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RESUMO

A qualidade nutricional da forragem pode ser identificada através da analise dos
carboidratos estruturais presentes nas espécies. Os carboidratos estruturais estao
distribuidos nas plantas entre a celulose, composta de glicose, hemicelulose que
tem na sua estrutura a arabinose e xilose, e a pectina que é formada por arabinose
entre outros compostos. Estas fracdes da parede celular € que chegam ao intestino
dos ruminantes e sdo absorvidas em sua plenitude, sendo de suma importancia o
conhecimento da concentracao presente para melhorar o desempenho dos bovinos
em regime de pastejo. O presente trabalho propde uma metodologia de extragcédo
com ultra-som e chapa de aquecimento, separacdo e quantificagcdo por HPLC de
glicose, arabinose e xilose em forrageiras tropicais. A metodologia de andlise foi
desenvolvida em um cromatografo liquido de alta eficiéncia com deteccao na regiao
do UV e coluna de fase reversa C-18. A composicdo e pH da fase movel,
comprimento de onda na deteccdo foram parametros estudados na otimizagdo do
método, no qual a melhor condicao foi obtida com eluicdo isocratica usando como
fase mével acetonitrila/solugdo aquosa H3PO4 pH 2,15 (1:99). Para diminuir o tempo
e 0 custo da etapa de tratamento das amostras foi estudada a extracdo utilizando
chapa de aquecimento, que se mostrou um processo mais rapido, reprodutivel e
eficiente se comparado a extracdo utilizando a autoclave. Os parametros de
derivatizacao pré-coluna usando o acido p-aminobenzdico foram estudados, sendo a
melhor condigdo observada com a concentragdo do acido de 0,12 mol.L”, em um
tempo de reacdo de 10 minutos em uma temperatura de 80° C. Foram realizados
testes para avaliacdo do método, aplicando padronizagdo externa, dentre eles
avaliacdo da resposta linear, limites de deteccao e quantificacédo, repetitividade,
seletividade e recuperacdo. A metodologia implementada foi aplicada a analise de
68 amostras de 3 espécies de forrageiras, folha e caule: Pennisetum purpureum cv.
anao e pioneiro; Brachiaria brizantha, Brachiaria decumbens, Panicum maximum cv.
tdnzania e massai. As faixas de concentracdes encontradas expressas em mg.g' de
matéria seca foram de 31,98 a 188,38 para glicose, 6,28 a 30,95 para arabinose e
42,66 a 176,04 para a xilose.

Palavras-chave: Forragem. Carboidratos estruturais. HPLC.



ABSTRACT

The nutritional quality of forage can be identified through structural analysis of
carbohydrates present in the species. The structural carbohydrates in plants are
distributed between the cellulose, composed of glucose, hemicellulose that has in its
structure arabinose and xylose, and pectin which is composed of arabinose and
others compounds. These fractions of the cell wall is that wounds the intestines of
ruminant animals and are absorbed in its fullness. It is extreme importance the
knowledge of this concentration to improve the performance of cattle on a pasture.
This paper proposes a method for extraction with ultrasound and the heating plate,
HPLC separation and quantification of glucose, arabinose and xylose in tropical
forages. The method of analysis was developed in a high performance liquid
chromatography with UV detection and reverse-phase C-18. The composition and pH
of the mobile phase, wavelength in the detection parameters were studied in the
optimization of the method. The best condition was achieved with isocratic elution
using as mobile phase acetonitrile / aqueous H3zPO4 pH 2.15 (1:99). In order to
reduce the time and cost of the treatment and extraction of samples, this process
was studied using the heating plate, which showed a more rapid, reproducible and
efficient compared than extraction using the autoclave. The parameters of pre-
column derivatization using p-aminobenzoic acid were studied. The best condition
seen with the concentration of acid of 0.12 mol.L™, a reaction time of 10 minutes at a
temperature of 80 ° C. Tests were performed to evaluate the method, using external
standardization, including evaluation of linear response, detection and quantification
limits, repeatability, selectivity and recovery. The methodology implemented was
applied to analysis of 68 samples (3 species of forage), leaf and stem: Pennisetum
purpureum Schum cv. ando e Pennisetum purpureum Schum cv. pioneiro, Brachiaria
brizantha, Brachiaria decumbens, Panicum maximum cv. Tanzania and Panicum
maximum cv. Masai. The concentration ranges found expressed in mg.g™” dry weight
were: 31.98 to 188.38 for glucose, 6.28 to 30.95 for arabinose and 42.66 to 176.04
for xylose.

Keywords: Forage. Structural carbohydrates. HPLC.
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1 INTRODUGCAO

Caracteristicas quimico-bromatolégicas sao importantes atributos das
forrageiras pois influenciam o valor nutritivo da forragem e também contribuem para
0 baixo desempenho dos bovinos em regime de pastejo. Os carboidratos estruturais
e a lignina estdo entre os componentes quimicos das forragens. Sendo assim, sdo
necessarias, para melhor caracterizagao das forrageiras, avaliagdes que permitam o
conhecimento detalhado da composi¢éo quimica das forragens [1, 2].

A parede celular pode constituir-se de 30 a 80 % da matéria seca da planta
forrageira, onde os carboidratos se concentram na celulose, hemicelulose e pectina.
Além disto, podem constituir a parede celular (FIGURA 1.1) componentes quimicos
de natureza diversa, tais como tanino, nitrogénio, lignina, silica e outros. A lignina
constitui um polimero fendlico que se associa aos carboidratos estruturais, celulose
e hemicelulose, durante o processo de formagdo da parede celular, alterando

significativamente a digestibilidade destes carboidratos das forragens [3 - 5].

A B

FIGURA 1.1: Representacdo esquematica de uma célula vegetal (A) e fotografia
microscoépica evidenciando a parede celular (B) [6].
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1.1 CARBOIDRATOS

Os carboidratos sdo os principais constituintes das plantas forrageiras,
correspondendo de 50 a 80% da massa solida das forrageiras e cereais. As
caracteristicas nutritivas dos carboidratos das forrageiras dependem dos acucares
que as compbem, das ligagcbes entre eles estabelecidas e de outros fatores de
natureza fisico-quimica. Assim, os carboidratos das plantas podem ser agrupados
em duas grandes categorias conforme a sua menor ou maior degradabilidade, em
estruturais e ndo estruturais, respectivamente [7].

Os carboidratos ndo estruturais incluem os carboidratos encontrados no
conteudo celular, desde os mais simples, como glicose e frutose, e os carboidratos
de reserva das plantas, como o amido, a sacarose e as frutosanas. Os carboidratos
estruturais incluem aqueles encontrados normalmente constituindo a parede celular,
representados principalmente pela pectina, hemicelulose e celulose (FIGURA 1.2),
que sédo normalmente os mais importantes na determinacdo da qualidade nutritiva

das forragens [7].

