal Canin - Digestive Low Fat ID12 Adulto
58 Royal Canin - Hypoallergenic ID13 Adulto
59 Royal Canin - Intestinal ID14 Adulto

60 Royal Canin - Renal IEO1 Adulto




Tabela 3.1. Lista das ragbes adquiridas no mercado varejista de Piracicaba,
Sao Paulo

(continuagéo)

Codigo Faixa

Marca Comercial L o , .
Irradiagdo  Etaria

61 Sabor E Vida IEO4 Adulto
62 Total Equilibrio IFO2 Adulto
63 Total Equilibrio - Sénior IFO3 Adulto
64 Alpo 1102 Filhote
65 Beneful IE12 Filhote
66 Champ IA05 Filhote
67 Club Performance IEO3 Filhote
68 Croc Baby IAO6 Filhote
69 Deli Dog IAO8 Filhote
70 Dog Chow - Papita IG06 Filhote
71 Dog Chow IG0O7 Filhote
72 Dog Chow - Ragas Pequenas La10 Filhote
73 Dog Excellence - Ragas Pequenas IBO2 Filhote
74 Dog Excellence - Super Premium IA14 Filhote
75 Equilibrio Natural 1G02 Filhote
76 Equilibrio Natural 1103 Filhote
77 Eukanuba - Racas Pequenas IBO7 Filhote
78 Faro Premium - Super Macio IB10 Filhote
79 Frolic IB13 Filhote
80 Golden IEO6 Filhote
81 Gran Plus ICO1 Filhote
82 HILL'S - Ragas Pequenas IC04 Filhote
83 K&S IEO8 Filhote
84 Max IE10 Filhote
85 Natural IFO4 Filhote
86 Nukys IC13 Filhote
87 Pedigree 1105 Filhote
88 Pedigree ID06 Filhote
89 Pedigree Expert - Racas Pequenas ID04 Filhote

90 Premiatta IDO8 Filhote
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Tabela 3.1. Lista das ragdes adquiridas no mercado varejista de Piracicaba,
Sao Paulo
(concluséo)

Codigo Faixa

Marca Comercial L o , .
Irradiagdo  Etaria

91 Premier ID10 Filhote
92 Pro Plan IFO7 Filhote
93 Royal Canin Indoor 1G11 Filhote
94 Special Dog Vegetais IEQS Filhote
95 Total Equilibrio IFO1 Filhote

3.2 Preparo das amostras

O preparo de amostras é também uma etapa importante dentro do processo
analitico, pois qualquer problema de contaminagado, alteragdo da composigéao,
degradacédo ou decomposicao/dissolugdo do material influenciara o resultado final
(KRUG, 2008; CECCHI, 2013). Por isso, desde 1997, o Laboratério de
Radiois6topos (CENA/USP) segue os requisitos da norma ISO/IEC 17025, com
procedimentos documentados e registros de atividades, garantindo rastreabilidade
do processo analitico em todas as suas etapas.

Apos registro das amostras no laboratério, 350 g de cada material tiveram o
tamanho de particulas reduzido (< 0,5 mm) em moinho de facas Retsch Grindomix
GM 200. Foi utilizada faca de titanio e recipiente de polietileno para evitar
contaminagao com elementos quimicos de interesse analitico, tais como Cr, Fe e Sb,
presentes no aco inoxidavel.

Para adequada preservacao, as amostras moidas foram acondicionadas em
frascos de polietileno de alta densidade organizados em caixas plasticas cobertas
por silica, sendo armazenadas em temperatura aproximada de 20 °C. Nesse ponto,

as amostras estavam prontas para dar continuidade as diversas analises.
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Figura 3.1 - Marcas comerciais de ragdo para caes, disponiveis no mercado local
da cidade de Piracicaba - SP, amostradas para analise

3.3 Determinagao de elementos quimicos nas ragées

Fundamentos

A analise por ativagdo neutrénica (NAA), reconhecida pelo CCQM (Comité
Consultivo para Quantidade de Matéria, Metrologia em Quimica e Biologia) por suas
caracteristicas de método primario de medicao (BODE et al., 2009; GREENBERG et

al., 2011), foi escolhida para avaliagao da composi¢gao quimica das ragdes para caes
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por sua sensibilidade na detecg¢ao e determinagéao simultdnea de um grande numero
de elementos quimicos. A NAA consiste no bombardeamento da amostra com
néutrons para a produgdo de radionuclideos artificiais a partir dos elementos
quimicos presentes no material, sendo que a medicdo da atividade induzida,
normalmente por espectrometria de raios gama, permite a determinagcdo dos
elementos quimicos que geraram os radionuclideos (ALFASSI, 1994; EHMANN;
VANCE, 1991). Neste trabalho, foi utilizada a andlise por ativagdo neutrénica

instrumental (INAA), modalidade que n&o envolve tratamento quimico das amostras.

Preparo das amostras para irradiagdo

Porgdes analiticas de 350 mg das amostras previamente moidas foram
envasadas diretamente em capsulas de polietileno de alta densidade e de elevada
pureza, fabricadas pela Posthumus Products, Beverwijk, Holanda, especialmente
para irradiacdo com néutrons. Foram utilizadas capsulas do tipo W, com 12 mm de
altura (Figura 3.2). No total, treze lotes analiticos foram compostos, identificados
como OZ, PA, RT, RU, RV e RW para INAA medindo radionuclideos de meias-vidas
longas (com mais de 12 horas) e IA, IB, IC, ID, IE, IF e IG para INAA medindo
radionuclideos de meias-vidas curtas.

Para o controle da qualidade do procedimento analitico, foram incluidos pelo
menos dois materiais de referéncia certificados em cada lote de amostras, dentre os
seguintes materiais: IAEA V-10 Hay Powder, produzido pela International Atomic
Energy Agency (IAEA), Austria; INCT MPH-2 Mixed Polish Herbs e INCT OBTL-5
Oriental Basma Tobacco Leaves, produzidos pelo Institute of Nuclear Chemistry and
Technology (INCT), Polénia; e SRM 1577¢c Bovine Liver, produzido pelo National
Institute of Standards and Technology (NIST), Estados Unidos. Esses materiais de
referéncia foram selecionados com base na composi¢cao da matriz e nos elementos
certificados, garantindo assim a avaliagdo da qualidade da determinagdo do maior

numero possivel de elementos quimicos de interesse.
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Figura 3.2. Capsulas de polietileno (tipo W) com 12 mm de altura,
especialmente fabricadas para irradiagdo com néutrons, utilizadas para

acondicionamento das por¢des analiticas

Em cada lote de irradiagéo, capsulas vazias (branco analitico) também foram
irradiadas conjuntamente as amostras, de modo a detectar elementos quimicos
interferentes presentes na sua composigao. Elementos quimicos como Br, Cr, Na e
Zn sao encontrados nas capsulas (FRANCA, 2006), sendo necessaria a corregao
dos seus valores nas amostras.

Para reportar os resultados em massa seca, a umidade de cada amostra de
racao foi medida em porgdes de 1 g em estufa com circulagéo forgada a 105°C, por
um periodo aproximado de 12h. As porgbes das amostras foram retiradas
concomitantemente ao encapsulamento. Ja os materiais de referéncia requerem
temperaturas e tempos diferenciados para a medicao de umidade, conforme os

respectivos certificados:

w |IAEAV-10 Hay Powder. secagem em estufa a 85°C até peso
constante;

« INCT MPH-2 Mixed Polish Herbs: secagem em estufa a 70 °C por 30 h;

« INCT OBTL-5 Oriental Basma Tobacco Leaves: secagem em estufa a
75°C por 30 h;

' SRM 1577c Bovine Liver. secagem em dessecador usando sulfato de

calcio por um tempo aproximado de 10 dias.

A cooperacéo cientifica entre o Laboratério de Radiois6topos do CENA/USP e
a Reactor Institute Delft, da Delft University of Technology (TUDelft), Delft, Holanda,
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permitiu que parte das analises relativas as determinagdes multielementares por
INAA fossem desenvolvidas no instituto holandés. Dessa forma, as amostras
preparadas e acondicionadas no Brasil, além de serem analisadas no CENA/USP,

também foram levadas a Holanda para outras analises complementares.

3.4 INAA - Radionuclideos de meias-vidas longas

Para a determinacgéo de elementos que geram radionuclideos de meias-vidas
longas (aqui consideradas maiores que 12 h), as 95 amostras e materiais de
referéncia foram irradiados com fluxo de néutrons térmicos da ordem de 10" cm?s™
por periodo de 4 h no reator nuclear de pesquisa IEA-R1 do Instituto de Pesquisas
Energéticas e Nucleares, da Comissao Nacional de Energia Nuclear (IPEN/CNEN),
Sao Paulo, SP. Como monitores de fluxo de néutrons térmicos, foram empregados
fios de uma liga de Ni-Cr com composicao conhecida (FRANCA et al., 2003) e
massa aproximada de 10 mg (Figura 3.2), intercalados entre as capsulas de
polietileno.

A medicdo da atividade induzida por espectrometria gama de alta resolugao
foi realizada no Laboratério de Radioisétopos (LRI/CENA/USP) por meio de
detectores de germanio hiperpuro do tipo coaxial com 45% e 50% de eficiéncia
relativa (1332 keV, ®°Co), que podem ser observados nas Figura 3.4. A detecgdo da
radioatividade das amostras e materiais de referéncia ocorreu em quatro momentos
distintos: aproximadamente 4, 7, 15 e 30 dias de decaimento, com tempos de
contagem de 15 min, 30 min, 1 h e 2 h, respectivamente. As amostras foram
posicionadas a 20, 7, 3 e 0,5 cm de distancia do detector para cada contagem. Para
os monitores de fluxo, as medi¢des ocorreram em duas ocasides, ou seja,

aproximadamente 30 e 45 dias ap6s a irradiagao.
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Figura 3.3. Monitores de fluxo de néutrons, com didmetro aproximado de 8 mm,

gerados a partir de fios de NiCr com composigéo conhecida (FRANCA et al., 2003)

AT

Figura 3.4 - Espectrobmetros de radiagdo gama utilizados para deteccdo da atividade
induzida, A. Detector modelo GEM45190, Ortec; B. Detector modelo GMX50220, Ortec

Em seguida a analise dos espectros de radiagdo gama, foram calculadas as
concentragbes dos elementos quimicos nas amostras e nos materiais de referéncia
certificados por método de padronizagao ko (BACCHI et al., 2000), a partir do pacote
computacional Quantu (BACCHI; FERNANDES, 2003), ilustrado na Figura 3.5. O
método ko utiliza apenas um elemento quimico como comparador, eliminando o
trabalho e os problemas envolvidos na preparacdo de padrbes para os diversos

elementos de interesse (DE CORTE, 2001). Os resultados foram corrigidos para
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emissao de relatério em massa seca. Com esse procedimento foram determinados
os elementos As, Br, Ca, Co, Cr, Cs, Fe, K, La, Na, P, Rb, Sb, Sc, Se, U e Zn.

(W

zzzzz

g1

Canat 5585 Eaepa (V) 1520 Comagens: 3 ROK Desbgede

Figura 3.5 - Pacote computacional Quantu (BACCHI; FERNANDES, 2003) desenvolvido
para INAA pelo método k,. A esquerda, tela do programa Quantu-MCA, destinado a
avaliagdo dos espectros de radiagdo gama. A direita, tela do programa Quantu-INAA,

destinado aos calculos para obtencao de resultados dos elementos quimicos

3.5 INAA - Radionuclideos de meias-vidas curtas

A INAA utilizando radionuclideos de meais-vidas curtas (aqui consideradas
menores que 12 h) foi realizada na TUDelft, Holanda, durante o
doutorado-sanduiche de outubro de 2011 a abril de 2012. Apds treinamento nas
areas de seguranga e protegcdo radiolégica, envolvendo conceitos gerais sobre
radiacdes ionizantes, monitoracdo pessoal e de area, normas de seguranga,
equipamentos de protecao individual e prevencdo de acidentes de trabalho, foi
concedida autorizacdo para trabalhar nas dependéncias do reator nuclear de
pesquisa Hoger Onderwijs do RID (Reactor Institute Delft), que opera a uma
poténcia de 2 MW ao ritmo de 100 h continuas por semana. O laboratério de INAA
desse instituto segue um sistema da qualidade, acreditado pelo Raad voor
Accreditatie (RvA), com numero L049, por trabalhar de acordo com a norma

ISO/IEC 17025.
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Em todas as 95 amostras preparadas no Brasil, foram determinados os
elementos quimicos que geram radionuclideos de meias-vidas curtas (consideradas
menores que 12 h). As amostras foram irradiadas individualmente durante 30 s sob
um fluxo de néutrons térmicos da ordem de 10" cm?s”’ Com cada amostra foi
incluido um monitor de fluxo de néutrons, constituido por solugdo padrao de zinco
pipetada em filtro colocado dentro de uma céapsula. Foi utilizado o sistema
pneumatico conhecido por Fast Rabbit System (Figura 3.6), que emprega gas
nitrogénio de alta pureza (3 bar) e permite enviar uma amostra até as proximidades
do nucleo do reator e trazé-la de volta para deteccao da atividade induzida em 3 s

apos o final da irradiacéao.

Figura 3.6. Reator nuclear de pesquisa Hoger Onderwijs do RID/TUDelft, Holanda

A atividade das amostras e materiais de referéncia foi medida em detector
semicondutor de germanio hiperpuro do tipo coaxial (12% de eficiéncia relativa no
fotopico 1332 keV do ®°Co) durante 3 min, a uma distancia de 5 cm entre a amostra
e o topo do detector. A atividade de °*"Zn dos monitores de fluxo foi medida por
1 min intercaladamente a medigdo da atividade das amostras correspondentes. O
protocolo de irradiagdo foi otimizado em fungdo do ®®Cu, radionuclideo de grande
importancia nesse estudo, cuja meia-vida é de 5,1 min (BLAAUW, 1996). O tempo
de decaimento inicialmente planejado era de 1 min, porém, devido a elevada
atividade de 28Al, a maioria das amostras foi medida 5 min apdés o término da

irradiagéo, permitindo diminuicao da atividade desse radionuclideo.
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A quantificagdo dos elementos quimicos presentes nas amostras e nos
materiais de referéncia certificados foi feita por método paramétrico kz, a partir do
software Apollo, usando avaliagao holistica dos espectros gama (BLAAUW, 1994). O
método kz,, desenvolvido na TUDelft, € muito semelhante ao método kg,
compartilhando a principal vantagem de ndo depender da analise de padrdes para
todos os elementos de interesse. Os resultados foram corrigidos para emissédo de
relatério em massa seca. Com esse procedimento foi possivel determinar os
elementos Al, Cl, Cu, |, Mg, Mn e Ti.

3.6 LS-NAA

Fundamentos

A andlise por ativagdo neutrbnica de grandes amostras (LS-NAA) é um
método multielementar, com capacidade nao destrutiva, e que permite a analise de
um grande volume de amostra (BODE; OVERWATER, 1993; VASILOPOULOU et
al.,, 2011). Assim como a NAA convencional (pequenas amostras), a LS-NAA é
basicamente dividida em irradiagdo com neutrdbns das amostras e subsequente
medicdo da atividade induzida por espectrometria de raios-gama (BODE;
OVERWATER, 1993; ACHARYA et al., 2010). Apesar do alto poder penetrante dos
néutrons e dos raios-gama, tornam-se necessarias corregbes do efeito de auto
blindagem dos néutrons e da auto atenuagdo de raios-gama nas amostras
(OVERWATER et al., 1993; OVERWATER; HOOGENBOOM, 1994) sendo estas as
principais diferencas entre a LS-NAA e NAA convencional (BODE; OVERWATER,
1993; GWOZDZ; GRASS, 2006). Contudo, a analise de grandes amostras pode ser
especialmente vantajosa quando homogeneizagédo € complicada ou quando grandes
objetos ndo podem ser danificados para fins de amostragem (VASILOPOULOU et
al., 2011). Além disso, LS-NAA pode proporcionar uma melhor representatividade
analitica, pois uma grande quantidade de amostra é analisada ao invés de usar
por¢cdes muitas vezes menores que 500 mg (SWAIN et al., 2012).

Racéo para cédes € uma combinacado de varios ingredientes, provenientes de
fontes organicas e inorganicas, de modo a fornecer todos os nutrientes necessarios.
Nesse caso, a homogeneidade da composigcao da ragao € importante, uma vez que

cada porcao oferecida ao animal devera conter as mesmas quantidades dos
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nutrientes para atender as necessidades alimentares diarias (TEIXEIRA et al., 2012).
No entanto, para analise quimica de alimentos, geralmente sdo tomadas pequenas
porcdes para representar um lote inteiro de producéo, e considerando a racdo uma
matriz bem complexa, que requer uma mistura completa do material, a amostragem
podera ser uma fonte de erro que comprometera a confiabilidade dos resultados

finais.

Preparo das amostras para irradiagdo

Sendo assim, para avaliar a homogeneidade da distribuicdo dos elementos
quimicos nas ragdes para caes, 24 sacos de 1 kg da marca comercial Eukanuba —
adultos ragas pequenas foram adquiridos em um pet-shop em Delft, Holanda, com o
devido cuidado de escolher todos de um mesmo lote de fabricagdo (Figura 3.7).
O conteudo de cada saco de racao foi transferido integralmente para garrafa de
polietileno com capacidade de 1 L (Figura 3.8). Para irradiagdo com néutrons, as
amostras foram divididas em cinco séries (IK, IL, IM, IN e 10), com cinco amostras

cada uma.
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Figura 3.7 - Racdo Eukanuba de um mesmo Figura 3.8 - Garrafas de polietileno, com
lote de fabricacao utilizadas para a avaliagdo capacidade de 1L, utilizadas no
de homogeneidade por LS-NAA acondicionamento de ragédo para LS-NAA

Primeiramente, foi necessario medir a radioatividade natural das amostras
durante 1 h em detector de germénio hiperpuro (Figura 3.9) com 97% de eficiéncia

relativa no fotopico 1332 keV do ®°Co, para a corregdo do background. Em seguida,
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uma fonte radioativa colimada de '®°Eu e "**Eu foi colocada atras da amostra para a
medicdo da transmissdo de raios gama, com a finalidade de determinar os
coeficientes de auto atenuagéo de raios gama de diversas energias nas amostras
(OVERWATER, 1994a). A distancia entre o detector e a amostra foi de 20 cm.

