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Resumo

METODOS ANALITICOS ALTERNATIVOS PARA AVALIACAO DA
QUALIDADE DE FORRAGEIRAS UTILIZADAS NA NUTRICAO ANIMAL.
Foram propostos métodos alternativos para algumas determinagbes
rotineiramente realizadas em laboratérios de nutricdo animal, com o objetivo de
aumentar a eficiéncia laboratorial e reduzir os custos, mantendo porém a
qualidade analitica. A primeira parte descreve a implementagdo da técnica de
titulacdo potenciométrica ponto a ponto em um sistema de multicomutagao
utilizando eletrodo de membrana de PVC (tridodecilamina) para a determinagao
da acidez total em extratos de silagem. O sistema de multicomutacéo
desenvolvido empregou trés valvulas solendides de trés vias para controle das
solugcdes e uma bomba peristaltica para propulsdo dos fluidos. O tempo e a
sequéncia de acionamento das valvulas, a velocidade da bomba peristaltica e a
aquisicdo dos dados foram controlados por um programa dedicado,
desenvolvido em plataforma Labview®, utilizando um microcomputador
equipado com uma interface eletrbnica. Para efeito de validacdo do método,
foram analisadas pelo sistema proposto amostras de silagem de capim
Brachiaria, de cana-de-agucar e de milho. Os resultados indicaram
concordancia ao nivel de 95% de confianca quando comparados aos obtidos
por cromatografia gasosa (acidos acético, propiénico e butirico) e liquida (acido
latico) e por titulagdo em batelada. Em uma segunda etapa, foi proposto
procedimento para a determinacao de fibra em detergente neutro em amostras
de forragens com o emprego da tecnologia “nylon bag” para o armazenamento
das amostras e de aquecimento por radiagdo microondas em um sistema semi-
pressurizado. A analise consiste na solubilizacdo dos componentes do
conteudo celular soluveis em solugao de detergente neutro, restando a fibra em
detergente neutro, basicamente constituida de celulose, hemicelulose, lignina,
proteina lignificada e silica, determinados por gravimetria apdés secagem em
estufa. O método foi validado a partir de analises de amostras fornecidas pelo
“Ensaio de Proficiéncia para Laboratérios de Nutricdo Animal”, coordenado pela
Embrapa Pecuaria Sudeste, sendo obtida alta correlagdo entre os resultados,

viabilizando a recomendacgéo do emprego do método.



Abstract

ALTENATIVE ANALYTICAL METHODS TO QUALITY EVALUATION OF
FORAGES USED IN ANIMAL NUTRITION. Alternative methods were
developed for some determinations performed in routine by animal nutrition
laboratories, in order to increase laboratory efficiency and reduce costs
maintaining analytical quality. In the first step, a multicomutation point to point
potentiometric titration system to total acid in silage extracts with the use of a
PVC (tridodecilamine) membrane electrode is described. The multicommutation
developed system employed three solenoid valves for solution management
and a peristaltic pump for the fluid propulsion. The time and sequence of
switching valves, the velocity of peristaltic pump and the data acquisition were
performed through a developed program in the Labview® platform using a
computer with an electronic interface. Silage samples of Brachiaria grass, sugar
cane and corn were analyzed by the proposed system in order to method
validation. The results indicated agreement in order of 95% of confidence when
were compared with the ones obtained by gas chromatography (acetic,
propyonic and butyric acids), and liquid (lactic acid), and by bath titration. In a
second step, an alternative method for determination of neutral detergent fiber
in forage samples was proposed, with the use of the nylon bag technology to
samples storage, and a semi-pressure system heating by microwave radiation.
This analyze consists of a cellular inner components solubilization in neutral
detergent solution, remaining the neutral detergent fiber, basically formed by
cellulose, hemicelluloses, lignin, lignin protein and silica, gravimetrically
determined after oven drying. The method was validated from samples analysis
supplied by the “Ensaio de Proficiéncia de Laboratérios de Nutrigdo Animal”,
coordinate by Embrapa Cattle-Southeast. High correlation was obtained among
the results obtained with the proposed method and furnace by the program,

therefore its employment could be recommended.



Sumario

LDl L2 (e Te [F o= To TP PPPPPPPPPN 2
2) — Revis@o da Literatura...........cooooeeiiiiiii e 6
2.1 —ENSIAgEM ... 6
2.2 — Analise de acido graxos volateis e acido 1atiCO................evuvieeiiiiiiennnnns 11
2.3 — Titulagao poteNCIOMELIICA ........uuiie e 13
2.4 — Analise por injecao em fluXO ........ccooviiiiiiiiiiii e, 15
2.5 — Comutagao em analise em fluXo...........ooovviiiiiiiiiiiiiicceee e, 18
2.6 — Sistemas de multicOMUtaGA0 .........cceviiiiiiiiiiiee e 19
2.7 — Detecgéao potenciométrica em analise por injegdo em fluxo ................ 22
2.8 — Titulagao potenciométrica em fluXo .........cccoeevvviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee, 24
2.9 — Métodos analitiCOS ........ccoiiiiiiiiiee e 26
2.10 — Metodologias analiticas em laboratérios de nutrigdo animail.............. 27
3) — Materias € MEtOUOS........ccooiiiieie i 32
3.1 — Sistema de Multicomutagao para a Determinagcao Potenciométrica de
Acidez Total em Amostras de Silagem utilizando eletrodo ion seletivo......... 32
3.1.1 — EQuipamentos € aCESSONOS .......cccvvieiuuiiiiaeeeeeeeeeiiiee e e 32
3.1.2 — REAGENTES ... 33
3.1.3 — Construcao e acondicionamento do eletrodo de pH...................... 34
3.1.4 — Formulacdo da membrana sensora...........ccccceeeveeviieeeeiiiieeceeennnn, 35
3.1.5 — Sistema em fluxo com detecgao potenciométrica ......................... 37
3.1.6 — Interfaces do sistema de multicomutagao ............ccceeeeeeeiviveeinnnnnnn. 38
3.1.7 — Preparo das amosStras ........ccooveeeeeieeiiiiiiiiie e 41
3.1.8 — Analises cromatografiCas ...........cccoevvvviiiiii e 41
3.1.9 — Titulagdes potenCIOMELINCAS .........ooevviviiieeiiiieeeee e 42

3.2 — Analise de fibra em detergente neutro empregando forno de

microondas domeéstico e sistema pressurizado ..........cccoeeevvieiiiiiiiiiieeeeeeeees 42
3.2.1 — Equipamentos € aCESSOIIOS .........ceeeviriieeeeeiiieeeeeeeee e 42
3.2.3 —Reagentes € SOIUGA0..........coeiiiiiiiiiiiic e 43
3.2.4 — AMOSIIAS .. 43
3.2.5 — Sistema de presSUriZagan ..........cooveeeueiiiiieeeee e 44

3.2.6 — Calibragao do forno microondas ............cccceuveeeeieiiiieeeiiiiieeeeeeeee. 45



3.2.7 — Analise de fibras em detergente neutro............ccccccceeeeeeiiiiiiiinnnnnn. 46

3.2.8 Planejamento Fatorial ................uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 47

4) — Resultados € DISCUSSOES ........ceuiiiiieiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 50
4.1 Otimizacao do sistema de analise em fluxo utilizando multicomutacao

para a determinacgao de acidez total em amostras de silagem com eletrodo

0] @ TE=T=1 11 ()Y S 50
4.1.1 Definicdo da solugao tamp8O .........ueuiiieiieiieeee e 50
S I o] o= T To o[- FS 54
4.1.3 Volume da bobina reacional ... 56
4.1.4 Volume da @amosStra .........ccoooeeiiiiiiiiii e 58
4.1.5 Vazéao da solugdo transportadora ...........cooeeeeiieiiiiiiieeeeeeeciie e 60
4.1.6 Avaliagado do desempenho do eletrodo indicador............ccccccceennn.... 61
4.1.7 Titulagao da SOIUGA0 tamMPA0 ......ccceevvviieeiiiiieeeeeeee e 63

4.1.9 Aplicacao do sistema em amostras de silagem de milho, cana de
acgucar e capim brachiaria ...........coooeviiii i 65

4.2 Analise de fibra em detergente neutro empregando forno de microondas

domeéstico e sistema pressurizado...........ccooeevviieiiiiiiie e 68
4.2.1 Planejamento Fatorial ...............ooiiiiiiii i 68
4.2.2 Otimizagdo do numero de amostras por analise ..............ccccceeeeenn... 70

5) = CONCIUSA0 ... 746

6) — REFEIrENCIAS .....coeiieeeee e 78



INTRODUGAO




Introdugao 2

1) — Introducgao

O desenvolvimento e o progresso de nossa civilizagdo devem-se em
parte aos fendbmenos da domesticacdo de plantas e animais. A criagcao de
animais constitui parte expressiva da economia mundial atual, sendo
considerada atividade estratégica por envolver a seguranga alimentar da
populagdo em muitos paises (BERCHIELLI et al., 2006). Esse processo €
conhecido como pecuaria, que pode ser definida como o conjunto de processos
técnicos usados na domesticacdo e produgdo de animais com objetivos

econdmicos, feita no campo.

E bem sabido que a nutricdo é uma variavel importante no processo de
criacdo de animais de qualquer espécie e a avaliacdo dos alimentos usados na
alimentacdo animal é um aspecto que deve ser considerado. Para uma
alimentagdo eficiente € necessario o conhecimento das exigéncias dos
animais, assim como a extensao pela qual diferentes alimentos suprem essas
necessidades (SILVA & LEAO, 1979). Muitas dessas informacdes s&o
fornecidas por analises quimicas, demandando métodos analiticos confiaveis

para o monitoramento do valor nutritivo desses alimentos.

Na nutricdo de ruminantes, as fibras sdo considerados nutrientes
essenciais, pois produzem acidos graxos volateis (AGV) durante a fermentagéo
ruminal, os quais sao as principais fontes de energia para o animal. O processo
de analise de fibras envolve a solubilizagdo de componentes da parede celular
em meio de detergentes neutro e acido, sendo um processo demorado e

Mmoroso.

Outra condicdo a ser avaliada é o processo de conservagao dos
alimentos. No caso de animais ruminantes, quando geralmente plantas
forrageiras sdo utilizadas como alimentos, esse processo é fundamental,
considerando a producgao estacional quando sao alternados, durante o ano,
periodos favoraveis e desfavoraveis ao crescimento das plantas. Os efeitos

disso sobre a pecuaria de leite e de corte sao evidentes.

A preocupagao com a preservagédo de alimentos comega com inicio da

histéria da humanidade (ASHBELL, 1994), sendo que seu principal objetivo &
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reter a maior propor¢cdo possivel da quantidade original de nutrientes do
alimento durante o periodo de armazenagem (WEINBERG & ASHBELL, 2003).

Ao dominar os métodos de preservacao, torna-se possivel a producao
de alimentos na estagdo mais conveniente e econbmica, e a utilizagdo de
acordo com a demanda (ASHBELL, 1994). Existem varios processos de
preservagao tais como: resfriamento e congelamento, preservagao por
aquecimento (pasteurizagao, esterilizagdo comercial), secagem, modificacéo
na atmosfera entre outros.(POTTER, 2003). Por motivos econémicos e razdes
técnicas, a maioria desses meétodos ndo se aplica a conservacdo de
forrageiras. Essas sao preservadas principalmente por fenagdo ou por
ensilagem. Em geral a pratica da fenagéao é restrita a plantas que secam rapida
e uniformemente, além de necessitar de regides com baixa umidade. Isso faz
com que a ensilagem se torne um processo mais abrangente para a

preservacao de forrageiras.

Denomina-se silagem a forragem verde conservada por meio de um
processo de fermentagdo anaerdbica. As silagens sdo guardadas em silos.
Chama-se ensilagem o processo de cortar a forragem, coloca-la no silo,
compacta-la e protegé-la com a vedagdo do silo para que haja a
fermentagdo. (CARDOSO e SILVA, 1995). Esse processo fermentativo gera
acidos organicos, responsaveis pela reducdo do pH que proporciona a
conservagao das forrageiras. A quantidade destes acidos tem grande influéncia
na qualidade da silagem produzida, influenciando inclusive no sabor e aroma

do produto.

Tendo em vista a importancia econdmica da criacdo de animais e o
papel fundamental exercido pelo processo nutricional nessa criagcdo, fica
evidente a necessidade de metodologias analiticas que possibilitem uma
avaliacdo confiavel do valor nutricional das rag¢des utilizadas. Este trabalho
propds um sistema de titulagdo por multicomutagdo para a determinagao de
acidos graxos soluveis em amostras de silagem e uma adaptagdo do método
proposto por Van SOEST (1963) para a analise de fibras em detergente neutro
empregando radiagdo microondas e sistema pressurizado para potencializar a

analise.



Introdugao




REVISAO BIBLIOGRAFICA




Revisdo Bibliografica 6

2) — Revisao da Literatura

2.1 — Ensilagem

O processo de ensilagem constitui um dos métodos mais seguros de
garantir o alimento para o gado durante o inverno e secas prolongadas. Curtas
estacdes de crescimento e a dificuldade nas condigbes de secagem a campo,
durante a colheita, encorajam os produtores a armazenar culturas com alto
conteudo de umidade na forma de silagens, apesar de que as perdas durante o
armazenamento e descarregamento possam ser substanciais (ANDRADE E
MELOTTI, 2003).

O processo consiste nos seguintes passos: colheita da forragem no
estagio otimo de maturidade, secagem (quando possivel) para inserir a
quantidade adequada de matéria seca nos silos para favorecer a fermentacao
latica, corte da forrageira, carregamento do silo, compactacado e fechamento
para exclusdo do ar, armazenagem e por fim descarregamento para
alimentagao de animais (WEINBERG & ASHBELL, 2003).

Para que o processo dentro do silo seja conveniente a conservagao da
forragem, a fermentagéo deve ser capaz de proporcionar uma rapida queda do
pH do material estocado. Tal evento requer principalmente trés condicodes:
ambiente anaerdbico, populagao suficiente de bactérias redutoras de acido
latico e nivel adequado de substrato na forma de carboidratos soluveis
(LEIBENSPERGER et al., 1987; MUCK, 1988; MCDONALD et al., 1991).