Carboidratos das plantas

Conteldo Parede
celular
celular
Acidos Mono+Oligos Amidos Frutanas Substincias Hemicelulose Celulose
arginicos sacarideos pecticas
1 1 1
1 1 Galactanos 1 ]
1 1 Lot
1 1
: : P _glucanos 1 FDA 1
: ! < < .
1
: : FSOMN ] FOM H
1
1 1 1
! e e err— L -
1 1 u STJ-I'IJCIH'E nao H Poli ad
1 1 amilaceas H clissacarKecs
Lt - -

CSDN

FIGURA 1.2: Carboidratos das plantas. FDA = fibra em detergente acido, FDN =
fiora em detergente neutro, CSDN = carboidratos soluveis em detergente neutro,
FSDN = fibra soluvel em detergente neutro, carboidratos = mono e oligossacarideos.
Lignina em FDA e FDN n&o esta incluida porque ela ndo é um carboidrato [8].
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A glicose, um monossacarideo ou simplesmente agucar, € o carboidrato mais
importante € um dos principais produtos da fotossintese, sendo utilizada pelas
células como fonte de energia e intermediario metabdlico. A glicose, juntamente com
a frutose e a galactose, é o carboidrato fundamental para a formagdo dos
carboidratos maiores como sacarose, maltose e amido [2, 9 e 10].

A celulose é um polimero de B-glicose, formada através de ligacdes B-1,4-
glicosidicas, sendo que sua hidrolise completa produz glicose. A celulose tem uma
estrutura linear ou fibrosa, na qual se estabelecem multiplas pontes de hidrogénio
entre os grupos hidroxilas das distintas cadeias juntapostas de glicose, fazendo-as
impenetraveis a agua e, portanto, insoluveis, originando fibras compactas que
constituem a parede celular dos vegetais [2, 9 e 10].

A xilose também é amplamente distribuida nas plantas forrageiras, porém,
ndao € encontrada na forma livre, e sim como unidades de polissacarideos
associados a hemicelulose. A hemicelulose € uma mistura de polimeros de hexoses,
pentoses e acidos urbnicos, que podem ser lineares ou ramificados, sdo amorfos e
possuem peso molecular relativamente baixo. As hemiceluloses encontram-se
intercaladas as microfibrilas de celulose dando elasticidade e impedindo que elas se
toquem [2, 9 e 10].

A arabinose geralmente ocorre na forma de complexos presentes na
hemicelulose e pectina. A pectina é um polissacarideo ramificado constituido
principalmente de polimeros de acido galacturénico, ramnose, arabinose e
galactose. As ramificacdes da pectina servem para aprisionar a agua ao redor da
parede celular, a fim de tornar o meio mais gel [2, 9 e 10]. A FIGURA 1.3 apresenta

as estruturas dos trés carboidratos analisados neste trabalho.

HO
O 0 O
OH »~OH (OH »-oH K HO,OH
' HO
OH OH HO OH OH
Xilose Glicose Arabinose

FIGURA 1.3: Formulas estruturais da xilose, glicose e arabinose.
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1.2 RUMINANTES E SEUS COMPARTIMENTOS ESTOMACAIS

Os ruminantes sdo mamiferos herbivoros que possuem varios
compartimentos estomacais, denominados de multi-estomacais ou poligastricos. O
estbmago dos ruminantes possuem quatro compartimentos que sdo denominados: o
rumen, reticulo, omaso e abomaso.

O rumen ou panca é o primeiro compartimento do estbmago dos ruminantes,
onde vivem bactérias, protozoarios (principalmente ciliados) e fungos que fermentam
os carboidratos ndo estruturais e estruturais presentes na forragem. Periodicamente
o animal faz o alimento voltar a boca para ser mastigado e, quando a massa
alimentar esta suficientemente triturada e a parede celular da forragem ja esta bem
fermentada pelos microorganismos, esta massa € entdo enviada para outro
compartimento estomacal, o omaso [11, 12].

O reticulo é o segundo compartimento estomacal, que consiste em uma
membrana que separa o rumen do omaso, ndo exercendo nenhuma fungdo na
digestao [11, 12].

O omaso ¢ a terceira divisdo do estdmago dos ruminantes, localizada entre o
barrete e o abomaso. No omaso ocorre a absorcdo do excesso de agua do bolo
alimentar, que é passado entdo para o utimo compartimento estomacal, 0 abomaso
[11,12].

O abomaso é a quarta camara do estdmago dos ruminantes, onde ocorre a
digestdo. E um saco alongado, com estrutura e fungdes comparaveis as do
estbmago de ndo-ruminantes. Apdés o término do processo de fermentagdo e
digestao das forragens realizados nestes trés compartimentos estomacais dos
ruminantes, o bolo alimentar é enviado para o intestino delgado e posteriormente ao

intestino grosso, completando a absor¢ao dos nutrientes pelos ruminates [11, 12].
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1.3 CARBOIDRATOS E DIGESTIBILIDADE

A composigdo, degradacao ruminal e digestdo intestinal de fragbes de
carboidrato estao divididas por carboidratos ndo estruturais, carboidratos estruturais,
além de outras espécies quimicas presentes. A TABELA 1.1 mostra estas divisdes
[7]. As fragbes A, By e parte de B, sdo consideradas carboidratos ndo estruturais,
além de outros elementos presentes. De acordo com o modelo adotado para definir
a composigdes das fracdes de carboidrato, a fragdo A consiste de carboidratos nao
estruturais, as fraces By e B, consistem de amido, pectinas, e glucanas, a fragcao Bs
consiste em fibra indisponivel, celulose e hemicelulose, e a fragdo C consiste em
lignina e fibra associada a lignina [13].

TABELA 1.1: Composicao, degradacao ruminal e digestao intestinal das fracdes de
carboidratos em forrageiras.

Degradabilidade Digestibilidade

Fragéo Composicéo Ruminal, %/hora Intestinal, %
A Carboidratos 99 a 100 <1
A, Acidos organicos 1a2 100
B, Amido 20 a 40 75
B. Fibra disponivel, pectina e glucanas 40 a 60 ID = 0%, IG = 100%
Bs Fibra indisponivel, celulose e hemicelulose 2a10 ID = 0%, IG = 100%
C Lignina, fibra associada a lignina 0 0

ID = Intestino Delgado, IG = Intestino Grosso.

Como podemos observar na TABELA 1.1, a degradacao dos carboidratos nao
estruturais, presentes na fragdo A € muito rapida, de 99 a 100 % por hora de
ruminagdo, sendo que, quase na sua totalidade € absorvida pelos microorganismos
presentes no rumem, ndo sendo entdo aproveitados nutritivamente para o animal [7,
8e 13].

A fracédo B, possui uma degradacao menor, 40 a 60 % por hora de ruminacgao,
com a absorcdo de 100% da fracdo ndo degradada pelo rumem no animal. Porém
esta fracdo contém pouco carboidrato estrutural, presente apenas a arabinose na
pectina. A arabinose se apresenta em pequenas quantidades nas plantas

forrageiras, representando uma contribuicdo minima na nutricado animal [7, 8 e 13].
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A fragdo Bs possui uma degradagdao minima no rumem de 2 a 10 % por hora
de ruminacao e uma absorcao de 100 % da fracdo nao degradada pelo rumem no
animal. Sendo esta fracdo da forrageira constituida na sua totalidade de celulose e
hemicelulose, que sdo constituidas principalmente dos carboidratos estruturais,
glicose, arabinose e xilose. A identificacdo e quantificacdo destes trés carboidratos é
de suma importancia para o conhecimento do valor nutricional de cada espécie de

forrageira [7, 8 e 13].

1.4 Espécies de forrageiras selecionadas para os estudos

A natureza e concentracao dos carboidratos estruturais da parede celular sao
0s principais determinantes da qualidade dos alimentos volumosos, especialmente
de forragens [7].

