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1. INTRODUCAO

Estudos na area de nutricdo animal tém demonstrado a influéncia de diversos
fatores no bem estar destes seres. A necessidade destes estudos vem crescendo
devido a expansédo do mercado de nutrientes para animais domeésticos. Atualmente,
segundo a Associacdo Nacional dos Fabricantes de Alimentos para Animais de
Estimagéo - Anfal Pet - 2005, cerca de 65% dos lares brasileiros tém um animal de
estimacdo, o que representa uma populacdo de, aproximadamente, 30 milhdes de
cdes e 12 milhdes de gatos. Desse total, aproximadamente, 40% consomem
alimentos industrializados. Com isso, faz-se necessario o desenvolvimento de
produtos alimenticios cada vez mais especificos para as diferentes racas de animais
visando, principalmente, a sua saude e bem estar (PRIOR, 2013).

Pesquisas realizadas por CARCIOFI, et al. (2006) e BUTOLO, et al. (2002),
mostram a importancia da relacdo das concentracfes de alguns elementos com a
qualidade de vida dos animais.

Em uma dieta alimentar enriquecida por anions, tem-se uma mudanca no
equilibrio cation-anion do organismo para o estado basico, também conhecido como
acidose metabdlica, no qual, a concentracao de hidrogénio no sangue arterial tende
a aumentar (DIBARTOLA, 1992). Para que ndo ocorram diminuicdbes do pH
sanguineo (animais saudaveis possuem o pH ~ 7,4), o organismo faz uso de seus
sistemas tampdo - os quais atuam em defesa dos sistemas intracelular, ésseo,
respiratério e entre outros (KANEKO, et al. 1997). A longo prazo, o equilibrio é
mantido pela reabsorcdo renal de bicarbonato e subsequente eliminacdo de ions
hidrogénio, resultando na queda do pH da urina e ocasionando a urolitiase —
formacdao de urdlitos, ou seja, calculos urinarios (CARCIOFI, 2007).

Devido a relevancia dos problemas que podem vir a ser causados pelo excesso
de anions no organismo desses animais, faz-se necessario o controle das
concentracbes dessas espécies. Portanto, a determinacdo da concentracdo de
elementos como o cloro (Cl) nas mais diferentes amostras de racdo, merece atengéo
especial.

Entretanto, as metodologias oficiais para o preparo de amostras ndo oferecem
grande precisdo e, geralmente, necessitam de etapas nas quais podem ocorrer
perdas dos analitos por volatilizagdo, assim como, o risco de contaminagcéo pelas
etapas morosas de preparo e determinacdo (ANTES, et al. 2010). Algumas
instituicdes como a Association of Official Analytical Chemists (AOAC) recomendam
meétodos, considerados oficiais, para a determinacéo de diversos elementos, porém
estes apresentam inconvenientes como os citados anteriormente (WORWITZ, et al.
2011).
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Os métodos de preparo envolvendo a combustdo das amostras em sistemas
fechados, tem se mostrado bastante eficiente para a determinacdo de halogénios
(MESKO, 2008). A combustédo iniciada por micro-ondas (MIC) € um exemplo de
método que pode ser aplicado visando a posterior determinacao destes elementos.
Este método baseia-se na combustdo de amostras organicas em frascos fechados
pressurizados com oxigénio, sendo a etapa de ignicdo promovida pelo uso de
radiacdo micro-ondas (FLORES, et al. 2007). Na MIC, ap6és a combustdo, os
analitos sao absorvidos em solugédo apropriada e podem ser determinados
posteriormente por diferentes técnicas, tais como a Cromatografia de lons (IC) e a
potenciometria com Eletrodo ion Seletivo (ISE).

Dentre essas técnicas de determinacéo, a ISE possui como grande vantagem a
acessibilidade em diversos laboratérios devido ao custo de aquisicdo e manutencao
guando comparado com IC, constituindo dessa forma uma alternativa a deteccéo de
Cl. Essa técnica de determinacdo quantifica o ion através de uma diferenca de
potencial em sua membrana. Cabe destacar também que para todas as técnicas de
deteccdo de Cl é necessario um procedimento adequado de preparo de amostras,
gue leve em consideracdo as possibilidades de perdas e contaminacdo, e que
resulte em amostras compativeis com a técnica de determinagéo a ser utilizada.

Assim, tendo em vista a relevancia da determinacdo de Cl em racdo para
animais e a caréncia de métodos oficiais que apresentem elevada frequéncia
analitica e boa exatiddo nas analises, viabilizando a aplicacdo em laboratérios de
controle de qualidade, este trabalho teve por objetivo desenvolver um método de
preparo para as amostras de racdo e avaliar a viabilidade de combina-lo com a
técnica de determinacéo de Cl por ISE.

2. METODOLOGIA

A amostra foi adquirida no comércio local (Pelotas/RS), sendo posteriormente
homogeneizada e cominuida em processador doméstico (MDR 301®, Cadence) e,
seca em estufa por 12 h, a 50 °C.