O estabelecimento da condicdo de anaerobiose na silagem ocorre pela
expulsdo do ar existente entre as particulas de forragem e pela subseqlente
vedacgédo do silo. O rapido estabelecimento desta condigdo é desejavel, porque
a presenca de ar permite a respiracdo de células da planta e de
microrganismos aerébicos e anaerobicos facultativos presentes na forragem,
ambos utilizando oxigénio para a degradacao de substratos, notadamente
agucares, a dioxido de carbono (CO;) e agua. A respiracdao € prejudicial a
qualidade da silagem, por causar perdas de matéria seca e de energia e
reduzir a quantidade de carboidratos soluveis disponiveis para a fermentacao

das bactérias produtoras de acido latico. Além disso, as bactérias laticas sao
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aerotolerantes, tém o crescimento estimulado em anaerobiose, produzindo
grande quantidade de acido, quando essa condi¢cdo é estabelecida no interior
do silo (EDWARDS e MCDONALD, 1978; MCDONALD et al., 1991).

Quanto a populagao de bactérias redutoras, considera-se o numero de
aproximadamente 10® bactérias laticas por grama de material ensilado como
suficiente para garantir uma fermentagao apropriada a conservagéo da silagem
(MUCK, 1988). Entretanto, varias espécies de bactérias pertencentes a
diferentes géneros sdo capazes de fermentar agucares a acido latico como
produto principal (PONTES & MARINHO, 1997). Elas podem ser agrupadas em
duas categorias basicas: homofermentativas, que produzem apenas acido
latico, e as heterofermentativas, que apresentam, além do acido latico, o
etanol, ou o acido acético adicionados ao CO,, como produtos finais da
fermentacdo (Tabela 1) (MCDONALD et al. 1991). Consequentemente, a
producao de acido latico € maximizada quando a fermentagdo € dominada
pelas bactérias laticas homofermentativas, fato que pode determinar uma
variagdo no numero requerido de bactérias laticas sobre a forragem para a

promoc¢ao de uma fermentacao eficiente.

Tabela 2.1: Algumas bactérias produtoras de acido latico em silagens.

Homofermantativas Heterofermentativas
Enterococcus faecalis Lactobacillus brevis
Enterococcus faecium Lactobacillus buchneri

Lactobacillus acidiphilus Lactobacillus fermentum
Lactobacillus casei Lactobacillus viridescens
Lactobacillus coryniformis Leuconostoc mesenteroids

Lactobacillus curvatus
Lactobacilus salivarus
Lactobacilus plantarum
Pediococcus acidilactici
Pediococcus cerevisiae
Pediococcus pentosaceus
Streptococcus bovis
Fonte: MCDONALD et al. (1991)

Os carboidratos soluveis, ou agucares (mono e dissacarideos), séo os

principais substratos utilizados pelas bactérias laticas para a fermentacgao,
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embora compostos como proteinas, aminoacidos, acidos organicos e
hemiceluloses também possam ser fontes de substratos para a fermentacao
nas silagens (HENDERSON, 1993). A quantidade de carboidratos soluveis
requerida para uma fermentacéao eficiente depende da quantidade de acido que
sera necessaria para a redugao do pH aos niveis apropriados a conservagao.
Por sua vez, essa demanda de acido varia com habilidade da massa ensilada
para opor-se ao abaixamento de pH, ou seja, varia com a capacidade de
tamponamento da forrageira (TOMICH et al., 2003).

Se utilizada uma forrageira que satisfaga todas as condi¢des citadas nos
paragrafos anteriores, o0s processos bioquimicos e microbiolégicos que
acontecem dentro do silo podem ser descritos por quatro estagios (WEINBERG
e ASHBELL, 2003):

1. Processos aerdbicos durante o enchimento e imediatamente apds o
fechamento dos silos, enquanto o ar ainda esta presente entre as
particulas das plantas, o pH nesse estagio € 6,0 - 6,5. Neste estagio a
respiracdo continua tanto quanto a protedlise e a atividade de
microorganismos aerdbicos como enterobacteria, fungi e levedura.

2. Fermentacgao, a qual é realizada por processos dinamicos sucessivos da
bactéria do acido latico que se altera de acordo com as condi¢gdes que
prevalecam na silagem, o processo comega com a agao das espécies
Enterococcus e Leuconostoc, seguida por Lactobacillus e Pediococcus.
Neste estagio ha o acumulo de acido latico e acidos organicos e o pH
decresce abaixo de 5,0, dependendo da composicdo da planta e
capacidade tamponante.

3. Armazenamento, periodo quando o silo esta fechado com minimo de ar
presente, portanto com poucas mudangas.

4. Descarregamento para alimentagdo, durante este estagio a silagem é
posta em contato com o ar novamente, reativando os microorganismos
aerobicos, principalmente leveduras e fungos, que podem estragar a
silagem.

A conservacdo do material ensilado relaciona-se com a queda do pH,
por esse promover a diminuicdo da atividade proteolitica mediada por enzimas

da propria planta e fazer cessar o crescimento de microorganismos
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anaerobicos indesejaveis, particularmente, enterobactérias e clostridios (MUCK
& BOLSEN,1991).

As enzimas da forrageira capazes de promover a degradacdo de
proteinas, as proteases das plantas, apresentam maior atividade quando o pH
do meio situa-se entre 6 e 7. Contudo, mantém alguma atividade em valores
abaixo de 4 (HERON et al., 1989) e tém sua acgédo significativamente
influenciada pela disponibilidade de agua no meio (HENDERSON, 1993). Ja as
enterobactérias, microorganismos presentes nos intestinos de mamiferos, que
contaminam as forragens ainda no campo, apresentam um pH 6timo para
desenvolvimento por volta de 7, e a maioria das cepas ndo é capaz de crescer
em valores de pH abaixo de 5 (MUCK & BOLSEN, 1991). Por sua vez, os
clostridios, considerados o0s principais microorganismos anaerobicos que
prejudicam a qualidade da silagem, contaminam a forragem na forma de
esporos derivados de particulas do solo, iniciando seu crescimento logo que se
estabelece condicdo de anaerobiose no silo. Como as enterobactérias, os
clostridios também s&o sensiveis a baixos valores de pH, mas séao
particularmente sensiveis a disponibilidade de agua, sendo geralmente inativos
em silagens com mais de 28% de MS, (EDWARDS e MCDONALD, 1978;
FISHER e BURNS, 1987; LEIBENSPERGER & PITT, 1987; McDONALD et al.,
1991). Portanto, o valor de pH adequado para promover a eficiente
conservagao da forragem ensilada esta intimamente ligado a quantidade de

umidade da forrageira.

Varios sdo os acidos organicos produzidos durante a fermentagdo de
silagens (latico, acético, isobutirico, propiénico, valérico, isovalérico, succinico,
férmico) (McDONALD et al, 1991), mas para a avaliagdo da qualidade do
processo fermentativo, os mais comumente utilizados sdo os acidos latico,

butirico e acético.

Segundo ANDRANDE & MELLOTI, (2003), quanto mais acido latico for
produzido em relagcdo aos acidos acéticos e butirico, menor a energia
dispendida para a produgdo de calor, menores sao as perdas por
descarboxilagdo, e menor € a formagao de gases. Por tudo isso a silagem se

torna mais energética e agradavel em relagdo ao sabor e ao aroma para 0s
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animais. A tabela 2.2 traz as principais rotas de produc¢ao dos acidos organicos

com a estimativa de perdas de matéria seca e energia inerentes a cada rota.

Tabela 2.2: Rotas sintéticas de acidos orgéanicos e perda de matéria seca e
energia inerente a cada rota no processo fermentativo de silagens
Tipo de fermentacio FPerda de MS Perde de energia

L atica Homaeiermen! ativa
1 glicose --- =2 acido |atico 0 1% 0,7 %
Latica Heterofermentativa

1 ghcose ----> Taodo latico
+1 etanal 24 0% 1.7 %
+1 00,
S frotoze - 1 acido [atico
+ 2 mantial
+1 deido acéhcn 4 5% 1,0%

+1 G0y

Entercbactérias
1 glicose -—--> 1acido acetico
+ 1 etanol

+2 C0; 41 1% 16h%
+.2 Hz

Clostridiana

2 acido Latico ----= 1 acido Butirico
+2 00 S51.1% 18.4%

+2 H;

3 alanina - > acido propidnico
+acido acético 24 05 19 0%

+3 NH;

+1C0,

Fonte: MCDONALD et. al. (1991)

Além disso, o acido latico € o acido que possui maior constante de
dissociagao, por isso apresenta maior taxa de decréscimo da acidez e por
consequéncia um pH final menor. Em contrapartida os acidos butirico e acético
estdo relacionado a menores taxas de decréscimo de acidez e por
consequéncia maiores pH final. E ainda como consta na tabela 2.2, esses
acidos sao produtos de fermentacdo indesejada para a silagem
(butirico/clostridiana, acetico/heterofermentativa,enterobactéria,clostridiana)
(TOMICH et al., 2003).
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2.2 - Analise de acido graxos volateis e acido latico

Haja visto a grande importdncia dos acidos graxos volateis,
principalmente acido acético, butirico e latico, € de grande interesse a sua
determinacado, principalmente em analises de rotinas com fins em ciéncias

agrarias.

Em geral, a analise de acidos graxos é feita por cromatografia gasosa
com deteccdo por ionizacdo de chama - FID (do inglés Flame lonization
Detection) (SHANTHA et al, 1992).

Boa parte dos trabalhos encontrados tratam de acidos graxos de cadeia
longa. Para esses existem dois passos de importancia fundamental para as
determinagdes: a etapa de derivatizagdo (como sdo compostos de elevado
ponto de ebulicdo, é necessaria a preparacao de metil ésteres de acidos
graxos para a realizagdo da analise) e a analise cromatografica propriamente
dita.

Para os acidos graxos volateis, entretanto, ndo ha necessidade da etapa
de derivatizacdo, o extrato pode ser injetado diretamente no cromatégrafo
gasoso, facilitando o processo de determinagcdo. A obtengdo desse extrato é
relativamente simples e existem basicamente dois métodos que sdo bem
aceitos e utilizados por grande parte dos laboratérios que realizam essas

determinagdes.

KUNG Jr. et al. (1984), propuseram que o preparo das amostras fosse
feito a partir da produgédo de um extrato aquoso com a silagem. Esse extrato é
obtido misturando-se 25 g de silagem com 225 mL de agua desionizada,
processados em liquidificador industrial durante 1 min e a seguir filtrado.
Segundo o autor supracitado, a partir desse extrato pode-se determinar as
concentragbes de acido latico, acidos graxos volateis (AGVs), etanol, pH e
nitrogénio amoniacal. Outra alternativa para o preparo foi sugerida por SILVA e
QUEIROZ (2002). Nesse caso, a silagem é pressionada em uma prensa
hidraulica para a extracdo. Esse extrato é destinado a determinacdo dos

parametros relacionados acima. Nessa metodologia é sugerida a adigdo de 200
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g de silagem em uma prensa hidraulica de 24000 libras até a extracdo de 80
mL de extrato de silagem. Como ndo ha a adicdo de solvente extrator evita-se

a diluicdo da amostra favorecendo aumentando a sensibilidade da analise.

FUSSELL e MCCALLEY (1987) fizeram a determinacdo dos acidos
graxos volateis juntamente com o acido latico em amostras de silagem por
cromatografia gasosa. Nesse trabalho eles usaram uma coluna empacotada
com polimero Carbopack de 1,5 m de comprimento e 4 mm de didametro
interno. As condi¢gdes do cromatografo eram: 240°C de temperatura para o
injetor e detector, e fluxo de nitrogénio (gas carregador) de 40 mL min™. O
preparo da amostra foi baseado no método proposto por KUNG Jr. (1984),

onde 20 g de amostra foi agitada com 100 mL de agua desionizada.

Outro trabalho onde é feita a determinagdo de acidos graxos volateis,
mas em amostras de rumen, utilizou cromatografia gasosa com coluna
silanizada de 1,8 m de comprimento e 2 mm de didmetro interno empacotada
com 10% AT-1200 + 1%H3PO4 (80-100 mesh). As condigdes usadas foram de
150°C de temperatura de operagdo do forno e fluxo de nitrogénio (gas de
arraste) de 30 mL min™". Nesse trabalho nao foi determinado &acido latico e os
acidos graxos volateis foram determinados do C2 (acido acético) ao C6 (acido
caproico) (LEVENTINI et al. 1992). DONMEZ et al. (2003) utilizaram-se do
mesmo sistema de separacao para determinar a quantidade de acido latico em
amostras de silagem de milho e a quantidade de acidos graxos volateis (C2 a
C4) em amostras de fluido ruminal de ovelhas com essas silagens. O preparo
das amostras de silagem também foi feito segundo KUNG Jr. (1984), 25 g de

silagem agitada com 100 mL de agua desionizada.

Como pode ser observado pelos exemplos apresentados, grande parte
dos métodos propostos para a analise de AGV e acido latico utilizam
cromatografia gasosa, o que torna essa analise restrita a laboratérios que

possuam este tipo de equipamento.

Uma alternativa ao método cromatografico foi proposta por MOISIO et
al.(1989), no qual as analises sao feitas por titulacdo potenciométrica e os
dados sao tratados segundo meétodo proposto por COMMON (1941). Utiliza

curvas de capacidade tamponante (CT) para a obtencdo do maior numero de
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resultados da curva de titulagéo, baseado principalmente, em dois principios:
(1) a forma de todas curvas CT sdo sempre as mesmas; (2) a curva CT da
mistura € a soma das curvas de CT dos componentes multiplicada por suas
respectivas concentragbes. Com esse método os autores conseguiram
determinar a quantidade de aminoacidos, acido acético, acido latico, nitrogénio
total, e acucares redutores através de uma unica titulagdo. O extrato para a
titulagado foi obtido através da prensagem da silagem conforme descrito por
SILVA e QUEIROZ (2002).

Quanto as determinagbes dos acidos graxos volateis (o sistema
determina acido acético) e acido latico, ha uma fonte de erro no que diz
respeito a adigcao de acido férmico, usado como preservativo na preparacéo de
silagem por muitos fazendeiros, ja que os dois possuem pKa muito parecidos.
Apesar disso nao foram observados impedimentos para o controle de
qualidade da silagem, visto que tanto o acido latico quanto o férmico séo
benéficos para a qualidade da silagem em concentragées moderadas.

A determinagdo de acidez total também é um critério considerado na
avaliagao das condigdes fermentativas do processo de ensilagem, sendo a
titulacdo o método mais usual para essa analise, sendo esta uma alternativa
para laboratérios que ndo possuem equipamento apropriado para as analises
seletivas dos acidos. TUMANG et al. (2002) propuseram um sistema de
multicomutagado para determinagdo de acidez total em extratos de silagem
utilizando detector espectrofotométrico. Esse sistema apresentou boa
correlagdo com o método utilizando bureta, tanto potenciométrico quanto
colorimétrico. A frequéncia analitica encontrada para este método foi entre 10-

16 amostras por hora, numa faixa de concentragéo de 10° - 10" mol L™.



