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1. INTRODUCAO

A salde dos animais de estimacdo, assim como a dos seres humanos,
esta diretamente relacionada a qualidade dos alimentos, principalmente, no que
diz respeito as quantidades de micro e macronutrientes ingeridos. Dentre o0s
nutrientes presentes em racdes para animais, os halogénios (Br, Cl, Fel) e o
enxofre (S), apresentam diversas fungbes essenciais ao bom funcionamento do
organismo dos animais como, por exemplo, na reproducédo, no crescimento, no
equilibrio osmético e iénico, dentre outros (MCDOWELL, 1992; THOMPSON,
2008). Contudo, a ingestdo de racBes com concentracdes inadequadas ou que
contenham certas espécies desses elementos, podem ocasionar uma série de
complicacBes para a salude dos animais. Segundo a Agency for Toxic Substances
& Disease Registry, algumas espécies de Br e F afetam os rins, figado e o
sistema nervoso central dos animais (ATSDR, 2003; ATSDR, 2005). Por outro
lado, algumas associacdes como, a Association of American Feed Control
Officials estipulam limites para alguns nutrientes em racfes para animais de
estimacao e, dentre eles, estdo o Cl e o I. Isso esta relacionado ao Cl ser um
importante elemento para o controle do balanco catibnico e anidénico no
organismo, e o | ser essencial para um bom funcionamento da glandula tireoide
(AAFCO, 2014). No que diz respeito ao monitoramento da concentracdo de S, é
importante mencionar que este elemento faz parte de algumas proteinas
adicionadas nas racdes (MCDOWELL, 1992).

Dessa forma, tendo em vista o crescimento no setor de alimentos voltados
para animais de estimacdo, bem como dos problemas causados pelo consumo
inadequado de halogénios e S, € de extrema importancia o controle das
concentracbes destes elementos em racdes. Entretanto, para que isso seja
possivel, faz-se necessario o desenvolvimento de métodos analiticos que
fornecam resultados com precisdo e exatiddo adequados, além de serem viaveis
para a utilizacdo em andlises de rotina. Nesse sentido, é valido destacar que
existem instituicdes como a AOAC International, que recomenda métodos oficiais
para a determinacdo de alguns elementos em ragdo animal, como o CI, F e I.
Contudo, os métodos oficiais apresentam algumas desvantagens, como a
necessidade de utilizacdo de elevadas quantidades de reagentes concentrados,
elevadas massas de amostra e o fato de envolverem diversas etapas (WORWITZ;
LATIMER, 2011). Além disso, vale mencionar que ndo existem métodos oficiais
para a determinagao de Br e S em racao animal.

Diante disso, o0 método baseado na combustdo iniciada por micro-ondas
(MIC, do inglés Microwave-induced Combustion) pode ser uma alternativa para a
decomposicdo de amostras de racdo, especialmente, devido a sua eficiéncia em
decompor amostras que apresentem consideravel teor de gordura (TORALLES et
al., 2017). Este método de preparo de amostra apresenta diversas vantagens
como a obtencdo de solucdes digeridas compativeis com diferentes técnicas de
determinacdo, uma vez que os digeridos obtidos geralmente apresentam baixos
valores de carbono residual. Ainda, permite a escolha da solucdo absorvedora,
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existindo a possibilidade da utilizacdo de agua ou solucdes diluidas para absorcao
dos analitos, além de apresentar elevada frequéncia de andlise (TORALLES et
al.,, 2017). No que se refere as técnicas analiticas disponiveis para a
determinacdo de halogénios e S, a cromatografia idbnica (IC, do inglés lon
Chromatography) apresenta uma série de vantagens como, por exemplo, a
capacidade de determinagdo multielementar, sensibilidade, elevada frequéncia de
analise, pequenos volumes de solucao e, principalmente, menores custos quando
comparada as técnicas de espectrometria atbmica. Esses diversos fatores,
guando associado a um preparo de amostra adequado, tornam a IC uma técnica
de determinacéo bastante promissora para a analise de rotina.

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo propor um método
para a determinacéo de Br, Cl, F, | e S em ra¢gfes destinadas a alimentacdo de
animais de estimacdo utilizando a MIC associada a IC. Para isso, diversos
parametros foram otimizados como, a massa de amostra e a solugao mais
adequada para absorcéo dos analitos. Posteriormente, o método foi aplicado para
oito racOes de diferentes fabricantes destinadas a animais de estimacéao.

2. METODOLOGIA

Neste trabalho foram utilizadas amostras de racdes destinadas a
alimentagdo de cées, produzidas no Brasil e nos Estados Unidos. Inicialmente,
um total de 8 amostras foram moidas em moinho de facas (226/5, Lucadema
Cientifica), secas em estufa (400/2ND, DelLeo) a 60 °C por 6 h e, posteriormente
armazenadas e nomeadas de Al a A8. A amostra que continha maior teor de
extrato etéreo (A8) foi selecionada para as avaliacdes iniciais.