Para a decomposi¢cdo da amostra por MIC, fez-se necessério a confec¢céo de
comprimidos da amostra de racdo (~ 500 mg), os quais foram posteriormente
decompostos por MIC em forno de micro-ondas Multiwave 3000® (Microwave
Sample Preparation System, Anton Paar, Graz, Austria), contendo 8 frascos de
quartzo (80 ml, 80 bar e 280 °C). Como iniciador de combustédo foi utilizado NHsNO3
(50 ul, 6 mol I'Y) e para absorver Cl foi avaliada uma solucdo de (NH4),COs; nas
concentracdes de 10, 20, 100, 200 ou 500 mmol I'*. O programa de aquecimento foi
de 1400 W/10 min, seguido de OW/20 min; sendo pressurizado com 20 bar de O..

ApoOs decomposicdo por MIC, o analito em solucéo foi determinado por IC
(850 professional Metrohm), pelo método oficial da AOAC 943.01 e por ISE (modelo
HI 3221, Hanna Instruments, Brasil).

Para a realizacdo do método da AOAC 943.01, utilizou-se aproximadamente
3 g de amostra, na qual foram adicionados 50 ml de Fe»(S0O,4)3.12H,0, sob agitacéo
constante para evitar a aglomeracdo da amostra e facilitar a solubilizacdo do CI.
Ap6s, foi adicionado 100 ml de NH4OH (0,05 mol 1) sob agitacéo, seguido de uma
etapa de repouso de 10 min. Esta mistura foi filtrada, em papel-filtro previamente
descontaminado com HNO3z; 10% (v/v), e o filtrado transferido para um balédo
volumétrico de 150 ml.

A partir das solucbes obtidas, foram retiradas aliquotas de 10 ml para a
titulacdo. As aliquotas foram adicionadas de 10 ml de HNO3 (6 mol IY), 10 ml de
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indicador Fe,(S04)3.12H,0, 20 ml de H,O ultra-pura e 500 pl de KSCN (0,1 mol I).
A titulacdo foi realizada com solucdo padronizada de AgNO; (0,1 mol I) como
titulante até o desaparecimento da cor avermelhada. Em seguida, a completa
precipitacdo do Cl foi promovida por aquecimento em chapa elétrica (90 °C/ 5 min).
A solucao foi resfriada e titulada com KSCN, até o aparecimento de uma coloracéo
avermelhada persistente por 15 segundos.

Para avaliar a exatiddo do método MIC/IC foi utilizado o material de referéncia
certificado (CRM) NIST 8414 (Bovine Muscle) e para o método oficial AOAC foi
utilizado o CRM BCR 060 (Aquatic Plant).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com relacédo aos resultados obtidos para as determinacfes de Cl por IC e ISE
em racao apos a decomposicdo por MIC, foi possivel observar que o uso da solucéo
de (NH4).COs; na concentracdo de 10 mmol I, possibilitou recuperacdes
quantitativas para o analito, sendo possivel determinar Cl por ambas as técnicas
avaliadas.

Os resultados obtidos para Cl ap6s a avaliacdo de diferentes métodos estédo
apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Concentracéo de Cl em rac&o ap6s diferentes métodos (ug g™, n=3).

AMOSTRA MIC/IC AOAC MIC/ISE
RACAO 6755 + 94 5843 + 752 6644 + 320
NIST 8414 1709 + 120 - -
BCR 060 - 7214 + 1000 -

Valores certificados: BCR 060 (CI: 10000 pg g™), NIST 8414 (CI: 1880 + 150 ug g™)
Valor indicado pelo fabricante 6200 pg g™

Como pode ser observado na Tabela 1, é possivel afirmar que ndo existem
diferencas significativas (teste t de Student com 95% de confianca) entre os
resultados obtidos para CI. Entretanto, o método por MIC/ISE (5%) apresenta RSD
inferior ao método oficial recomendado pela AOAC (13%), comprovando maior
precisdo do método proposto. Além disso, o método proposto usando a
determinacdo do analito por ISE concordou em 107% com o valor indicado pelo
fabricante.

A concentracdo de Cl no CRM NIST 8414 por IC foi concordante em 93% com
o valor certificado. J& o0 CRM BCR 060 determinado pelo método AOAC apresentou
concordancia de 72% com o valor informado para Cl, indicando que maiores estudos
devem ser feitos. Em posteriores analises, também sera determinada a
concentracédo de Cl nos CRMs NIST 8414 e BCR 060 por MIC/ISE para confirmar a
exatiddo do metodo.

4, CONCLUSOES

Com base nos estudos apresentados, a determinacdo de Cl em racéo animal
por MIC/ISE apresentou boa exatiddo e precisdo nas analises e pode ser uma
alternativa viavel para o controle da concentracdo deste elemento em racdo. A
determinacdo de Cl por ISE apresentou concordancias adequadas se comparada
com as técnicas de determinacéo classicas e instrumentais de maior complexidade.
Além disso, o0 método proposto apresenta instrumentacdo de baixo custo e acessivel
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a laboratorios de analises de rotina. Ademais, o método proposto (MIC/ISE)
possibilita 0 uso de pequenos volumes de reagentes, atendendo ao preconizado nos
principios da quimica verde no que diz respeito a baixa geracao de residuos.

Com relagédo ao preparo das amostras por MIC, pode-se concluir ainda que
essa técnica foi efetiva na decomposicdo de racdo para pequenos animais,
apresentando maior frequéncia analitica quando comparado com o método
recomendado pela AOAC, o que é de extrema importancia tratando-se de uma
andlise que possa vir a ser utilizada para o controle de Cl em industrias.
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