Revisdo Bibliografica 14

2.3 — Titulagao potenciométrica

As técnicas potenciométricas medem o potencial dos eletrodos e sua
variagdo com a mudanga quimica, induzida no ambiente (CROW, 1994). Para
realizar-se a analise sao necessarios apenas dois eletrodos: um indicador e um
de referéncia. Em geral, o eletrodo indicador é ion-seletivo e o eletrodo de
referéncia um eletrodo de prata/cloreto de prata ou calomelano. A diferenca de
potencial entre os dois eletrodos € medida; desde que o potencial do eletrodo
de referéncia seja constante, as mudanca na célula de potencial sdo devido
unicamente ao eletrodo indicador, que responde logaritimicamente a atividade
das espécies em solugéo para a qual é sensivel (BRETT e BRETT, 1994).

O processo de titulagdo é definido segundo a IUPAC como a
determinacdo da quantidade de uma substancia hipotética “A”, adicionando
incrementos medidos de uma substancia hipotética “B” (chamada titulante). A
substancia “A” reage com a quantidade adicionada de titulante, com o objetivo
de encontrar o ponto final da titulacdo, no qual, essencialmente a reacéo esta
completa. Quando este ponto coincide com a adigdo exata do equivalente
quimico entre ambas espécies, € chamado ponto de equivaléncia, através
deste ponto € possivel determinar a quantidade do analito de interesse
relacionando-se com a quantidade conhecida do titulante (INEZEDY et. al.,
1997).

Métodos potenciométricos podem ser usados para monitorar o curso de
uma titulagao, isto €, determinar o ponto final de uma titulacédo se o eletrodo
indicador for sensivel a pelo menos uma espécie quimica presente na solugao
a ser titulada (KELLNER et al., 1998). A titulagao potenciométrica proporciona
resultados mais acurados do que o meétodo correspondente empregando
substancias indicadoras. E particularmente usual para a titulacdo de solucdes
coloridas ou turvas e para a deteccao de substancias inesperadas presentes na
solugao (SKOOG et al., 1998).

No trabalho de OSAWA et al. (2007) foi proposta a titulagao
potenciométrica como método alternativo ao método padrdao da AOAC baseado
em titulagdo com indicador para a determinagdo de acidos graxos livres em

amostra de 6leos e gordura. O trabalho apresenta um valor médio de diferenga
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entre as duas metodologias de 13,1 + 3,1% com variagdo de 8,0 a 17,8%
(CV=23,3%). Nesse trabalho os autores concluiram que o método
potenciométrico pode ser satisfatoriamente empregado na determinacdo da
porcentagem de acidos graxos livres de 6leo.

As titulacbes potenciométricas sdo comumente empregadas em
laboratérios para determinar os parametros fisico-quimicos dos produtos, os
quais sao direta ou indiretamente usados ou consumidos em nossas vidas
diarias (TROMPIER, 2007). Entretanto, o processo de titulagdo é bastante
moroso e requer um tempo elevado de analise. Tendo isso em vista foram
propostas algumas melhorias, tais como, tituladores automaticos e titulagdes

utilizando sistemas por injecao em fluxo.

2.4 - Analise por inje¢cao em fluxo

Os sistemas de analise em fluxo - FIA (do inglés Flow Injection
Analysis), tém sido utilizados principalmente para a mecanizagao/automacgao
de analises quimicas. Empregando esses sistemas é possivel a
implementagdo de praticamente todas as etapas envolvidas no processo
analitico, tais como amostragem, separacgoes, diluigcdes, pré-concentragoes,
adicao de reagentes, etc. (ROCHA et al., 2000).

O processo tem como conceito basico a inser¢cdo da amostra em um
fluido carregador, que a transporta para o detector. Inicialmente, a inje¢cao da
amostra no fluxo era feita empregando uma seringa hipodérmica, o que deu
origem ao nome do processo. Ao longo do tempo, outros dispositivos foram
propostos para a insergdo da amostra no fluido carregador: injetor
proporcional; valvula rotativa; valvulas de 6 e 8 vias; entre outros (REIS,
2000).

Durante aproximadamente vinte anos, foi aceito que a segmentacéo,
dividindo o fluxo em compartimentos pequenos, regulares e separados por
bolhas de ar, era a melhor maneira para se evitar o alargamento de uma
zona discreta do analito (frequentemente denominada de dispersdo da
amostra) no percurso, desde o ponto de sua introducdo até o detector.
Somente a partir da metade da década de setenta € que foi amplamente

aceito que a segmentacéo podia ser omitida, utilizando-se sistemas em fluxo
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com dimensbes e vazdes adequadas, simplificando-se assim o sistema
analitico e aumentando-se o numero de amostras que poderiam ser
analisadas por unidade de tempo (frequentemente denominado de
freqliéncia de amostragem) (ZAGATTO et al. , 1999).

O processo de dispersdo pode ser definido como a redistribuicdo de
material através de incontaveis reposicionamentos dos elementos nos fluidos
nas dire¢cdes axial e radial causado pelos processos de conveccgdo e difusdo. A
concentracdo resultante do soluto no fluido transportador € o resultado desses
dois efeitos na zona de amostragem cilindrica homogénea. A velocidade
desses processos - e a extensao da mistura radial — depende principalmente
do tipo de fluxo, se &, turbulento ou laminar (RUZICKA e HANSEN, 1988).

No fluxo turbulento, o movimento & cadtico e a mistura em todas as
diregdes, e igualmente intensa e rapida, resultando em rapida velocidade
média com minimo de dispersao, entretanto esse tipo de fluxo ndo é pratico
para amostras em fluxo, principalmente por requerer fluxos muito alto, o que é
muito pouco econdmico, ou tubos muito longos e estreitos que acarreta em
uma pressao muito alta no sistema (RUZICKA e HANSEN, 1988).

O fluxo laminar é descrito por um numero de Reynolds (Re) menor que
2100. O numero de Reynolds é proporcional a densidade do fluido (p) e a
vazéo do transportador (Q) e é inversamente proporcional ao diametro interno
do tubo (di) e a viscosidade do transportador. Um sistema FIA tipico apresenta
di=0,05 cm, Q entre 0,5 — 3 mL min”, e um Re na faixa de 20-130. Nessas
condi¢cdes, a aerodindmica é simétrica ao redor do centro do canal, onde o
fluido move-se tdo rapidamente quanto a velocidade do fluxo, enquanto a
velocidade para as paredes do tubo tendem a zero. Consequentemente,
milisegundos apos a inje¢do, o perfil da zona de amostragem adquire uma
distribuicao parabdlica centrossimétrica, sendo que a amostra esta distribuida
ao longo desta parabola. Com essa distribuicdo da amostra ndo ocorre a
interpenetracdo de amostras injetadas sucessivamente (RUZICKA e HANSEN,
1988).

Diversas sao as possibilidades de sistemas que podem ser propostos
empregando analise por injecdo em fluxo. O sistema mais simples é o
designado de sistema de linha unica. Neste sistema, o fluido carregador é o

reagente, e a mistura da amostra com o reagente ocorre exclusivamente pela
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dispersdo, enquanto a mesma é transportada em dire¢cao ao detector (REIS,
2000).

Entretanto, quando a razédo entre os volumes de aliquota e do percurso
analitico é inadequada, o reagente pode nao alcangar o centro da amostra, em
quantidade suficiente para satisfazer as condicbes para o desenvolvimento das
reagcdes quimicas envolvidas. Para superar essa limitagdo, foi proposto um
diagrama de fluxo onde a amostra € injetada em um fluxo transportador neutro,
ou que contribua para a reacgao, e o reagente entra em contato com a amostra
por confluéncia. Dessa forma, cada fracdo de amostra recebe a mesma
quantidade de reagente e portanto ndo é formado gradiente de concentracao
de reagentes dentro do percurso analitico (REIS, 2000).

Além da automatizacdo de analises quimicas, pesquisadores da area de
fluxo sempre buscaram a diminuicdo do volume de reagentes utilizados e por
consequéncia a diminuicdo de residuos gerados. Levando isto em
consideragao, apesar de o sistema FIA por confluéncia ter ampliado a gama de
analises possiveis em relacdo ao sistema por linha uUnica, a insercdo de
reagente neste diagrama ainda é continua, ocasionando um consumo elevado
de reagentes. Tendo isto em vista, houve a proposi¢cao de outro diagrama de
fluxo, denominado insergdo de amostras por zonas coalescentes (REIS, 2000).

Neste terceiro sistema, o reagente é injetado em sincronismo com a
amostra, empregando algas, com isto, evita-se o0 consumo de reagente na
auséncia de amostra propiciando uma grande diminuicdo na geragao de
residuos. Outra alternativa proposta ainda visando a diminui¢ao de residuos, foi
a analise com fluxo intermitente, onde economiza-se o reagente durante a
etapa de amostragem (REIS, 2000).

Em 1989 comecgou-se a desenvolver os sistemas de inje¢cao por analise
sequencial, onde as valvulas de multiposigdo foram empregadas, essas traziam
zonas de amostras e reagentes melhores definidas, proporcionavam
diminuicdo no consumo de reagente e apresentava sistemas de configuragdes
mais robustos (LENEHAN, 2002), foi a partir desses sistemas que comegaram-
se a utilizar valvulas para a inser¢cdo de amostra, trazendo uma revolugao nos
sistemas de fluxo.

Analisando a histéria da analise em fluxo, pode-se observar que desde o

inicio da técnica até os dias atuais houve uma grande gama de mudancas,
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principalmente visando diminui¢do do uso de reagentes e aumento do tempo
de residéncia da amostra com minima dispersdo (REIS et al, 1994). E f4cil
observar também que o desenvolvimento da analise em fluxo esta claramente
ligado aos avangos nos dispositivos de comutagao utilizados em analise em
fluxo (KRUG et al., 1986).

2.5 — Comutacdao em analise em fluxo

Comutagao € definida como “(1) mudanga de um estado em outro, (2) o
ato de dar uma coisa para outra, (3) ato de substituir, (4) em eletricidade: a
mudanca de dire¢cdo da corrente por um comutador” (MCKECHNIE, 1983).

Em processos de analise em fluxo, a comutagdo pode ser observada
desde seus primordios, nas analises segmentadas, onde um “brago” de
amostragem era usado para selecionar amostra e solugdo carregadora
alternadamente para ser aspirada através do caminho analitico (ROCHA el al.,
2002).
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Figura 2.1: Representagdo de algumas comutagbes mecanicas em analise em fluxo. (a-d)
linhas tracejadas representam o percurso do fluxo apds a comutacao (fonte: ROCHA et al.,
2002).
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Os mecanismos mais simples de comutacdo envolve apenas

redirecionamento de fluxo (fig. 2.1 "a” e “b"). Essa estratégia tem sido
explorada por adi¢ao intermitente dos fluidos. No diagrama de comutacéo (fig
2.1a), a solugédo de limpeza pode ser adicionada apds o sinal analitico ser
alcancado, para reduzir o tempo de limpeza e aumentando a frequéncia
analitica. Analogamente, o fluxo confluente pode ser adicionado apenas
quando a amostra esta passando através do ponto de confluéncia, reduzindo o
consumo de reagente. O mecanismo simples de comutagao permite também a
insercado de diferentes quantidades de espécies diversas no percurso analitico
(fig. 2.1b), essa estratégia € geralmente usada em técnicas “sanduiche” e
injecao sequencial (ROCHA et al., 2002).

Outro tipo de comutagdo mecanica (fig. 2.1c) envolve movimentagao de
componentes do sistema que € uma poderosa técnica para implementacao de
determinagdes simultdneas que envolvem discriminagdo cinética. Outra
possibilidade é deslocar a amostra em um reator para aumentar o tempo de
residéncia independente da dispersao (ROCHA et al., 2002).

Uma outra estratégia usual para comutacdo mecanica envolve duas
entradas e duas saidas de fluxo e oferece a possibilidade de selegcao de
diferentes percursos entre eles. Esta estratégia é bastante atrativa para troca
ibnica envolvendo adicdo e remocdo de microcolunas, deteccao
“‘multilocalizada”, entre outras (ROCHA et al., 2002).

As potencialidades descritas acima podem ser expandidas pela
replicacéo da acgao e/ou repeticdo de todo mecanismo. Quando a configuragao
unitaria de um sistema de comutacao é repetida, apenas dois estados para o
sistema podem ser estabelecidos e uma comutagao interligada é alcancada.
Com isso, sistemas versateis podem ser alcangados de maneira a tirar
vantagem dos mecanismos discretos de comutagdo com operagdes
independentes. Essa € a esséncia os sistemas de multicomutagdo (ROCHA et
al., 2002).

2.6 — Sistemas de multicomutagao

Sistemas baseados no conceito da multicomutacdo podem ser

considerados a ultima geracdo de analisadores em fluxo (ZAGATTO et al,
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1999). A técnica teve inicio com REIS et. al.(1994), que propuseram um
sistema constituido de diversas valvulas solendides, sendo que cada uma atua
como um comutador independente.

As valvulas solendides comportam-se como um interruptor entre dois
estados: LIGA e DESLIGA, sendo que duas das trés portas da valvula estao
sempre conectadas. Tomando-se como exemplo o diagrama esquematico da
figura 2.1a, quando a valvula esta desligada, a solugédo transportadora é
aspirada para o detector. Quando é ligada, um pulso eletrénico de intensidade
programada permite a insergdo de amostra neste transportador. O volume de
amostra inserida é proporcional a intensidade do pulso que pode ser alterado
de acordo com a mudancga do perfil da sequéncia de insergdo (ICARDO et al.,
2002).