Irradiagéo

Finalizada a etapa de medigdo de background e de transmissdo de raios
gama, as amostras foram colocadas, em séries de cinco, no dispositivo para
irradiacao (Figura 3.10), sendo cercadas por 80 monitores de fluxo com 99,99% de
Zn (Figura 3.11), inseridos na estrutura de grafite do dispositivo, que tem 100 cm de
altura e 13 cm de didmetro (Figura 3.12). Os monitores permitem determinar o fluxo
de néutrons em varias posigbes, com base em uma geometria completamente
conhecida (OVERWATER, 1994b), possibilitando a correcdo de auto absorgédo de
néutrons nas amostras. As amostras e monitores de fluxo foram irradiados por 24 h
sob um fluxo de néutrons térmicos de aproximadamente 5,0 x 108 cm?s™ no Big
Sample Neutron Irradiation System (BISNIS) do RID (Figura 3.13).

Figura 3.9 - Detector de germanio hiperpuro, Figura 3.10 - Dispositivo para irradiagéo
posicionado horizontalmente, utilizado para contendo cinco amostras de 1 kg cada
LS-NAA
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Medigéo da atividade induzida por espectrometria gama de alta resolugdo

Apds 48 h de decaimento radioativo, as amostras foram retiradas do reator
para a medi¢cao da atividade induzida. A medigdo de cada amostra foi realizada por
2 h, utilizando o detector de germanio hiperpuro com 97% de eficiéncia relativa,
posicionado horizontalmente (Figura 3.8). Uma segunda contagem, também por 2 h,
ocorreu 7 dias apods a irradiacdo. As amostras foram rotacionadas durante a
medicdo. A atividade induzida nos monitores de fluxo de néutrons foi medida pela

atividade do ®*"Zn (meia-vida de 14 h), utilizando um detector de germanio hiperpuro

de tipo poco por 30 min (Figura 3.14).

Figura 3.11 - Monitores de fluxo com 99,99% Figura 3.12 - Monitores de fluxo sendo
de Zn utilizados no procedimento de LS-NAA  colocados na estrutura de grafite do
dispositivo para irradiagao

Figura 3.13 - Estrutura para irradiagdo do Figura 3.14 - Detector de germanio hiperpuro
reator Hoger Onderwijs utilizada para de tipo poco, utilizado para medigédo da
LS-NAA, conhecida como BISNIS atividade dos monitores de fluxo
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Os fatores de correcao para os fluxos de néutrons integrados e coeficientes
de auto atenuagdo de raios gama foram calculados usando os algoritmos
desenvolvidos por Overwater (1994b). A deconvolugao dos espectros de radiagao
gama foi feita por método paramétrico kz, a partir do software Apollo, usando
avaliagdo holistica dos espectros gama (BLAAUW, 1994), resultando em
concentracbes dos elementos quimicos e suas respectivas incertezas. O
procedimento permitiu a determinacéo dos elementos Br, Ca, Co, Cr, Fe, K, Na, Sc e
Zn.

3.6.1 Comparacgao LS-NAA e NAA convencional

Porgbes das 24 amostras analisadas por LS-NAA (Sec¢do 3.6), da marca
comercial Eukanuba — adultos ragas pequenas, foram trazidas da Holanda para
comparar os resultados obtidos na TUDelft com os resultados obtidos no CENA,
utilizando NAA convencional, isto é, empregando por¢des analiticas pequenas
(350 mg). O preparo das amostras para a irradiagdo seguiu os procedimentos
descritos na Segao 3.2 e na Secao 3.3, enquanto a analise das racgdes foi realizada

por INAA conforme a Secgao 3.4.

3.7 Composicao centesimal

A composicdo centesimal foi determinada de acordo com os métodos
propostos pela Association of Official Analytical Chemists - AOAC (2006), com
excecao de fibra bruta. Os componentes avaliados foram os teores de umidade
(método 934.01), proteina bruta (método 954.01), extrato etéreo (método 920.39),
extrato etéreo com hidrolise acida (método 954.02), e cinzas (método 942.02). A
fibra bruta foi determinada seguindo o método da American Oil Chemists' Society
(AOCS) Ba 6a-05, Crude fibre analysis in feeds by filter bag technique — ANKOM
Technology.

Aleatoriamente foram escolhidas 49 amostras do total de 95 ragdes
adquiridas, sendo 29 ragdes para caes adultos e 20 destinadas a caes filhotes. A
composi¢cao centesimal de cada amostra foi determinada em ftriplicata. Para o
controle da qualidade analitica, foi incluido um material de referéncia de soja

(IAEA-361 Soya Flour) preparado no CENA/USP, em parceria com a Agéncia



45

Internacional de Energia Atdmica (IAEA). Esse material foi recentemente revalidado
(2010) quimicamente, por meio da participagao de laboratérios integrantes do Centro
Colaborador em Defesa Agropecuaria: Produgdo de Materiais de Referéncia
Certificados e Organizacdo de Ensaios de Proficiéncia para Residuos e
Contaminantes Inorgénicos, da Rede MAPA/SDA, em varias rodadas de ensaios de

proficiéncia.
3.7.1 Determinagao de umidade

O método empregado para determinagéo de umidade baseia-se na perda de
peso da amostra apds a remocgdo da agua por evaporagao (GOMES; OLIVEIRA,
2013). O método por secagem em estufa € o mais utilizado para alimentos (CECCHI,
2013) e, devido a sua maior confiabilidade, ajuda na validagdo de outros
procedimentos (PARK; ANTONIO, 2006).

Para obter-se a quantidade de agua, foi pesado 1 g de amostra de ragao e
colocado em estufa com circulagao forgada a 105°C, por um periodo aproximado de
12 h, até peso constante. Em seguida, as amostras foram colocadas em dessecador
para resfriamento. Apés 30 min, ocorreu novamente a pesagem das amostras. O
teor de umidade foi obtido por diferenca entre as massas medidas antes e depois da

secagem, conforme a Equacgao 3.1:

Umidade(%) = (1—%jx100 (3.1)
Mu

na qual,
Ms = massa seca

Mu = massa umida
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3.7.2 Determinagao de proteina bruta (PB)

Para a determinacédo de proteina nas amostras de racao, foi empregado o
método de Kjeldahl adaptado, caracterizado como micro-Kjeldahl, em fungdo da
quantidade de amostra que € empregada nas determinagbes (CHIOCCHETTI,
2013). O método foi proposto por Johan Kjeldahl em 1883 e ainda € muito usado por
ser bastante confiavel (PARK; ANTONIO, 2006). Atualmente é reconhecido como
um método primario para medi¢ao de nitrogénio (GOMES; OLIVEIRA, 2013).

Baseia-se na medi¢cao do nitrogénio total, considerando que todo o nitrogénic
presente provém de proteinas (GOMES; OLIVEIRA, 2013). A determinagcdo de
nitrogénio compreende trés etapas, ou seja, digestéo, destilagcao e titulagdo (PARK;
ANTONIO, 2006). Consiste na decomposi¢cdo da matéria organica através da
digestao pelo acido sulfurico concentrado, em presenga de catalisador, até que todo
o carbono e hidrogénio sejam oxidados a CO, (CECCHI, 2013; GOMES; OLIVEIRA,
2013).

Apos a digestdo, € adicionado hidroxido de sédio e aquecido, ocorrendo a
liberacdo da amoénia, seguida de titulagdo com acido diluido (MARTINS;
REISSMANN, 2007; CECCHI, 2013).

As reacgdes quimicas envolvidas no processo estao descritas na Figura 3.15.

CHON giltmanta) (NH4)2SO4 + CO2(g) + H20 @ (1
(NH,),SO, + 2 NaOH — 2NH, + 2H,0 + Na,S0, (2)
NH, + H;BO, —» NH," + H,BO; (.00 (3)

H,BO, + H'—> H,BO, (4)

Figura 3.15 - Reagbes quimicas envolvidas na determinagao de proteinas pelo método de
Kjeldahl. (1) Digestao, (2) Neutralizacado, (3) Destilacdo e (4) Titulacdo. Adaptado de Vieira
(2010)
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Digestao

Foi pesada uma porcéao de 0,1 g de amostra de racdo em tubos de digestao e
adicionados 5 mL de solucdo digestora. Incluiu-se um branco analitico em cada
rodada de amostras. A solugéo digestora foi preparada previamente contendo acido
sulfurico, mistura catalisadora composta por selenito de sédio e sulfato de cobre e
sulfato de sddio, para aumentar o ponto de ebulicdo do acido sulfurico.

A digestao foi realizada em bloco digestor, dentro de capela, nas seguintes
condigdes: 30 min a 100 °C, 30 min a 200 °C e 2 h a 350 °C. Durante a digestao,
todo o carbono e hidrogénio contido na amostra foram oxidados a gas carbdnico
(CO,) e agua. O nitrogénio da proteina foi transformado em aménia (NH3), a qual, na

presencga do H,SO4, converteu-se em bissulfato de amonio (CECCHI, 2013).

Destilagdo

Apods resfriamento dos tubos com o material digerido, adicionaram-se 10 mL
de 4agua destilada, agitando-se até dissolver o residuo. Em um erlenmeyer,
adicionaram-se 5 mL de acido bodrico e indicador misto de vermelho de metila e
verde de bromocresol, elevando-se a temperatura do destilador. Por fim, seguiu-se a
etapa da destilagdo por arraste de vapor. O bissulfato de amdnio (n&o-volatil) foi
destilado na presenca de NaOH 11 N, ocorrendo a liberagdo da aménia (NH3). A
amoénia (volatil) foi recolhida em solugdo de acido bdrico (H3BOs3) de volume
conhecido, até que esse volume tenha dobrado. Inicialmente, a solugcdo contendo
acido bédrico e o indicador misto apresentava coloracdo rosa, e a medida que o

borato de aménia vai se formando (NH4H»BO3), adquire coloragcédo azulada.

Titulagcdo

Finalmente, o borato de amoénia formado foi titulado com acido sulfurico
0,02 N, até a viragem do indicador. Utilizou-se do acido sulfurico para recolher a
aménia liberada, pois ha um menor risco de perdas da aménia quando comparado
com o acido bérico (GOMES; OLIVEIRA, 2013). Para obter o teor de proteina bruta,

multiplicou-se o valor do nitrogénio total encontrado por um fator que converte o
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nitrogénio em proteina (CECCHI, 2013). Esse fator € especifico e depende da
porcentagem de nitrogénio encontrada na composi¢ao de cada proteina (SANCHES,
2010). Em amostras de alimentos para animais, o fator de transformacdo de
nitrogénio para proteina é 6,25, considerando que a maioria das proteinas contém
nas suas moléculas aproximadamente 16% de nitrogénio (GALVANI; GAERTNER,

2006). O teor de proteina foi obtido, conforme a Equacgéo 3.2:

PB(%) = titulagdo(mL) x 0,02 x 14 x 6,25 (3.2)

3.7.3 Determinagao de extrato etéreo com hidrélise acida (EEHA)

O método de extrato etéreo determina o total de substancias soluveis em
solventes organicos (geralmente éter etilico, éter de petréleo e suas combinagdes),
compreendendo os acilglicerdis, os acidos graxos livres, o colesterol, a lecitina, a
clorofila, os alcoois volateis, os 6leos e as resinas (BRASIL, 2009).

Na avaliacdo do teor de extrato etéreo de um alimento extrusado, como a
racdo, deve-se realizar a hidrélise acida previamente a extracdo com éter, caso
contrario, resultara em subestimacao no teor de extrato etéreo obtido (NRC, 2006).
Isso ocorre pois a hidrdlise acida rompe as ligagbes entre lipideos e carboidratos
formadas durante o tratamento térmico (CARCIOFI, 2013), e os lipideos ficam livres
para a extracdo com solvente (GOMES; OLIVEIRA, 2013).

Para a hidrolise acida, baldes de fundo chato foram secos em estufa & 105 °C
por 12 h, resfriados em dessecador e tarados. Foram pesados 2 g de amostra em
tubo Falcon, adicionando-se 2 mL de alcool etilico. Em seguida, foram colocados
10 mL de solugao de acido cloridrico 70%, deixando-se em banho-maria a 80 °C por
40 min e agitando a cada 10 min. Apds resfriamento, foram adicionados 10 mL de
alcool etilico, e misturou-se vigorosamente.

A extracdo foi realizada acrescentando-se 25 mL de mistura de éter
(éter etilico e éter de petrdleo) e colocando-se na centrifuga por 8 min a 800 rpm. O
sobrenadante foi filtrado sobre os baldes e levado para estufa a 60 °C por 12 h. Apos

resfriamento em dessecador, pesaram-se os baldes com o extrato etéreo. A
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quantidade de lipideos foi obtida pela diferenca do peso do baldao tarado

previamente e apés a extragao. O calculo € demonstrado pela Equacgao 3.3:

(P - P>) (3.3)

EEHA(%) = %100

0
onde,
Pp = peso da amostra
P1 = peso do baldo com a gordura

P> = tara do balao

3.7.4 Determinacao de extrato etéreo (EE)

A extragdo de lipideos sem hidrélise acida também foi realizada, a fim de
comparar os resultados com a determinacao de extrato etéreo com hidrdlise acida. O
método escolhido foi a extragdo com solvente a quente, dividido basicamente em
trés etapas, ou seja, extracido da gordura da amostra com solvente, eliminacdo do
solvente por evaporagao e quantificacdo da gordura por pesagem (PARK;
ANTONIO, 2006; CECCHI, 2013). Baseia-se na extragao da fragao lipossoluvel por
meio de um solvente organico, o éter etilico, entre outros (GOMES; OLIVEIRA,
2013). Deste modo, apds extragcdo da gordura e remogao do solvente, o teor de
extrato etéreo é determinado pela diferenga de massas.

Foi empregado o extrator tipo Soxhlet, que utiliza o refluxo de solvente em
processo de extracdo intermitente (PARK; ANTONIO, 2006). Como solvente,
utilizou-se do éter etilico, com o devido cuidado por se tratar de um produto
altamente inflamavel. O éter etilico € um solvente de ampla extracdo e pode extrair
também vitaminas, esteroides, resinas e pigmentos, constituindo assim um erro no
final na analise. Contudo, como esses compostos aparecem em pequenas
quantidades, o erro gerado é aceitavel (CECCHI, 2013).

Para a extragao, pesou-se 1 g de amostra em papel filtro e inseriu no cartucho
extrator. Em seguida, adicionou-se 50 mL de éter etilico em cada tubo, previamente
seco em estufa a 105 °C e pesado, e conectou-se ao condensador. As amostras

foram deixadas em refluxo continuo por 4 h a temperatura de 45-50 °C, e por 30 min
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a temperatura de 60 °C. Apds recuperagdo do éter, os tubos foram retirados e
colocados em estufa por 12 h a 105 °C, deixando-os resfriar em dessecador. Por
ultimo, pesaram-se os tubos com extrato etéreo. O teor de lipideos foi obtido pela
diferenca do peso do tubo tarado previamente e apds a extragao, de acordo com o

céalculo mostrado na Equacéo 3.4:

EE(%) = [(tubo + gordura )— (tara )]x 100 (3.4)

3.7.5 Determinagao de fibra bruta (FB)

Para obter o teor de fibra bruta, as amostras foram submetidas a digestao
acida, seguida de digestao basica e calcinagédo do residuo em mufla. A percentagem
de fibra foi, entdo, calculada pela diferengca de pesagem antes e apds 0 processo.

Pesou-se 1 g de cada amostra diretamente em saquinhos, especificos para
andlise de fibras, com porosidade de 25 um (F57, ANKOM) e, em seguida, os
saquinhos foram selados nos primeiros 4 mm, com o devido cuidado de n&do haver
perda de material. Um branco analitico foi adicionado no processo em todas as
rodadas.

Por ser um material rico em gordura, foi necessario o desengorduramento das
amostras para evitar excesso de saponificagdo durante a digestdo basica. Para isso,
os saquinhos foram mergulhados em um béquer contendo éter de petréleo durante
30 min. Retirados do solvente, os saquinhos foram secos em temperatura ambiente.

Durante a digestao, todo o material indigerivel é dispensado (EURACHEM,
2002). Dando inicio ao processo, os saquinhos foram acomodados em bandejas e
inseridos no equipamento modelo SL-118 da SOLAB. Em seguida, adicionou-se
solugao de acido sulfurico a 1,25 % (na proporg¢ao de 100 mL por saquinho), onde
permaneceram por 40 min a 100 °C, sob agitagdo constante. Apds isso, o0s
saquinhos foram lavados com agua destilada, a uma temperatura entre 50 °C e
90 °C, durante 5 min, por duas vezes.

Finalizada a digestdo acida e a lavagem, adicionou-se solucédo de hidréxido
de sodio a 1,25 % sobre os saquinhos, na mesma propor¢ao de 100 mL por
saquinho, onde permaneceram também por 40 min a 100°C, sob agitagdo

constante. Novamente, os saquinhos foram lavados com agua destilada, a uma
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temperatura entre 50 °C e 90 °C, durante 5 min por trés vezes. Apos a lavagem, o
suporte com as bandejas foi retirado do equipamento e toda a agua dos saquinhos
foi removida. Posteriormente, os saquinhos foram mergulhados em acetona e
transferidos para uma bandeja, até evaporar completamente. A seguir, os saquinhos
foram inseridos em estufa a 105 °C por 4 h e colocados em dessecador até esfriar.
Pesaram-se os saquinhos em seguida.