As forrageiras de clima tropical, em relagcdo as espécies de clima temperado,
sao caracterizadas por apresentarem baixos teores de carboidratos sollveis e pela
elevada proporcdo de parede celular, consequentemente, de carboidratos
estruturais. O elevado conteldo de parede celular das gramineas tropicais esta
associado a aspectos de natureza anatdbmica das espécies em razdao da alta
proporcao de tecido vascular caracteristico das plantas Cq4 [7].

Os niveis de carboidratos estruturais sdo bem mais elevados em gramineas
do que em leguminosas, e no caule em relacdao as folhas. Com o avancar da
maturidade, verificam-se aumentos nos teores de carboidratos estruturais e reducao
nos carboidratos de reserva, o que depende, em grande parte, das proporcdes de
caule e folhas. Isso se reflete na digestibilidade da forragem, que declina de maneira
especialmente mais drastica para as gramineas do que para as leguminosas [14].

Escolheu-se para este trabalho a analise de trés espécies de forregeiras
tropicais, Pennisetum purpureum com os cultivares (cv.) ando e pioneiro, conhecida
comercialmente como capim-elefante; Brachiaria decumbens e Brachiaria brizantha;
Panicum maximum cv. tanzania e massai, para se avaliar a concentragdo dos
carboidratos. Estas espécies foram selecionadas, pois possuem um elevado

potencial produtivo e nutritivo [15 - 20].
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O Pennisetum purpureum destaca-se pelo alto potencial de producdo de
forragem, bom valor nutritivo e facilidade de adaptacdo as condigdes climaticas
predominantes no Brasil [21 — 25].

A espécie Panicum maximum tem sido utilizada h& muito tempo no Brasil,
apresenta alto potencial de producao, boa adaptacdao a uma grande faixa de climas,
conta com varias cultivares, sendo que muitas ainda ndao sao suficientemente
conhecidas em sua fisiologia [26, 27].

As gramineas do género Brachiaria sao largamente utilizadas em pastagens
na América Tropical. E também o género mais usado no Brasil e que contribuiu

significativamente para a expansdo das areas de pastagens no Brasil Central [28]. E

uma forrageira de grande potencial, principalmente em periodo de seca [29].

FIGURA 1.4: Imagens das espécies selecionadas para o estudo: (A) Pennisetum
purpureum cv. pioneiro, (B) Pennisetum purpureum cv. ando, (C) Brachiaria
brizantha, (D) Brachiaria decumbens, (E) Panicum maximum cv. tanzania e (F)
Panicum maximum cv. massai.
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1.5 TECNICAS EMPREGADAS NA DETERMINAGCAO DOS CARBOIDRATOS

Na literatura sdo descritas varias técnicas para a identificacdo e quantificacao
de carboidratos em diferentes matrizes como a eletroquimica utilizando eletrodos
bioenzimaticos [30], analise por injecdo em fluxo com detector amperométrico e
reator enzimatico [31], eletroforese capilar com detector ultravioleta (UV/Vis) [32],
cromatografia a gas (CG) com detector de ionizacdo de chama apés derivatizagao
da amostra [33, 34], cromatografia a gas (CG) acoplada ao espectrémetro de massa
[35], cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com detector UV/Vis [36 — 38],
HPLC acoplada ao espectrdmetro de massa [39], HPLC com deteccéao por indice de
refracao [40, 41].

Dentre as técnicas aplicadas para a quantificacdo dos carboidratos em
forrageiras ou matrizes similares a cromatografia liquida de alta eficiéncia é a técnica
mais difundida.

Por ndo apresentarem grupos cromoforos e nem grupos fluoréforos, os
carboidratos ndo podem ser detectados diretamente por detectores fotométricos ou
fluorimétricos. Geralmente os métodos mais utilizados empregam detectores de
indice de refracao, apesar deste tipo de detector apresentar baixa sensibilidade e
ser incompativel com uso de gradientes de elui¢cdo da fase mével [42].

Estes fatores sdo importantes e limitantes quando se trata de analise de
amostras complexas e com baixos niveis de concentra¢do. Altas sensibilidades sao
atingidas pela marcacao dos analitos com grupos croméforos ou fluoréforos, através
das técnicas de derivatizacao pré-coluna ou pés-coluna em HPLC. As vantagens da
derivatizacdo pré-coluna sdo modificagdo ou remocdo da matriz da amostra e
enriquecimento seletivo dos derivados [42, 43].

O processo de extracao e quantificacdo dos carboidratos estruturais utilizando
detergente neutro € o mais usado. Este processo consiste na diferen¢a de peso dos
carboidratos sollUveis em detergente neutro, que sdo os nao estruturais, e a fibra
insolivel em detergente neutro [8]. Assim se obtém o valor dos carboidratos
estruturais totais, ndo conseguindo um valor mais preciso sobre a composi¢cao exata
dos mesmos.

O departamento de energia dos Estados Unidos da América, no ano de 2006,
padronizou uma metodologia de extracdo e determinac¢ao de carboidratos estruturais
em plantas, empregando o HPLC com detecgcédo por indice de refracdo, com um
tempo de andlise de 35 minutos para cada injecao no aparelho [44].
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No Brasil, apenas Brito e colaboradores [40], publicou um artigo, no qual
quantificou os carboidratos estruturais, glicose, arabinose e xilose, presente nas trés
fracbes da parede celular, celulose, hemicelulose e pectina, em amostras de
Brachiaria brizantha e Brachiaria humidicola. A técnica empregada pelos autores foi
HPLC com deteccéo por indice de refracao.

No contexto internacional, até a presente data, apenas trés trabalhos foram
publicados, quantificando os carboidratos estruturais, glicose, arabinose e xilose,
presente nas trés fracdes da parede celular, celulose, hemicelulose e pectina, porém
nenhum analisou forrageiras tropicais que sdo comumente cultivadas no Brasil.

Mandebvu e colaboradores [35] quantificou os trés carboidratos estruturais na
planta inteira (caule + folha) nas espécies Cynodon spp cv. Tifton 85 e Cynodon spp
cv. Coastal utilizando cromatografia a gas acoplada ao espectrébmetro de massa.

Dien e colaboradores [34] quantificou os carboidratos nas espécies Medicago
sativa L. (Alfalfa), Phalaris arundinacea L. (Reed canarygrass) e Panicum virgatum L.
(Switchgrass) utilizando cromatografia a gas com detector de ionizagdo de chama.
Casler e colaboradores [41], quantificou os carboidratos na espécie Bromus Inermis
cv. Less por HPLC com deteccao por indice de refragao.

No presente trabalho € proposto um método por HPLC com detec¢édo UV para
separacdo e quantificacdo dos carboidratos estruturais apos derivatizacao pré-
clouna de glicose, xilose e arabinose presentes nas trés fracées da parede celular,

celulose, hemicelulose e pectina, em amostras de forrageiras tropicais.

1.6 METODOS DE EXTRAGAO DOS CARBOIDRATOS

Amostras complexas, como as forrageiras, necessitam de tratamento prévio
para eliminar possiveis interferentes para a analise e também liberar da parede
celular, os analitos de interesse. Para a analise de carboidratos estruturais em
forrageiras utiliza-se normalmente extragdo com etanol e hidrélise acida.

