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bufalos para determinacao de minerais

O objetivo deste estudo foi comparar dois procedimentos de
preparo de amostras de plasma seminal de btifalos para determinacao de
minerais. O primeiro (procedimento 1) seguiu uma técnica recomendada
para analise de minerais no plasma sanguineo, enquanto o segundo
(procedimento 2) seguiu uma técnica para determinagao mineral em tecidos
animais. Em ambos os procedimentos, a determinacao do fésforo foi
efetuada por fotocolorimetria e os demais minerais, por espectrofotometria
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de absorcao atémica em chama. No procedimento 1, acido tricloroacético foi
utilizado para desproteinizacao do plasma seminal. O sobrenadante dessa
reacao foi retirado para ser analisado com as devidas diluigoes em agua
deionizada. No procedimento 2, o plasma seminal foi queimado a 560 °C,
para que as cinzas formadas fossem solubilizadas em acido nitrico 50 e 10%,
e diluidas em agua deionizada. Para determinar a técnica recomendada,
serao considerados os menores coeficientes de variacdo. Concluiu-se que o
procedimento 1 foi o mais indicado para as andlises de f6sforo e magnésio,
pois apresentou valores médios com menores coeficientes de variacao e
desvios padrao. Para calcio, cobre, ferro, zinco, manganés e ferro, ambos
os procedimentos testados demonstraram resultados equivalentes.

The purpose of this research was to compare two different
procedures for sample preparation of buffalo seminal plasma for
determination of minerals. The first procedure 1 was recommended
for analysis of minerals in blood plasma. The second procedure 2
was recommended for mineral determination in animal tissues. In
both procedures, the determination of phosphorus was performed by
spectrophotometry and the other minerals were determined through atomic
absorption spectrophotometry in flame. In procedure 1, trichloroacetic acid
was used for the deproteinization of the seminal plasma. The supernatant
of this reaction was removed for analysis with appropriate dilutions in
deionized water. In the second procedure, the seminal plasma was burned
at 560 °C, so that the ashes formed were dissolved in nitric acid at 50
and 10% and diluted in deionized water. It was possible to conclude that
procedure 1 was the most suitable for the analysis of phosphorus and
magnesium, as it presented lower mean values with coefficients of variation
and standard deviations. For calcium, copper, iron, zinc and manganese,
both procedures tested showed similar results.
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A concentracao de minerais nos fluidos que
constituem o ejaculado é pequena em relagao
aos demais tecidos, dependendo quase que
exclusivamente do aporte alimentar. Por esse
motivo, facilmente ocorrem alteracbes envolvendo,
principalmente, a qualidade do esperma, pois
0s minerais encontram-se na alimentacdo mais
comumente em deficiéncia do que em excesso
(SILVA; DODE; UNANIAN, 1993).

Os macrominerais participam ativamente da
reproducédo, como o calcio, que é um importante
regulador da fisiologia espermatica, estando envolvido
em véarias etapas da maturacdo, da capacitacao
e da reacdo acrossomal dos espermatozoides
(KILIC; SARICA; YAMAN, 1996). Diversamente,
0os microminerais sao essenciais para reacgoes
metabdlicas, enzimaticas e celulares normais,
refletindo as fungdes hormonais reprodutivas, da
espermatogénese e dos processos de maturagao
espermética (HIDIROGLOU; KNIPEL, 1984).

Ao avaliarem os niveis de zinco, cobre, ferro e
manganés no plasma seminal de bifalos, Tuli et al.
(1987) utilizaram o método que consistia em retirar
a parte espermatica, secd-la e depois calcina-la
para obtencao de cinzas. Posteriormente, depois de
realizada a decomposicao, a amostra foi retomada em
acido sulftirico e nitrico, técnica também utilizada
por Kanwal et al. (2000).

Em outro estudo realizado sobre o efeito da
filtracdo sobre os eletrélitos do plasma seminal de
bufalos, cada ejaculado foi divido em trés partes,
sendo uma nao filtrada (controle) e as outras
filtradas completamente, tendo sido utilizados dois
tipos diferentes de filtros (KUMAR; PANGAWKAR;
KUMAR,, 1991). Posteriormente, os minerais foram
determinados no plasma seminal do sémen fresco
por espectrofotometria de absorcao atémica.