Finalmente, os saquinhos foram colocados em cadinhos de porcelana,
previamente secos e tarados, e, entdo, calcinados em mufla por 2 h a 600 °C. O
material organico é calcinado a cinzas, ficando um residuo inorganico (EURACHEM,
2002). Transferiram-se os cadinhos para um dessecador, até atingir a estabilidade,
sendo novamente pesados. A diferenca entre peso de residuo organico/inorganico
apos a secagem e o peso do residuo calcinado a cinzas é o conteudo de fibras
(EURACHEM, 2002), podendo ser calculado, conforme a Equagéao 3.5:

Ps—(P 3.5
FB(%):Mxloo (3.5)
2
onde,
P, = tara do saquinho
P, = peso da amostra
P3; = peso da matéria orgéanica

C = correcéao para o teor de cinzas na amostra

3.7.6 Determinagao de residuo mineral (cinzas)

A quantificagdo das cinzas totais nas amostras de racao foi realizada pelo
método gravimétrico, apos calcinagao do material em mufla. O método baseia-se na
queima da fragdo organica com o oxigénio atmosférico, obtendo-se um residuo
inorganico, na forma de cinza (KRUG, 2008). Para isso, pesou-se 1 g das amostras
em cadinhos de porcelana, previamente secos e tarados, com o cuidado de distribuir
uniformemente as amostras nos cadinhos.

Os cadinhos com amostras foram colocados em mufla e carbonizados

a 200 °C por 30 min, aumentando gradativamente a temperatura a cada 30 min, até
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que atingisse a temperatura de 600 °C, onde as amostras permaneceram por 2 h,
queimando toda a matéria organica. A queima excessivamente rapida deve ser
evitada, por haver perda de material por projegao ou ignigdao (JORHEM, 1995). Além
disso, por se tratar de uma matriz rica em gordura, deve também ser aquecida
inicialmente a temperaturas mais baixas para decompor a gordura, evitando assim
que o material seja projetado para fora do cadinho (CECCHI, 2013; GOMES;
OLIVEIRA, 2013).

Finalizada essa etapa, os cadinhos com as cinzas foram transferidos para
dessecador até alcangarem o equilibrio e, em seguida, foram pesados. O calculo do

percentual de cinzas foi feito pela Equacgao 7:

Cinzas (%) = M

x 100
onde,

CM = cadinho p6s mufla

TC = tara cadinho

P = peso amostra

3.8 Bioacessibilidade de cobre nas ragoes

Esse método foi proposto por Hervera et al. (2007), porém algumas
modificagdes foram necessarias para determinar o elemento nutricional de interesse,
no caso Cu. A simulagao da digestdo do trato gastrointestinal foi realizada usando
solugdes de fluido gastrico e fluido intestinal.

Aleatoriamente, foram escolhidas 14 amostras de um total de 49 racgdes
analisadas na composicdo centesimal, sendo 12 racbes para caes adultos e
2 destinadas a cées filhotes. As amostras foram analisadas em triplicata.

O experimento foi realizado no Laboratério de Nutricdo Animal do CENA/USP,
sob a supervisdao do Prof. Dr. Helder Louvandini, que gentiimente cedeu as
dependéncias do laboratério e uso de equipamentos. O experimento foi conduzido

em trés etapas, descritas a seguir.
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Simulagéo da digestdo gastrica

Pesou-se 1 g de cada amostra em frascos de vidro de 100 mL (Figura 3.16).
A seguir, adicionaram-se 25 mL de tampao fosfato (0,1 M, pH 6) e 10 mL de HCI
0.2 M. Depois, ajustou-se o pH até 2, adicionando solu¢des de HCI 1 M e NaOH 1 M
(Figura 3.17). Para evitar o crescimento bacteriano durante a incubagéo,
acrescentou-se 0,5 mL de solugao de cloranfenicol Sigma - C0378 (0.5 g em 100 mL
de etanol 96%) nas amostras. Em seguida, foi realizada a digestdo com a adi¢ao de
1 mL de solugao de pepsina fresca (10 mg de pepsina Sigma - P7012 dissolvida em
1 mL de tampao fosfato 0,1 M, pH 6). Os frascos foram tampados e colocados na
incubadora a 39 °C por 2 h, sob agitacdo constante (Figura 3.18). Em cada série foi

incluido um branco analitico.

Simulagéo digestdo pds-gastrica

Apds 2 h de incubagédo, os frascos foram resfriados em agua fria para
interromper a atividade enzimatica. Em seguida, foram adicionados 10 mL de
tampéao fosfato (0,2 M, pH6,8) e 5mL de NaOH 0,6 M. Na sequéncia, o pH foi
ajustado para 6,8, adicionando solugdes de HClI 1 M e NaOH 1 M (Figura 3.17). Por
ultimo, pipetou-se 1 mL de solugdo de pancreatina (100 mg de pancreatina Sigma P-
1750) suspendida em 1 mL de tampao fosfato 0,2 M, pH 6,8. Os frascos foram
novamente tampados e levados para a incubadora a 39 °C por 4 h, sob agitagao

constante (Figura 3.18).

Filtracdo

Na ultima etapa, apds 4 h da segunda incubacgao, os frascos foram retirados e
resfriados. Todo o conteudo do frasco foi filtrado em cadinhos filtrantes de vidro
(3cm de diametro, com placa porosa n°2) e lavados com agua destilada
(Figura 3.19), com o devido cuidado de remover toda a fragdo digerida. Finalmente,
o conteudo foi transferido para balées volumétricos e o volume completado com

agua destilada até 100 mL.
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A leitura das amostras digeridas foi realizada por espectrometria de emisséo
Optica com plasma acoplado indutivamente (ICP OES) no Laboratério de Nutricao
Animal, da Embrapa Agropecuaria Sudeste, em Sao Carlos-SP, sob a supervisdo da

Profa. Dra. Ana Rita de Araujo Nogueira.

Figura 3.16 - Amostras moidas e pesadas

Figura 3.18 - Incubadora in vitro Figura 3.19 - Filiragem dos cadinhos,
adaptado ao kitassato

3.8.1 Determinagao de cobre por ICP OES
Curva de calibragao

Para a preparacdo da curva de calibragdo analitica, foi utilizada solucao
estoque de referéncia de Cu () 1000 mg/L (Fluka). Foram preparadas oito solugbes
padrées por diluigdes sucessivas das solugdes estoques contendo 1000 mg/L e

avolumados com solugéo tampao fosfato (0,2 M, pH= 6,8). Esta ultima foi preparada
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da mesma maneira que foi utilizada para o experimento descrito na Secgao 3.8. As
solugbes estoque preparadas, foram transferidas para tubos falcon devidamente
identificados, para posterior analise por ICP OES. Os pontos de curva de calibragao

analitica estabelecidos foram:

“ P1)0 = branco

' P2)0,1 =50 yL da solugao estoque
w P3) 0,25 =125 uL da solugao estoque
w P4)0,5 =250 uL da solugao estoque
' P5) 1,0 =500 uL da solugao estoque
= P6)2,5=1250 uL da solugao estoque
« P7)5,0=2500 pL da solugéo estoque
¢ P8) 10 = 5000 pL da solugao estoque

Instrumentagéao

O ICP OES ¢é uma técnica multielementar, sensivel e apresenta pouca
interferéncia quimica devido as altas temperaturas alcangadas durante o processo
para a determinacdo dos elementos quimicos (SKOOG et al., 2007). Além disso,
elementos em baixas concentragbes e compostos refratarios podem ser
determinados, mesmo aqueles que sao altamente resistentes a decomposicéo
térmica (SKOOG et al., 2007).

Em ICP OES, a amostra é introduzida no equipamento geralmente em
solugdo (ROBINSON et al., 2004). A amostra é transformada em aerossol no
nebulizador e transportada para o plasma (HOU; JONES, 2000; ROBINSON et al.,
2004). Ao atingir a tocha, em elevadas temperaturas, € rapidamente vaporizada e
energizada, através de excitagao colisional dos atomos da amostra (HOU; JONES,
2000). Apos os processos de atomizacgao, ionizagao e excitagao, a radiagao emitida
pelos atomos e ions gerados no plasma & separada em comprimentos de onda
especificos e utilizada para determinar a concentragcdo dos elementos de interesse
(MACAROVCHA, 2011; RAINONE, 2011).

Apds a construgdo da curva analitica, o cobre foi determinado por ICP OES
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(Varian, Vista RL, Mulgrave, Australia) com configuragcado radial equipado com um
sistema optico do tipo Echelle e detectores CCD, como mostra a Figura 3.20. O gas
de formacgao de plasma utilizado foi argénio 99,998 % v/v, responsavel por gerar um
plasma estavel e quimicamente inerte (PETRY, 2005). Os parametros instrumentais

aplicados sao apresentados na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 - Parametros instrumentais para a determinagédo de

cobre em racgdes de caes por ICP OES (vista radial)

Poténcia de radio frequéncia 1000 (W)
Nebulizador V-Groove
Fluxo de gas externo 15 L.min™"
Fluxo de gas intermediario 1,5 L.min™
Fluxo de gas de nebulizacdo 0,75 L.min
Comprimentos de onda (nm) Cu (I)= 324,754

Figura 3.20 - ICP OES com vista radial (Varian, Vista RL, Mulgrave, Australia) usado na
determinacgao de cobre
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3.9 Controle da qualidade do procedimento analitico
Exatidéo dos resultados obtidos
A avaliacdo da exatidao alcancada nos resultados do procedimento analitico

de racdes para caes foi calculada a partir do indice En para os elementos quimicos

determinados nos materiais de referéncia analisados, conforme a equacao abaixo:

En= —(x — %)
- 3.7
JIZ+12 S7)
onde,

X = valor obtido na amostra (mg/kg)
X = valor de referéncia extraido do certificado (mg/kg)
| = incerteza expandida do resultado obtido em nivel de 95% de confianga
|. = incerteza expandida do valor de referéncia em nivel de 95% de

confianga

O indice En permite comparar os resultados obtidos com os valores
constantes nos certificados, considerando suas incertezas expandidas, o que
favorece uma avaliagdo bastante realista da exatiddo alcangada pelo método

analitico. Os valores En considerados satisfatorios estdo entre -1 e 1.

Reprodutibilidade no decorrer dos experimentos

A reprodutibilidade é a expressao da precisdo, quando o método é realizado
nas mesmas condi¢des, mas em ocasides diferentes (CECHI, 2013). No contexto da
metrologia mundial, o Vocabulario Internacional de Termos Fundamentais e Gerais
de Metrologia (ISO VIM) define o conceito reprodutibilidade como “o grau de
concordancia entre os resultados das medicbes de um mesmo mensurando
efetuadas sob condi¢des variadas de medi¢cao” (INMETRO, 2007), sendo que as
possiveis condi¢cdes de reprodutibilidade incluem: diferentes localidades para a

realizacao do ensaio, operadores variados e por diversas medicbes em um mesmo
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objeto ou de matriz similar (BIPM, 2008). Desse modo, a reprodutibilidade foi
avaliada quanto as condigbes analiticas (operador e equipamento) e de tempo
(dados coletados em diferentes épocas), fornecendo uma estimativa da precisdo dos
resultados obtidos ao longo do estudo realizado, que compreendeu o periodo entre
maio de 2011 e janeiro de 2013.

Repeticbes realizadas nos materiais de referéncia, em diversos lotes
analiticos, tiveram seus valores individuais das concentracbes dos elementos
quimicos comparados com os valores médios obtidos de todas as repeticdes,
levando-se em consideragcdo as respectivas incertezas expandidas. Resultados
admissiveis sao aqueles em que os desvios obtidos em relagdo ao valor médio

sejam menores do que as respectivas incertezas expandidas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Controle da qualidade do procedimento analitico

Exatidao dos resultados obtidos

A Figura 4.1 mostra os valores En calculados a partir da média dos resultados
de concentracdao dos elementos quimicos para os trés materiais de referéncia
analisados nos diversos lotes de irradiagdo. O En permite comparar o valor obtido
com o valor certificado, considerando as incertezas expandidas de ambos os
valores. Assim, En entre -1 e 1 sdo considerados admissiveis.

Em cada lote foram utilizados, no minimo, dois materiais de referéncia, ou
seja, IAEA V-10 juntamente com INCT MPH-2 ou NIST SRM 1577c. O IAEA V-10 foi
irradiado em todos os seis lotes, sendo dois em duplicata (n=8), enquanto
INCT MPH-2 e NIST SRM 1577c foram irradiados em quatro lotes (n =4). Alguns
elementos determinados estdo apenas em um dos graficos, pois os valores nao
estdo disponiveis nos certificados dos materiais de referéncia.

Observando-se os trés graficos da Figura 4.1, percebe-se que os valores En
estdo dentro do limite admissivel, entre -1 e 1, para a maioria dos elementos
avaliados, demonstrando um bom nivel de concordancia entre os valores obtidos e
os valores certificados. Entretanto, Cr no material IAEA V-10 (En=1,08), Se no
material NIST SRM 1577¢ (En=1,38) e Br no material INCT MPH-2 (En=1,08)
apresentaram alguma deficiéncia na exatidao, pois os valores En estao ligeiramente
acima do limite. Cabe ressaltar que esses valores foram calculados para a média de
todas as repeticbes dos materiais de referéncia realizadas ao longo do trabalho.
Considerando-se os resultados individuais para cada analise, Br e Se ficaram acima
do limite apenas em uma das quatro repeti¢cdes, enquanto Cr ficou acima do limite

em trés das oito repeti¢des.
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Figura 4.1 - Valores En obtidos a partir dos resultados médios de concentragdo dos
elementos quimicos para os materiais de referéncia IAEA V-10 (n = 8), INCT MPH-2
(n=4)e NIST SRM 1577c (n = 4)
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Reprodutibilidade no decorrer dos experimentos

O material de referéncia IAEA V-10, utilizado em todos os lotes analiticos,
permitiu avaliar a reprodutibilidade dos resultados de concentracdo de doze
elementos quimicos ao longo do trabalho. A Figura 4.2 ilustra os dados obtidos,
mostrando graficos de controle dos valores individuais de quatro elementos quimicos

nas oito repetigdes realizadas.
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Figura 4.2 - Resultados de concentragdo de Ca, La, Sc e Zn no material de referéncia
IAEA V-10 em oito repetigdes, respectivas incertezas expandidas (k=2), média e limites de
mais ou menos dois desvios padrao (n=8). O eixo a direita mostra a diferenga percentual dos
valores individuais com relagdo a média

Para Ca e Zn, os desvios padroes relativos das oito repeticbes foram menores
do que 5 %, demonstrando baixa dispersao dos resultados obtidos. Além disso, as
diferengas entre os valores individuais e as médias foram cobertas pelas incertezas
expandidas dos resultados. Outros oito elementos, ou seja, Br, Co, Cr, Fe, K, Na, P e
Rb, apresentaram comportamento similar, demonstrando a reprodutibilidade dos
resultados ao longo do trabalho.

Para La, observa-se que o desvio padrao das oito repeticées foi da ordem de
10%, uma vez que o intervalo de dois desvios padrdes na Figura 4.2 vai de -20% a
20%. Entretanto, esse desvio maior € completamente explicado pela incerteza de

medigdo, uma vez que consideradas as incertezas expandidas nenhum dos
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resultados difere da média. Assim, pode-se dizer que a reprodutibilidade dos
resultados de La esta dentro do esperado, ndo havendo qualquer evidéncia de
problema analitico.

O grafico de controle para Sc mostra uma grande dispersdo dos resultados,
com intervalo de dois desvios padrdes variando entre -36% e 36%. Nesse caso, a
elevada variacdo nao é explicada pela incerteza de medicdo, observando-se, na
Figura 4.2, que pelo menos cinco resultados diferem da média, considerando os
intervalos das incertezas expandidas. Boa parte da variacdo pode ser atribuida ao
resultado da amostra 2, porém, mesmo com sua exclusao, ainda resta um desvio
padrao relativo da ordem de 5%, quando a expectativa projetada pelas incertezas de
medicao seria de desvio padrao relativo da ordem de 2,5%. Portanto, a avaliagéo
aponta para um problema de reprodutibilidade na determinagcdo de Sc ou, entado, de

homogeneidade do material de referéncia IAEA V-10 para esse elemento quimico.

4.2 Determinagao de elementos quimicos nas ragoes

Os resultados apresentados a seguir referem-se as racdes do tipo seca,
escolhidas por serem as mais consumidas no mercado pet, considerando-se
facilidade dos proprietarios em alimentar seu animal, necessidades nutricionais e
custo (CASE et al.,, 2011). Animais que consomem ragado seca de boa qualidade
tendem a levar uma vida mais saudavel pelo atendimento mais completo das
necessidades nutricionais (NRC, 2006). Por outro lado, na alimentagdo com ragao
umida, ha dificuldade de atender plenamente as necessidades nutricionais
(CASE et al., 2011).

Aqui estdo apresentados os resultados de concentragdo obtidos por INAA,
medindo radionuclideos de meias-vidas curtas, médias e longas, o que permitiu
englobar os elementos Al, As, Br, Ca, CI, Co, Cr, Cs, Cu, Fe, |, K, La, Mg, Mn, Na, P,
Rb, Sb, Sc, Se, Ti, U e Zn. Cabe destacar que foi possivel com a INAA avaliar todos
os nutrientes minerais com valores limites estabelecidos em racdes para cées, tais
como, os macrominerais Ca, P, K, Na, Cl e Mg e os microminerais Fe, Cu, Mn, Zn, |

e Se (AAFCO, 2008), demonstrando que o método é adequado a essa finalidade.
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Ainda mais, deve ser ressaltado que em INAA a amostra é analisada diretamente,
sem necessidade de etapas de dissolugao, que podem gerar dificuldades e desvios
significativos nos resultados de concentragdo de alguns elementos, principalmente

considerando uma matriz complexa, como € o caso das racoes.