Para a decomposi¢cdo das amostras por MIC, filmes de polietileno foram
utilizados para envolver as amostras (200 a 700 mg) na forma de involucros. A
seqguir, esses involucros contendo as amostras foram inseridos na base de
suportes de quartzo contendo um disco de papel filtro umedecido com 50 L de
NHsNOs 6 mol L. Posteriormente, os suportes com os invélucros, foram
colocados no interior de frascos de quartzo contendo 6 mL de solucdo
absorvedora [H20 ou (NH4)2COs 50 e 100 mmol L1)]. A partir disso, os frascos
foram fechados, introduzidos em um rotor e pressurizados com 20 bar de O2. Em
seguida, o rotor foi inserido em um forno micro-ondas (Multiwave 3000, Anton
Paar, Austria) e submetido a um programa de aquecimento de: i) 1400 W/50 s; ii)
0 W/2 min; iii) 1400 W/5 min e iv) 0 W/20 min. Os digeridos finais foram
avolumados a 25 mL e analisados em um cromatografo de ions (861 Advanced
Compact IC, Metrohm, Suica). A exatiddo dos resultados foi avaliada por meio de
ensaios de recuperacao, utilizando solu¢do padrdo contendo todos os analitos.
Para tanto, 50 yuL de uma solucédo padréo contendo 500 mg L' de Br e I; 250 mg
L1 de F; 30000 mg L de Cl- e 85000 mg L de SO4* foram adicionados sobre a
amostra previamente a sua decomposicao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente, foi avaliada a massa maxima de amostra que poderia ser
decomposta por MIC e, para isso, foram avaliadas a decomposi¢ao de massas de
200 a 700 mg. Foi possivel observar que a massa maxima de racao possivel de
ser decomposta por MIC foi de 500 mg. Cabe destacar que foi escolhida para esta
avaliacdo a ragdo com maior teor de extrato etéreo (140 g kg?), tendo em vista a
maior dificuldade para a sua decomposicdo. A escolha desta amostra teve como
objetivo proporcionar o desenvolvimento de um método robusto, passivel de
decompor as demais amostras utilizadas neste estudo.
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Apos a otimizacdo da massa de amostra, foram avaliadas as solu¢gbes mais
adequadas para absorver os analitos. Como pode ser observado na Figura 1,
recuperacdes satisfatorias para os analitos foram obtidas apenas quando
solucdes de (NH4)2CO3 50 e 100 mmol L foram utilizadas, as quais variaram de
90 a 98% e de 95 a 100% para cada solucdo, respectivamente. Os desvios
padrao relativos (RSDs) se mostraram inferiores a 4% para a solugédo de
(NH4)2CO3 50 mmol L e, inferiores a 9% para a solucéo de (NH4)2CO3 100 mmol
L para todos os analitos.
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Figura 1. Recuperacbes para Br, Cl, F, | e S por IC em racdo para animais de

estimagédo decompostas por MIC, utilizando (NH4)2CO3 50 e 100 mmol
L't e H20 como solucdes absorvedoras (massa 500 mg, n=3).
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O pH das solu¢des absorvedoras também foi um parametro avaliado tendo
em vista que este fator pode influenciar na estabilidade dos analitos em solucao.
O pH das solucdes absorvedoras avaliadas variou de 2,9 a 6,9. O menor valor
obtido foi quando H20 (2,9) foi utilizada, enquanto que para as solucbes de
(NH4)2CO3 50 e 100 mmol L%, o pH foi entre 6,7 e 6,9. Desta forma, considerando
que em pH baixo os halogénios apresentam instabilidade em solucéo, devido ao
meio acido favorecer a formacao de espécies volateis (KNAPP et al., 1998), as
solucdes de (NH4)2COs 50 e 100 mmol L* foram consideradas adequadas para
absorcdo dos analitos. Levando em consideracdo as recuperacdes adequadas
para todos os analitos, bem como os adequados valores de pH que garantem a
estabilidade dos analitos, a solugdo de (NH4)2COz 100 mmol L* foi selecionada
como a solucdo absorvedora para o método proposto.

Apoés a escolha das melhores condi¢cbes avaliadas, o método foi aplicado
para as demais amostras. Como apresentado na Tabela 1, foi possivel observar
variacbes para as concentracbes Cl, | e S para as diferentes racdes avaliadas
neste estudo. Possivelmente esta variacao esteja relacionada aos tipos de ragao,
as quais sao destinadas a caes com diferentes dietas e faixas etarias. As maiores
concentracbes obtidas foram para Cl e S, possivelmente por estes elementos
serem um dos mais adicionados nas ragfes, devido a sua importancia para a
dieta dos animais. Além disso, cabe salientar que embora os LDs tenham sido
inferiores ou comparaveis aos obtidos pelos métodos oficiais para este tipo de
amostra (Br: 30 mg kg%, Cl: 223 mg kg%, F: 21 mg kg%, I: 7 mg kg? e S: 11 mg kg
1), ndo foi possivel determinar Br e F nas rag6es analisadas.
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Tabela 1. Concentragcbes de Br, Cl, F, | e S em ragcéo para animais de estimacao
utilizando (NH4)2CO3z 100 mmol L' como solucéo absorvedora e 500
mg como massa de amostra (mg kg + desvio padrédo; n=3).

Amostra Br Cl F I S

Al <LD 6693 + 578 <LD 156+1,5 3673 %209
A2 <LD 3909 + 216 <LD <LD 2419 +119
A3 <LD 3794 + 21 <LD <LD 2336 + 115
A4 <LD 5401 + 84 <LD <LD 2673 +4
A5 <LD 5605 + 534 <LD <LD 2115 + 155
A6 <LD 4449 + 280 <LD 12,2+1,2 1999 + 84
A7 <LD 2271 + 222 <LD 10,0+ 0,3 4912 + 253
A8 <LD 6425 + 318 <LD 78+0,1 3765+174

LD: Limite de deteccao

4., CONCLUSOES

Diante dos resultados, foi possivel concluir que o método de preparo de
amostra desenvolvido utilizando a MIC, mostrou-se adequado para posterior
determinacao de Br, Cl, F, | e S em racdo para animais de estimagao, tendo em
vista que apresentou adequadas recuperacdes para todos os analitos. Além
disso, com a MIC foi possivel o uso de solucdes diluidas para a absor¢cao dos
analitos, minimizando a geracédo de residuos e permitindo a obtencéo de digeridos
adequados para ser analisados por IC.
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