O trabalho pioneiro de fluxo visava a determinagao de ferro em digeridos
de planta. Nele a introdu¢do da amostra e de reagentes no percurso analitico
foi realizada por aspiragéo utilizando uma bomba peristaltica de canal unico. As
valvulas foram posicionadas numa rede de fluxo de modo a facilitar a insergéo
de pequenas quantidades de amostra e reagente de maneira alternada.
Consequientemente, o inicio do percurso analitico foi preenchido com uma
fileira binaria formada por pequenas quantidades de amostra e reagentes de
maneira alternada. Enquanto a fileira foi transportada até o detector, dispersao
mutua ocorreu na interface liquida. Dessa maneira uma mistura homogénea
tende a ser rapidamente alcangada, proporcionando condigdes para o
desenvolvimento de reagdes quimicas (REIS et al, 1994). A figura 2.2 ilustra
todo esse processo. Para o controle deste sistema, foi utilizado um
microcomputador IBM 386 equipado com uma placa PCL 711 conectada a

placa mae.
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Figura 2.2: Representagéo do processo de amostragem binaria e mistura da amostra. S1 e S2:
solugdes misciveis, V: valvula solendide, R: reator, D: detector. A linha tracejada significa o

caminho analitico apés a comutagéo (fonte: ROCHA et al, 2002)

Os sistemas de multicomutacdo trazem diversas vantagens em relagéo
aos outros sistemas de analise em fluxo, as principais sdo as seguintes
(ICARDO et al, 2002):

a. Miniaturizagdo de sistema de fluxo: com a insercdo de pequenas
quantidades pelas valvulas solendides e interface eletrénica permitem o
desenvolvimento de sistemas mais compactos e portateis para analises
sucessivas.

b. Redug¢do de consumo de amostra e reagente: configuragdes simples em
sistemas de multicomutagdo permitem uma microdistribuicdo tanto de
reagentes quanto amostra com bastante precisdo; volumes de poucos
microlitros podem ser inseridos com bastante precisio.

c. Aumento da reprodutibilidade: valvulas solendides requerem minima
intervengao do operador. O processo de inser¢ao das espécies podem
ser controlados via software por computador. Desse modo, a
multicomutacao contribui para a completa automatizacdo dos métodos
analiticos.

d. Flexibilidade: multicomutacdo permite a pronta variagcdo do tamanho do
reator, volume de injecao e no final, qualquer variavel que influencie no

perfil da dispersdo, sem alteragdo no sistema fisico do sistema. As
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alteragdes podem ser feitas alterando a duragao do pulso elétrico que
determina se as valvulas estdo abertas ou fechadas, ou alterando a
suas sequéncia de comutacao.

e. Possibilidades expandidas para analise em fluxo: o controle eletrénico
proporciona uma maior eficiéncia de controle de dispersao regional e
temporal e no aumento da flexibilidade da multicomutagdo. Isso
capacita esses sistemas a realizar de forma eficiente modos de
implementagdo de gradiente (parada de fluxo, zonas coalescentes,
zona de amostragem), métodos automaticos para determinagcado de
multiparametros, e métodos complexos de sistemas multicanais que

podem ser operados de maneira simples e efetiva.

2.7 — Deteccao potenciométrica em analise por injecao em fluxo

Muito embora grande parte dos trabalhos realizados na area de analise
em fluxo apresentem como processo de deteccdo a espectrofotometria, a
deteccdo potenciométrica também foi aplicada em analises em fluxo, sugerindo
o desenvolvimento dos sistemas denominados FIP (Flow Injection
Potentiometry). (COUTO e MONTENEGRO, 2000).

Observou-se que a insergcdo de detectores potenciométricos em
sistemas de fluxo contribui para uma melhoria das suas caracteristicas
operacionais, destacando-se a reprodutibilidade do sinal analitico, a rapida
velocidade de resposta e o condicionamento continuo da membrana sensora.
Além disso, contribui para minimizar o problema de deslizamento de potenciais,
para uma melhoria da seletividade analitica e evita a contaminagao resultante
do eletrodo de referéncia (COUTO e MONTENEGRO, 2000). Tudo isso torna
muito interessante a realizacado de analises potenciométricas em fluxo.

Para se alcancar todas essas vantagens inerentes ao acomplamento
FlA-eletroquimica, primeiramente houve uma evolugdo nas celas
eletroquimicas utilizadas nos sistemas. Nos primeiros trabalhos, empregando
eletrodos em sistemas em fluxo, as aplicagdes foram implementadas com

eletrodos convencionais, o que dificultava o acoplamento dos mesmos nos
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sistemas, e originava montagens pouco robustas. Visando superar estas
dificuldades e obter um melhor aproveitamento das potencialidades do
processo FIA, foram desenvolvidos eletrodo com geometria mais apropriada
para o acoplamento aos mdédulos de analises. Dentre as geometrias propostas,
a tubular permite a construgao do eletrodo indicador com diametro igual ao do
percurso analitico, facilitando o acoplamento direto (MARTELLI et al., 1998).

Quanto aos tipos de eletrodos utilizados, os eletrodos ion seletivos (ISE,
do inglés lon Seletive Eletrodes) ganhou destaque na moderna potenciometria
(TROJANOWICZ, 2000). A International Union of Pure and Applied Chemistry
(IUPAC), define esses eletrodos como um sensor eletroquimico baseado em
um filme fino ou em uma membrana seletiva a um elemento de
reconhecimento. A diferenca de potencial medida nestes eletrodos, tem como
principal componente a variagdo da energia de Gibbs associada com a
transferéncia de massa permiosseletiva através do limite de fase. O ISE deve
ser usado em conjunto com um eletrodo de referéncia (eletrodo de referéncia
interno ou externo) para completar a cela eletroquimica. A diferenga de
potencial medida é linearmente dependente ao logaritmo da atividade de algum
ion em solucédo (BUCK, 1994).

A grande utilizagdo dos eletrodos ions seletivos comegou a partir de
1957, sendo que a primeira grande revolugdo na construgdo dos ISE foi em
1966 com a construcido de eletrodos de membrana liquida. Em 1970, no Pais
de Gales, ocorreu a segunda revolugao na construcao de ISE, neste momento
foi utilizado pela primeira vez o eletrodo de membrana liquida a base de
membrana de PVC. A introducdo de PVC como material de membrana
simplificou bastante a construgdao dos ISE. A importancia destes trabalhos
pode ser observada pelo fato de que o ISE-K baseado em valomicina e na
matriz de PVC, é atualmente utilizado em quase todos analisadores clinicos
comercializados (FERNANDES et al., 2001).

As membranas liquidas a base de PVC sdo compostas principalmente
dos seguintes componentes: 1. lonéforo, € o componente mais importante da
membrana ion-seletiva. Esse se liga ao ion primario, discriminando-o dos ions
interferentes. Essa seletividade vem da forte complexagdao com o ion primario,
e da deficiente complexagdo com ion interferentes. 2. fons Lipofilicos, a

presenca de ions lipofilicos na membrana seletiva garante a exclusao de ions
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com carga oposta ao ion primario, mantendo a concentragdo do ion primario
constante na membrana, os mais usados sao sais de amdnio quaternario para
anions e derivados de tetrafenilborato para cations. 3. Plastificantes, estes sao
importantes porque reduzem a viscosidade e proporciona homogeneidade para
a membrana e ainda propiciam uma relativa mobilidade dos ions na membrana.
Os plastificantes usualmente utilizados s&o o bis(2-etilexil) sebacate (DOS,
apolar) e o o-nitrofeniloctil éter (o-NPOE, polar). 4. Matriz Polimérica, fornece
estabilidade mecanica a membrana e nao pode ter interagdo quimica com o ion
em anadlise. ISEs de membrana polimérica geralmente usam cloreto de
polivinila (PVC) como matriz (TORRES, 2006).

Existem diversos trabalhos que utilizam eletrodos tubular de membrana
liquida a base de PVC, MARTELLI et al. (1998), propuseram a constru¢ao de
um eletrodo tubular sensivel ao ion hidrogénio para analise em fluxo, utilizando
como iondéforo a tridedecilamina (TDDA) obtendo uma faixa linear de resposta
de 3,5-12, e uma inclinagdo da curva de 51,6. Este sensor ja foi utilizado
anteriormente em outros trabalhos, sendo que o primeiro descrito foi de
SHULTTHESS et al. (1981). HONGBO et al (1985) avaliou o comportamento
de diversos tipos de iondforos (tridodecilamina, trioctilamina, trihexilamina,
entre outros) em sistemas de fluxo em extrato de solo, sendo que estes citados
apresentaram a melhor faixa linear de resposta pH entre 4,0 — 11 e inclinacéo
da curva entre 56,9 e 59,9.

Este tipo de eletrodos tubulares de membrana liquida a base de PVC
sensivel a ions hidrogénio passaram a ter ampla utilizagdo em sistemas em

fluxo, sendo que uma vertente de trabalhos muito forte s&o as titulagcbes

potenciométricas em fluxo.

2.8 — Titulagdo potenciométrica em fluxo

Como ja mencionado anteriormante, as titulagbes potenciométricas ja s&o
comumente empregadas em laboratérios para determinar os parametros fisico-
quimicos dos produtos. Entretanto, € um processo bastante moroso e requer
um tempo elevado de analise, o que leva a uma constante pesquisa visando a

automatizacao do processo.
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Uma opgao para essa automatizagdo tem sido a analise em fluxo. Os
primeiros trabalhos que unem titulagcdo e analise em fluxo sdo de BLADELL e
LAESSIG (1964 e 1965), os quais descrevem adicdo variaveis ou nao de
titulante em um fluxo constante de amostra.

Diversos trabalhos foram propostos a partir destes, sendo que depois
da proposigao dos sistemas de multicomutagcdo o numero de trabalhos teve um
salto muito grande chegando a aproximadamente 221 nos anos 90 e 227 no
periodo de 2000-2007 (fonte www.webofscience.com, palavras chaves: titration
and flow and analysis).

Dentre estes trabalhos, SAAD et al. (2007) propuseram um sistema para
a determinagéo da quantidade de acidos graxos livres em amostras de oleo de
palma. O sistema consistia basicamente além da bomba peristaltica, de uma
valvula rotatéria, um camara de mistura (preparada a partir de uma seringa de
5 mL) e um espectrofotdbmetro. Uma solugdo de KOH colorida devido ao
acréscimo de indicador passava pelo sistema e a amostra era adicionada neste
fluxo, ambos solubilizados em solvente 2-propanol, o decréscimo do sinal
analitico era monitorado para em seguida obter-se a curva de titulagdo, esse
sistema também foi adaptado pela insercdo do reagente por confluéncia. O
método descrito foi avaliado como eficiente em relagdo ao método de
infravermelho com transformada de Fourier.

Utilizando deteccao potenciométrica, BORGES et al. (2000) realizaram
titulacbes de acidez total em amostras de bebidas, com um sistema
multissegmentado utilizando um eletrodo tubular de membrana de PVC com
sensor de tridodecilamina como detector. O sistema consistia de quatro
valvulas solendides duas delas destinadas ao carregador e a insercdo de
bolhas de argbnio no inicio e final do plugue de amostra e as outras duas
utilizadas pelo titulador e titulante. Para manter a forga ibnica constante, uma
solugédo de cloreto de sodio foi utilizada como carregador. Esse sistema né&o
apresentou diferenga significativa ao nivel de 95% quando comparado ao
procedimento da AOAC. A frequéncia analitica encontrada foi de 22 amostras
por hora e o desvio padrao relativo de 1,5%.

MARTELLI et al. (1999) propuseram um sistema bastante semelhante,
também por multicomutacdo, tendo por diferencas o uso de um tampao

(5,7x10° mol L7 tetraborato de sédio, mais 20x10° mol L™ de fosfato de
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hidrogénio dissédico, mais 13x10®° mol L™ de citrato de sédio) como carregador
e 0 acréscimo de uma valvula solendide no sistema que tinha por funcao
manter o volume da analise e a forga ibnica do meio constante pela adi¢ao de
uma solucao de cloreto de sodio.

Em outro sistema, PAIM et al.(2002) utilizaram a reacao de iodato (103)
por acido ascorbico para a determinagdo do segundo em amostras de
formulacdo farmacéutica, utilizando também sistema de multicomutagdo e
membrana ion-seletiva ao ion iodato. Nesse sistema empregou-se apenas uma
valvula, esquematizada tal como a figura 2b. A faixa de concentragao do acido
ascorbico ficou entre 7,5 - 15 mmol L' e quando comparado com o método
manual esses resultados ndo apresentaram diferenga significativa ao nivel de
95% de significancia.

Observa-se nestes trabalhos uma grande versatilidade de amostras
analisadas e sistemas propostos para titulagbes e sistemas em fluxo,
comprovando que este tipo de analise € uma das tendéncias da moderna

quimica analitica.

2.9 — Métodos analiticos

Em adicdo a revolugdo da metodologia analitica proveniente do
desenvolvimento dos conceitos de analise em fluxo, os processos de analise,
recentemente, passam por desenvolvimento de novas estratégias de
amostragem, tratamento de amostras e exploracdo dos dados, através de
pesquisas em amostragens de campo, procedimentos por microondas e
quimiometria (GUARDIA, 1999 ).

A extragdo assistida por microondas (MAE, do inglés Microwave
Assisted Extraction) ganhou particular popularidade devido ao uso da
irradiacédo microondas na analise de analitos volateis por headspace para
subsequente amostragem com micro-extracdo em fase solida (SPME, do inglés
Solid Phase Micro Extraction). Conceitualmente, MAE é uma extragao liquido-
liquido utilizando-se solvente com aquecimento a temperatura que beneficia a
extracdo proporcionado pela irradiagdo de microondas. Entretanto, esse

aquecimento € muito mais rapido em relagdo ao convencional, devido a
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absorcao da energia por um dipolo do solvente ou da amostra, fazendo assim
acrescer a velocidade das analises (RAYNIE, 2004).

Outro avancgo importante sdo as analises quimiométricas. Essas podem
ser definidas como um artificio da quimica analitica e das ciéncias de medidas
que utiliza-se de matematica, estatistica e outros métodos de l6gica formal para
determinar (frequentemente por meios indiretos) as propriedades de
substancias (LAVINE, 2000) proporcionando o maximo de informag&o quimica
relevante através dos dados possuidos. Além disso, sdo usadas também para
o planejamento de experimentos, visando a otimizagdo do trabalho
experimental (ESTEBAN, 2006), sendo este ultimo chamado planejamento
fatorial.

O planejamento fatorial permite avaliar simultaneamente o efeito de um
grande numero de variaveis, a partir de um numero reduzido de ensaios
experimentais (PERALTA-ZAMORA, 2005). Neste tipo de estudo é muito
importante ter-se bem definidos os fatores e as respostas que serdo
trabalhados. Os fatores, em geral, sdo as variaveis que o experimentador tem
condicbdes de controlar, enquanto que as respostas sdo as variaveis de saida
do sistema. A grande vantagem apontada neste tipo de planejamento é a
consideragao dos efeitos de interagcdo entre as variaveis o qual proporciona
maior confianga nas condi¢des otimizadas.

Com todos esses avancos apontados, nem as técnicas de rotina
laboratorial permanecem estaticas, pelo contrario estas estdo em constante
mudanca em busca de melhores respostas tanto em relagdo a sensibilidade
quanto a repetibilidade, de uma maior velocidade analitica ou ainda um melhor

relagao custo beneficio.