4.2.1 Elementos nutricionais para os caes

As Tabelas 4.1 e 4.2 mostram todos os nutrientes minerais com seus valores
de referéncia estabelecidos pela Association of American Feed Control Officials
(AAFCO, 2008), que devem ser atendidos pelos fabricantes de ra¢des. Também
estdo inseridos os valores maximo e minimo obtidos para as 95 ra¢des analisadas,
sendo 63 amostras de racdes para caes adultos e 32 amostras de racdes destinadas

a caes filhotes.

Tabela 4.1 - Nutrientes minerais (mg/kg) determinados nas ragdes
para cades adultos (n=63) e valores de referéncia estabelecidos
pela AAFCO (2008). Resultados expressos em matéria seca

Valores obtidos Valores de Referéncia
Elemento Minimo Maximo Minimo Maximo
Ca 4900 28600 6000 25000
P 3000 20300 5000 16000
CaP 0,7 2,8 1:1 2:1
K 3110 12290 6000 -
Na 2060 8360 600 -
Cl 3180 16500 900 -
Mg 300 4100 400 3000
Fe 177 862 80 3000
Cu 9,0 60 7,3 250
Mn 6,0 111 5,0 -
Zn 44 554 120 1000
I 0,9 14 1,5 50

Se 0,24 1,94 0,11 2,0
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Tabela 4.2 - Nutrientes minerais (mg/kg) determinados nas ragdes
para céaes filhotes (n=32) e valores de referéncia estabelecidos
pela AAFCO (2008). Resultados expressos em matéria seca

Valores obtidos Valores de Referéncia
Elemento Minimo Maximo Minimo Maximo
Ca 6400 21100 10000 25000
P 8500 15900 8000 16000
CaP 0,74 1,86 1:1 2:1
K 4960 11140 6000 -
Na 3320 7900 3000 -
Cl 4750 16000 4500 -
Mg 580 2190 400 3000
Fe 198 675 80 3000
Cu 15 64 7,3 250
Mn 16 149 5,0 -
Zn 46 614 120 1000
I 0,7 14 1,5 50
Se 0,30 2,14 0,11 2,0

Calcio

As concentragdes de calcio permaneceram acima dos limites minimos em
todas as amostras, tanto nas ragbes para adultos (6000 mg/kg) como nas ragdes
para filhotes (10000 mg/kg), com excegdo de duas, uma para caes adultos
classificada inclusive como super premium (4900 mg/kg) e a outra para filhote
(6400 mg/kg), como mostram as Figuras 4.3a e 4.3b. Também, houve amostras de
racbes para adultos que apresentaram valores acima do limite maximo de
25000 mg/kg (Figura 4.3a), corroborando os resultados de Carciofi et al. (2006), em
que cerca de 11% das ragdes do segmento econémico estavam com excesso de
calcio.

Embora calcio seja um elemento essencial necessario em elevadas
quantidades, valores acima do limite podem prejudicar a absorcdo de outros

nutrientes, principalmente fésforo, manganés e zinco, e comprometer o
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desenvolvimento do esqueleto (SCHOULTEN et al.,, 2003; CASE et al., 2011).
Segundo Grandjean (2006), nos ultimos anos, verificou-se o aumento de casos de
disturbios de ossificacdo em filhotes de caes de porte grande que consomem
alimentos industrializados de qualidade inferior, devido ao excesso desses minerais
contidos na formulagado. Contudo, todas as 32 amostras de ra¢des para caes filhotes

avaliadas neste trabalho estiveram abaixo do limite méaximo (Figura 4.3b).
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Figura 4.3 - Concentragao de calcio nas ragbes para cdes adultos (a) e ragbes para caes
filhotes (b), onde as barras de erro representam as incertezas de medi¢cdo (k=2). Limites
minimo (6000 mg/kg) e maximo (25000 mg/kg) na racao do tipo seca para cades adultos e
limites minimo (10000 mg/kg) e maximo (25000 mg/kg) na ragdo do tipo seca para caes
filhotes, estabelecidos pela AAFCO (2008)
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Fosforo

Nas ragbes para caes adultos, fésforo variou de 3000 mg/kg a 20300 mg/kg
(Figura 4.4a). O menor valor foi encontrado em uma ragao auxiliar ao tratamento de
doenca renal. Esse tipo de ragao deve conter um teor reduzido do elemento, pois o
baixo consumo de fosforo € essencial para ajudar na fungédo renal dos céaes que

apresentam insuficiéncia renal cronica (CASE et al., 2011).
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Figura 4.4 - Concentragao de fésforo nas ragbes para caes adultos (a) e ragdes para caes
filhotes (b), onde as barras de erro representam as incertezas de medig¢ao (k=2). Limites
minimo (5000 mg/kg) e maximo (16000 mg/kg) na racéo do tipo seca para caes adultos e
limites minimo (8000 mg/kg) e maximo (16000 mg/kg) na ragdo do tipo seca para caes
filhotes, estabelecidos pela AAFCO (2008)
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Por outro lado, as ragdes de numero 2 (16700 mg/kg), 36 (17000 mg/kg) e
59 (20300 mg/kg) apresentaram valores superiores ao limite maximo (16000 mg/kg).
Do mesmo modo, Costa et al. (2013) verificaram valores elevados de fésforo nas
racdes para caes, variando de 22000 mg/kg a 24000 mg/kg. Em todas as racgbes
para filhotes, os valores estiveram dentro da faixa de normalidade para fésforo,
variando de 8500 mg/kg a 15900 mg/kg (Figura 4.4b).

O excesso de fosforo diminui a concentragdo plasmatica do elemento,
reduzindo a liberagdo de creatinina e a absor¢gdo de magnésio, podendo, assim,
comprometer as fungdes renais (HAND et al.,, 2010). Normalmente, fontes
inorganicas de fosforo sdo adicionadas as ragdes para atender as exigéncias do

elemento nos animais, sendo a principal delas o fosfato bicalcico (VIERA, 2010).

Razéo Ca:P

A razao Ca:P nas racbes para caes adultos e filhotes, respectivamente, foi de
0,70 a 2,80 e de 0,74 a 1,86. Esses minerais s&o recomendados na dieta de cées na
proporgcédo Ca:P de 1:1 (minimo) e 2:1 (maximo) de acordo com a AAFCO (2008). O
aumento da razdo Ca:P sugere maior concentragao de calcio na ragao, promovendo
o efeito inibitério sobre a absor¢cdo do fésforo (MIRANDA et al., 2000). Contudo, a
reducao da absorcédo de fésforo também ocorre quando a concentracédo de calcio &
baixa, o que pode ser atribuido ao desequilibrio da relacdo Ca:P na racao
(SCHOULTEN et al., 2002).

Ambos os elementos, calcio e fosforo, estdo intimamente relacionados no
organismo do cao, principalmente na mineralizagdo da matriz 6ssea (TRYFONIDOU
et al., 2002; PINHEIRO et al., 2011). Por outro lado, o uso da farinha de carne e
0ss0s, que leva em sua composicdo elevada concentracido desses minerais em
proporgdes balanceadas, causa sua menor digestibilidade, ndo assegurando uma
nutricdo étima do animal (CARCIOFI et al., 2006).
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Potassio

Potassio apresentou valores de concentragcéo abaixo do limite (6000 mg/kg)
em quatro racdes para caes adultos, bem como em quatro ragdes para caes filhotes
(Figuras 4.5a e 4.5b). Duas dessas ragdes (adulto e filhote) sdo do segmento super
premium e da mesma marca comercial.

Esse mineral € o principal cation intracelular no organismo, necessario para a
fungéo celular normal (OTTEN et al., 2006). Nos animais, sodio e potassio atuam
sobre as membranas celulares transmitindo impulsos eletroquimicos para as fibras

musculares e para os nervos (NRC, 2006).
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Figura 4.5 - Concentragao de potassio nas ragbes para cdes adultos (a) e ragdes para caes
filhotes (b), onde as barras de erro representam as incertezas de medigao (k=2). Limite
minimo (6000 mg/kg) na ragéo do tipo seca para cédes adultos e filhotes, estabelecidos pela
AAFCO (2008)
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Embora o elemento esteja abaixo do limite requerido em algumas amostras,
devido a sua abundéancia na maioria dos alimentos, a deficiéncia de potassio é bem

rara nos caes e gatos (CASE et al., 2011).

Saodio

Para sodio, todas as racbes para cdes adultos e filhotes (Figura 4.6)
obedeceram aos limites minimos exigidos que sao, respectivamente, de 600 mg/kg e
3000 mg/kg. A maior parte do sédio do organismo do animal encontra-se nos tecidos
e fluidos corporais, estando relacionado com a regulagao do equilibrio acido-base e

manutengao da pressao osmotica (McDONALD et al., 2011).
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Figura 4.6 - Concentragao de sodio nas ragdes para caes adultos (a) e ragdes para caes
filhotes (b), onde as barras de erro representam as incertezas de medigdo (k=2). Limite
minimo (600 mg/kg) na ragao do tipo seca para caes adultos e limite minimo (3000 mg/kg)
na ragdo do tipo seca para filhotes, estabelecidos pela AAFCO (2008)
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Caes sao fisiologicamente capazes de se adaptarem a grandes ingestdes de
sodio (CASE et al., 2011). Apenas algumas doengas requerem reducao da ingestao
alimentar desse elemento (GRANDJEAN, 2006). Presume-se que, por conta dessa

habilidade, so6dio ndo apresenta um valor maximo recomendado pela AAFCO (2008)

em ambos os tipos de racao.

Cloro

Cloro permaneceu acima dos limites minimos em todas as amostras de

racdes para caes adultos (900 mg/kg) e para caes filhotes (4500 mg/kg), conforme a
Figura 4.7.
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Figura 4.7 - Concentragdo de cloro nas ragbes para caes adultos (a) e ragdes para caes
filhotes (b), onde as barras de erro representam as incertezas de medigdo (k=2). Limite
minimo (900 mg/kg) na ragao do tipo seca para caes adultos e limite minimo (4500 mg/kg)
na ragao do tipo seca para filhotes, estabelecidos pela AAFCO (2008)
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Assim como sddio, cloro também nao possui um valor maximo de referéncia
recomendado pela AAFCO (2008). Cloro desempenha varias fungées no organismo
dos animais, entre elas estdo regulacdo da pressdo osmotica, balango hidrico,

balango acido-base e formagdo do &acido cloridrico no estdmago (NRC, 2006;

CASE et al., 2011).
Magnésio

As concentra¢des de magnésio estiveram acima do limite minimo, cujo valor
de referéncia é de 400 mg/kg, em todas as racbes para caes adultos, com excegao

de uma amostra (Figura 4.8a). Por outro lado, trés amostras excederam o valor

maximo referenciado (3000 mg/kg).
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Figura 4.8 - Concentragdo de magnésio nas ragdes para caes adultos (a) e ragdes para caes
filhotes (b), onde as barras de erro representam as incertezas de medigdo (k=2). Limites
minimo (400 mg/kg) e maximo (3000 mg/kg) nas ragdes do tipo seca para cdes adultos e
filhotes, estabelecidos pela AAFCO (2008)
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Nas racbes para filhotes, os valores de magnésio permaneceram dentro das
faixas normais de referéncia (Min=400 mg/kg e Max=3000 mg/kg) da AAFCO (2008)
nas 32 amostras (Figura 4.8b).

Costa et al. (2013) encontraram nas ragdes para caes faixa de concentragao
variando de 140 mg/kg a 250 mg/kg, valores bem abaixo dos limites estabelecidos
pela AAFCO (2008). Caes ativos necessitam de aportes mais elevados de magnésio
(GRANDJEAN, 2006). A absorcdo de magnésio nos cdes é regulada de acordo com
a necessidade do organismo (CASE et al., 2011), porém, fontes naturais de agua
contendo altas concentragdes de sais desse elemento podem causar complicagdes a
saude dos caes (NRC, 2006).

Ferro

Ferro variou de 177 mg/kg a 862 mg/kg e de 198 mg/kg a 675 mg/kg,
respectivamente, nas ragdes para caes adultos (Figura 4.9a) e filhotes (Figura 4.9b),
0 que corrobora os resultados (197 mg/kg a 701 mg/kg) obtidos por Alvarado et al.
(2008) nas racdoes para caes avaliadas no Chile. Em todas as amostras, as
concentragdes de ferro ficaram entre os limites maximo e minimo requeridos pela
AAFCO (2008).

Ferro € um elemento essencial para caes e gatos (NRC, 2006). No entanto, a
forma em que o elemento se encontra influencia o mecanismo de absorgao
(GERMANO; CANNIATTI-BRAZACA, 2002). O ferro heme é encontrado em carnes,
aves e peixes, sendo geralmente muito bem absorvido pelo organismo (OTTEN et
al., 2006). Em contrapartida, a absorgéo do ferro nao heme é fortemente influenciada
pela solubilidade e interacdo com outros componentes da dieta, que tanto podem
promover ou inibi a sua absorgao (OTTEN et al., 2006).

O ferro combina com o cobre e algumas proteinas para a formagédo da
hemoglobina e € necessario para certas enzimas no funcionamento normal do
organismo (NRC, 2006; OTTEN et al., 2006). Em estudo de toxicidade de ferro,
foram administradas doses letais em caes e gatos, respectivamente, 600 mg e

500 mg por kg de peso, sob a forma de sulfato ferroso (NRC, 2006).
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Figura 4.9 - Concentragdo de ferro nas ragdes para cides adultos (a) e ragbes para caes
filhotes (b), onde as barras de erro representam as incertezas de medig¢do (k=2). Limites
minimo (80 mg/kg) e maximo (3000 mg/kg) nas rag¢des do tipo seca para cées adultos e
filhotes, estabelecidos pela AAFCO (2008)

Cobre

Nas 95 amostras avaliadas, cobre apresentou valores de concentracio
(Figura 4.10) dentro da faixa normal de referéncia, entre 7,3 mg/kg e 250 mg/kg,
estabelecida para as racbes para caes adultos e filhotes (AAFCO, 2008).
Observa-se, ainda, que os maiores valores encontrados ficaram bem abaixo do limite
maximo estabelecido, atingindo valores maximos de 60 mg/kg e 64 mg/kg,
respectivamente, nas ragdes para adultos e filhotes. Esses resultados séo similares
com aqueles obtidos por Alvarado et al. (2008), e estiveram na faixa de 8,9 mg/kg a
54 mg/kg, empregando ICP-MS.

Costa et al. (2013) analisando ragdes para caes utilizando ICP OES,

encontraram valores de concentragdo de cobre entre 15,5 mg/kg e 34,1 mg/kg.
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Duran et al. (2013) também determinaram cobre em um intervalo estreito, entre
3,33 mg/kg a 16,6 mg/kg, em ragdes para caes e gatos por AAS.

Cobre é de especial relevancia neste trabalho, uma vez que seu acumulo no
figado de cdes com predisposi¢cao genética esta associado ao desenvolvimento de
hepatopatia (HOFFMANN et al., 2009). No entanto, cabe ressaltar que os efeitos
toxicos provenientes da ingestdo excessiva de cobre sdo influenciados pela sua

forma quimica, espécies e interagdo com outros minerais (WHO, 2011).
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Figura 4.10 - Concentragao de cobre nas ragdes para caes adultos (a) e ragdes para caes
filhotes (b), onde as barras de erro representam as incertezas de medigcao (k=2). Limites
minimo (7,3 mg/kg) e maximo (250 mg/kg) nas ragbes do tipo seca para caes adultos e
filhotes, estabelecidos pela AAFCO (2008)
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Manganés

Em todas as racdes, manganés também mostrou valores de concentracdo em
concordancia com a AAFCO (2008) para o limite minimo de referéncia, que é de
5,0 mg/kg em ambas as faixas de idade (Figuras 4.11). Nao ha um valor maximo
recomendado para esse elemento (AAFCO, 2008).

O manganés contribui para a qualidade dos ossos e das cartilagens, devendo
ser monitorado em filhotes, no animal idoso ou animais com artrose
(GRANDJEAN, 2006). Sinais de deficiéncia sdo pouco comuns em caes e gatos,
mas em aves € bastante relevante, uma vez que o elemento € requerido de 10 a
12 vezes mais do que a ingestdo para humanos, porcos, cdes e gatos
(HAND et al., 2010).
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Figura 4.11 - Concentragdo de manganés nas ragles para caes adultos (a) e ragdes para
caes filhotes (b), onde as barras de erro representam as incertezas de medigéo (k=2). Limite
minimo (5,0 mg/kg) nas ragdes do tipo seca para caes adultos e filhotes, estabelecido pela
AAFCO (2008)



76

Zinco

Zinco mostrou valores de concentragdo variando de 44 mg/kg a 554 mg/kg
nas racdes para caes adultos, como pode ser visualizado na Figura 4.12a, enquanto
nas ragdes para filhotes foram obtidos valores entre 46 mg/kg e 614 mg/kg
(Figura 4.12b).

O elemento esteve abaixo do limite minimo recomendado de 120 mg/kg,
estabelecido pela AAFCO (2008), em cinco amostras de ragdes para caes adultos e
uma para filhote, sendo quatro ragées de uma mesma marca comercial. Alvarado et
al. (2008) observaram concentragdes variando de 75 mg/kg a 317 mg/kg nas ragdes
para caes, enquanto Costa et al. (2013) encontraram valores variando de 106 mg/kg
a 419 mg/kg.