O processo de extracao para carboidratos estruturais utilizado em matrizes de
forrageiras foi inicialmente proposto por Theander & Westerlund e colaboradores
[45] e posteriormente foi aperfeicoado por Hatfield e colaboradores [46] e por Brito e
colaboradores [40]. O procedimento consiste inicialmente na extragdo dos

carboidratos ndo estruturais, pigmentos e acidos organicos com etanol 80% (V/V),
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utilizando um banho de ultra-som para acelerar este processo. Posteriormente
submete-se o0 extrato sélido a uma hidrélise acida em autoclave, utilizando acido
sulfarico 12,00 mol.L™", onde ocorre & liberacdo da lignina da parede celular,
chamada lignina Klason e a hidrolise dos polimeros de celulose, hemicelulose e

pectina, tornando assim possivel a andlise dos carboidratos estruturais.

1.7 DERIVATIZACAO DOS CARBOIDRATOS

Como citado no item 1.5, a derivatizagdo dos carboidratos se faz necessaria
para a andlise em detectores fotométricos, devido auséncias de grupos croméforos
em sua estrutura. O processo de derivatizacao pode ocorrer pré-coluna, ou seja, no
preparo da amostra, antes de ser injetado no HPLC, ou por uma bobina de reacao
acoplada a coluna cromatografica. J& na derivatizagdo pds-coluna, uma bobina de
reacao contendo o agente derivatizante € acoplada entre a coluna cromatografica e
o detector, realizando a derivatizacdo dos analitos apds sua separagao [42, 43].

Varios agentes derivatizantes podem ser utilizados neste processo de
derivatizacdo pré-coluna, sendo os escolhidos para este trabalho os reagentes:
acido p-aminobenzdico (PABA), 2,4 dinitrofenilhidrazina (2,4 DNPhi).

O reagente 2,4 DNPhi permite a formacao do um croméforo com capacidade
de absorver radiacao na regiao do UV, sendo amplamente utilizada na derivatizacao
de aldeidos para a determinacdo em HPLC com deteccdo UV [47]. Até 0 momento
ndao ha descricdo na literatura para o uso deste reagente na derivatizacdo de
carboidratos para a andlise em HPLC com detec¢ao UV, sendo entdo neste trabalho
verificado a possibilidade da utilizagcdo do mesmo para a derivatizacdo dos analitos
em forrageiras. A FIGURA 1.5 apresenta a reagao entre 2,4-DNPhi e a glicose, para
a formagéo do seu derivado.
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FIGURA 1.5: Reacgéo de formagao do derivado de glicose com 2,4-DNPhi.

O reagente PABA também permite a formacado de grupos cromoéforos em
carboidratos e € amplamente utilizado para a analise de carboidratos com detectores
fotométricos [36 — 38, 42, 43]. A FIGURA 1.6 apresenta a reacao entre PABA e a
glicose, para a formagao do seu derivado.

HO HO CH;OH
NHz
0O o  HC—NH
0
OH ~OH 3
HO OH COOH

COOH
FIGURA 1.6: Reacgéo de formacgao do derivado de glicose com PABA.
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1.8 OBJETIVOS

Desenvolvimento e aplicacdo da metodologia analitica por cromatografia
liguida de alta eficiéncia com deteccao na regido do UV, para determinacao
simultdnea de glicose, arabinose e xilose, ap6s derivatizagcdo pré-coluna, em
amostras de forrageiras tropicais utilizadas na alimentagdo de ruminantes no Estado

de Minas Gerais.

1.8.1 Objetivos especificos:

1. Otimizar os parametros de separacdo e determinacdo simultdnea dos
carboidratos estruturais por cromatografia liquida de fase reversa (C-18) com
detecgao na regidao do UV.

2. Estudar as condigdes de reacdo para o processo de derivatizagcao dos
analitos utilizando cada um dos agentes derivatizantes: 2,4 DNPhi e PABA.

3. Otimizar as etapas de tratamento e extracdo das amostras de forrageiras
para analise por HPLC utilizando chapa de aquecimento e comparar os dados
obtidos com o método convencional empregando autoclave.

4. Aplicar a metodologia otimizada para determinagdo de xilose, arabinose e
glicose nas fracoes caule e folha de trés espécies de forrageiras tropicais.

5. Verificar do grau de correlagdo na concentragao dos carboidratos entre as
fracoes caule e folha das espécies e entre cada carboidrato em cada fragao

analisada.
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2 MATERIAL E METODO

2.1 REAGENTES

Acido p-aminobenzéico (PABA), cianoborohidreto de sédio e os padrdes de
glicose, arabinose, xilose foram adquiridos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO,
E.U.A.). Acetonitrila (ACN) grau HPLC, foi adquirida da J. T. Baker (Edo. Méx.,
México). Dimetilsulféxido (DMSO), hidroxido de sédio, alcool etilico, foram adquiridos
da Vetec (SP, Brasil). Agua deionizada produzida em um ultrapurificador (Milli-Q —
Quantum Ex) foi utilizada no preparo das solugdes.

2.2 OTIMIZACAO DA ANALISE POR HPLC

A metodologia de analise foi desenvolvida em um cromatoégrafo liquido de alta
eficiéncia (HPLC Agilent 1100 Series), equipado com o software Agilent
Chemistation LC Systems, empregando uma coluna de fase reversa C18 ZORBAX
ODS (150,0 x 4,6 mm, 5 ym), coluna de guarda ZORBAX ODS (12,5 x 4,6 mm, 5
pum), injetor manual com alga de amostragem de 20 uL e detector fotométrico UV-Vis
de multiplos comprimentos de ondas (MWD).

A identificacdo dos carboidratos foi realizada através da comparacdo dos
tempos de retencdo obtidos pela injecdo de solugdes padrdes individuais de cada
um dos carboidratos derivatizados, com os sinais obtidos para injecao das solugdes
padrdes mistura e das amostras em diferentes comprimentos de onda.

No processo de desenvolvimento da metodologia, alguns parametros
cromatograficos foram avaliados, como tempo de retencdo (ir), simetria (As),
resolucdo (Rs), seletividade e tempo de analise. E recomendado que o valor do fator
de simetria esteja compreendido entre 0,90 e 1,30 e a resolucéo ideal seja superior
a 2, evitando-se valores abaixo de 1 para picos de dificil separacao [48].

As solugbes padrdes dos carboidratos utilizadas nos estudos da otimizagéo da
analise por HPLC foram preparadas com agua deionizada e sua derivatizacdo com

PABA foi feita conforme descrita na literatura [42].
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2.2.1 Estudo da composicao da fase movel

Os estudos foram baseados nos trabalhos descritos na literatura [40, 42, 44,
49 - 52]. Os testes iniciais envolveram a otimizacao da separacao da glicose (Gli),
arabinose (Ara) e xilose (Xil) empregando uma fase mével (FM) composta por um ou
mais solventes organicos (solvente B) e por uma solugdo aquosa de &cido ou
tampao (solvente A). De acordo com os estudos relatados por MEYER e
colaboradores [42], a separacao dos derivados dos carboidratos obtidos com PABA
apresentaram menores valores de tempo de retengdo em baixos valores de pH.
Desta forma optamos em trabalhar na faixa de pH entre 2,00 e 4,00. Nesta faixa de
pH foram testados diferentes solventes orgéanicos (metanol, ACN, tetraidrofurano) e
solugbes de &cido fosférico com diferentes valores de pH dentro da faixa pré-
estabelecida.