2.10 — Metodologias analiticas em laboratorios de nutricao

animal

A andlise quimica de alimentos é fundamental quando o objetivo é a
avaliagcdo da sua qualidade, a partir de informacbdes sobre seus teores de
nutrientes, para viabilizar dietas balanceadas. A quantificacdo desses

nutrientes presentes nos alimentos para animais proporciona maior
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conhecimento do seu valor nutritivo, possibilita adequar dietas mais eficientes e
racionalizar a utilizagado dos recursos (NOGUEIRA et. al., 2005).

Visando a quantificagdo mais eficiente dos nutrientes, uma dieta mais
balanceada e por consequéncia uma melhor produtividade, laboratérios de
rotina de nutrigdo animal, tém percebido a necessidade de se manter
atualizado quanto as novas tendéncias analiticas, tendo desta forma mantido
constante aperfeicoamento das técnicas empregadas na medida do possivel e
quando vantajoso.

A analise de matéria seca, por exemplo, que baseia-se na evaporacao
da agua presente na amostra pela agdo do calor, convencionalmente é
realizada com estufa de secagem a 105°C, entretanto alguns laboratérios ja se
utilizam da radiagdo microondas segundo o método de SOUZA et al. (2002)
para a realizagdo dessas analises. Esta alteragdo implica em um ganho de
tempo de 4306 min.

Outra analise de extrema importancia que vem sofrendo mudancas
continuas no decorrer dos anos é a analise de fibras. Esta tem importancia
central nas andlises de nutricdo animal visto que produzem acidos graxos
volateis (AGV) durante a fermentacao ruminal, os quais sao as principais fontes
de energia para o animal. A principio determinava-se apenas o teor de fibra
bruta (FB), ou seja a por¢cdo dos carboidratos totais que resiste a hidrélise
acida e alcalina, constituindo-se, basicamente, de celulose e lignina insoluvel.
Entretanto dessa maneira, havia um erro grave embutido, devido a
solubilizagcdo de parte da lignina (fragdo soluvel em alcali diluido) e
hemicelulose (SOUZA, 2003).

Com o objetivo de determinar a parede celular e fracionar seus
componentes (hemicelulose, celulose e lignina), Van Soest (1963) propés o
método de extracdo baseado na solubilizagdo de constituintes do conteudo
celular através do emprego de uma solugdo neutra de lauril sulfato de sodio
(pH 7,0) e EDTA, denominada de Fibra em Detergente Neutro (FDN) a qual
recupera a maior parte dos componentes da parede celular (basicamente
constituida de celulose, hemicelulose, lignina, proteina lignificada e silica). No
entanto, no residuo insoluvel podera conter proteinas insoluveis, nitrogénio
ligado e alguns minerais (SOUZA, 2003).
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Visando ainda solubilizar a proteina insoluvel e a hemicelulose, outro
procedimento de extracdo foi proposto, denominado de Fibra em Detergente
Acido (FDA), o qual, através de fracionamento, possibilita determinar o teor de
lignina e celulose (VAN SOEST & WINE, 1968). O nitrogénio lignificado, a
lignina e a celulose sao insoluveis em solugao fortemente acida (H.SO4, 0,5
mol L), contendo um detergente quaternario brometo de cetil trimetilaménio
(C16H33N(CHj3)3Br).

Analisando a evolucdo dos procedimentos propostos para FDN e FDA,
percebe-se que, no primeiro trabalho de VAN SOEST, a determinacéo era
morosa € lenta, (agitava-se a solugdao de detergente neutro com amostra a
temperatura de ebuligdo sob refluxo por 1h, apds filtrava-se, enxaguava o
fitrado com agua quente e acetona, por fim o produto era secado e a
determinacgao feita por gravimetria), além disso dependia muito da mao de obra
individual, o que limitava muito a eficiéncia do procedimento.

Posteriormente, como metodologia alternativa foi proposto um sistema
comercial ANKOM, que utiliza recipientes de nylon, denominados filtros (filter
bags), neste processo as amostras sdo pesadas e agitadas com a solugao de
detergente em ambiente fechado. Esta técnica garante condicdo homogénea
de digestao e filtragem para todas as amostras e possibilita, ainda, a realizag&o
de um numero bem maior de analises por dia (12 amostras por hora), pois
algumas etapas do método proposto por Van SOEST (1963), como as
lavagens e filtragens sucessivas, que anteriormente eram feitas manualmente,
passam a ser feitas no préprio sistema (BERCHIELLI et al., 2001). Esse
método apresentou boa concordancia com o original, segundo comprovaram
KOMAREK (1993) e CONTRERAS-LARA (1999).

Por outro lado, esse método utiliza um analisador e filtros comerciais,
sendo que estes possuem um valor elevado e nao estdo ao alcance de todos
os laboratérios de rotinas. Tentando contornar um desses inconvenientes
SOUZA et al. (submetido) confeccionaram filtros de TNT (tecido ndo tecido)
para a realizacao de as analises utilizando o analisador ANKOM e compararam
com os filtros de nylon. Os resultados descritos apresentaram boa
concordéncia e justificaram o uso de filtros de TNT em substituicdo aos filtros
comerciais para a analise de FDA e FDN em analisador ANKOM, tornando um

pouco mais acessivel este procedimento para pequenos laboratérios de rotina.
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Entretanto ainda ndo ha trabalhos na literatura que proponham
alternativas para o uso do proprio analisador, sendo que este necessita de um
investimento inicial razoavelmente elevado e torna ainda assim este processo

inviavel para pequenos laboratorios de rotina em nutricado animal.
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3) — Materiais e Métodos

3.1 — Sistema de Multicomutagdo para a Determinagao
Potenciométrica de Acidez Total em Amostras de Silagem

utilizando eletrodo ion seletivo

3.1.1 — Equipamentos e acessorios

Os seguintes equipamentos e acessorios foram empregados para o
desenvolvimento do procedimento proposto:

e  Agitador magnético (Corning PC-420, USA);

. Cromatdgrafo gasoso (Finnigan 9001);

. Cromatoégrafo liquido de alta eficiéncia (Shimadzu 10 ADVP, Japao);

o Bomba peristaltica com 8 canais (Gilson miniplus, Franca);

. Eletrodo ion seletivo tubular construido em grafite (membrana
seletiva tridodecilamina);

e  Eletrodo Ag/AgCI (Orion, 90-02-00, USA);

. Eletrodo de vidro de jun¢ao dupla (Analion V631-5, Sdo Paulo)

o Microcomputador Pentium 100, equipado com placa para interface
eletrénica (Advantech PCL — 711S, EUA);

. Papel de filtro qualitativo;

. Potencidometro (Analion PM608, Sao Paulo);

. Potencidometro (Metter Toledo 355 lon Analyzer, Inglaterra);

o Registrador potenciométrico XY (Kipp & Zonen, modelo BD112,
Holanda)

e  Tubos de polietileno (0,8 mm.d. i.);

o Tubos de Tygon® para bombeamento das solucdes;

. Valvulas solendide (161T031 — Nresearch, EUA);
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3.1.2 — Reagentes

Todas as solugdes foram preparadas com reagentes quimicos de
alto grau analitico. Agua deionizada foi empregada no preparo das solugdes e
padrdes, antes de sua utilizacdo era submetida a radiagao ultra-s6nica por 30

minutos para a eliminagao do CO; soluvel.

e  Tridodecilamina (TDDA) (Fluka, Suiga);

. Bis(2etilhexil)sebacato (BEES) (Fluka, Suiga);

e  Tetrakisclorofenilborato de potassio (KTpCIPB) (Fluka, Suiga);

. Matriz polimérica policloreto de vinila (PVC) (Fluka, Suiga);

e  Tetrahidrofurano (THF) (Vetec, Rio de Janeiro)

. Hidroxido de sédio (Synth, Sdo Paulo) 1,0 mol L', preparada em
meio de NaCl 0,1 mol L (titulante);

. Cloreto de sddio (Synth, Sdo Paulo) 0,1 mol L™ (para manutencéo da
forga ibnica do meio);

e  Solugdo tampéo Trishidroximetilaminometano (C4H11NO3) (Vetec, Rio
de Janeiro) 5x10™ mol L™ preparada em meio de cloreto de sédio 0,1
mol L™-(estabilizador do eletrodo indicador);

. Solugdo padrdo cromatografica de acido acético (Fluka, Suiga):
transferiu-se 4,82 mL de acido acético P.A para um volume final de
100 mL, completado com agua;

o Solugdo padréo cromatografica de acido propidnico (Fluka, Suiga):
5,99 mL de acido propibénico P. A. para um volume final de 100 mL,
completado com agua;

. Solugdo padrao cromatografica de acido butirico (Fluka, Suiga): 7,34
mL de acido butirico P. A. para um volume final de 100 mL
completado com agua;

. Solucdo padrao cromatografica de acido latico (Supelco, USA): 8,48
mL de acido latico P. A. para um volume final de 100 mL, completado
com agua,;

e Acido latico comercial (Reagen, Rio de Janeiro)

e Acido Acético comercial (Qhemis, Sdo Paulo)
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Observacdes:

o As solugdes de titulantes utilizadas foram preparadas a partir de
diluicbes apropriadas da solugdo estoque utilizando-se sempre
solucdo de cloreto de sodio 0,1 mol L. Estas sempre foram
padronizadas utilizando-se bureta manual e solucdo 0,25 mol L™ de

biftalato de potassio (Nuclear, Rio de Janeiro).

3.1.3 — Construcao e acondicionamento do eletrodo de pH

Construgao do Transdutor Grafite-Epoxi

A resina epoxi foi preparada pela mistura de Araldit M e do composto
Hardener HR (Giba-Geigy) numa respectiva propor¢ao em peso de 1:0,4. A
essa mistura foi adicionado p6 de grafite (Merck) numa proporgéo em peso de
1:1.

Na construgdo dos eletrodos tubulares (Fig. 3.1), foi empregado um
cilindro de acrilico oco de comprimento de 7 mm, com diametros interno e
externo de 7 e 10 mm, respectivamente. Através de um orificio lateral deste
cilindro foi inserido o condutor central de um cabo coaxial que possuia uma
placa de cobre de 6 x 2 mm soldada em sua extremidade. Essa placa foi entao
ajustada a parede interna do cilindro, que posteriormente foi preenchido com
uma pasta grafite-epdxi previamente preparada. Durante o preenchimento
tomou-se o cuidado de manter o cabo coaxial encostado a parede interna do
cilindro de modo a evitar o posterior contato entre o material condutor do cabo
coaxial e da membrana sensora. Apos 24 h a temperatura de 70°C, periodo
necessario para secar o suporte condutor, os dois lados do cilindro foram
lixados sobre uma superficie plana e, em seguida, recobertos com uma
camada de cola Araldite M n&o condutora. A seguir, estando seca esta
camada, foi feito um furo de 0,8 mm de didmetro no centro do cilindro no
sentido axial, onde as solu¢gbes das membranas sensoras foram gotejadas
empregando-se uma pipeta tipo “Pasteur”. Essa operagdo de aplicagdo das
membranas foi repetida 10 vezes com intervalos de 30 min entre cada

aplicagao, para evaporacgao do solvente.
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Na aplicagdo da solugdo sensora evitou-se a inundacdo do canal,
pois com a evaporagao do solvente poderia ocorrer a obstru¢cdo do mesmo.
Apds completadas estas operagdes, os eletrodos foram deixados em repouso a
temperatura ambiente durante 24 h, para garantir total evaporagao do solvente
organico. Finalizadas estas etapas, foram feitas as conexdes elétricas e a

montagem do eletrodo conforme mostrado na Figura 3.2.

MOLOE ODE ACRILICO
0mm (EXTERNO)
P 7mm (INTERNO)

CABO COAXIAL

CONECTOR BLINDADO|

FIGURA 3.1. Detalhes do eletrodo tubular

3.1.4 — Formulagao da membrana sensora

A membrana sensora foi preparada seguindo as proporg¢des

otimizadas por LEMOS et al. (submetido), e tinha a seguinte composigao:
Todos os reagentes utilizados nessa seg¢do sdo provenientes da
Fluka® (Suiga). As composi¢des das membranas seletivas estdo descritas na

Tabela 3.1, com proporgdes relativas em peso (%) entre parénteses.
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Tabela 3.1: Formulagdes das membranas seletivas com proporgdes relativas
em peso (%).

pH lonéforo Plastificante PVC Aditivo
Tridodecilamina Bis (2-etilhexil) (32,8) tetrakis (4-clorofenil)
(1,0) sebacato (65,6) borato de potassio
(0,6)

Apds a secagem das membranas sensoras, o0s eletrodos foram
condicionados bombeando-se durante um periodo de 4 h, solugdes contendo
0,1 mol I'" de tampéo Tris (pH 7), através dos eletrodos. Enquanto os eletrodos
nao estavam sendo utilizados, seu canal era preenchido com a solugao
utilizada para seu condicionamento e as extremidades vedadas com luvas de
polietileno. No inicio de cada periodo de trabalho o recondicionamento dos
eletrodos era feito bombeando-se novamente a solugdo contendo 0,1 mol I de

tampao Tris por aproximadamente 15 min.

A B

FIGURA 3.2. Detalhes da montagem final do eletrodo. A, vista do suporte em corte; B, vista do
eletrodo adaptado no suporte; 1, suporte de acrilico; 2, parafusos; 3, anéis de borracha de

silicone; 4, cabo coaxial e 5, tubos de polietileno (entrada e saida do fluxo).
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FIGURA 3.3. Desenho do suporte confeccionado em acrilico para adaptagao do eletrodo de pH

ao sistema de analise em fluxo.

3.1.5 — Sistema em fluxo com deteccao potenciométrica

A resposta potenciométrica do eletrodo de pH foi medida em um
sistema de analise em fluxo apresentado na Figura 3.4. Este sistema é
constituido de uma bomba peristaltica, um potenciémetro, um registrador
potenciométrico e um eletrodo de referéncia Ag/AgCl em solugéo saturada de
KCI e de dupla juncéao liquida. Uma solugdo 10% de KNO; foi utilizada como
solucédo de preenchimento externo do eletrodo de referéncia. Um tubo de aco
inoxidavel conectado a aterramento elétrico foi introduzido no fluxo principal do
sistema com o objetivo de minimizar possiveis correntes espurias oriundas da
rede de distribuicdo elétrica e efeitos estaticos harmdnicos gerados pela friccao
dos tubos de propulsdo com os roletes da bomba peristaltica.