Zinco é um elemento essencial e o segundo mais abundante presente nos
tecidos celulares (CASE et al., 2011). E componente de varias metaloenzimas
envolvidas diretamente com a sintese de DNA (MACDONALD, 2000). Para caes,
zinco é considerado atdxico, sendo mais frequente verificar os efeitos de deficiéncia
(NRC, 2006). Adicionalmente, evidencia-se que o organismo pode se adaptar a
reducdo na ingestdo de zinco, diminuindo sua excrecado fecal e urinaria, nao

ocorrendo com frequéncia sinais de deficiéncia (OTTEN et al., 2006).
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Figura 4.12 - Concentragdo de zinco nas ragdes para caes adultos (a) e ragdes para caes
filhotes (b), onde as barras de erro representam as incertezas de medigdo (k=2). Limites
minimo (120 mg/kg) e maximo (1000 mg/kg) nas ragdes do tipo seca para caes adultos e
filhotes, estabelecidos pela AAFCO (2008)

lodo

As concentracdes de iodo estiveram abaixo do limite maximo (50 mg/kg) em
todas as ragdes para caes adultos e filhotes, variando até 14 mg/kg em ambas
(Figura 4.13). Foram obtidos resultados ligeiramente menores do que o limite minimo
de 1,5 mg/kg em algumas ragdes. lodo € requerido nos animais na composi¢cao dos
hormonios da tireoide, porém, somente em baixas concentragdes (GRANDJEAN,
2006; NRC, 2006). Em cées, ha poucos relatos de casos clinicos de deficiéncia do
elemento (CASE et al., 2011).
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Figura 4.13 - Concentragédo de iodo nas ragdes para caes adultos (a) e ragdes para caes
filhotes (b), onde as barras de erro representam as incertezas de medigcdo (k=2). Limites
minimo (1,5 mg/kg) e maximo (50 mg/kg) nas ragdes do tipo seca para cades adultos e
filhotes, estabelecidos pela AAFCO (2008)

Selénio

As concentracbes de selénio variaram nas racbes para caes adultos de
0,24 mg/kg a 1,94 mg/kg (Figura 4.14a) e para filhotes de 0,30 mg/kg a 2,14 mg/kg
(Figura 4.14b), enquanto o limite maximo recomendado é de 2 mg/kg (AAFCO,
2008). Algumas amostras apresentaram valores abaixo do limite de detecgéo (entre
<0,07mg/kg e <0,30 mg/kg). O selénio possui acdo antioxidante atuando
sinergicamente com a vitamina E (GRANDJEAN, 2006), além de ser importante na
resposta imune (GRANDJEAN; BUTTERWICK, 2012).
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Devido a abundancia natural de selénio nos alimentos, a deficiéncia em caes
€ bem rara. Por outro lado, a sua ingestdo excessiva pode ser considerada toxica
aos animais (CASE et al., 2011).
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Figura 4.14 - Concentragao de selénio nas ragdes para cdes adultos (a) e ragdes para caes
filhotes (b), onde as barras de erro representam as incertezas de medigdo (k=2). Limites
minimo (0,11 mg/kg) e maximo (2,0 mg/kg) nas ragdes do tipo seca para cides adultos e
filhotes, estabelecidos pela AAFCO (2008)

4.2.2 Outros elementos quantificados nas ragoes

As Tabelas 4.3 e 4.4 mostram os resultados de concentragdo minimos e
maximos obtidos para os elementos quimicos Al, As, Br, Co, Cr, Cs, La, Rb, Sb, Sc,
Ti e U, que nao apresentam essencialidade comprovada para os caes. Cabe
ressaltar que, embora ndo tenham limites maximos estabelecidos, alguns desses

elementos sdo considerados potencialmente téxicos, como é o caso do Al, Sb e U.
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Como se observa nas tabelas, algumas amostras apresentaram valores abaixo dos

limites de detecgéo para determinados elementos quimicos.

Tabela 4.3 - Valores de concentragdo minimo e maximo (mg/kg) dos
elementos quimicos determinados nas racbdes para caes adultos

(n=63). Resultados expressos em matéria seca

Valores obtidos

Valores obtidos

Elemento  Minimo Méximo Elemento  Minimo  Maximo
Al <21 11900 La <0,02 3,32
As <0,13 0,43 Rb 5,67 25,04
Br 2,05 16,90 Sb <0,01 5,04
Co 0,08 0,82 Sc 0,01 1,41
Cr <0,20 4,33 Ti <9,0 2300
Cs 0,02 0,17 U <0,13 2,25

Tabela 4.4 - Valores de concentragao minimo e maximo (mg/kg) dos
elementos quimicos determinados nas racbes para céaes filhotes

(n=32). Resultados expressos em matéria seca

Valores obtidos

Valores obtidos

Elemento  Minimo Maximo Elemento  Minimo  Maximo
Al 49 8500 La <0,02 3,14
As <0,14 0,56 Rb 6,50 22,96
Br 3,10 15,42 Sb <0,01 5,14
Co 0,08 0,75 Sc 0,01 0,78
Cr <0,20 8,27 Ti <9,0 2140
Cs 0,02 0,19 U <0,13 3,99
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Aluminio

As concentragdes de aluminio variaram desde 48 mg/kg a até 11900 mg/kg
nas ragdes para caes adultos e de 49 mg/kg a 8500 mg/kg nas ragdes para filhotes.
Apenas uma amostra de racdo para adultos apresentou-se abaixo do limite de
detecgéo (< 21 mg/kg). De um total de 95 amostras, 24 % apresentaram resultados
de concentracdo de aluminio igual ou acima de 1000 mg/kg. Curiosamente,
observam-se 0s maiores valores para as ragdes de uma mesma marca comercial,
incluindo ragbes dos segmentos econdbmico e super premium (Figura 4.15). Em
estudo realizado no Nordeste do Brasil com racbes para caes, Costa et al. (2013)
determinaram o elemento por ICP OES obtendo valores entre 54 mg/kg e
2835 mg/kg. Portanto, o maior valor foi cerca de % do valor maximo obtido por INAA

no presente estudo.
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Figura 4.15 - Valores de Al nas amostras de racdo que apresentaram resultados de
concentragdo > 1000 mg/kg. As barras de erro representam as incertezas de medigédo
(k=2). As cores das barras indicam uma mesma marca comercial

Alguns aditivos usados na alimentagdo animal possuem aluminio na
composicdo (SINDIRACOES, 2012). Embora ndo tenham sido encontrados limites
maximos estabelecidos para aluminio em racéo para caes, o Joint FAO/WHO Expert

Committee on Food Additives (JECFA) estabeleceu o limite de ingestdo diaria para
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humanos de 1 mg por kg de peso corporal para todos os compostos de aluminio em
alimentos, incluindo os aditivos (CODEX, 2011).

Apesar de apresentar baixa biodisponibilidade no organismo, o aluminio e
seus compostos ndo sdo totalmente conhecidos ainda quanto ao mecanismo de
absorgao no trato gastrointestinal (BERTHON, 2002; CODEX, 2011). Porém, é
sabido que seus efeitos adversos podem ocorrer em longo prazo no organismo,

sendo o sistema nervoso o mais sensivel ao elemento (YOKEL, 2000).

Antimbnio

Cerca de 44 % das ragdes para caes adultos e 53 % das ragdes para cées
filhotes apresentaram valores de antiménio abaixo do limite de detecgao, variando de
< 0,01 mg/kg a < 0,04 mg/kg (ragbes para adultos) e < 0,01 mg/kg a < 0,03 mg/kg
(racOes para filhotes). No restante das amostras, os resultados obtidos foram de
0,01 mg/kg a 5,04 mg/kg nas ragdes para caes adultos e de 0,01 mg/kg a 5,14 mg/kg
nas ragdes para filhotes. Atkins et al. (2011) encontraram concentragdes de
antiménio entre 0,5 mg/kg e 1,0 mg/kg em ragdes do tipo seca para caes.

Seis racgbes, sendo quatro para adultos e duas para filhotes, de diferentes
marcas comerciais, mas de um mesmo fabricante, mostraram claramente os maiores
valores de antiménio (Figura 4.16). Todas essas ragbes sao coloridas artificialmente,
indicando que o pigmento adicionado possa ser a causa da elevada concentragao de

antimbénio nessas amostras.
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Figura 4.16 - Concentragdo de antiménio nas ragdes para cdes adultos e filhotes,
encontrados acima dos limites de deteccdo. Barras de erro representam as incertezas de
medicao (k=2). Os seis maiores valores foram encontrados em amostras de um mesmo
fabricante

Um ano depois, a marca comercial que apresentou os maiores valores foi
novamente comprada e analisada. A concentracdo de antiménio foi reduzida de
5,04 mg/kg para 0,03 mg/kg na ragao para adulto e de 5,14 mg/kg para < 0,02 mg/kg
(limite de detecgéo) na ragéao para filhote.

Foi realizada correlagdo entre antiménio e os elementos quimicos cromo e
titnio para tentar identificar sua origem. Ambos, cromo e titanio, sdo bons
tracadores de possivel contaminagao com metais durante o processamento industrial
da racdo ou durante a preparacdo da amostra no laboratério. A Figura 4.17 mostra
que nao houve correlagao entre Sb e Cr (R?= 0,0888) ou Sb e Ti (R*>= 0,4684). Desse
modo, € mais provavel que o antiménio seja proveniente de algum componente da
racao, e ndo de qualquer tipo de contaminacio causada pelo equipamento durante o

processamento industrial ou na preparagdo de amostras (moagem).
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Figura 4.17 - Correlagdes Sb-Cr (A) e Sb-Ti (B) para as seis amostras de ragbes que
mostraram os maiores valores de antiménio

Adicionalmente, em ensaio desenvolvido por Smichowski (2008), foi avaliada
a migracao do antiménio de embalagens para o préprio alimento. No Brasil, a
regulamentacdo foi estabelecida pela ANVISA (2010) com limites de migracao
especifica para antiménio de 0,04 mg/kg, que deve ser aplicado a embalagens que
contém corantes e pigmentos em sua formulagao destinadas a estar em contato com
alimentos.

Nao ha limite maximo de antimbénio estabelecido em racbes para caes.
Entretanto, de acordo com a World Health Organization (WHO, 2001), a ingestao
diaria toleravel de antiménio para humanos é de 6 yg por kg de peso corporal.
Comparado a esse valor maximo toleravel, a ingestdo de antiménio vinda da racao
pode ser relativamente alta. Considerando que antimbnio & potencialmente toxico
mesmo em baixas concentragbes (SMICHOWSKI, 2008) e que o rim pode sofrer
efeitos toxicos nefastos devido a ingestao crénica de antimoénio (WINSHIP, 1987),

esses valores na ragao nao devem ser aceitos.

Arsénio

Com excecao de duas ragdes para caes adultos (0,40 mg/kg e 0,43 mg/kg) e
duas para filhotes (0,35 mg/kg e 0,56 mg/kg), arsénio ficou abaixo do limite de
detecgdo para todas as amostras avaliadas, variando de <0,13mg/kg a
< 0,47 mg/kg nas ragbes para caes adultos, e de < 0,14 mg/kg a < 0,39 mg/kg nas
racdes para filhotes. Atkins et al. (2011) reportaram valores menores nas ragdes
para caes, entre 0,03 mg/kg e 0,21 mg/kg. Cabe considerar que a técnica analitica
utilizada por esses autores foi ICP-MS, que permitiu a detecgao de valores menores

de arsénio comparado com INAA.
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Arsénio é essencial para varias espécies, no entanto, o intervalo de
concentragao considerado essencial € muito proximo dos niveis toxicos (CRISPINO,
2005). Para céaes, nao foi encontrada recomendagao de ingestao diaria para arsénio
(NRC, 2006). De acordo com a diretiva da Uniao Europeia (2002), o limite maximo
de arsénio em produtos destinados a alimentagdo animal é de 2 mg/kg,
considerando um teor de umidade de 12%. Assim, todas as amostras avaliadas

estdo dentro da faixa de seguranga com relagéo a concentragao de arsénio.

Bromo

Bromo apresentou valor maximo de concentracédo de 16,9 mg/kg e 15,4 mg/kg
nas racbes para caes adultos e filhotes, respectivamente. Tipicamente, esse
elemento ndo é adicionado a dieta de animais, uma vez que nao possui
essencialidade definida (NRC, 2005). O bromo encontrado na dieta € proveniente de
niveis de background dos alimentos ou, entdo, de residuos decorrentes do uso do
elemento como pesticidas na agricultura (NRC, 2005).

Como ion nas dietas, bromo aparentemente tem baixa toxicidade (MERTZ,
1986). Caes toleram a dose de 20 mg/kg de peso por dia sem efeitos adversos
(NRC, 2005).

Bromo possui similaridade fisico-quimica ao cloro, com um perfil metabdlico
comparavel. Assim como o cloro, o bromo é eficientemente absorvido pelo trato
gastrointestinal e predominantemente encontrado em fluidos extracelulares,
secregOes gastricas e saliva (NRC, 2005). Além disso, concentragdes elevadas de
bromo s&o encontradas na glandula tireoide, comparada com outros tecidos. Porém,
0 bromo né&o substitui 0 iodo na tiroxina e altas concentracdes desse elemento leva a
diminuicdo da absorcdo de iodo pela tireoide, podendo causar deficiéncia de iodo
(NRC, 2005).
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Cobalto

Para cobalto, os resultados de concentragdo obtidos (adultos entre
0,08 mg/kg e 0,82 mg/kg; filhotes entre 0,08 mg/kg e 0,75 mg/kg ) foram similares
aos observados nas ragbes dos EUA, que estiveram numa faixa variando entre
0,13 mg/kg e 0,88 mg/kg (ATKINS et al., 2011). De acordo com o NRC (2005), a
maioria dos alimentos destinados a animais apresentam baixas concentracdes de
cobalto (< 0,5 pg/kg).

O cobalto € um componente da vitamina B2, que auxilia na hematopoiese
(SCHMIDT-NIELSEN, 1997). Adicionalmente, cobalto ndo é requerido pelos caes e
gatos, desde que sua dieta contenha quantidades adequadas de vitamina B, (CASE
et al., 2011). Toxicose por cobalto é rara em animais monogastricos e pode ocorrer

apenas por contaminagao ambiental através do alimento ou da agua (NRC, 2005).

Cromo

Os valores de cromo variaram dentro de uma ordem de grandeza, de
0,48 mg/kg a 4,33 mg/kg nas ragdes para caes adultos e de 0,48 mg/kg a 8,27 mg/kg
nas racdes para filhotes. Nove amostras apresentaram valores abaixo do limite de
detecgédo, que esteve entre < 0,20 mg/kg e < 0,50 mg/kg nas ragbes para caes
adultos e filhotes. O maior valor verificado para cromo, de 8,27 mg/kg, foi em uma
racdo do segmento super premium. Todas as ragdes para caes e gatos analisadas
por Costa et al. (2013) no Brasil permaneceram abaixo do limite de detecgao
(< 0,1 mg/kg), enquanto as ragdes analisadas na Turquia (DURAN et al., 2010), os
valores de Cr variaram entre 0,58 mg/kg e 3,73 mg/kg, estando mais préximas dos
valores obtidos neste estudo.

Cromo pode ser proveniente do equipamento utilizado no processo de
fabricagdo da ragao (ATKINS et al., 2011) ou oriunda do uso de fosfatos em certas
dietas animais (NRC, 2005).

Baixas ingestdes de cromo podem estar associadas com o desenvolvimento
de diabetes em céaes e gatos (CASE et al., 2011). Além disso, cromo é importante no
metabolismo da glicose (ARAUJO, 2008), mas pode ser téxico também em niveis

elevados, em fungdo da sua forma quimica (6xido ou cloreto), de acordo com
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Teruya (1999). No entanto, o 6xido de cromo mesmo em altas quantidades na dieta
(acima de 30000 mg/kg) nao produziu toxicidade em ratos (NRC, 2005).

Segundo o NRC (2006), caes requerem Cr em niveis menores do que 12 ug
por kg de peso por dia, mas ainda pouca informacéao esta disponivel, nao permitindo

definir uma recomendacao.

Césio

Césio variou de 0,02 mg/kg a 0,17 mg/kg nas ragdes para adultos, e de
0,02 mg/kg a 0,19 mg/kg nas ragdes para filhotes. Césio pertence ao grupo 1A da
tabela periodica, apresentando propriedades fisico-quimicas similares ao potassio e
rubidio (MERTZ, 1986). Pais e Jones (1997) relataram a concentragdo de césio nos
alimentos variando de 0,2 mg/kg a 3,3 mg/kg de peso umido em vegetais e de

< 0,1 mg/kg a 2,9 mg/kg de peso umido em frutas.

Lanténio e escandio

Resultados de concentracdo de lantanio nas racbes para cdes adultos e
filhotes variaram em amplas faixas, de 0,04 mg/kg a 3,32 mg/kg e de 0,04 mg/kg a
3,14 mg/kg, respectivamente. Somente duas amostras, uma para adultos e uma para
filhotes, apresentaram valores abaixo do limite de detecgéo (< 0,02 mg/kg). Valores
de escandio estiveram entre 0,01 mg/kg e 1,41 mg/kg (adultos) e 0,01 mg/kg e
0,78 mg/kg (filhotes). Os maiores valores para ambos os elementos, ou seja,
3,14 mg/kg (La) e 1,41 mg/kg (Sc), foram obtidos para uma ragao terapéutica,
prescrita para cades com hipersensibilidade alimentar.

Ainda é insuficiente a informagédo sobre o metabolismo dos elementos terras
raras. Logo, o limite maximo toleravel para ETRs em dietas para animais & de
100 mg/kg (NRC, 2005). Tendo em vista esse valor, é possivel inferir que todas as
racdes estdo dentro do limite apropriado.

Considerando que ambos os elementos sao caracteristicos de matriz
geologica (FERNANDES, 1993) e estdo normalmente presentes em baixas
quantidades nos alimentos destinados a animais (NRC, 2005), os valores mais

elevados observados indicam a presenca de particulas de solo ou, entdo, a adicédo
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de minerais ndo purificados. Fosfatos sdo normalmente usados como fontes de
fésforo e calcio, e alguns desses fosfatos podem conter altos niveis de escéandio,

lantanio e outros elementos terras raras (DINALI, 2014).