2.2.1.1 Estudo da proporcao do solvente na composicao da fase mével

Utilizou-se um gradiente exploratério para cada condicao estudada (solvente
B/solvente A), eluindo-se uma mistura padrao dos carboidratos na concentracao de
0,32 mmol.L™" para glicose e xilose e 0,10 mmol.L™" para arabinose. As condicdes
combinagdes de solventes empregadas como fase moével neste estudo foram: a)
ACN/sol. HsPO4 pH=2,15; b) tetraidrofurano (THF)/sol. H3PO, pH=2,15 e ¢)
Metanol/sol. H3PO4pH=2,15.

Na eluicdo por fase reversa, o gradiente exploratério consiste na variagao
linear da proporgéao do solvente orgénico (B) em um determinado periodo de tempo.
Inicialmente partiu-se de um pequena propor¢ao do solvente B, 1%, até atingir 99%
em 60 min, atingindo-se a inversao das proporg¢des iniciais no final da injegéo.

A partir da melhor condicdo de separacdao observada em cada gradiente,
foram testadas condigdes isocraticas alterando a proporc¢ao do solvente organico até
encontrar-se uma melhor separacao dos compostos, principalmente dos picos de
arabinose e xilose, que eram de dificil separacéo.

A TABELA 2.1 apresenta as condigdes de fase moével testadas no estudo da

proporcao de fase mével.



34

TABELA 2.1: Condic6es de eluigao e solventes testados no estudo da proporgéao do
solvente.

Eluiciio Solvente | Propor¢do; Proporgéo ET(;r:aP"(;ge
¢ B/solvente A ! inicial (%) : final (%) (min)
. ..+ +Metanol/Sol. HsPO, ! )
| Sradiente Bxploratono - 1 pH215 | LA SAL DR
. s i Tetraidrofurano/ ! )
| Sradiente Bxploratorio -2 {sol PO, pH2151 M0 1 S DR
Gradiente Exploratorio - 3 Acetonitrila/ Sol. 1:99 99:1 60

H3PO, pH 2,15

2.2.1.2 Estudo do pH da fase mével

Como foi citado no item 2.2.1, a separacao dos derivados dos carboidratos
obtidos com PABA apresentaram menores valores de tempo de retengcdo em pH
mais baixos, entre 2,00 e 4,00. Assim para verificar a influéncia do pH na separacao
dos derivados dos carboidratos com PABA foram realizadas andlises para uma
mistura de solugdes padrdo dos carboidratos na concentragdo de 0,10 mmol.L™,
utilizando a FM composta da mistura ACN/sol. H3PO4 na proporcao de (1:99). A
solucdo de H3;PO, foi preparada variando o pH entre 2,15; 3,10 e 4,15. Para
condicao de pH testada foi analisada trés réplicas auténticas da solucado padrao
mistura dos carboidratos.

2.2.1.3 Estudo do comprimento de onda

O estudo do comprimento de onda foi realizado analisando no HPLC, trés
réplicas auténticas de uma mistura dos padrées de carboidratos derivatizados com
PABA, utilizando o procedimento de derivatizagdo como descrito na literatura [42],
na concentracdo 0,32 mmol.L™ para glicose e xilose e 0,10 mmol.L"" para arabinose.

A partir de trabalhos publicados na literatura, verificou que o comprimento de
onda de maior absorcédo para os compostos analisados estaria entre 300 e 310 nm
[42, 53]. Assim as solu¢des padrées dos carboidratos foram analisadas no HPLC
com o detector de multiplos comprimentos de onda, variando os canais de 5 em 5
nm para cada andlise. A faixa de comprimentos de onda avaliada neste estudo foi
de 265 a 345 nm.
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2.3 OTIMIZACAO DA EXTRAGCAO DA AMOSTRA

2.3.1 Estudo da extracdo da amostra

Neste trabalho, propomos otimizagdo da metodologia para extragdo dos
carboidratos estruturais adaptada a partir dos trabalhos anteriormente citados.

O procedimento adaptado para a extracdo dos carboidratos estruturais em
amostras de forrageiras tropicais, consiste inicialmente na extracdo de 1,00 g de
amostra em 75 mL de etanol 80% (v/v) em banho ultrassénico, por um periodo de
uma hora. A solucdo obtida, composta de carboidratos nao estruturais, pigmentos e
acidos organicos foi removida. Posteriormente o residuo sélido foi seco em estufa a
100° C, durante trés horas. Uma massa de 250,00 mg da amostra seca foi pesada e
adicionada 5,00 mL de 4cido sulfarico 12,00 mol.L' e levada ao banho
ultratermostatico na temperatura de 30° C, durante uma hora. Apds esse tempo, a
solugao foi diluida até obter a concentragéo de 1,20 mol.L™' de &cido sulfirico, sendo
em seguida colocada em chapa de aquecimento por uma hora, na temperatura de
100° C. Nesta etapa tem-se entdo a hidrélise dos polimeros de celulose,
hemicelulose e pectina, liberando os carboidratos estruturais. A solugéo final foi
filtrada e o residuo solido foi descartado. O pH da solucéo foi ajustado para 2,5, para
evitar danos a coluna cromatografica. Finalmente, o volume da solucao foi aferido
para 100,00 mL em balao volumétrico.

O esquema de representacdo da extracdo das amostras proposto esta
representado na FIGURA 2.1.
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FIGURA 2.1: Esquema de representagdao do procedimento de extragdo empregado
para carboidratos estruturais em amostras de forrageiras.
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2.3.1.1 Estudo comparativo entre extracdo com autoclave e chapa de aquecimento

Visando uma forma alternativa e de menor custo para a extracao, foi realizado
um estudo comparativo na etapa de extracdo dos carboidratos usando autoclave e
chapa de aquecimento, a fim de observar se era possivel a substituicdo da autoclave
pela chapa de aguecimento, obtendo-se resultados semelhantes ou mais eficientes,
além de serem reprodutiveis.

Para o estudo foi realizada a extragdo de duas réplicas auténticas de 250 mg
da amostra Cynodon dactylon, utilizando a autoclave a 120° C por uma hora e
também a extracdo de outras duas réplicas auténticas utilizando a chapa de
aquecimento em uma temperatura de 100°C por uma hora, o procedimento de
extragao utilizado foi o mesmo descrito no item anterior. Os carboidratos presentes
nas amostras foram derivatizados com PABA utilizando o procedimento descrito na
literatura [42]. Desta maneira foram obtidas trés réplicas auténticas das amostras
para cada extracdo utilizando a chapa de aquecimento e autoclave. As amostras
derivatizadas foram analisadas no HPLC e as concentracdes obtidas pelos dois

métodos de extracdo foram comparadas.

2.3.2 Estudo da derivatizagao dos carboidratos

A detecgado dos compostos foi obtida através da derivatizagdo pré-coluna com
detecgdo na regidao do UV. A fim de se obter uma maior sensibilidade do método, foi
realizado o estudo dos parametros do processo de derivatizagdo pré-coluna dos
carboidratos. Desta forma dois agentes derivatizantes foram avaliados: 2,4-DNPhi e
PABA. As condicbes de reacdo para o processo de derivatizacdo dos analitos
utilizando cada um dos agentes derivatizantes foram entao estudadas [42, 43].
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2.3.2.1 Derivatizagcado com 2,4-DNPhi

Os parametros utilizados foram adaptados de procedimentos descritos na
literatura para derivatizagado de aldeidos [47]. Inicialmente foi utilizada uma solugao
de 2,4-DNPhi na concentragéo final de 2,00 mmol.L™" diluida em uma mistura de
20% (V/V) de ACN, 1% (V/V) de HzPO4 e 79% (V/V) de agua deionizada. Apés aferir
o volume final da solugdo, a mistura foi levada por uma hora em ultra-som para
promover a solubilizagdo do reagente.