Para encontrar os niveis de sodio, potassio e zinco
no plasma seminal, Goswami et al. (1993) utilizaram
no processo de digestdo da amostra uma mistura
tripla de acidos (perclérico, nitrico e sulftrico) e
agua destilada, e analisaram em espectrofotdmetro
de absorcao atémica. Shelke e Dhami (2002a, b)
determinaram niveis de calcio, fésforo inorganico e
magnésio no plasma seminal, de acordo com o kit
comercial utilizado para analisar o sangue, sendo que
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a leitura detalhada foi realizada no espectrofotometro
de absor¢ao atdmica.

Os minerais no plasma seminal de bufalos na
Amazonia foram determinados pelo procedimento
descrito por Milles, Wilkinson e McDowell (2001),
recomendado para analisar plasma sanguineo. A
leitura dos minerais foi realizada no espectrofotbmetro
de absor¢ao atomica em chama, sendo que o fésforo
foi determinado pela técnica de colorimetria (VIANA,
20006).

O conhecimento dos principais elementos
minerais constituintes do plasma seminal é
importante por causa da influéncia que os minerais
exercem no desenvolvimento reprodutivo. Todavia,
sao poucas as referéncias sobre esse assunto na
espécie bubalina, sendo escasso e inconsistente o
conhecimento sobre o processo pelo qual se efetuam
as analises e a determinacdo desses elementos no
plasma seminal.

A determinagao de minerais no plasma seminal
pode ser mais eficiente ao se utilizar o método de
preparo de amostras para analises minerais no plasma
sanguineo do que aquele utilizado em tecido animal.
A definicao de um método de preparo de amostras
para determinacao de minerais no plasma seminal
de biifalos contribui para a obtencéo de resultados
mais fidedignos, principalmente porque nao ha um
padrdo outro para realizacao dessas analises e varios
fatores podem influenciar nos resultados, sobretudo
pela técnica utilizada.

Desse modo, objetivou-se determinar se a
preparacgao de amostras conforme analise de minerais
no plasma sanguineo era mais eficiente do que a
técnica utilizada para determinacdo mineral em
tecidos animais com a finalidade de se analisar o
plasma seminal de buafalos.

Para a execucao deste trabalho, foram utilizados
30 bifalos, sendo oito amostras de cada animal,
perfazendo ao todo 240 amostras de plasma seminal
de bafalos Murrah X Mediterrineos, colhidas com
o emprego de eletroejaculacio (BARNABE et al.,
1992b). Os animais apresentavam idade média de
23 meses e eram mantidos sob pastejo continuo, em
uma propriedade no Estado do Pard (02°37° 36" N,
09 °50’ 87 S, 46 °03’ 18” E, 58 °53’ 42" O Grw),
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em piquetes de Brachiaria brizantha, considerando-
se uma capacidade de suporte de 2UA.ha! com
adequada suplementacdo de minerais especifica
para bubalinos.

As amostras de sémen foram colhidas com a
utilizacao de eletroejaculador (BARNABE et al.,
1992b), sempre no periodo de menor temperatura
ambiental (das 4 as 9 h da manha). As colheitas
foram realizadas nos meses de maio e junho de 2005,
tendo sido utilizadas somente aquelas amostras
sem nenhum resquicio de sujidades e urina, e
adequadamente colhidas. Apés as colheitas, o sémen
foi centrifugado a 3.000 rpm (2.000 g) durante
20 min. O sobrenadante foi retirado com a utilizacao
de pipeta e aliquotado em dois frascos, sendo
congelado a —20 °C, para posterior determinagéo das
concentragoes de minerais. Posteriormente, todas as
240 amostras de plasma seminal foram submetidas,
em duplicata, aos dois procedimentos (1 e 2) de
preparacao de amostras, perfazendo 960 analises.