Rubidio

Rubidio apresentou faixas de concentracdo nas rag¢des de adultos e filhotes
variando entre 567mg/kg a 250mgkg e 6,50mgkg a 22,9 mg/kg,
respectivamente. Esse elemento possui comportamento quimico similar ao potassio
(PETERSON et al., 2007), embora ndo o substitua em suas fungdes reguladoras
(KABATA-PENDIAS, 2001).

A concentragdo de rubidio é relativamente baixa em alimentos de origem
animal, com excegao de carnes de aves e peixes de agua doce que contém elevada
quantidade (ANKE; ANGELOW, 1995).

Titanio

Os resultados de concentracdo de titAnio apresentaram uma grande
dispersédo, variando de 11 mg/kg a 2300 mg/kg em ragbes para adultos e de
10 mg/kg a 2140 mg/kg em ragbes para filhotes. Nove amostras apresentaram
valores abaixo do limite de detecgéo (< 9,0 mg/kg a < 67 mg/kg).

No total, doze amostras apresentaram concentra¢des de titdnio maior ou igual
a 1000 mg/kg, sendo seis valores nas ragdes para caes adultos e dois na ragao para
filhotes, que se referem a uma mesma marca comercial, conforme apresentado na
Figura 4.18. Inclusive, duas dessas ragdes foram adquiridas em ocasides diferentes.

As ragcdes com elevada concentragcdo de titdnio foram as que tiveram os
maiores valores de antimbnio, porém, nao foi observada correlagcdo entre os dois
elementos. Com excecgao das racdes para filhotes, todas as outras apresentam os
graos coloridos artificialmente. O diéxido de titdnio € usado como corante em
alimentos para humanos e ragbes para animais de companhia (NRC, 2005;
BRASIL, 2010), podendo explicar tais valores.

Adicionalmente, o titanio é considerado fisiologicamente inativo nos animais,
devido a sua baixa biodisponibilidade (PAIS; JONES, 1997) e ndo é toxico nas

quantidades e formas que normalmente sdo ingeridos (MERTZ, 1986). Assim, néo
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existe um limite maximo toleravel para ser sugerido a qualquer animal de companhia
(NRC, 2005).

3000 -
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Titanio (mg/kg)

1000
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A A A

A= ragao para caes adultos; F= ragao para caes filhotes

Figura 4.18 - Concentragdes de titanio nas doze amostras de ragdo que apresentaram
valores > 1000 mg/kg, sendo que as barras de erro representam as incertezas de medigao
(k=2). As cores das barras indicam uma mesma marca comercial

Urénio

Do total de 95 ragdes analisadas, 18 para caes adultos e 8 para filhotes
mostraram resultados de urénio acima do limite de deteccdo, que em média foi
<0,13 mg/kg. Os valores nas ragdes para adultos variaram de 0,46 mg/kg a
2,25 mg/kg, enquanto nas ragdes para filhotes de 0,34 mg/kg a 3,99 mg/kg. Seis
amostras de racdes destinadas a caes adultos e cinco para filhotes apresentaram
valores de uranio > 1,0 mg/kg (Figura 4.19). Das ra¢des para caes adultos, duas séo
de linhas terapéuticas prescritas a caes com problemas intestinais (1,01 mg/kg) e
hipersensibilidade alimentar (2,25 mg/kg). Além disso, uma racao para filhote, do
segmento super premium, apresentou 3,01 mg/kg de uranio. Destaque para algumas
marcas comerciais que sao de um mesmo fabricante e apresentaram os maiores
valores de uranio (Figura 4.19).

Dados da literatura mostraram valores de uranio em pet food (n=58) variando
de 0,78 pg/kg a 0,86 mg/kg (ATKINS et al., 2011).
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Figura 4.19 - Concentracbes de U nas doze amostras de ragdo que
apresentaram valores > 1,0 mg/kg. As barras coloridas da mesma cor indicam a
mesma marca comercial

Duas marcas comerciais foram amostradas em ocasides distintas. Para a
primeira marca, a concentragdo de uranio foi reduzida de 3,15 mg/kg para
0,82 mg/kg, enquanto para a outra a concentragédo foi similar, com 3,99 mg/kg em
um primeiro momento e 3,53 mg/kg na segunda amostragem.

Produtos derivados de rochas fosfatadas, como o fosfato bicalcico (DCP), séo
normalmente usados como aditivos na alimentagcdo de animais para suplementacao
da concentragdo de fésforo, e podem conter altos valores de uréanio
(CASACUBERTA et al., 2009). Em DCPs comercializados na Catalunha, Espanha, e
usados para alimentacdo animal, foram quantificadas concentracées de uranio
variando de 80 mg/kg a 250 mg/kg (n=12), enquanto em TCP (fosfato tricalcico),
destinado ao consumo de humanos, os valores de concentragdo variaram de
0,2 mg/kg a 2,0 mg/kg (n=4) (CASACUBERTA et al., 2009).

Experimentos com caes, coelhos e ratos demonstraram que esses animais
sdo sensiveis a inalagdao e ingestdo de compostos derivados do uranio, havendo
acumulo principalmente nos ossos, rins e figado (KEITH et al., 2013). Nao foi
encontrado limite maximo para uranio em racdes, porém os seus efeitos nefrotdxicos
ja sdo conhecidos ha muito tempo, podendo causar, dependendo da exposicao,
insuficiéncia renal cronica (BATISTA, 2009; VICENTE et al., 2010).

De acordo com a US Environmental Protection Agency (EPA, 2010), o

consumo diario de urénio em alimentos varia de 0,07 yg a 1,1 ug para humanos.
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Considerando um cao da raga Labrador, por exemplo, de 35 kg, que consome cerca
de 500 g de ragao por dia, a ingestdo diaria poderia chegar a 2 mg de uranio ao
ingerir a racdo com maior concentracdo desse elemento, um valor muito elevado em

comparagao com a faixa de seguranga publicada pela EPA.

4.2.3 Comparagao de uma marca comercial de ragdo adquirida no Brasil e

Holanda

Comparando-se as duas amostras de uma mesma marca comercial de racao,
adquiridas no Brasil e na Holanda (Figura 4.20), ndo se verificou padrao unico de
distribuicdo para os 24 elementos quimicos avaliados nas amostras.

No geral, as concentragdes dos elementos quimicos obtidas para a ragao

holandesa foram menores comparadas a ragao brasileira.

Ragao - Brasil Ragdo - Holanda

Figura 4.20 - Resultados normalizados a partir da maior concentragcédo dos elementos
quimicos nas ragoes

4.3 LS-NAA

A Tabela 4.5 mostra os resultados de concentracédo obtidos para os 24 sacos
de racdo de um mesmo lote de produgdo para os elementos Br, Ca, K, Na e Zn
determinados por LS-NAA na TUDelft, Holanda. Outros elementos como Co, Cr, Fe
e Sc puderam ser determinados, no entanto, com incertezas relativas maiores que

20%, razéo pela qual nao foram considerados.
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Tabela 4.5. Resultados de concentracdo (mg/kg) dos elementos quimicos
obtidos por LS-NAA para os 24 sacos de racdo de um mesmo lote de
producao, mostrando média, desvio padréo, variagdo analitica estimada pela
combinacdo de incertezas, e valor calculado para a variagdo entre amostras
(sacos), conforme equacao detalhada por Hogewoning e Bode (2000)

Br Ca K Na Zn
Média (n=24) 9,79 14800 8570 5400 194
Desvio padréao (n=24) 0,36 2900 260 140 39
Variagdo analitica 0,24 2800 320 120 24
Variagao entre sacos (%) 2.7 5,1 - 1,3 15,8

Br, Ca, Na e Zn apresentaram desvio padrao maior do que a variagao
analitica, pressupondo-se que ha diferengas na composigéo entre os sacos de ragao
para tais elementos (Tabela 4.5). A variagao obtida entre os sacos de ragao foi

calculada de acordo com a Equacéo 4.1 detalhada por Hogewoning e Bode (2000).

Sy =+8"-5, (4.1)

onde:
S = desvio padrao
Sm = incerteza de medigao

S, = variagao entre amostra

Br e Na demonstraram variacdo entre amostras de 2,7% e 1,3 %,
respectivamente, portanto uma diferenga pequena, que poderia ser inclusive gerada
por algum grau de inexatiddo na avaliagdo das incertezas envolvidas no processo
analitico, nesse caso subestimando a variagao analitica. Aparentemente pelo mesmo
motivo, para K, a variagao analitica (320) foi maior do que o desvio padrao (260),
produzindo um valor negativo para a variagdo entre amostras. Considerando a
possibilidade de pequena oscilacdo, para mais ou para menos, na estimativa da
variagao analitica, apenas as variagdes entre sacos observadas para Ca (5,1%) e Zn
(15,8 %) podem ser apontadas sem duvida.

A Figura 4.21 mostra os resultados de concentragcdo dos elementos quimicos

que apresentaram a menor e a maior variacdo. Nota-se que o melhor resultado foi
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conseguido para Na, cujos valores para a maioria das amostras estdo bem proximos
da linha da média. Para Zn, é notdria a variagao encontrada entre os sacos de ragéao,
em que grande parte dos resultados esta distante da média. Além disso, as
incertezas analiticas, embora bem maiores do que as obtidas para Na, muitas vezes
nao justificam a diferenga.

As duas modalidades da NAA (NAA convencional x LS-NAA) foram
comparadas a partir de porcoes tomadas de cada um dos 24 sacos de racdo por
NAA convencional. As médias das concentra¢des obtidas por NAA convencional dos
elementos Br, Ca, K, Na e Zn (Tabela 4.6), em geral, concordaram com os valores
obtidos por LS-NAA (Tabela 4.5).

A partir das médias das concentragbes para ambos os métodos analiticos e
suas respectivas incertezas relativas, o indice zeta-score foi calculado assumindo os
valores da NAA convencional como valores de referéncia. Para Br, Ca e Zn, os
resultados foram concordantes, com zeta-scores de 0,53, -0,42 e 0,24,
respectivamente. Esses valores significam que os resultados de concentragao
concordam em nivel de 99% de significancia. No entanto, para K e Na, os valores de
zeta-score de 2,4 e 3,6 demonstraram diferencas significativas entre os resultados
de concentracdo obtidos por ambos os métodos. Aparentemente, os resultados de
LS-NAA para K e Na foram 15 % e 10 % maiores, respectivamente, devido ao erro
no procedimento de calibragcdo, muito mais complexo nesse método.

Cabe ressaltar que a exatiddo em LS-NAA é altamente dependente da correta
avaliagao da atenuagao dos néutrons no material da prépria amostra (OVERWATER,
1994), o que nem sempre € conseguido em se tratando de matrizes complexas,
formada por mistura de diversos componentes, como a ragao para caes. Além disso,
ha dificuldade em obter materiais de referéncia adequados para o controle da
qualidade, pela grande quantidade utilizada (1 kg neste caso) e pela necessidade de

semelhanga da composigao matricial (BODE, 2007).
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Figura 4.21 - Resultados de concentracdo de Na e Zn obtidos por LS-NAA nas
amostras dos 24 sacos de ragdo do mesmo lote de fabricacdo. A linha cheia representa
a média e as linhas pontilhadas representam um intervalo de duas vezes o desvio
padréo analitico. As barras de erro s&o a incerteza expandida (k=2)

Por NAA convencional (Tabela 4.6), Ca, Na e Zn, apresentaram desvio
padrdo mais elevado do que a variagao analitica. Assim como para LS-NAA, isso
representa variagdo na composicdo das amostras para esses elementos. A variacao
entre amostras calculada para Na foi pequena (1,1%) e semelhante a observada
para LS-NAA (1,3%). As variagbes entre amostras obtidas para Ca e Zn foram
maiores, respectivamente 4,7% e 14,6%, e também concordantes com os valores
conseguidos por LS-NAA, ou seja, 5,1% e 15,8%. Portanto, as variagdes entre

amostras calculadas para os resultados de NAA convencional corroboram os dados
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obtidos para LS-NAA, sendo a variagédo de Ca e Zn entre os sacos confirmada por
dois experimentos independentes. Ainda, pode-se afirmar que ndo foram observadas

variagdes significativas nos resultados pelo uso da menor por¢ao analitica.

Tabela 4.6 - Resultados de concentragao (mg/kg) dos elementos quimicos
obtidos por NAA convencional, para porgbes de 350 mg tomadas dos 24
sacos de ragao de um mesmo lote de producao, mostrando média, desvio
padrao, variacao analitica estimada pela combinacao de incertezas, e valor
calculado para a variagdo entre amostras (em %), conforme detalhado por
Hogewoning e Bode (2000)

Br Ca K Na Zn
Média (n=24) 9,64 16000 7450 4920 188
Desvio padréo (n=24) 0,11 879 307 79 28
Variacao analitica 0,15 462 350 58 5
Variagao entre amostras (%) - 4,7 - 1,1 14,6

4.4 Composic¢ao centesimal

4.4.1 Qualidade da determinagao analitica

A Tabela 4.7 mostra os resultados médios (%) de composi¢cdo nutricional
obtidos e os valores de referéncia advindos do ensaio de proficiéncia em analise de
farinha de soja (BRASIL, 2013), assim como seus respectivos coeficientes de
variagdo. Os componentes avaliados foram umidade, proteina bruta, extrato etéreo,
fibra bruta e matéria mineral (cinzas). Os resultados de fibra bruta foram os que mais
variaram (CV=10,7 %) em relacdo a média (4,44 %), com um valor minimo de
3,93 % e maximo de 5,37 %. A umidade foi a que apresentou o menor desvio
(0,1 %), apesar da maior discrepancia com relacédo ao valor de referéncia, com
desvio de 26 %. De modo geral, os resultados obtidos estdo coerentes com os
valores de referéncia da farinha de soja, podendo-se demonstrar a qualidade do
procedimento analitico adotado na avaliacdo da composi¢cdo nutricional para as

racoes de caes.
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Tabela 4.7 - Resultados médios (%) de composi¢éao nutricional obtidos e de
referéncia em farinha de soja

Valor de referéncia Valor Obtido

Media CV% Média CV%

Umidade 13,5 26 5,8 0,1
Proteina bruta 40,0 5,0 37,7 0,6
Matéria mineral (cinzas) 4,92 10 4,62 3,0
Extrato etéreo 10,2 42 12,5 5,0
Fibra bruta 4,08 25 4,44 10,7

Os valores maximos e minimos dos parametros da qualidade a que devem
obedecer os alimentos completos eram estabelecidos pela Instrugcdo Normativa n° 9,
de 9 de julho de 2003, do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(BRASIL, 2003). Essa normativa foi revogada pela Instrugcdo Normativa n°® 30, de
5 de agosto de 2009 (BRASIL, 2009), que apresenta regras bastante detalhadas
quanto a rotulagem, o que é permitido ou vedado, porém, nao contém mais
definicbes dos teores nutricionais ou contaminantes que identifiquem e qualifiquem
os alimentos completos para animais de companhia (CARCIOFI, 2014). Sendo
assim, apenas para fins de comparacao, no presente trabalho foram considerados os
valores dos parametros nutricionais para alimentos secos completos destinados a
caes conforme assegurados na antiga Instrugdo Normativa n° 9.

As Tabelas 4.8 e 4.9 mostram os valores maximo e minimo obtidos,
respectivamente, nas ragbes para caes adultos e ragdes para caes filhotes
(Tabela 4.9). Também estéo inseridos os valores de referéncia estabelecidos pelo
MAPA (BRASIL, 2009).
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Tabela 4.8 - Valores obtidos dos parametros da qualidade nas ragdes para caes
adultos e os valores de referéncia estabelecidos pelo MAPA (BRASIL, 2009).

Max = maximo; Min = minimo

Niveis de garantia (%) Limite  Min. Max. Média DP CV%

Umidade (max.) 12,0 5,7 19,1 8,9 2,9 32,3
Proteina bruta (min.) 16,0 16,2 32,3 23,2 43 18,6
Extrato etéreo (min.) 45 6,4 19,9 11,7 3,2 27 .4
Fibra bruta (max.) 6,5 2,2 9,2 4,5 21 46,4
Matéria mineral (max.) 12,0 4.5 11,1 7,3 1,8 24.9

Tabela 4.9 - Valores obtidos dos parametros da qualidade nas racdes para caes
em crescimento e os valores de referéncia estabelecidos pelo MAPA (BRASIL,

2009). Max = maximo; Min = minimo

Niveis de garantia (%) Limite Min. Max. Média DP CV%

Umidade (méx.) 12,0 4.1 19,1 8,3 3,5 417

Proteina bruta (min.) 22,0 23,2 34,4 29,8 3,3 11,2

Extrato etéreo (min.) 7,0 7,7 21,8 14,5 4.4 30,5

Fibra bruta (max.) 6,0 1,6 5,1 3,4 0,9 26,3

Matéria mineral (max.) 12,0 5,4 9,8 7.4 1,2 16,7
4.4.2 Umidade

De acordo com Case etal. (2011), alimentos completos para caes do tipo
seco contém cerca de 6 % a 10 % de umidade e 90 % ou mais de matéria seca. No
Brasil, o limite maximo de umidade preconizado pela legislagcao (BRASIL, 2009) é de
12 %. Nas ragdes para caes adultos, a umidade variou entre 5% e 19 %.
Na Figura 4.22, observam-se duas marcas acima do limite permitido, com teores de
umidade de 19 % (racédo 4) e 17 % (ragao 10). O teor de umidade obtido nas ragdes

para caes filhotes variou de 4 % a 19 %. Houve também duas marcas (6 e 7) que



98

apresentaram umidade acima do valor maximo, com valores de 19 % e 15 %,
respectivamente (Figura 4.23).
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Figura 4.22 - Grafico mostrando o teor de umidade nas amostras de ragédo para caes
adultos. Os pontos em rosa indicam o teor de umidade médio obtido nas ragbes (n=3). A
linha tracejada rosa representa a média geral das ra¢des para caes adultos. A linha roxa
€ o limite maximo de umidade permitido nas ra¢des (BRASIL, 2009)

O teor de umidade é uma das medidas mais importantes na analise de
alimentos (GOMES; OLIVEIRA, 2013), pois influencia diretamente qualidade,
estabilidade e composigdo do produto (CECCHI, 2013). Do ponto de vista da
qualidade, o excesso de umidade na ragado pode favorecer o desenvolvimento de
fungos e bactérias prejudiciais a saude dos caes, diminuindo o tempo de prateleira
(MURAKAMI, 2010). Além disso, acarreta diluicdo dos nutrientes presentes na ragao,
reduzindo proporcionalmente seu valor nutritivo (MURAKAMI, 2010). Por outro lado,
a umidade abaixo de 10 % pode alterar a palatabilidade e, consequentemente,
diminuir o consumo da racéao pelo animal (MARRARI, 2014).