Os parametros avaliados no nosso estudo para a adaptacdo do processo de
derivatizagao pré-coluna foram a porcentagem do solvente organico empregado no
preparo da solucdo estoque de 2,4-DNPhi e a concentragdo da solugdo de 2,4-
DNPhi. Para otimizacdo destes parametros foi usado inicialmente solucao padrao
mistura dos trés carboidratos com a concentragéo de 10,0 mmol.L™', sendo todas as
analises realizadas apés a otimizacao das condi¢coes de separacao no HPLC, para
os carboidratos derivatizados com 2,4-DNPhi.

O processo de derivatizacdo nas amostras foi realizado transferindo uma
aliquota de 5,00 mL da solugcdo da amostra, extraida como descrita no item 2.3.1,
em um baldo volumétrico de 10 mL e completando o volume com solugédo de 2,4-
DNPhi. O baldo volumétrico foi levado ao banho ultra-sénico durante 20 minutos e
posteriormente a solugao foi filtrada e analisada no HPLC. Para a derivatizagédo da
solugcéo padrdo mistura dos carboidratos, 500 pL da solu¢do padréo foi transferido
para um baldo volumétrico de 5,00 mL e completado o volume com a solugao de
2,4-DNPhi. O baldo volumétrico também foi levado ao banho ultra-sénico durante 20
minutos e posteriormente a solugéo foi filtrada e analisada no HPLC.
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a) Estudo da proporcao de solvente organico na solucao de 2,4-DNPhi

No preparo da solucdo observou-se uma baixa solubilidade de 2,4-DNPhi
quando diluida em mistura de agua:ACN (80:20 V/V). A baixa solubilidade de 2,4-
DNPhi poderia causar problemas de entupimento na coluna cromatografica devido a
precipitacdo de material, apdés a injecdo das amostras no HPLC, ocasionando
aumento de pressdo. Assim foram preparadas oito solugbes de 2,4-DNPhi com
concentragao final de 2,00 mmol.L” variando-se a propor¢éo de ACN de 20% a 90%
(V/V) no volume final da solugdo. O tempo de ultra-som para todas as solugdes foi
de uma hora.

b) Estudo da concentragdo da solucao de 2,4-DNPhi

Para este estudo, foram preparadas seis solugcées de 2,4-DNPhi com
concentragdes variando de 0,20 a 1,70 mmol.L™', nas mesma condicdes citadas no
item 2.3.2.1. A composicao de ACN empregada no preparo das solugdes foi a que
apresentou o melhor resultado no estudo anterior. O processo de derivatizagdo para
cada uma das solucoes de 2,4-DNPhi com as diferentes concentragdes foi realizado
como descrito no item 2.3.2.1.

2.3.2.2 Derivatizagédo com PABA

Os parametros para a derivatizagdo com o PABA foram otimizados a partir
procedimentos previamente descritos na literatura [42]. Para tanto estudou-se a
concentracao do agente derivatizante (PABA), tempo de reacdo, temperatura de
reacao e periodo de estocagem da solucao derivatizada. Todas as analises foram

realizadas nas condi¢des otimizadas para o HPLC.
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a) Estudo concentracdo do PABA

No estudo da concentracdo do agente derivatizante (PABA), cada solucéao foi
preparada diluindo o PABA em uma solucdo DMSO/acido acético glacial na
proporcdo 70:30 (V/V). Foram preparadas solucdes variando a concentracdo em
0,02; 0,05; 0,07; 0,10; 0,20; 0,35 e 0,50 mol.L"". A derivatizacdo dos carboidratos
com cada um dos sete niveis de concentragdo PABA, foi procedida durante 15
minutos em um banho ultratermostatico na temperatura de 95°C. Para a realizacao
da derivatizacao, transferiu-se uma aliquota 600,00 puL de cada solu¢ao estoque dos
padrdes dos carboidratos (10,00 mmol.L") para sete recipientes distintos. Em cada
recipiente foi adicionado 1,50 mL de uma das solugbes de PABA e 30 mg de
cianoborohidreto de so6dio, que é o catalisador desta reacdo. Posteriormente a
solucdo foi transferida para um baldo volumétrico de 10,00 mL e o volume
completado com solugcdo aquosa de H3PO,4 pH 2,15, filtrada em filtro milipore 0,45
MM e armazenada sob refrigeracdo a 4°C. No total foram analisadas trés réplicas

auténticas para cada um dos sete niveis de concentracao estudados.

b) Estudo do tempo de reagao

No estudo do tempo de reacdo no processo de derivatizacdo, foram
preparadas nove solugdes de PABA como descrito no item anterior. A concentracao
de PABA utilizada no preparo das solugdes foi a otimizada no item 2.3.2.2 A. O
processo de derivatizagcdo das solugdes estoque dos carboidratos também foi o
mesmo descrito no item 2322 A. O tempo de derivatizacdo no banho
ultratermostatico para cada uma das nove solugbes preparadas foi diferente,
variando de 2, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 45, 60 minutos no banho. A temperatura do
banho foi mantida em 95°C. Também foram analisadas trés réplicas auténticas para
cada um dos nove diferentes tempos de derivatizacdo no banho.
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c) Estudo datemperatura de reacéo

Para estudo da temperatura de reacdo no processo de derivatizacao, foram
preparadas sete solugbes de PABA como descrito no item A. A concentragdo das
sete solucdes, assim como o tempo de reacao no banho ultratermostatico, foram as
otimizadas nos estudos anteriores. O processo de derivatizagdo das solugdes
estoque dos carboidratos também foi o mesmo descrito no item anterior. A
temperatura de derivatizagdo no banho ultratermostético para cada uma das sete
solugdes preparadas foi diferente, variando de 30°, 40°, 50°, 60°, 70°, 80° e 95° C.
Foram analisadas trés réplicas auténticas para cada um das sete diferentes
temperaturas de derivatizagdo no banho.

d) Estudo da estabilidade das amostras derivatizadas

A fim de verificar a estabilidade da amostra derivatizada armazenada por um
longo periodo de tempo, realizou-se a extracdo de 250 mg da amostra Cynodon
dactylon, cv Coast-cross, sendo que trés réplicas distintas da amostra extraida foram
derivatizadas com PABA com as melhores condi¢ées do processo de derivatizacao
encontradas nos trés estudos anteriores. Posteriormente as amostras foram
armazenadas sob refrigeracdo a 4° C. As analises das amostras no HPLC foram
realizadas em 2, 10, 15, 23, 58 dias apbés sua derivatizagdo e através da
comparacgao dos valores de concentragao obtidos para os carboidratos nas injecoes
destas amostras, foi verificando a estabilidade das solugbes ao longo do tempo.
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2.4 AVALIACAO DO METODO

A avaliagcdo do método otimizado foi feita através da andlise de alguns
parametros, dentre eles: seletividade; linearidade; limite de deteccao; limite de
quantificacao; repetitividade, reprodutibilidade e exatiddo do método. Os estudos
foram todos realizados com analise em réplica. A quantificagdo das amostras foi
realizada através do método da padronizagao externa.