No primeiro procedimento (procedimento 1),
foram seguidas as recomendacgdes de Milles,
Wilkinson e McDowell (2001), descritas para
a andlise de minerais no plasma sanguineo.
Esta consistiu na diluicdo de 1 mL do plasma
seminal em 9 ml de acido tricloroacético 10%
para a precipitagdo proteica. Uma vez retirado o
sobrenadante e efetuadas as respectivas diluigoes
com 4gua deionizada, efetuaram-se as analises de
cobre (Cu), zinco (Zn), ferro (Fe) e manganés (Mn).
Para o célcio (Ca), o magnésio (Mg) e o fésforo (P),
as solucdes foram preparadas contendo cloreto de
lantanio 1%. A determinacéo do P foi realizada por
meio da fotocolorimetria e os teores de Ca, Mg, Cu,
Fe, Zn e Mn, com a espectrofotometria de absor¢ao
atomica em chama (EAA).

No segundo procedimento (procedimento 2),
foram seguidas as recomendacgdes de Milles,
Wilkinson e McDowell (2001), descritas para a
analise de minerais em tecido animal. O procedimento
consistiu na obteng@o da cinza do plasma seminal
apos secagem e queima em mufla a 560 °C. Depois,
as cinzas foram digeridas em &cido cloridrico a
50 e 10%, e diluidas em dgua deionizada para as
respectivas andlises do Cu, Zn, Fe e Mn. Para o Ca,
Mg e o P, as solucbes foram preparadas contendo
cloreto de lantanio 1%. Da mesma forma que no
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procedimento 1, a determinacao do P foi realizada
por meio da técnica de fotocolorimetria e os teores
de Ca, Mg, Cu, Fe, Zn e Mn, pela espectrofotometria
de absorg¢éo atdbmica em chama.

A andlise estatistica consistiu em realizar
correlacdo de Spearman (ordem) entre os
valores encontrados para os minerais obtidos no
procedimento 1 e os respectivos valores obtidos
no procedimento 2, das mesmas amostras de
plasma seminal. Foi considerada correlagao
significativa quando p < 0,05. Quando constatada
correlagao significativa, foi considerado como melhor
procedimento aquele com as medidas descritivas
(média, desvio padrao e valores minimos e maximos)
com menor coeficiente de variacao.

O coeficiente de correlagao dos procedimentos
testados foi distinto na determinacao do Cu,
Zn, Mn, Fe e do Ca, e equivaleram-se apenas na
obtenc¢ido do P e do Mg das amostras (Tabela 1).
Para os microminerais e para o Ca, em ambos
os procedimentos realizados, visualizaram-se
correlacoes nio significativas e baixas; todavia, para
o P e Mg, obtiveram-se correlacdes significativas que
tenderam de medianas a altas.

Diferentemente dos procedimentos utilizados
neste trabalho, os autores da literatura compilada
utilizaram distintos procedimentos para determinagao
dos minerais no plasma seminal em diferentes
espécies animais. Enquanto no presente estudo
as andlises foram feitas utilizando-se a diluicdo do
plasma seminal em 4cido tricloroacético 10% para a
precipitacao proteica (procedimento 1) e a obtencao
de cinzas do plasma seminal apds secagem e queima
em mufla a 560 °C, digeridas em &cido cloridrico a
50 e 10% (procedimento 2), as amostras, segundo
Tuli et al. (1987), foram calcinadas para obtencéo
de cinzas conforme o procedimento 2; todavia,
foram digeridas em acido sulftirico e nitrico, técnica
também utilizada por Kanwal et al. (2000) ou em
uma mistura tripla de acidos perclérico, nitrico
e sulfiirico (GOSWAMI et al., 1998). Tanto no
procedimento 1 como no 2 néao se utilizou o processo
de filtragao descrito por Kumar, Pangawkar e Kumar
(1991). Ja Shelke e Dhami (2002a, b) utilizaram
um kit comercial empregado para analisar sangue.
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As médias encontradas para os macrominerais
no presente estudo (Tabela 2), de um modo geral,
nao divergiram dos valores descritos na literatura
coligida, pois a variacao foi préxima daquelas
observadas na literatura (Tabela 3).