99

- N
» o
HH

-
N
WM

©
1ol
L]
o
L

Umidade (%)

0 1. 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Ragdes para caes filhotes

Figura 4.23 - Grafico mostrando o teor de umidade nas amostras de ragdo para caes
filhotes. Os pontos em rosa indicam o teor de umidade médio obtido nas ragdes (n=3). A
linha tracejada rosa representa a média geral das ragdes para filhotes. A linha roxa é o
limite maximo permitido de umidade nas ragdes (BRASIL, 2009).

4.4.3 Proteina bruta

Todas as racdes avaliadas apresentaram teor de proteina acima do limite
minimo exigido pela legislagao brasileira (BRASIL, 2009), ou seja, 16 % nas ragdes
para caes adultos e 22 % nas ragdes para filhotes. Os teores de proteina obtidos
variaram de 16 % a 32 % nas ragbes para adultos (Figura 4.24) e de 23 % a 34 %
nas racgoes para filhotes (Figura 4.25).

De acordo com a Association of American Feed Control Officials (AAFCO),
que é o orgdo mais importante na regulagdo comercial de pet foods nos Estados
Unidos e internacionalmente (CASE et al., 2011), cdes necessitam de elevados
niveis dietéticos de proteinas, com um minimo de 18 % para caes adultos e 22,5 %

para filhotes (AAFCO, 2014). Esses valores sao referenciados para ragdes do tipo
seca.
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Figura 4.24 - Grafico mostrando o teor de proteina nas amostras de ragdo para caes
adultos. Os pontos em rosa indicam o teor médio de proteina obtido nas ragdes (n=3). A
linha tracejada rosa é a média geral das ragdes para adultos. A linha roxa € o limite
minimo permitido de proteina nas ragdes (BRASIL, 2009)

Considerando os valores de referéncia da AAFCO, na Figura 4.24
observam-se trés ragdes para caes adultos que apresentaram valores ligeiramente
abaixo do limite minimo permitido, com teores de proteina de 16,2 % (ragao 7),
16,8 % (racao 22) e 17,8 % (racéo 15). Duas dessas rag¢des sao classificadas no
segmento econémico. Segundo dados da literatura, o teor de proteina em ragdes
secas pode variar de 18 % a 32 %, dependendo da qualidade da ragcao (CASE et al.,
2011). A terceira racdo que apresentou valor abaixo do limite minimo permitido pela
AAFCO é uma racgao coadjuvante ao tratamento de insuficiéncia renal em céaes e
possui conteudo protéico reduzido, a fim de diminuir a sobrecarga renal (NRC,

2006). Todas as ragbes para filhotes estiveram em conformidade com o limite da
AAFCO.
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Figura 4.25 - Grafico mostrando o teor de proteina nas amostras de ragédo para caes
filhotes. Os pontos em rosa indicam o teor médio de proteina obtido nas ragdes (n=3). A
linha tracejada rosa € a média geral das ragbes para filhotes. A linha roxa é o limite
minimo permitido de proteina nas ragdes (BRASIL, 2009)

Além da quantidade de proteina, também deve ser considerada a sua
qualidade nutricional (CASE et al., 2011). As ragbes super premium sao,
normalmente, formuladas com proteinas de origem animal e vegetal de alta
qualidade, possuindo 6timo aproveitamento pelo animal (SILVA et al., 2010). Por sua
vez, as ragbes da categoria econdbmica empregam matérias primas de qualidade
inferior (os subprodutos) na sua formulagédo, diminuindo assim a qualidade da
proteina na ragdo, uma vez que nao sao digeriveis pelo animal e ndo agregam
qualquer valor nutricional a dieta (SILVA et al., 2010; CASE et al., 2011).

4.4.4 Extrato etéreo com hidrélise acida

Em ragdes, a legislagéo brasileira aponta a necessidade de determinar o teor
de extrato etéreo com hidrolise acida prévia. Também assegura o valor nutricional
minimo de 4,5 % em ragbes para caes adultos e 7,0 % em ragbdes destinadas a
filhotes (BRASIL, 2009). Seguindo esses padrbes, 100 % das ragbes avaliadas

estavam em conformidade com o teor de extrato etéreo recomendado (Figuras 4.26
e 4.27).
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Figura 4.26 - Graficos mostrando o teor de extrato etéreo com hidrélise acida nas
amostras de ragdo para cades adultos. Os pontos em rosa indicam o teor médio do
extrato etéreo obtido nas ragdes (n=3). A linha tracejada rosa é a média geral das
racbes para adultos. A linha roxa é o limite minimo permitido de extrato etéreo nas
ragdes (BRASIL, 2009).

Na European Pet Food Industry Federation (FEDIAF), orgao regulamentador
da Uniao Européia, o teor minimo de extrato etéreo nas ragdes é de 5,5 % para caes
adultos e 8,5 % para céaes filhotes (FEDIAF, 2011), corroborando os valores da
AAFCO (2014) e NRC (2006).

Ao comparar os limites entre as legislagbes internacionais e a nacional,
verifica-se uma diferengca de 1,0 % e 1,5 % a menos nas ragdes brasileiras com
relagcdo ao teor de gordura, respectivamente para adultos e filhotes. Porém, com
excegado da ragdo 6 para filhote, com 7,7 % de gordura (Figura 4.27), todas
apresentaram valores em acordo com a legislagdo internacional. As gorduras na
dieta dos animais sao utilizadas como excelente fonte de energia e acidos graxos
essenciais (NRC, 2006). Além disso, contribuem para a melhora da palatabilidade e
a textura da racéo (CASE et al., 2011).
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Figura 4.27 - Graficos mostrando o teor de extrato etéreo com hidrélise acida nas
amostras de racdo para caes filhotes. Os pontos em rosa indicam o teor médio do
extrato etéreo obtido nas ragdes (n=3). A linha tracejada rosa é a média geral das
racdes para filhotes. A linha roxa é o limite minimo permitido de extrato etéreo nas
ragdes (BRASIL, 2009)

4.4.5 Extrato etéreo

Como citado anteriormente, a determinagdo de gordura em produtos
extrusados requer o tratamento acido prévio a extracdo com éter, caso contrario,
resultara em subestimacao do teor de extrato etéreo (NRC, 2006). As Tabelas 4.10 e
4.11 mostram os valores obtidos pelas duas metodologias de extragdo de gordura

nas ragdes para caes adultos e filhotes.
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Tabela 4.10. Teor médio de extrato etéreo com e sem hidrdlise
acida nas ragbes avaliadas para caes adultos (n=3)

Marca comercial EEA (%)* EE (%)**
1 Alpo 10,7 6,2
2 Big Boss 8,1 4,1
3 Champ 9,2 4,6
4 Deli Dog 8,0 5,5
5 Dog Chow 14,2 8,8
6 Dog Show 8,1 5,3
7 Dunga 6,4 5,5
8 Eukanuba 18,0 15,0
9 Faro Premium 10,9 7,0
10 Frolic 10,0 7.1
11 Heroi 11,6 7,4
12 Hill's 14,4 10,2
13 Kanina 13,2 9,0
14 Kazuu 10,4 6,6
15 Lester 10,0 6,0
16 Lider Chips 9.1 59
17 Nero 9,3 5,2
18 Pedigree Equilibrio Natural 10,9 6,2
19 Pedigree Expert 16,2 13,3
20 Pedigree 9,0 45
21 Premier 19,9 15,0
22 Royal Canin - Renal Canine 14,0 12,8
23 Sabor e Vida 12,3 8,6
24 Golden 13,5 9,6
25 Max 8,8 4,2
26 Beneful 10,7 6,8
27 Equilibrio 13,3 9,5
28 Pro Plan 15,3 11,5
29 Royal Canin Indoor 14,7 10,9

* EEA - extrato etéreo com hidrdlise acida; **EE - extrato etéreo
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Conforme esperado, teores de gorduras mais elevados foram encontrados
com a metodologia de extrato etéreo com hidrélise acida para ambos os tipos de
ragdes, adultos e filhotes. A literatura cita que o tratamento acido prévio proporciona
a quebra das ligagdes quimicas dos complexos lipidicos, permitindo a extragao total
dessas moléculas (AOAC, 2006; PERES et al., 2011). Além disso, os valores obtidos
pela hidrolise acida sdo condizentes com os limites assegurados pelas legislagbes
(NRC, 2006; BRASIL, 2009; FEDIAF, 2011; AAFCO, 2014).

Tabela 4.11. Teor médio de extrato etéreo com e sem hidroélise
acida nas ragbes avaliadas para caes filhotes (n=3)

Marca comercial EEA (%)* EE (%)**

1 Alpo 11,6 6,1

2 Champ 9,0 5,0
3 Dog Chow 15,8 9,4
4 Dog Excellence 13,4 8,8
5 Eukanuba 21,8 18,3
6 Faro Premium 7,7 52
7 Frolic 9,3 6,1

8 Hill's 16,0 14,0
9 Pedigree Equilibrio Natural 9,4 6,0
10  Pedigree Expert 20,5 15,9
11 Pedigree 10,1 5,9
12  Premier 19,6 14,7
13  Club Performance 14,6 10,5
14  Special Dog Vegetais 15,3 11,2
15  Golden 13,7 9,8
16  Max 10,4 6,4
17  Beneful 14,1 10,3
18  Equilibrio 21,0 17,4
19 ProPlan 18,6 14,9
20 Royal Canin Indoor 18,5 14,8

* EEA - extrato etéreo com hidrolise acida; **EE - extrato etéreo
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A Figura 4.28 mostra a relacéo linear observada entre o teor de extrato etéreo
determinado com e sem hidrolise acida (R? = 0,9077), indicando correlagdo entre os

resultados das duas metodologias.
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Figura 4.28 - Grafico de dispersdo para os teores de extrato etéreo (%) com e sem
hidrolise acida determinados nas ragdes (n=102)

A Tabela 4.12 apresenta o resultado da analise estatistica de regressao entre
os valores obtidos pelas duas metodologias, tomando o teor de extrato etéreo como
variavel independente. Os valores P, bem abaixo do limite de significancia
considerado (95 % de confianga), demonstram uma relagcdo linear altamente
significativa entre as duas variaveis. Cabe destacar, ainda, que o coeficiente de
intersecao indica que, em média, a realizacédo de hidrélise acida permitiu a extragéo
de 4,21% de gordura a mais, porgédo nao removida pela metodologia de extrato
etéreo sem o tratamento acido prévio. Por sua vez, o coeficiente angular de
0,965 + 0,031 demonstra que, fora a maior eficiéncia na extragdo de gordura, houve
uma concordancia bastante razoavel entre as metodologias, com desvio sistematico

relativo de aproximadamente 3,5 %.
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Tabela 4.12. Resultado da analise de regressdo para extrato etéreo com
hidrolise acida em fungao de extrato etéreo (n=102)

Coeficientes  Erro padrao Stat t Valor P
Intersecéo 4,21 0,30 13,86271  9,69x10°%°
Angular 0,965 0,031 30,89162  5,41x107%?

4.4.6 Fibra Bruta

Existem varios métodos analiticos disponiveis para a caracterizacao da fracao
fiborosa em alimentos para caes (OPITZ et al., 1998, OLIVEIRA et al.,, 2011).
Atualmente, a determinacdo da fibra dietética vem sendo a mais empregada
comparada a fibra bruta (CECCHI, 2013). No entanto, o teor de fibra em alimentos
destinados a animais & determinado pelos métodos de fibra bruta, fibra em

detergente neutro, entre outros (NRC, 2006). Por esse motivo, os valores obtidos
aqui se referem ao teor de fibra bruta.
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Figura 4.29 - Grafico mostrando o teor de fibra nas amostras de ragdo para caes
adultos. Os pontos em rosa indicam o teor médio de fibra obtido nas ragdes (n=3). A
linha tracejada rosa € a média geral das ragbes para filhotes. A linha roxa é o limite
maximo permitido de fibra nas ragdes (BRASIL, 2009)
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A legislagéo brasileira estabelece o valor maximo de fibra de 6,0 % para caes
filhotes e 6,5% para caes adultos (BRASIL, 2009). Como se visualiza na
Figura 4.29, cinco racBes para cdes adultos estiveram acima do limite maximo de
tolerancia, sendo que todas elas séo classificadas no segmento econémico. Por
outro lado, todas as ragdes de filhotes indicaram valores de acordo com a legislagao
(Figura 4.30). Em adigéo, considerando o limite maximo da AAFCO (2014), que € de
4,0 % para adultos e filhotes, cerca de 38 % das ragdes para caes adultos e 20 %
das ragdes para filhotes ndo atendem ao limite internacional.

Fibras ndo sdo essenciais aos cdes, mas a inclusdo de quantidades
adequadas na dieta torna-se necessaria para o funcionamento normal e saudavel do
trato gastrointestinal. Além disso, o excesso ou a falta de fibras pode comprometer a
qualidade das fezes dos caes (GRANDJEAN; BUTTERWICK, 2012). A quantidade
de fibra nas ragbes varia de acordo com o tipo de ingrediente que foi adicionado
(CASE et al., 2011), por exemplo, os farelos vegetais (farelos de arroz, trigo e soja)

que sao ricos em fibras podem elevar a concentragdo na ragao (CARCIOFI et al.,
2006).
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Figura 4.30 - Gréfico mostrando o teor de fibra nas amostras de racdo para cées
filhotes. Os pontos em rosa indicam o teor médio de fibra obtido nas ragbes (n=3). A
linha tracejada rosa € a média geral das rag¢des para filhotes. A linha roxa é o limite
maximo permitido de fibra nas ragdes (BRASIL, 2009)
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4.4.7 Matéria Mineral (cinzas)

Para a matéria mineral, as ragdes mostraram teores variando entre 4,5 % e
11,0 % nas ragbes para cades adultos € 5,4 % a 9,8 % nas ragbes para filhotes
(Figuras 4.31 e 4.32), todas atendendo o limite maximo de 12 % do MAPA (BRASIL,
20009).

O excesso de matéria mineral pode diminuir a digestibilidade do alimento,
devido a redugao no teor de matéria organica na racédo (CARCIOFI, 2009), e levar ao
aumento dos elementos Ca, P e Mg na composi¢cédo, quando a procedéncia for de
origem animal, ou de Si, quando for de origem vegetal, sendo em ambos os casos

incompativeis com a nutricao ideal dos caes (CARCIOFI, 2008).
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Figura 4.31 - Graficos mostrando o teor de matéria mineral (cinzas) nas amostras de
racao para caes adultos. Os pontos em rosa indicam o teor médio de cinzas obtido nas
ragdes (n=3). A linha tracejada rosa € a média geral das ragbes para filhotes. A linha
roxa € o limite minimo permitido de cinzas nas ragdes (BRASIL, 2009)
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Figura 4.32 - Graficos mostrando o teor de matéria mineral (cinzas) nas amostras de
racao para caes filhotes. Os pontos em rosa indicam o teor médio de cinzas obtido nas
ragdes (n=3). A linha tracejada rosa é a média geral das ragdes para filhotes. A linha
roxa € o limite minimo permitido de cinzas nas ragdes (BRASIL, 2009)

4.4.8 Energia Metabolizavel

A energia metabolizavel (EM) de uma ragdo representa a quantidade de
energia disponivel para o animal (CASE et al., 2011). A EM pode ser determinada
através de ensaios in vivo ou por meio de calculos matematicos padronizados, com
base nas fracbes analisadas de proteina, carboidrato e gordura no alimento
(CASTRILLO et al.,, 2009), levando em consideragcao as perdas de energia que
ocorrem na urina e nos gases (GRANDJEAN; BUTTERWICK, 2012). Varios estudos
vém sendo realizados com o proposito de estimar o conteudo da energia
metabolizavel por meio de calculos em racdo para animais de companhia
(KIENZLE, 2002; CARCIOFI et al., 2003; BAZOLLI et al., 2004; PIRES et al., 2014).

Para animais ativos ou animais em lactacdo, que necessitam de um alto
consumo de energia, consegue-se identificar o alimento ideal para satisfazer as
exigéncias nutricionais a partir da energia metabolizavel (CASE et al., 2011). Outro
ponto relevante é se o conteudo de EM de uma ragao for muito baixo, a quantidade
de racdo que esse animal precisa para suprir sua necessidade nutricional pode

exceder a capacidade fisica do trato gastrointestinal (CASE et al., 2011).
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Dada a importancia da energia metabolizavel nos alimentos para os animais,
ela foi calculada a partir dos valores obtidos na composi¢ao nutricional (UM, PB,
EEA, FB e MM — Sec¢ao 4.4) das ragbes, por meio de duas equagdes matematicas
(expressas em kcal por kg do alimento), proposta por Kienzle (2002) e aquela
calculada pelos fatores de Atwater (NRC, 2006; CASE et al., 2011).