O sistema de fluxo se baseia em uma titulacido ponto a ponto onde a
amostra e o titulante sio inseridos por meio de valvulas solendides no fluxo
transportador. Essa etapa foi repetida mantendo o volume de amostra
constante (228 uL) e elevando o volume de titulante num incremento de 16 uL
por injecdo até que se encontrasse o volume de equivaléncia da titulagao.
Visando manter a forga ibnica do meio constante, foi utilizada solugado salina

0,01 mol L™ NaCl como solugdo transportadora e preparou-se a solucéo de
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hidroxido de sédio (titulante) também em meio dessa mesma solugao, sendo
que o incremento de volume de titulante era acompanhado de um decréscimo
proporcional da solug¢ao transportadora para manter tanto a forca ibnica quanto
o volume da solugédo constantes. Apds a passagem da solugao titulada pela
primeira bobina reacional (B1 = 500 cm), responsavel pela mistura entre a
amostra e o titulante, era inserido por confluéncia o tamp&o 1x10™ mol L™ Tris
pH 9,0 (1 mL min'1), que tinha por funcéo estabilizar o eletrodo e diminuir o
tempo de limpeza da analise. O tamp&o era inserido ap6s a bobina B1 para
evitar interferencia na reacdo acido/base e passava no sistema de forma
continua. Para evitar a formacdo de gradientes de concentragcdo apds a
insergao do tampao, foi adicionada outra bobina reacional (B2 = 70 cm) apos a

confluéncia. Na figura 3.4 é apresentado o diagrama esquematico do sistema

proposto.
Tallll - pwe |
Titulante
', m\-",
Transportador Tubo de aco
T.R.
REF
Amostra
Tampio
pH 9,0

Figura 3.4: Sistema de titulagdo por multicomutagédo. Transportador (NaCl 0,01 mol L-1);
tampao Trishidroximetilaminometano pH 9,0 (1x10-4 mol L'1) vazao (1,0 mi min'1); solugao
titulante (NaOH); B1 = bobina reacional 1 (500 cm); B2 = bobina reacional 2 (70 cm), volume
de amostra (0,28 mL).

3.1.6 — Interfaces do sistema de multicomutacao

O sistema de multicomutacdo esta conectado a um microcomputador
com interface eletrbnica para acionamento das valvulas e controle da bomba

peristaltica. Essa interface era constituida de uma placa PCL 711S (Advantech)
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e o controle do sistema era realizado por programa desenvolvido em
plataforma Labview® (National Intruments) (Figura 3.5). Além do controle das
valvulas e da bomba peristaltica, o software também possibilita a aquisi¢ao dos
dados. Por meio de codigo binario é possivel desenvolver métodos (tabela 3.2)
a serem armazenados no microcomputador e executado pelo programa. O
desenvolvimento desta etapa foi realizado em colaboracdo com a Embrapa
Instrumentagao Agropecuaria.

S

B! Sistema de Multicomutagio.vi

L]

Coleta | Andlise | Configuragia | ofiegsrcttarin i
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FIGURA 3.5. Visdo da tela do programa utilizado para o controle do sistema de
multicomutagdo. (a) selecdo do método a ser executado; (b) selecdo da pasta onde os
resultados obtidos devem ser salvos; (c) numero de determinagdes; (d) tempo de cada
determinacéo; (e) inicia 0 método selecionado; (f) display de velocidade da bomba; (g) controle
manual da bomba (velocidade e sentido); (h) permite a execu¢do da bomba em percentagem

de rotagdo maxima; (i) parada manual da bomba; (j) controle manual das valvulas.
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Tabela 3.2: Programa de execugdo usado para titulagdo de amostras de
silagem

Etapas Valvulas Velocidade (%) Sentido Tempo (s)

1 1,0,1,0,0,0 100 CwW 6
2 0,00,0,0,0 100 CwW 84
3 101,000 100 CwW 3
4 11,0000 100 Cw 1

5 101000 100 cw 3
6 000000 100 CwW 83
7 101,000 100 cw 3
8 1,1,0,0,0,0 100 CwW 2
9 101,000 100 CwW 3
6 000000 100 CwW 82
10 1,0,1,0,0,0 100 Cw 3
11 1,1,0,0,0,0 100 CwW 3
12 1,0,1,0,0,0 100 CwW 3
13 0,0,0,0,0,0 100 Cw 81
14 0,0,0,0,0,0 100 CwW 0
15 END

Tabela 3.3: Etapas de execugdo do processo em fluxo

ETAPA VALVULA SOLUGCAO VAZAO TEMPO

(mL min™) (s)
1 3e1 amostra 2.8 6
2 * NacCl 1 84
3 3 e amostra 2.8 3
4 2e1 titulante 1 1
5 3e1 amostra 2.8 3
6 * NacCl 1 83
7 3e1 amostra 2.8 3
8 2e1 titulante 1 2
9 3e1 amostra 2.8 3
10 * NaCl 1 82
11 3e1l amostra 2,8 3
12 2e1 titulante 1 3
13 3e1l amostra 2,8 3
14 * NaCl 1 81

* a valvula 1 (referente ao fluxo transportador), que passa quase que continuamente no
sistema, esta conectada invertida, passando fluxo no momento em que esta desligada, como

forma de preservagao da valvula.
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3.1.7 — Preparo das amostras

A metodologia de avaliagdo do teor acidez total em amostras de
silagem envolve uma etapa prévia de extracdo. Neste trabalho amostras de
silagem de milho (Zea mays, L.), silagem de capim napier (Pennistum
purpureum) e silagem de cana-de-agucar (Saccharum officinarum) foram
utilizadas. As amostras coletadas do silo foram submetidas a extracdo sem
tratamento prévio para evitar ao maximo a perda de analitos por volatilizagdo. A
extracao foi realizada de acordo com o descrito no trabalho de Tumang et. al.
(2002) no qual: 5 g de silagem eram pesadas e agitadas em agitador
magnético com 80 mL de agua por 10 min. Apds essa esta etapa, a solugao
era filtrada por duas vezes para evitar que houvesse entupimento no sistema
de fluxo.

Para a validagdgo do método, foram realizadas analise
cromatografica e titulagdo potenciométrica em batelada, além da analise no
sistema em fluxo proposto, sendo os resultados dos trés procedimentos

comparados por meio do teste t de Student em nivel de 95 % de confianga.

3.1.8 — Analises cromatograficas

As analises cromatograficas foram realizadas no laboratério de nutrigao
animal da Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos da Universidade
de Sao Paulo campus de Pirassununga.

A determinacdo dos acidos graxos volateis foi feita por cromatografia
gasosa com detecgdo por ionizacdo de chama (FID - do inglés, Flame
lonization Detection), nas seguintes condi¢cdes: oxigénio (gas comburente)
vazdo de 175 mL min™. Hidrogénio (gas combustivel) vazdo de 15 mL min™.
As temperaturas de operagado foram: injetor - 220°C, coluna - 150°C inicial,
mantendo por 2 min e seguida de uma rampa com incrementos de 10°C por
min até atingir 210°C; detector de ionizagao de chama - 250°C. A coluna
empregada foi de vidro com 2 metros de comprimento x 1/8” de diédmetro,

empacotada com 80/120 Carbopack B-DA/4% Carbowax 20M. O equipamento
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foi calibrado com uma solugcdo de padrao misto e uma curva ja previamente
estabelecida no programa do equipamento (BORWIN versdo 1.21.60), o
volume de amostra injetada foi de 1 L.

A determinagao do acido latico foi realizada por cromatografia liquida de
alta eficiencia (HPLC, do inglés High Performance Liquid Cromatography). As
condicdes de analise foram: coluna C13-ODS de 15 cm/0,6cm de didametro de
particulas com 5 uym e poros de 100 A, temperatura do forno de 50°C, fase
movel HS04 0,75x10™ mol L' com fluxo de 1,0 mL min™"; detecgdo ultravioleta
(A = 210 nm). Para a analise o cromatégrafo pré- aquecido foi calibrado com
injecoes de 2 uL da solugéo de padrdo misto em uma curva ja estabelecida no
programa do equipamento (SHIMADZU CLASS-VP versao 5,031) o volume de

amostra injetada foi de 2 puL.

3.1.9 — Titulagoes potenciométricas

Para as titulagbes potenciométricas em batelada foram empregados um
potenciometro e um eletrodo de vidro de juncgao dupla. O incremento de volume
foi de 50 uL, o volume de extrato titulado foi 10 mL e a concentragéo de
hidréxido de sédio variavel conforme a necessidade.

Para a determinagao do volume de equivaléncia das titulacbes tanto em
batelada quanto em fluxo foi utilizado um software desenvolvido em plataforma
quickbasic pelo Dr. Eduardo F. de Almeida Neves professor emérito da

Universidade Federal de Sdo Carlos baseado no método da Segunda derivada.

3.2 - Analise de Fibra em detergente Neutro Empregando Forno

de Microondas Doméstico e Sistema Pressurizado

3.2.1 — Equipamentos e acessorios

Para o desenvolvimento do procedimento foi necessaria a utilizagao
dos seguintes materiais.
e  Agitador magnético (Corning PC-420, USA);
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. Balancga analitica (Ohaus AP2500, Suiga);

° Dessecador a vacuo, com luva, tampa e fundo, em vidro
borossilicato, equipado com placa de porcelana e silica-gel azul;

. Estufa com entrada de ar forgcada;

. Filtros de TNT (Tecido-Nao-Tecido);

) Microondas doméstico (Brastemp/Eletrolux);

o Sistema de pressurizacdo em polietileno, adaptado no laboratério.

3.2.3 — Reagentes e solugao

o Composicéo da solugdo de detergente neutra:

e Etilenodiaminotetraacético (Vetec, Rio de janeiro-Br) =0,064mol

mol L™
e Dodecilsulfato de sodio (Synth (90%), Sdo Paulo-Br) = 0,126 mol
L

e Hidrogénio fosfato de sddio (Synth, Sdo Paulo-Br) = 0,032 mol L;
e 2-metoxietanol (Synth, Sdo Paulo-Br) = 0,131 mol L'
e Tetraborato de sédio (Synth, Sdo Paulo-Br) = 0,034 mol L™);

° Propanona P.A. (Dinamica, Br);

. Solugao de Uréia 8 mol L™ (Vetec, Rio de Janeiro-Br);

. Solucéo de a-amilase (Novozymes / a. - amilase termamyl 120 L).

3.2.4 — Amostras

Para o desenvolvimento desta etapa do trabalho foram utilizadas
amostras fornecidas pelo Ensaio de Proficiéncia para Laboratérios de Nutricdo
Animal da Embrapa (SOUZA et al., 2005). Esse material possui avaliagao
estatistica contendo a média e desvio padrao de aproximadamente 36
laboratorios. As amostras utilizadas foram: capim Napier (Pennisetum
purpureum cv. Guagu), capim Tanzania (Panicum maximum cv Tanzania),
capim Elefante (Pennisetum purpureum schum), feno de capim tifton (cynodon
ssp cv. 85), leguminosa de estilosante de campo grande (stylosante capitata e

stylosante macroceptata), farelo de trigo e de arroz integral. Estas amostras
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foram moidas em moinho de facas de ago inoxidavel de bancada (tipo Wiley)

com peneira de 1 mm (20 a 40 mesh).

3.2.5 — Sistema de pressurizagao

O procedimento de analise de fibras em detergente neutro foi realizado
empregando um novo modelo de frasco de extragao pressurizado a ser utilizado
sob radiagdo microondas. A vantagem proveninente desta modificagéo deve-se a
elevacdo da temperatura de ebulicdo inerente ao aumento da pressao. Essa
elevacdo da temperatura facilita a solubilizagdo dos componentes da parede
celular e, por consequéncia, diminui o tempo de analise.

A Figura 3.6 apresenta os detalhes do frasco utilizado, o qual é
constituido basicamente de 2 componentes principais, sendo um
compartimento inferior (1), de forma cilindrica, totalmente fechado, onde é
armazenada a solugao de detergente neutro; e (2) uma tampa contendo uma

valvulas e um pino de segurancga.

Valvulas de seguranca

= - - =

1

Figura 3.6: Esquema do frasco pressurizado utilizado nas analises de FDN

O frasco tem o funcionamento similar & uma panela de pressdo. E
totalmente fechado, o vapor da solugdo nao pode dispersar-se e assim a
pressao interna aumenta, tornando-se superior a pressao atmosférica. A
elevacao da pressao faz com que a solugao entre em ebulicido a temperaturas
superiores que quando submetido a pressdo atmosférica; o vapor formado

levanta o pino de uma valvula de seguranga localizada na parte central da
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tampa e é liberado. Nesse momento a pressdo do vapor se estabiliza e a
temperatura do interior do frasco permanece constante. O acoplamento deste
frasco com forno de microondas traz o beneficio de um aquecimento mais
rapido, devido a interacdo entre a radiagao microondas e o dipolo da solucdo e
a migracdo idnica. E importante atentar para a necessidade de o material do

frasco ser transparente a radiacdo microondas.

3.2.6 — Calibracao do forno microondas

Para o aquecimento da solugdo de detergente neutro no sistema
pressurizado primeiramente foi efetuada a calibracdo do forno de microondas,
para garantir a confiabilidade e o registro dos parametros utilizados na analise.
Foi utilizado para isso o método da elevagédo da temperatura da agua, valendo-
se do conceito de que a elevagdo de temperatura (AT) € diretamente
proporcional a poténcia da radiacdo de microondas, conforme descrito por
ROSSINI et al. (2004). A equacéo 4.1 foi utilizada para o calculo da potencia e

a curva de calibracéo correspondente esta apresentada na Figura 3.7.

P=Cp.n. ATt (4.1)

Na equacédo: Cp = capacidade calorifica da agua; n = quantidade de matéria da

agua; AT = variagédo da temperatura; t = tempo

700,00 ~
600,00 -
500,00 -
400,00 +
300,00 -

Poténcia (W)

200,00 +
100,00 -

0,00 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

Grau de poténcia (%)

Figura 3.7: Curva de calibragdo do forno microondas utilizado no experimento
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3.2.7 — Analise de fibras em detergente neutro (FDN)

Para as analises, foram empregados filtros de TNT (Tecido-nao-Tecido)
6x5cm conforme proposto por SOUZA et al. (submetido). As amostras foram
pesadas e inseridas nos filtros (0,25 g) e digeridas em solugédo de FDN, em
sistema pressurizado acoplado a radiagdo microondas. Os parametros
experimentais deste processo foram avaliados através de um planejamento
fatorial 2°, sendo otimizados em 20 min de andlise, potencia de 627 W e 1 L de
solugdo de detergente. Para amostras com altos teores de amido (farelo de
trigo e farelo de arroz) foi necessario um periodo de incubagao prévia, também
avaliado neste trabalho, e otimizado em 30 min com solug¢des de uréia 8 mol L’
(125 mL) e amilase termoestavel (4,5 mL) a 90°C. Apos digestéo, os filtros
contendo as amostras foram submetidos a trés enxagles com agua destilada
quente durante cinco min e, posteriormente, escorridos e imersos, por trés
minutos, em acetona. Os filtros foram secos em estufa com circulagao forgada
de ar, a 105°C por trés horas. Em seguida, foram colocados em dessecador e,
apos atingirem a temperatura ambiente, foram pesados. A partir desses dados

foram calculadas a concentragao de FDN utilizando a equacéo 4.2:

vurpyy - (P3= (PICD)X100

(4.2)

sendo que:

P1= tara do saquinho; P2= peso da amostra; P3= peso apds o0 processo de
extragdo, e C1= peso final do saquinho apdés secagem/peso do saquinho
original).