As médias encontradas para o calcio nos
procedimentos 1 e 2 (Tabela 2) situaram-se entre
os valores descritos por Barnabe et al. (1992a), que
estudaram sémen de biifalos Murrah X Mediterraneo,
no HEstado de Sdao Paulo. Porém, somente o
procedimento 1 mostrou valores proximos daqueles
encontrados por Shelke e Dhami (2002a, b), que
utilizaram bifalos da raga Jafarabadi e analisaram
o plasma seminal conforme plasma sanguineo em
espectrofotémetro de absorcéo atémica, similarmente
ao feito no procedimento 1 neste trabalho.

As médias de fosforo de ambos os procedimentos
(Tabela 2) foram semelhantes as observadas por
Shelke e Dhami (2002a, b) e menores do que aquelas
descritas por Mohan et al. (1994) que, de forma
semelhante a este trabalhou, utilizaram bufalos
Murrah cruzados.

No procedimento 1, o magnésio apresentou valor
médio maior do que o citado por Sansone, Nastri e
Fabbrocini (2000) em brfalos, enquanto que, no
procedimento 2, o valor médio do magnésio variou
proximamente aos valores relatados por Sansone,
Nastri e Fabbrocini et al. (2000) e Shelke e Dhami
(2002a, b).

Os niveis de zinco observados nos
procedimentos 1 e 2 foram menores do que os
descritos por Tuli et al. (1987), Kumar, Pangawkar

Tabela 1. Correlacdo de Spearman para os minerais obtidos nas técnicas estudadas. Estado do Par4, 2011.

Ca? P2 Mg?

Cu? Zn? Mn? Fe?

Ca' 0,20
p =0,28
P! 0,72
p < 0,0001
Mg’ 0,68
p < 0,0001

Cu'
Zn'
Mn'

Fe!

0,13
p =0,49
0,27
p=0,14
-0,21
p=0,26
0,29
p=0,10

"Procedimento 1 - recomendado para a anélise de minerais no plasma sanguineo. *Procedimento 2 - recomendado para a anélise de minerais em tecido animal.

Tabela 2. Médias, desvios padrao, coeficientes de variacao e valores minimos e maximos dos minerais no plasma seminal
de acordo com as técnicas estudadas. Estado do Para, 2011.

Mineral Técnica Média + desvio padrao Coeficiente de variagcao Minimo Maximo
mg dL™
Calcio 1 12,99 + 2,84 21,83 8,83 21,95
2 8,96 + 5,32 59,41 0,42 24,55
Fosforo 1 3,54 = 2,61 73,77 0,72 11,51
2 3,28 = 4,75 144,59 0,04 18,58
Magnésio 1 9,78 + 2,85 29,16 5,31 18,30
2 4,46 + 2,87 64,34 0,41 11,89
ug dL
Cobre 1 0,11 £ 0,10 82,23 0,04 0,57
2 0,53 + 0,50 93,78 0,03 1,81
Zinco 1 4,17 = 1,06 25,57 2,74 6,70
2 0,49 + 0,47 97,40 0,04 2,69
Manganés 1 0,14 = 0,09 65,26 0,03 0,50
2 0,50 + 0,29 56,62 0,11 1,32
Ferro 1 7,86 = 1,82 23,18 4,92 11,31
2 5,59 + 3,24 57,89 0,92 13,60

'Procedimento 1 - recomendado para a analise de minerais no plasma sanguineo. ?Procedimento 2 - recomendado para a andlise de minerais em tecido animal.
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Tabela 3. Valores descritos para macro e microminerais
no plasma seminal de bifalos de acordo com cada autor.