2.4.1 Padronizacao externa

O método otimizado foi avaliado através da andlise de alguns parametros,
dentre eles: resposta linear, limite de deteccdo; limite de quantificacao;
repetitividade; seletividade e exatiddao (recuperacdo) do método. Todos estes

estudos foram realizados com trés repeticdes e branco da analise.

2.4.1.1 Estudo da resposta linear do método

Considera-se um método com resposta linear, que fornece dados diretamente
proporcionais a concentragdo do analito estudado, dentro de uma faixa de
concentracao [55].

Um coeficiente de correlacdo maior que 0,999 é considerado somente como
uma evidéncia de um ajuste ideal dos dados para a linha de regressao [55]. Desta
forma, a linearidade do método foi verificada também através dos graficos de andlise
de residuos e do fator de resposta [48, 55]. Foram preparadas solu¢des padroes
trabalho da mistura dos trés carboidratos nas concentragdes de 0,05; 0,10; 0,15;
0,20 e 0,30 mmol.L" para arabinose e 0,16; 0,32; 0,48; 0,64 e 0,80 mmol.L™ para
glicose e xilose, diluidas em &gua deionizada, a partir da solucdo padrédo
intermediaria 10 mmol.L" de cada carboidrato que também foi preparada em agua
deionizada. O processo de derivatizacdo dos carboidratos das solugdes das curvas
analiticas, como do branco da curva, foi 0 mesmo descrito no item 2.3.2.2 A da

derivatizacdo com PABA, nas melhores condicbes encontras neste estudo. Porém
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no branco da curva ndo houve a adicdo de solucao padrao dos carboidratos, apenas
0s outros reagentes foram adicionados. Trés réplicas autenticas para cada nivel de

concentracao e para o branco foram analisadas.

2.4.1.2 Curvas analiticas

As curvas analiticas foram construidas para cada analito. Para constru¢do da
curva analitica foram utilizados os niveis de concentracdo dentro da faixa de
linearidade do método e da faixa estimada para os niveis de concentragdo das
amostras 0,16; 0,32; 0,48; 0,64 e 0,80 mmol.L"" para glicose e xilose e 0,05; 0,10;
0,15; 0,20 e 0,30 mmol.L" para arabinose além do branco, sendo também
analisadas trés réplicas autenticas para cada nivel de concentracdo e branco da
curva.

O processo de preparo das solugcbes padrdes e derivatizagado, para cada nivel
de concentragdo das curvas analiticas, bem como para o branco, foi o mesmo

descrito no item anterior.

2.4.1.3 Limites de deteccao e quantificagdo do método e repetitividade

O limite de deteccdo do método (LD) representa a menor quantidade ou
concentracdo do analito na amostra que pode-ser distinguida de zero
confiavelmente. Alguns meétodos descritos na literatura para estabelecer o LD e
limite de quantificacdo (LQ) s&o baseados na analise de réplicas, com baixas
concentragbes, de solugdo padrdo, amostra, amostra fortificada ou com base na
regressao da curva analitica. Dentre os métodos citados o mais recomendado para a
validacdo do método, indica que o LD seja calculado como 3 vezes o desvio padrao
da analise de pelo menos seis amostras com baixa concentra¢do dos analitos [56].

O LQ representa a menor concentracdo da substancia em exame que pode
ser medida, utilizando um determinado procedimento experimental [55]. O seu valor
pode ser determinado como 10 vezes o desvio padrdo da andlise de pelo menos

seis amostras com baixa concentracao dos analitos.
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Ja a repetitividade envolve varias medicdes da mesma amostra, em diferentes
preparacdes e pode ser expressa através da estimativa do desvio padrao relativo
(DPR) obtidos para as analises [55].

Para se determinar a repetitividade e os limites de deteccao e quantificacao
do método, foi estimado o limite de deteccdo do cromatégrafo liquido analisando a
relacdo sinal ruido de um cromatograma obtido para uma amostra, Cynodon
dactylon, cv Coast-cross (folha e caule), extraida como descrito na FIGURA 2.1.
AplGs esta estimativa, extraiu sete réplicas auténticas de uma amostra com uma
massa menor de amostra (25,0 mg). A solucao final obtida desta amostra continha
uma concentragdo de glicose, arabinose e xilose correspondente a um sinal a
aproximadamente 10 vezes o limite de detecgédo estimado com a relagédo sinal/ruido
no HPLC. O processo de derivatizagao dos carboidratos nas amostras foi realizado
como descrito no item 2.3.2.2 A da derivatizagdo com PABA, nas melhores

condigbes encontradas neste estudo.

2.4.1.4 Seletividade do método

Para a andlise da seletividade do método, foram extraidas trés réplicas
auténticas da amostra Cynodon dactylon, (250,0 mg) conforme o procedimento
descrito no item 2.3.1. Os carboidratos estruturais foram derivatizados conforme o
procedimento descrito no item 2.3.2.2 A do processo de derivatizacdo com PABA,
nas condigdes otimizadas.

No processo de extragao dos carboidratos, na primeira etapa, onde se utiliza
etanol 80% (V/V), retira-se os carboidratos ndo estruturais da forragem, garantindo-
se que apenas o0s estruturais serdo analisados [40]. A seletividade é a capacidade
de um método de quantificar precisamente um analito na presencga de interferentes
[56]. Desta forma optou-se por quantificar glicose, arabinose e xilose nos
comprimentos de onda de 285 e 325 nm e comparar os resultados com os obtidos
no comprimento de onda de 305 nm, que foi o escolhido para a quantificagdo dos
carboidratos nas amostras. Nao havendo diferencas significativas entre as
concentragOes encontradas nos diferentes comprimentos de onda, podemos garantir

que os picos obtidos sdo exclusivamente dos compostos de interesse.
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2.4.1.5 Estudo de recuperacao das amostras fortificadas

A avaliacdo da exatiddo do método foi realizada através da recuperacado no
processo de extracdo da amostra Cynodon dactylon, amostra Cynodon dactylon
fortificada, branco e do branco fortificados com uma mistura padrdo dos
carboidratos.

Desta forma, foi realizada a extragdo da amostra conforme o procedimento
descrito no item 2.3.1, posteriormente a mesma fortificada com os trés carboidratos
em trés niveis de concentragao: 0,32; 0,48; 0,64 mmol.L™" para glicose e xilose; 0,10;
0,15; 0,20 mmol.L™! para arabinose. Os carboidratos estruturais foram derivatizados
conforme o procedimento descrito no item A do processo de derivatizagdo com
PABA, nas condicbes 6timas. Cada nivel de concentracao foi analisado trés réplicas
auténticas.

Foi avaliada também a recuperacao do branco da andlise, onde o processo de
extracdo descrito no item 2.3.1 foi executado sem a adicao da amostra, apenas o0s
outros substratos. Em sequéncia o branco foi fortificado com os trés carboidratos na
concentragdo de 0,48 mmol.L™" para glicose e xilose; 0,15 mmol.L" para arabinose,
sendo realizado a derivatizagcao conforme o procedimento descrito no item 2.3.2.2 A
do processo de derivatizacdo com PABA, nas condi¢cdes étimas em cinco réplicas

auténticas.