A Figura 3.8 é mostra um esquema de funcionamento da analise de

FDN utilizando o método proposto.
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Figura 3.8: llustragdo da analise de FDN utilizando o método proposto

3.2.8 Planejamento Fatorial

Para o processo de otimizagdo das melhores condicbes de
determinacdo de fibra em detergente neutro, foi proposto um planejamento
fatorial em dois niveis 2°. Os parametros avaliados foram tempo de exposicdo
a radiagao microondas (t), com os niveis de variagao inferior e superior de 5 e
20 min, poténcia aplicada (P) com variagdes de 343 e 627 W (50 a 100%) e
volume de solucgéao extratora (V), 0,5 e 1,5 L (tabela 3.4). Os dados obtidos pelo
planejamento fatorial foram analisados com o software Statgraphics plus for
Windows 3.0. Além disso foram otimizados o periodo de incubagdo do amido e
o numero de filtros por analise por meio de planejamento univariado. No
primeiro, foram feitos 4 experimentos nos quais foram variados o tempo de
incubacado da seguinte forma: (1) 0 min; (2) 15 min, (3) 30 min e (4) 45 min.
Para evitar problemas de saturagédo do meio pelo amido, nos experimentos 3 e
4, a mistura, que consistia de 120 mL de solugao de uréia e 4,5 mL de solugao
de a-amilase foi substituida a cada 15 min. Apds cada etapa de incubacao, foi
realizada a extracdo de fibra das amostras pelo método proposto. No segundo

planejamento foram feitos 5 experimentos variando-se o numero de filtros no
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processo de extragao conforme descrito a seguir: (1) 10; (2) 12; (3) 15; (4) 18 e
(5) 20 filtros. A resposta avaliada em todos os planejamentos foi a porcentagem
de recuperacao baseada nos valores fornecidos pelo EPLNA (SOUZA et. al.,

2005).

Tabela 3.4: Variaveis estudadas com seus niveis baixo e alto.

Variavel Nivel Baixo (-) Nivel Alto (+)
Potencia do microondas (W) 343,37 627,48
Volume de solugao extratora (L) 0,5 1,5

Tempo de analise (s) 5 20
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4) — Resultados e Discussoes

4.1 Otimizacdo do sistema de analise em fluxo utilizando
multicomutacdo para a determinacao de acidez ftotal em

amostras de silagem com eletrodo ion seletivo

Para a realizagdo das analises em fluxo, foi necessario primeiramente
avaliar os parametros inerentes ao sistema. Foram otimizados a concentracao
e o valor do pH da solugdo tampao, a solugao salina (forga ibnica) e sua
concentragdo, o volume das bobinas reacionais, o volume de amostra injetado
€ a vazado da solucdo transportadora, sendo para isso utilizado um

planejamento univariado.

4.1.1 Definigcao da solugao tampao

Conforme descrito na literatura (HAUSER et al., 1989; HONGBO et al.,
1985), para a estabilizagdo do eletrodo de membrana polimérica a base de
tridodecilamina € necessario o contato da membrana com uma solu¢ao de pH
constante, ou seja, uma solugado tampao. Para que essa solugdo nao interfira
na determinacdo é recomendado o uso de solugcdes com baixa capacidade
tamponante (B), da ordem de 10* & 10™° mol L.

HAUSER et al. (1989), propuseram o uso de tampao Imidazol (10 mol
L™") pH 6,9 em meio de solugdo de KCI 0,01 mol L™, resultando em um B de
6x10°. HONGBO et al. (1985) utilizaram tampao hidrogenofosfato de potassio
em meio de cloreto de calcio 0,01 mol L™, o que resultou em uma capacidade

tamponante de 2,9 x 10° mol L™,

No presente trabalho, dentre as diversas solugdes tampao avaliadas a
unica que apresentou eficiéncia na estabilizagdo do eletrodo foi a solugao Tris-
HCI, provavelmente por ter sido a mesma utilizada no condicionamento do
eletrodo. As investigagdes sobre as condi¢des mais adequadas para a solugao

indicaram que maiores valores de concentragdo e de pH resultaram em maior
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eficiéncia na limpeza do sistema, provavelmente devido a maior concentracao
de ions OH presentes no fluxo, que por sua afinidade por ions H* diminuem a
saturagao da interface eletrodo-solugdo. Nas figuras 4.1 e 4.2 é apresentada a
comparagao entre a eficiéncia de limpeza (%) em fungdo do pH e da
concentracao da solugcdo tampao, em um tempo fixo de 90 s. Como menores
valores de pH resultam em potenciais maiores, o incremento de potencial
resultante da injecdo da amostra diminui, comprometendo a determinagao
(Figura 4.3). Em funcdo desses resultados, optou-se pela definicdo dos
seguintes parametros: pH 9,0 e concentragao 1x10™ mol L™ Tris, sendo esse
valor de concentracdo definido em fungcdo de apresentar capacidade
tamponante () préxima aos valores descritos na literatura e eficiéncia de
limpeza do sistema préxima a 100%. Na figura 4.4 é apresentada a curva de
titulagdo da solugdo tampédo. O valor B, calculado segundo o procedimento
proposto por SILVA & SIMONI (2000), foi de 1,34x10™* mol L.

100
a0
g0 4
04
60 1
304
A0
30 1
204
10

Eficiencia de Limpeza (%)

]

pHE5 pH7 0 pH3.0

Valores de pH

Figura 4.1: Eficiéncia de limpeza em um tempo fixo de 90 s do sistema em func¢éo da variagao

do pH do tampao.
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Figura 4.2: Eficiéncia de limpeza do sistema em um tempo fixo de 90 s em fungéo da elevagao

da concentragao da solugéo tampao Tris, pH 9,0.
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Figura 4.3: Comportamento do sinal analitico com a variagdo do pH da solugdo tampéao
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Figura 4.4: curva titulagdo do tampao Tris-Hidroximetilaminometano

A posicao de insercdo da solugdo tampao no sistema também se
mostrou importante. Quando a solugéo foi inserida antes da primeira bobina
reacional, ndo houve variagdo do potencial até o volume de hidroxido injetado
ser suficiente para vencer a capacidade tamponante da solugao e interagir com
a amostra, provocando uma queda brusca de potencial (Figura 4.5 (a)). Por
outro lado, a alteragdo da insergao da solugao, ou seja apds a primeira bobina
reacional, provocava a queda gradual de potencial, evidenciando a reagao
entre amostra e titulante e, portanto, uma menor interferéncia do tampao na
determinagao (Figura 4.5(b)). Assim, foi selecionado o segundo diagrama para

o sistema.
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Figura 4.5: Avaliagdo da posi¢do de inser¢cdo da solugdo tampao. Concentragdo de amotra =
0,01 mol L™

4.1.2 Forga idnica

Para a diminuicdo das interferéncias do potencial de juncédo e
manutencdo do coeficiente de atividade foi avaliada a utilizagdo de uma
solucao salina para obter a forca ibnica constante do meio.

A resposta do eletrodo foi avaliada para trés solugdes salinas: cloreto de
soédio (NaCl), cloreto de litio (LiCl) e cloreto de potassio (KCI). Percebeu-se que
os sais de litio e potassio apresentaram uma variagao de potencial acentuado
na faixa de concentracdo em que a andlise era realizada (0,1 mol L), em
relacdo a curva apresentada pelo cloreto de sédio. Para evitar interferéncias de
potencial provenientes da solugdo salina, visto que a concentracdo do cation
sofre variagdo durante a analise devido a insercédo do titulante, optou-se pelo
emprego de NaCl que apresentou uma variagao de potencial menos brusca. As
curvas de potencial em fungédo da concentracédo dos sais sdo apresentadas nas
figuras 4.6;4.7 e 4.8.
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Figura 4.6: Variagéo do potencial do eletrodo em fungéo da concentragéo do ion Li*
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Figura 4.7: Variagao do potencial do eletrodo em fungéo da concentragéo do ion K+.



Resultados e Discussao 56

250 -
S 200 | -— . A
E
= 150
o
2 100 4
I
& 50 -
0 T T T T |
0 1 2 3 4 5
[Na*] mol L

Figura 4.8: Variagdo do potencial do eletrodo em fung¢édo da concentragdo do ion Na+

4.1.3 Volume da bobina reacional

O processo de titulagdo ponto a ponto ndo trabalha com curva de
calibracdo. Isso implica que a utilizacdo de cinéticas de reagado incompletas,
como em sistemas em fluxo convencionais, fica inviabilizada, ou seja, é
necessario que a reagao se complete. Isso foi comprovado ao se avaliar o
volume da bobina reacional. Notou-se neste experimento que era necessario
uma grande dispersdo para a realizagdo das determinagdes. Para isso, foram
testados reatores de diversos volumes, sendo que mesmo 0s maiores
apresentavam evidencia de mistura ineficiente com aumento do volume do
titulante. Em vista disso optou-se por reator com maior volume, mas que nao
implicasse em um elevado tempo de analise. Na figura 4.9 é apresentada a
comparagao entre dois reatores (1 e 2,5 mL) em fungdo do incremento de
potencial e da eficiéncia de limpeza em um tempo fixo de 90 s, utilizando
solugdo de acido acético 1x102 mol L. Com esse estudo, concluiu-se que
tanto a perda de sinal analitico (58,7 mV) quanto de eficiéncia de limpeza
(15%) inerente ao aumento do percurso analitico sdo aceitaveis em
consideragcao a determinagao de interesse, em fungcdo de uma melhor mistura.

Durante esse experimento um segundo reator (By) de 70 cm (~300 uL) foi
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empregado, para evitar gradientes de intensidade ibnica na zona de

amostragem, visto que esses podem dificultar a medida dos sinais transientes.

aun-/
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2500 microlitros 1000 microlitros
Yolume do reator

Figura 4.9: Avaliacdo do volume do reator B1 do sistema apresentado na figura 3.4. Nesse

estudo o reator B2 foi fixado em 70 cm.

Para certificar-se do tamanho do reator B, para evitar os gradientes de
intensidade idnica na zona de amostragem, reatores de 25, 50 e 70 cm foram
avaliados. Os resultados indicaram que o reator de 70 cm seria adequado. Na
figura 4.10 sdo apresentados os resultados obtidos durante essa avaliagao,

apos o primeiro (B1) ter sido fixado em 500 cm (~ 2500 pL).
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Figura 4.10: Avaliagdo do volume do segundo reator em relacdo ao sistema apresentado na

figura 3.4. O reator B1 foi fixado em 500 cm. Concentracdo de amostra = 0,01 mol.L

4.1.4 Volume da amostra

O volume de amostra foi avaliado levando-se em conta o incremento de
potencial e o tempo de limpeza resultante da injegdao. Os volumes de 93, 186 e
280 puL, que correspondem ao tempo de abertura de valvulas de 2, 4 e 6 s
foram testados. O sistema foi o mesmo apresentado na figura 3.4, com
excecao do reator B4, que nesse experimento foi fixado em 50 cm. Para a
geracdo dos sinais foi utilizada uma solugéo 5,71x 10 mol.L™" de acido acético.
Como pode ser observado na figura 4.11, o aumento de volume de amostra,
como era esperado, aumenta o incremento de potencial de maneira
significativa. Entretanto, o tempo de limpeza foi semelhante para todas as
condi¢des de volume avaliadas (figura 4.12). Esse perfil levou a definigdo de
280 uL como volume de amostra, elevando o incremento de potencial para a

realizacao das determinacgdes.
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Figura 4.11:Variacdo de potencial em fungdo do volume de amostra inserida no sistema
descrito na figura 3.4
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Figura 4.12: Acompanhamento da zona de amostragem em fungédo do tempo de limpeza do

sistema apresentado na figura 3.4.
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4.1.5 Vazao da solugao transportadora

Para este experimento foram utilizados os paréametros otimizados no
item anterior e uma solugdo 0,01 mol L™ de acido acético. Foram testadas
vazoes de 0,5, 1,0 e 2,0 mL min'1, sendo que os resultados estao
apresentados nas figuras 4.13 e 4.14. Como esperado, a influéncia da vazéo
no sinal analitico foi pequena, razao pela qual foi estabelecida a vazdo de 1 mL
min™!, procurando-se diminuir a geragao de volume de residuos e, por outro
lado, evitar perdas acentuadas na velocidade analitica (Figura 4.13). Além
disso, a eficiéncia de limpeza diminui com a diminuigdo da vazao para 0,5 mL
min™" (Figura 4.14).
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Figura 4.13: Estudo da vazao da solugdo transportadora em fungdo da variagcdo de potencial,

referente ao sistema apresentado na figura 3.4.
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Figura 4.14: Estudo da vazao da solugéo transportadora em fung¢ao da eficiéncia de limpeza do

sistema apresentado na figura 3.4.

4.1.6 Avaliacao do desempenho do eletrodo indicador

Para avaliagdao do desempenho do eletrodo ion-seletivo, foi realizada a
analise de uma curva de calibragdo de pH em fungcdo do potencial. Foi
constatado que o eletrodo apresentava resposta sub-nernstiana (y = -31,914x +
303,36). Deve ser enfatizado que o processo de construgdo da membrana
pode vir a acarretar esse tipo de comportamento, pois a solugao € depositada
por meio de pipeta tipo “Pasteur” no orificio do corpo de grafite, o que dificulta a
obtencao de uma membrana homogenia. Coeficiente de 0,9935 na faixa de pH
2 a 12 representou a linearidade do sistema, sendo a curva de calibracéo

apresentada na figura 4.15.
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Figura 4.15: Curva de calibragcéo obtida com o sistema proposto na figura 3.4.