Para o calculo da EM de acordo com Kienzle (2002), foram seguidos trés

passos:

a 1° passo: Estimou-se a energia bruta (EB) do alimento

EB = (5,73 xg de PB) + (9,08 x g de EE) + 4,06 x (g de ENN* + g de FB)
& 2° passo: Estimou-se a digestibilidade de energia (DE) do alimento
DE =91,2-(1,43 x % FB)

& 3° passo: Estimou-se a energia metabolizavel (EM)

EM kcal’kg= (EB x DE/100) —(1,04 x g de PB)

Para o calculo da EM por Atwater (NRC, 2006; CASE et al., 2011):

EM kcal/kg = (g de PB x 3,5) + (g de EE x 8,5) + (g de ENN x 3,5)

Os resultados para o conteudo de EM obtidos pelas diferentes equacdes para
racbes de céaes adultos e filhotes encontram-se nas Figuras 4.33 e 4.34,
respectivamente.

Pelos fatores de Atwater, os valores minimo e maximo nas racbes de caes
adultos variaram de 2882 kcal/kg a 3976 kcal/kg e na de filhotes de 3501 kcal/kg a
4270 kcal/kg. Cabe ressaltar que a AAFCO recomenda aos fabricantes de ragao que
reportem os valores de EM nos rétulos das racdes através do calculo da equacéo de
Atwater (CASE et al., 2011).

Pela equacdo de Kienzle, foram notados valores entre 2905 kcal’kg a
4135 kcal/kg em ragdes de caes adultos e na de filhotes variando entre 3670 kcal/kg
e 4424 kcal/kg. De acordo com Case et al. (2011), o ideal é escolher uma ragao que

varie entre 3000 kcal/’kg e 5000 kcal/’kg, dependendo da necessidade do animal.
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Figura 4.33 - Valores de energia metabolizavel (kcal/kg) nas ragdes para adultos, obtidos por
calculos das estimativas pelos fatores de Atwater e Kienzle
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Figura 4.34 - Valores de energia metabolizavel (kcal/kg) nas ragdes para filhotes, obtidos por
calculos das estimativas pelos fatores de Atwater e Kienzle

Valores ligeiramente menores foram alcangados pelos fatores de Atwater, o
que inversamente ocorreu para Pires et al. (2014), que obtiveram os menores
resultados da EM em ragbes para caes e gatos pela equagédo de Kienzle, quando

comparados com a equacgao de Atwater.
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No geral, os menores valores foram encontrados para as ragdes classificadas
como econOmicas e 0s maiores valores para as racdes do segmento super premium.
Deve-se levar em consideragdo no calculo da EM que ragdes super premium
apresentam em sua composig¢ao ingredientes de alta qualidade, conferindo maior
aproveitamento dos nutrientes, e que ao empregar esses mesmos calculos para
alimentos premium e econdmicos, podem subestimar o valor da EM para alimentos
super premium (BAZOLLI et al., 2004). Por outro lado, alimentos que contenham alto
conteudo de fibra (> 8 %) ou proteinas de baixa digestibilidade, o calculo da EM
nesse caso, sera ligeiramente superestimada (KIENZLE, 2002; CASTRILLO et al.,
20009).

4.5 Analise Estatistica

4.5.1 Comparagao da composicao quimica elementar dos diferentes segmentos

de ragcoes para caes

As ragdes para caes classificadas como econbmica, premium e super
premium mostraram diferencgas significativas para os elementos nutricionais Ca, Cl,
Cu, I, Mg, Mn, Se e P em nivel de 95 % de confianga pelo teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis (Figuras 4.35 a 4.37), utilizado na comparacdo de amostras
independentes (SAS INSTITUTE, 1996). Cabe lembrar que o teste estatistico foi
aplicado aos dados eliminando o efeito causado pelas diferengas das ragdes para

caes adultos e filhotes.
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Figura 4.35 - Representagédo grafica em boxplot das medianas dos elementos quimicos
determinados nas ragoes classificadas como econdémicas (Econ), premium (Prem) e super
premium (Super), realizado por meio do teste Kruskal-Wallis
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Figura 4.36 - Representagdo grafica em boxplot das medianas dos elementos quimicos
determinados nas ragdes classificadas como econdémicas (Econ), premium (Prem) e super
premium (Super), realizado por meio do teste Kruskal-Wallis
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Figura 4.37 - Representagédo grafica em boxplot das medianas dos elementos quimicos
determinados nas ragdes classificadas como econdmicas (Econ), premium (Prem) e super
premium (Super), realizado por meio do teste Kruskal-Wallis

Dos elementos nutricionais, apenas Fe, K, Na e Zn n&o apresentaram
diferenca estatistica, e também os elementos quimicos que nado apresentam
essencialidade comprovada, como Al, Br, Cr, Co, Cs, La, Rb, Sb, Sc eU.

As diferencas entre as ragcbes econdmicas, premium e super premium Sac
esperadas. Conforme discutido anteriormente, as ragdes do tipo super premium sao
as mais concentradas e equilibradas, produzidas com proteina animal que auxilia na
digestdo e absor¢do dos nutrientes, chegando o seu aproveitamento em torno

de 92 %. As ragdes premium também sao balanceadas, mas em menores
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quantidades comparadas as ragcdes super premium, uma vez que possuem mais
proteina vegetal, o que aumenta a quantidade de ragdo a ser ingerida. A
digestibilidade é em torno de 87 %. As ragdes econbmicas sao elaboradas com
proteinas mais simples e sua digestibilidade é cerca de 75 %, ou seja, o animal
precisa consumir uma quantidade maior de racdo para absorver os nutrientes
necessarios para uma vida saudavel (TOTAL ALIMENTQOS, 2014).

Por meio da analise de agrupamento, foi obtido um dendrograma construido a
partir das concentragdes dos elementos quimicos em todas as amostras de ragdes
para caes (Figura 4.38). Os resultados apresentam dois grupos principais, um
formado pela ragcdao econdbmica e premium e outro pela ragdo super premium,
separados principalmente pelos elementos nutricionais, como observado na analise
univariada. O primeiro grupo compreende as rag¢des formuladas com ingredientes
mais simples, enquanto o segundo grupo, formado pelas ragbes super premium, 0s
ingredientes adicionados sao de alta qualidade e promovem uma melhor nutrigdo ao
animal (CARCIOFI et al., 2009).

1,00

0,50

Distancia euclidiana

0,00

Econ Prem Super

4.38 - Dendrograma obtido a partir das concentragdes de 22 elementos quimicos
determinados nas 95 amostras de ragdes para caes classificadas como econdémicas (Econ),
premium (Prem) e super premium (Super)



118

4.6 Bioacessibilidade de cobre nas ragoes

Os resultados da Tabela 4.13 para as 14 amostras de ragdes avaliadas
mostram as concentragdes totais de cobre e suas respectivas incertezas, bem como
os resultados da simulagdo da digestdo gastrointestinal in vitro, realizada em
triplicata. Os valores obtidos para as ragdes demonstraram uma bioacessibilidade
consideravel, ou seja, ao menos 50 % do cobre presente provavelmente encontrava-
se sob a forma soluvel em todas as racbdes. Duas racdes para caes adultos
classificadas como econOmicas apresentaram as maiores concentragdes
bioacessiveis, com 91 % e 90 %, seguidas das ra¢cdes do segmento super premium
para filhote com 81 % e adulto com 80 %, demonstrando a grande importancia das
ragbes na dieta dos cdes quanto ao fornecimento desse mineral nas ingestdes
diarias, principalmente para aquelas ragas caninas com predisposicdo genética a
desenvolverem hepatopatias associadas ao acumulo do cobre (HOFFMANN et al.,
2009).

Tabela 4.13 - Resultados da bioacessibilidade (n=3) do cobre obtidos pela
simulagdo da digestdo gastrointestinal in vitro das racdes avaliadas.
Econ = Econémica, Prem = Premium, Super = Super premium

Ragdgo Tipo coneentragao .. pioacessibilidade DP
(mg/kg)
1 Adulto  Econ. 9,0 1,8 51 % 0,01
2 Adulto  Econ. 34 10 53 % 0,02
3 Adulto Econ. 31,0 2,5 54 % 0,02
4 Adulto Econ. 27,0 1,6 62 % 0,01
5 Adulto Econ. 13,0 1,6 64 % 0,04
6 Adulto Econ. 12,0 2,4 69 % 0,02
7 Adulto Econ. 22,0 2,0 71 % 0,04
8 Adulto Econ. 16,0 1,4 90 % 0,06
9 Adulto Econ. 18,0 3,2 91 % 0,07
10 Adulto  Prem. 20,0 2,6 63 % 0,02
11 Adulto  Super 60,0 2,4 47 % 0,02
12 Adulto  Super 16,0 1,6 80 % 0,01
13 Filhote Prem. 35,0 1,8 66 % 0,01

14  Filhote Super 27,0 2,7 81 % 0,02
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Tognon (2012) reportou em arroz e cupuagu a bioacessibilidade do cobre,
chegando a praticamente 100 %. Mazon (2013) analisou em vinhos tinto, branco e
espumante e notou que 80 % do cobre presente estava bioacessivel. Nao foram
encontrados valores de concentracbes bioacesssiveis para cobre em alimentos
destinados a animais disponiveis na literatura.

A biodisponibilidade de um elemento depende da capacidade de sua forma
fisico-quimica, que esta ligada ao sitio de absorgdo, de ultrapassar a parede
intestinal (MAZON, 2013). Normalmente, cerca de 55 % a 75 % do cobre alimentar
sdo absorvidos (KLAASSEN, 2008). A forma quimica como o cobre se encontra
pode inibir a sua absor¢cdo a partir do Ilumen intestinal, reduzindo sua
biodisponibilidade (MAZON, 2013).

4.7 Absorcgao e metabolismo de cobre e zinco em caes saudaveis

Esse experimento inicialmente deveria ter acontecido em parceria com a
Faculty of Veterinary Medicine, da Utrecht University, e com a Delft University of
Technology. No entanto, o comité de ética da Utrecht University ndo aprovou o
experimento envolvendo a aplicacao de material radioativo nos caes. Somente a
realizacdo de um experimento piloto, com apenas um cao, foi autorizado pelo
comité. Apds o experimento, o animal nao foi sacrificado.

O experimento piloto objetivou verificar se a utilizagdo de tragadores
radioativos, conforme o procedimento planejado, era viavel na pratica, ou se ajustes
seriam necessarios. As atividades foram coordenadas pelo doutorando e médico
veterinario Ronald Jan Corbee, com participacdo também da técnica de laboratério
Jeannette Wolfswinkel, ambos da Faculty of Veterinary Medicine da Utrecht
University e do Prof. Dr. Peter Bode, da Delft University of Technology.

Foram irradiados ZnO e Cu metalico em céapsulas de quartzo no reator
nuclear de pesquisa Hoger Onderwijs do RID/TU Delft, a fim de gerar os
radioisotopos ®°™Zn e ®*Cu para posterior administracdo no cdo. Empregou-se ZnO
enriquecido no isétopo ®Zn (>99%) para gerar o radioisétopo de interesse (°°"Zn),
com meia-vida igual a 13,76 h, sem que ocorresse producdo significativa do

radioisotopo ®°Zn, com meia-vida longa (244 dias).
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ApOs a liberagdo do material radioativo pela equipe de protecédo radioldgica
da TUDelft, adequadamente embalado em recipientes metalicos revestidos com
chumbo no interior, ele foi encaminhado para a Faculty of Veterinary Medicine,
Utrecht, localizada a 70 km de Delft, em um tempo total de transporte de cerca de
1 h e 30 min.

O experimento contou com um céo adulto pertencente ao canil da Utrecht
University, macho com 4 anos de idade, mestico da raca Beagle e Bedlington
Terriers, conhecida por “Beagletons” (Figura 4.39). O animal recebeu uma dieta
balanceada durante o desenvolvimento do experimento. A quantidade de racao
fornecida foi adequada para satisfazer as exigéncias do cado em fungao do seu nivel
de atividade e taxa metabdlica. A agua esteve disponivel em todo o momento. Antes
de iniciar o experimento, o céo foi submetido a um jejum de 12 h. Assim, na manha
seqguinte, foi previamente anestesiado para a fixagdo de um cateter na veia jugular

(pescogo).

Wi

Figura 4.39 - Cdo adulto da raca “Beagletons”

" a

4

f.

Em cémara fechada (glove-box), a embalagem contendo o material radioativo
foi aberta, sendo os radioisétopos diluidos em solugao fisiolégica. Antes da aplicagao
dos radiois6topos no cao, retiraram-se 2 mL de sangue para controle e, em seguida,
o0 cdo recebeu as injecdes contendo °°"Zn e %*Cu. Foi verificada a radioatividade no
animal com um contador Geiger, antes e apds a administragéo dos radioisétopos. A
uma distancia de 10 cm do céo, o contador marcou 2,13 uSv/h depois da aplicacao,

contra 0,10 uSv/h em medigao anterior (Figura 4.40).
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Figura 4.40 - Radioatividade medida antes e apds a administragdo dos radioisétopos
69mZn e 64Cu

Amostras de 2 mL de sangue foram, entdo, retiradas da veia jugular em
tempos de 2, 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 180, 300 e 420 min apds a
injecao dos radiois6topos (Figura 4.41), sendo utilizados tubos com EDTA 8% para a
coleta. Os tubos foram suavemente homogeneizados por inversdo, cerca de 6
vezes, para evitar hemolise e coagulagéo do sangue.

O animal permaneceu no laboratério até 30 min apdés a administracdo dos
radioisotopos, quando retornou ao canil para descanso, de onde foi retirado para as
coletas seguintes. Cabe ressaltar que, apesar do inevitavel desconforto causado, o
cdao nao demonstrou sinais de cansago ou estresse durante o periodo do

experimento.

Figura 4.41 - Coleta de sangue na veia jugular
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Posteriormente, os tubos de sangue foram centrifugados a 3000 rpm durante
5 min para a obtengao do plasma. Em um contador de raios gama, marca Canberra,
foi realizada a leitura do plasma para as 15 amostras. A quantificagdo das contagens
ocorreu nas faixas de energias de 439 keV para ®*"Zn e de 511 keV para ®*Cu como
mostra a Figura 4.42. Um problema observado na contagem foi o baixo poder de
resolucao do detector, o que dificultou a separacao dos dois picos que se encontram

em energias relativamente proximas.

Figura 4.42 - Faixas de energia tomadas para a quantificagdo, com picos de 439 keV
para ®®"Zn e de 511 keV para **Cu

As taxas de contagem obtidas na medigdo das 15 amostras foram, entéo,
corrigidas para o tempo de decaimento, considerando como referéncia o momento
da aplicagado dos dois radioisotopos. Dessa forma, pode-se avaliar a diminuicdo das
atividades de ®°"Zn e ®*Cu inicialmente aplicadas em fungéo unicamente da acéo do

metabolismo do céo.
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5 CONCLUSOES

Dentre os estudos realizados, isto &, (I) quantificagdo dos elementos quimicos

com fungao nutricional e elementos com potencial toxico presentes nas ragcdes para

caes, (ll) avaliagdo da composigéo centesimal das ragbes amostradas, (lll) avaliagéo

da variacido dos elementos quimicos entre as ra¢cdes de um mesmo lote de producéo

(IV), estudo da representatividade de pequenas porgdes-teste, (V) avaliagdo da

bioacessibilidade de cobre em ragcdes, com experimento in vitro, foi possivel concluir

que:

(1)
‘a’

Por meio da INAA, foi possivel determinar todos os nutrientes minerais,
isto &, Ca, P, K, Na, Cl, Mg, Fe, Cu, Mn, Zn, | e Se, com limites
estabelecidos pela Association of American Feed Control Officials
(AAFCO).

s Ao menos 32 % das racbes para caes adultos e 19 % das racdes para

filhotes apresentaram valores discrepantes comparados com o0s
valores de referéncia dos minerais exigidos pela AAFCO.

Foram notadas elevadas concentracbes de Al, Sb e U, que sao
elementos com grande potencial toxico. Assim, evidencia-se a
importancia de aprofundar o estudo desses trés elementos nas ragdes
para caes.

A presenca dos elementos quimicos Sb e Ti nas racdes coloridas pode
ser atribuida aos corantes adicionados na formulagao.

A comparagao dos resultados obtidos com os valores de referéncia
demonstra conformidade dessas ragdes avaliadas quanto a
composicao centesimal, condicdo importante para a nutricdo do animal,
embora 16 % dessas amostras para cdes adultos e filhotes
apresentaram, pelo menos, um parametro nao conforme.

Os dados das metodologias de extrato etéreo com e sem tratamento
acido prévio mostraram forte correlagéo entre si, sendo que o extrato
etéreo com hidrélise acida produziu resultados mais altos, tendo em

vista que permitiu, em média, a extragao de 4,21 % de gordura a mais.
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No caso das ragbes para caes, a metodologia de extrato etéreo com
hidrélise acida foi a mais eficiente para a determinagdo da gordura,
corroborando os dados da literatura.

Os resultados obtidos por LS-NAA e NAA convencional mostraram
variagdo na composicao entre os sacos de racado para os elementos
Br, Ca, Na e Zn, com boa concordancia entre ambos os métodos.

O uso da LS-NAA combinada com NAA convencional permitiu observar
que pequenas porgodes teste (350 mg) de ragdo tomadas para analise,
podem ser consideradas representativas comparadas com aquelas de
1 kg para os elementos avaliados aqui (Br, Ca, K, Na e Zn).

Ao menos 50 % do cobre presente estavam sob a forma soluvel
(bioacessivel) em todas as ragdes, demonstrando a grande importancia
desse mineral na dieta dos caes.

Os resultados de cobre pelo teste in vitro nas ragbes foram
comparaveis com os resultados disponiveis na literatura para o

elemento.
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