Mineral Valor descrito Autor
Ca 7,93-15,64 mg dL™' Barnabe et al. (1992a)
(14,40 = 0,19 mg dL™) Shelke e Dhami (2002a, b)
P 13,59 + 0,65 mg dL™' Mohan et al. (1994)
5,85 + 0,23 mg dL™* Shelke e Dhami (2002b)
Mg 6,46 + 0,39 mg dL’ Sansone, Nastri e Fabbrocini (2000)
2,51 + 0,07 mg dL"' Shelke e Dhami (2002a, b)
33,50 + 4,60 pug dL Tuli et al. (1987)
27,40 = 0,20 pg dL! Kumar, Pangawkar e Kumar (1991)
58,00 + 4,20 pg dL™ Dhami, Mohan e Sahni (1995)
Zn 5,68 ng dL' Sansone, Nastri e Fabbrocini (2000)
13,87 = 1,81 ng dL™’ Dhami et al. (2001)
58,0 + 4,20 ug dL* Shelke e Dhami (2002a)
10,94 = 0,81 pg dL”’ Shelke e Dhami (2002b)
12,80 = 1,40 ug dL™ Tuli et al. (1987)
Fe 29,90 + 2,30 pug dL Dhami, Mohan e Sahni (1995)
4,48 = 0,36 pg dL' Dhami et al. (2001)
4,77 = 0,17 ung dL™ Shelke e Dhami (20023, b)
0,90 + 0,10 pg dL™ Dhami, Mohan e Sahni (1995)
Cu 0,27 = 0,02 pg dL' Dhami et al. (2001)
0,25 = 0,01 pg dL’ Shelke e Dhami (20023, b)
7,70 = 2,40 pg dL' Tuli et al. (1987)
Mn 2,90 = 0,20 ung dL Dhami, Mohan e Sahni (1995)

0,24 + 0,00 ug dL"
0,21 + 0,02 ug dL"

Dhami et al. (2001)
Shelke e Dhami (2002a, b)

e Kumar (1991), Dhami, Mohan e Sahni (1995),
Dhami et al. (2001) e Shelke e Dhami (2002a, b),
ao estudarem os perfis bioquimicos e os macro e
microminerais do sémen congelado de touros da
raca Jafarabadi, e semelhantes (procedimento 1) as
concentracoes desse mineral descritas por Sansone,
Nastri e Fabbrocini (2000).

O valor médio do ferro nos procedimentos 1
e 2 foi menor do que as médias citadas por
Tuli et al. (1987) e Dhami et al. (1995); todavia,
as concentragoes obtidas nos procedimentos 1 e
2 foram, respectivamente, maiores ou similares as
observadas por Dhami et al. (2001) e Shelke e Dhami
(2002a, b).

Os niveis de cobre determinados pelo
procedimento 1 foram menores do que os descritos na
literatura compilada; no entanto, no procedimento 2,
os valores observados situaram-se proximos aqueles
relatados por Dhami, Mohan e Sahni (1995),
Dhami et al. (2001) e Shelke e Dhami (2002a, b).

A concentracao de manganés obtida pelo
procedimento 1 foi menor do que aquela mencionada
por Dhami et al. (2001) e Shelke e Dhami (2002a, b).
Pelo procedimento 2, esse valor foi discretamente
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maior do que aqueles descritos pelos supracitados
autores. Todavia, as médias obtidas para o Mn em
ambos os procedimentos no presente estudo foram
menores do que as encontradas por Tuli et al. (1987),
que utilizaram um procedimento em que o plasma
foi calcinado e depois tratado com &cidos, assim
como no procedimento 2 adotado neste estudo e por
Dhami, Mohan e Sahni (1995), que trabalharam com
buafalos Murrah.

As variagdes obtidas na concentragcao de
minerais no plasma seminal podem ocorrer em
funcéo do procedimento utilizado para o preparo das
amostras. Entretanto, torna-se dificil a comparacao
entre os diversos trabalhos realizados, visto que
trabalharam com animais de racas e idade distintas,
e submetidos a diferentes manejos nutricionais e em
diferentes condigoes de ambiente. Dai a importancia
deste estudo, visto que os dois procedimentos
testados foram realizados com animais de mesma
idade e mesmos padroes raciais, submetidos ao
mesmo manejo nutricional e mineral, além de o
estudo ter sido realizado sob as mesmas condicoes
edafoclimaticas.

O procedimento utilizado para andalise de
minerais no plasma sanguineo foi mais eficiente para
determinacéo de fésforo e magnésio, enquanto que,
para célcio, cobre, ferro, zinco, manganés e ferro,
ambos os procedimentos mostraram-se equivalentes.

A Matsuda Ltda, a Associacao Paraense dos
Criadores de Biifalos, a SECTAM/FUNTEC/Governo
do Estado do Para e ao CNPq, pelo suporte financeiro
dado a esta pesquisa.
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