Para a avaliacdo das condicdes do sistema, foram realizadas
determinagdes de uma solucéo analitica contendo 0,05 mol L™ de &cido latico e
0,01 mol L' de &cido acético. Como mencionado anteriormente, a insercédo de
um volume muito grande de titulante provocava a mistura ineficiente com a
amostra. Portanto, para a realizacdo desse experimento utilizou-se uma
solugcao padronizada de NaOH com a concentragao relativamente elevada
(0,274 mol L") para que o ponto de viragem da titulagdo ocorresse em
incrementos de volumes reduzidos. Além disso, sendo o volume de
equivaléncia pequeno, obteve-se aumento na frequéncia analitica. Na figura

4.16 é apresentada a curva de titulacao obtida.
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Figura 4.16: Curva de titulagdo obtida para o padrao: acido latico (0,05 mol L-1) e acido acético

(0,01 mol L-1) no sistema apresentado na figura 3.4.

Os resultados obtidos, concentracdo = 0,057 mol L™; desvio padrdo=
6,92 x 10 e porcentagem de erro relativo= 4,99%, mostraram-se satisfatorios.
A partir desses resultados foram realizadas analises com amostras de silagem

e definidas as figuras de mérito do sistema.

4.1.7 Titulagao da solugcao tampao

Para certificar-se que as espécies tituladas eram realmente provenientes
da amostra, foi realizada a titulagdo da solu¢do tampao, sendo que o resultado
obtido (Figura 4.17) demonstrou que a curva de titulagdo estava realmente
relacionada a amostra, visto que o ponto viragem da solugado tampao ja havia
sido alcangado na primeira injecao do titulante. Com esse experimento também
foi possivel se verificar que a capacidade tamponante estava apropriada para a

analise.
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Figura 4.17: Curva de titulacdo da solugdo tampdo no sistema apresentado na figura
3.4 .Titulagdo do tampéo

4.1.8 Figuras de mérito do sistema proposto

Apds a otimizagao das condigbes experimentais, o sistema final foi
definido nas seguintes condigdes experimentais: vazdo de 1 mL min™' reagente
de estabilizacdo tampdo Tris-HCI (1x10* mol L"), vazdo de 1 mL min™ de
solucdo transportadora (NaCl 0,1 mol L"), volume de amostra 280 puL, solucéo
de NaCl (0,1 mol L") para o ajuste da forga idnica, freqiiéncia analitica de 8
amostras por hora (considerando-se 5 pontos na titulagdo), desvio padréo
relativo de 0,176 %, voume gasto de solugao transportadora, 6,83 mL, volume
de titulante, 0,166 mL e volume de amostra 1,4 mL (considerando-se 5 pontos
na titulagdo).



Resu

Itados e Discussao

65

4.1.9 Aplicacao do sistema em amostras de silagem de milho,

cana de agucar e capim brachiaria

Antes da realizacdo das determinagdes no sistema proposto, foram feitas

analises cromatograficas para avaliagdo do perfil das amostras extraidas em

meio aquoso, de acordo com o procedimento descrito no item 3.1.7. Os

resultados obtidos estdo na Tabela 4.1. A figura 4.18 ilustra um dos

cromatogramas obtidos.
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Figura 4.18: Cromatograma obtido da analise de amostra de silagem de capim brachiaria

brizantha, cv Marandu.

Tabela 4.1: Resultados obtidos em cromatografia gasosa e cromatografia
liquida de alta eficiéncia nas amostras de capim brachiaria, cana de

acucar e milho.

Silagem Capim Silagem de milho Silagem de cana
brachiaria (mol L") (mol L™ (mol L)
Acido Acético 1,9x10” + 3,4x10°° 1,2x10%+7,2 x10™ 1,3x107+ 7,7x10*
Acido Propilico 1,4x10°%+ 6,1 x10™ 2,9x10™* + 7,5x10° 3,9x10™ + 3,0x10™
Acido Butirico 21x10%+33x10° 89x10*+1,1x10% 21x10*+2,1x10°
Acido Latico ND 58 x10™+1,1x10® ND
AGVs totais 2,1x10+ 3,4x10° 1,3x107%+ 7,7x10™ 7,8x10°+1,1x10®
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Como pode ser observado pelos resultados apresentados na tabela 4.1,
ao contrario do que seria esperado os teores de acidos graxos extraidos foram
baixos, isso devido principalmente ao processo de extracdo utilizado, que
provocou uma elevada diluicdo das amostras. Esse mesmo extrato foi utilizado
para fins de comparagao com o sistema proposto.

Analises titulométricas, tanto em fluxo quanto em batelada foram
realizadas. Em fung&o dos baixos valores obtidos, foi feita a adigdo de analito
(acido latico) até a obtencdo de concentracdo final de 0,05 mol L™ de acidos
graxos totais, para aproximar-se das condi¢des encontradas nas amostras
rotineiras, visto que o processo de extragdo aplicado foi ineficiente para a
extracdo do acido latico. Além disso, como o pH do extrato foi elevado, poderia
haver comprometimento na precisdo da analise, devido ao baixo incremento
de potencial alcancado. Para efeito de comparagao dos métodos, os resultados
sao apresentado descontando-se o valor do padrao (Tabela 4.2). Na figura 4.19
sao apresentadas curvas de titulacdo para cada tipo de amostra analisada e na
figura 4.20 é apresentada a comparagdo entre os procedimentos de

determinacéo.

Tabela 4.2: Resultados obtidos para as analises de AGVs nos trés
procedimentos avaliados

Titulagao por

Amostra Titulacdo em multicomutacéao Cromatografia
Batelada (Sistema proposto)
(mol L™
Cana 6,68x10° + 4,68x10* 6,41x10° +2,22x10*  6,97x10° + 1,03x10
Capim 2,65x102 +2,83x10°  2,03x102 + 1,74x10*  2,02x102 + 2,03x107
brachiaria
Milho 1,50x107% + 4,77x10°  1,36x102 + 5,81x10*  1,34x10? + 1,15x107°

n=3
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Figura 4.19: Curvas de titulagdo realizadas no sistema por multicomutagéo. (a) silagem de
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Aplicando o teste t ao nivel de 95 % de confianga verificou-se que nao
existem diferengas estatisticamente significativas entre o método proposto
tanto com o método cromatografico quanto com o método de titulagdo em

batelada.

4.2 Analise de fibra em detergente neutro empregando forno de

microondas doméstico e sistema pressurizado

4.2.1 Planejamento Fatorial

Os parametros experimentais selecionados no planejamento fatorial 23
aplicado ao procedimento de extragdo do conteudo celular para a analise de
FDN foram tempo de exposig¢do a radiagdo microondas (t), poténcia aplicada
(P) e volume de solucédo extratora (V). Para esse estudo 10 filtros foram
empregados em cada experimento. O planejamento fatorial foi desenvolvido
nos niveis maximo e minimo, sendo o percentual de concordancia o teor de
fibra recuperado de acordo com os valores certificados pelo EPLNA (SOUZA
et. al., 2005) (Tabela 5.3).

Depois de processados os resultados foi observado que as variaveis que
apresentaram efeitos significativos a 95% de confianga foram - poténcia
aplicada e tempo de exposicdo a radiacao microondas. Conforme pode ser
observado no grafico de Pareto (Figura 4.21), verificou-se também que né&o
houve interacdes entre as variaveis e que o volume da solugao extratora nao
foi significativo nas anadlises. Essas tendéncias podem ser confirmadas
observando-se a figura 4.22, através dos graficos de efeitos principais (a) e da
superficie de resposta (b). A partir desses graficos é possivel observar que
maiores valores de poténcia e tempos de extracdo resultam em melhores
porcentagens de recuperacdo, enquanto que a variagdo do volume de solugao
extratora ndo apresentou variacdo nos resultados. Em funcdo dessas
observacgbes foram definidos os seguintes parametros de funcionamento do

forno com radiacdo microondas para a extracdo de FDN: poténcia de 890 W,
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tempo de exposi¢cdo a radiagdo microondas de 20 min e volume de solugao

extratorade 1 L.

B: tempo

A: poténcia

AB

AC

BC

C: volume

0 2 4 6 8
Efeitos Padronizados

Figura 4.21: Grafico de Pareto obtido.
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Figura 4.22: (a) Grafico de efeitos principais; (b) Superficie de resposta para recuperagao de
FDN
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4.2.2 Otimizagao do numero de amostras por analise

Apos fixados os parametros experimentais, procedeu-se a otimizagdo do
numero de amostras a serem analisadas simultaneamente, visando uma maior
frequéncia analitica. Um planejamento fatorial univariado foi empregado,
elevando-se gradativamente o numero de amostras por anadlise, tendo a
recuperagao como a resposta avaliada.

A variagdo do numero de amostras foi feita com base no numero de suportes
(filtros) da seguinte forma: 10, 12, 15, 18 e 20 unidades para um mesmo
volume de solucdo, utilizando os parametros pré-estabelecidos. Observou-se
que a recuperagao dos teores de fibra manteve-se constante, na faixa de 99,3-
108,8% (figura 4.23). Entretanto, em fun¢do do didmetro relativamente reduzido
do sistema extrator, os experimentos empregando quantidades superiores a 18
filtros provocaram uma elevacao de pressao que resultou em acionamento da
valvula de seguranca para alivio de pressao do sistema. Em vista disso, por
motivos de seguranga, optou-se por fixar o numero de 18 amostras a serem
extraidas simultaneamente, nas condi¢cbes pré-estabelecidas de configuragéo

do sistema extrator.

120
100 4 ] i
S 80 0110 filtros
§ O 12 filtros
g 60 - m 15 filtros
= @18 filtros
é 40 20 filtros
20
0
1 2 3 4 5
Numero de Filtros

Figura 4.23: Numero de amostras analisadas simultaneamente no sistema extrator proposto.
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Apos a determinacédo das melhores condigdes do sistema extrator, esse

foi testado com amostras comerciais, com variados teores de fibras e de amido.

4.2.2.1 Amostras com baixos teores de amido

Para este tipo de amostra, o sistema extrator apresentou recuperacoes
da ordem de 101 a 108% em relagdo aos resultados fornecidos pelo EPLNA
(SOUZA et. al., 2005), , com erros no intervalo de 1,15 a 8,8% e coeficientes
de variagdo entre 0,7 e 6,1 adequados para esse tipo de analise. Na figura

4.24 podem ser observados a recuperagao e o desvio padrao obtidos.
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Figura 4.24: Analise de amostras com baixos teores de amido

4.2.2.2 Amostras com altos teores de amido

Southgate (1977) cita em sua revisdo alguns trabalhos prévios de
determinacdo de FDN os quais relataram que essa analise sofre interferéncia
positiva em alimentos ricos em amido, pois esse ficaria retido na FDN devido a
alteragdes estruturais, formando um material gelatinoso. De acordo com a

literatura pertinente, essa interferéncia pode ser eliminada por meio de um
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tratamento prévio das amostras com a incubacdo em meio de uréia e a-amilase
termoestavel (MENDES et al., 1985).

A partir dessas primeiras avaliagbes, foi elaborado planejamento
univariado para avaliar o tempo necessario para a hidrélise do amido, utilizando
solucdes de uréia 8 mol L' e a-amilase termoestavel sob aquecimento a 90°C,
visando uma melhor recuperacédo no teor de fibras. Foram realizados quatro
experimentos em triplicatas, cada um contendo 3 amostras de forrageiras
distintas. Nesses experimentos foram variados os tempos de incubacido da
seguinte forma: (1) 0 min; (2) 15 min, (3) 30 min e (4) 45 min. Para evitar
problemas de saturacdo do meio pelo amido, nos experimentos 3 e 4 a mistura,
que consiste de 120 mL de solucéo de uréia e 4,5 mL de solugcédo de a-amilase,
foi substituida a cada 15 min. Apds cada etapa de incubacéo, foi realizada a
extragcdo de fibra das amostras pelo procedimento proposto, empregando
extragdo em frasco pressurizado e aquecimento por radiagcdo microondas e
avaliada a porcentagem de recuperagcao em relagdo aos valores fornecidos
pelo EPLNA (SOUZA et. al., 2005). Os resultados estado apresentados na figura
4.25.

200 -
2 150
E» E = & Farelo de trgo
g 100 - E & farelo de trigo
o = B farelo d int |
8 == arelo de arroz integra

T
U n S5 T T T
1 2 3

Tempo de incubagao

Figura 4.25: Analise de amostras com altos teores de amido

Foi possivel observar através da figura 4.25 que nos experimentos 1 e 2

o tempo de incubagéo n&o foi suficiente para eliminar a interferéncia do amido,
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resultando em um valor superestimado do teor de fibra, enquanto que nos
experimentos 3 e 4 ocorreu uma hidrélise mais efetiva do amido,
proporcionando resultados satisfatérios evidenciada pela percentagem de
recuperacdo. Conclui-se que o0 experimento 3, que apresentou uma
recuperacao da ordem de 93 a 105%, coeficiente de variacdo de 0,83 a 4,63,
erro relativo de 2,79 a 6,77 e no qual foi empregado o tempo de incubagao de
30 minutos, € o mais indicado para analise de amostras com alto teor de

amido.
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6) — Conclusao

Os procedimentos propostos neste trabalho para analises em
laboratérios de nutricdo animal mostraram-se eficientes quando comparados
com procedimentos ja bem definidos e utilizados a longo tempo por esses
laboratorios.

A titulacdo ponto a ponto em sistema de multicomutacdo, quando
comparada ao processo em batelada, traz como vantagem ja inerente a
sistemas de fluxo a automatizacdo do processo e uma menor interferéncia do
analista, evitando erros sistematicos. Além disso, proporciona versatilidade as
analises, com baixo custo de implementacdo. Quanto a comparagao com 0s
resultados obtidos por cromatografia, devido a alta disperséo necessaria para
as determinacdes e, por consequéncia, mistura ineficiente quando ha a adicéo
de um volume elevado de titulante, ndo foi possivel a determinagédo seletiva
dos acidos graxos. A comparagao entre os resultados foi limitada a soma dos
resultados obtidos, referentes a determinagdo da acidez total presente nos
extratos.

De uma maneira geral, o sistema por multicomutacdo proposto
apresenta-se versatil e facilmente cambiavel para outras configuragdes.

O sistema semi-pressurizado empregado para a analise de fibras em
detergente neutro mostrou-se eficiente e aplicavel tanto para amostras com
baixos teores de amido quanto para amostras com altos teores de amido,
sendo que para essas foi necessario o emprego de incubagdo com uréia e
utilizacdo da enzima a-amilase para a hidrélise do amido.

O procedimento proposto apresenta-se como alternativa de facil
implementacdo, baixo custo, eliminagcdo de etapas durante o procedimento,
diminuigdo na geracao de residuos laboratoriais, com a manutencdo da

qualidade dos resultados.
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