2.5 AMOSTRAS DE FORRAGEIRAS

As amostras de forrageiras foram semeadas no campo de experimental de
Coronel Pacheco, da Embrapa gado de leite, distrito de Juiz de Fora — MG, no
periodo de seca, compreendido nos meses de marco e abril, dos anos de 2005,
2008 e 2009. As amostras foram colhidas manualmente a cada 25 dias, com o
auxilio de cutelo. A partir da coleta as amostras foram secas em estufas de
ventilagao forgada a 55 °C por 72 horas, moidas em moinho tipo faca de 1,0 mm e
armazenadas em frascos de vidro para posterior andlise. As espécies analisadas
foram semeadas em trés ou quatro repeticbes da mesma espécie. Cada repeticao

foi semeada em diferentes regides do solo, porém as condi¢gdes de plantio foi a
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mesma para todas as repeticbes, como adubacdo e irrigagcdo, podendo haver

apenas a variacao na composicao do solo onde cada repeticao foi cultivada.

2.5.1 Classificagado das amostras

No total foram analisadas 34 amostras de forrageiras de trés espécies:
Panicum maximum cv. Tanzania, Panicum maximum cv. Massai, Pennisetum
purpureum cv. Pioneiro, Pennisetum purpureum cv. Ando, Brachiaria brizantha,
Brachiaria decumbens. As amostras foram classificadas e separadas em funcéo do
géreno, cultivar, fragéo (caule e folha), repeticédo (R1, R2, R3 e R4), (TABELA 2.1).

Para avaliagdo do método foi utilizada a amostra controle empregada no
Laboratério de Nutricdo Animal da Embrapa Gado de Leite, Cynodon dactylon, cv
Coast-cross (folha e caule), porque ndo € comercializado amostra de referéncia ou

material de referéncia para a andlise de carboidratos em forrageiras.



TABELA 2.2: Classificagdo das amostras de forrageira analisadas.

Amostra Fracdo | repeticio CODIGO
R1 PFM R1
Panicum maximum cv. Massai folha R2 PFM R2
R3 PFM R3
R1 PF R1
Panicum maximum cv. Tanzania folha R2 PF R2
R3 PF R3
R1 CEPF R1
folha R2 CEPF R2
R3 CEPF R3
Pennisetum purpureum cv. Pioneiro R4 CEPF R4
R1 CEPC R1
caule R2 CEPC R2
R3 CEPC R3
R4 CEPC R4
R1 CEAF R1
tolha R2 CEAF R2
R3 CEAF R3
Pennisetum purpureum cv. Anao R4 CEAF R4
' R1 CEAC Rf1
caule R2 CEAC R2
R3 CEAC R3
R4 CEAC R4
R1 BBF R1
folha R2 BBF R2
S R3 BBF R3
Brachiaria brizantha =¥ BBC R
caule R2 BBC R2
R3 BBC R3
R1 BDF R1
folha R2 BDF R2
. R3 BDF R3
Brachiaria Decumbens R1 BDC R1
caule R2 BDC R2
R3 BDC R3
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 ESTUDO DA COMPOSICAO DA FASE MOVEL E PROPORCAO DOS
SOLVENTES

Usando a melhor condicdo de separacdo de cada solvente observada no
gradiente exploratorio, foram realizadas elui¢gdes isocraticas, variando a proporgao
de cada solvente orgéanico até conseguir uma melhor separa¢gdo, com um menor
tempo de analise, principalmente para os picos de arabinose e xilose. Por serem
isbmeros espaciais, a separagao destes compostos foi mais dificil.

Na condicao estudada, onde a fase mével era composta de THF/sol. HsPO4
pH=2,15, os picos de arabinose e xilose coeluiram em todas as propor¢des
analisadas. Ja na fase mével com mistura Metanol/sol. HsPO4 pH=2,15 foi alcancada
a separacao dos trés carboidratos na propor¢ao (1:99), com um tempo de andlise de
40 minutos.

Posteriormente foi testada a FM com mistura ACN/sol. HsPO4 pH=2,15, na
qual se conseguiu a melhor separagdo dos trés carboidratos também com a
proporcao (1:99), com uma boa simetria (0,96 para Glicose; 0,91 para arabinose e
0,93 para xilose) e com uma resolucdo aceitavel (Rs=1,52) entre os picos de
arabinose e xilose que sao de dificil separacao, sendo que nesta condicao o tempo
de andlise foi de 15 minutos. O valor de Rs ideal e desejado em uma andlise
cromatografica é acima de 2, devendo-se evitar valores abaixo de 1 para picos de
dificil separacdo [48]. No entanto, valores de resolugdo superiores a 1,25 séo
suficientes para a quantificagéo [57].

A FM composta da mistura ACN/sol. HzPO4 pH=2,15 na proporgao (1:99 v/v)
foi entdo escolhida para a andlise dos carboidratos, porque apresentou bons
parametros cromatograficos. Além de um menor tempo de analise (15 min), quando
comparada com os resultados obtidos para a FM composta por Metanol/sol. HzPO4
pH=2,15 (1:99 v/v) na qual obteve-se um tempo de analise de 40 minutos.
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3.1.1 Estudo do pH da fase mével

A fim de se definir qual o melhor pH para andlise dos carboidratos, foi
realizado o estudo do pH da fase movel, utilizando solucbées de acido fosférico, com
pH: 2,15; 3,10 e 4,15; verificando em qual condicdo de pH seria obtida a melhor
separagao para os picos de arabinose e xilose em um menor tempo de analise.

Conforme pode ser observado na FIGURA 3.1, na solugdo de H3PO4 no pH
4,15 (FIGURA 3.1 - C), os picos dos trés carboidratos apresentaram uma grande
sobreposicdo em torno de 14 min. No pH 3,10 (FIGURA 3.1 - B) houve uma
separagao para a glicose, porém os picos referentes a arabinose e xilose ainda
apresentaram uma baixa resolucéo, além do tempo de anadlise de 25 minutos. Ja no
pH 2,15 (FIGURA 3.1 - A) da solucdo de H3PO4 consegui-se a separacao dos trés
compostos com um tempo total de andlise de 15 minutos, sendo entdo esta
condigdo escolhida para andlise. Como os resultados de separacao foram
satisfatérios com a solugdo de H3;PO,4 ndo foi necessario realizar os testes com a

solucéo tampéao fosfato.
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FIGURA 3.1: Cromatogramas obtidos para uma mistura de solugdes padrao de Gli,
Xil e Ara (0,10 mmol.L™") por eluigao isocratica com ACN/sol. HsPO4 pH = 2,15 (A),
pH = 3,10 (B) e pH = 4,15 (C); fluxo: 1,5mL.min""; deteccdo: 300 nm.
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3.1.2 Estudo do comprimento de onda

No estudo do comprimento de onda, a faixa de comprimento estudada variou
de 265 a 345 nm.

A FIGURA 3.2 apresenta os cromatogramas de alguns comprimentos de onda
estudados, no qual pode-se observar um ganho na sensibilidade do método para a
andlise de glicose, arabinose e xilose no comprimento de onda de 305 nm, neste
valor todos os analitos apresentaram um maior sinal. Em todos os comprimentos de
ondas analisados, também foi observada a auséncia de picos estranhos, ou seja,
picos além dos analitos, mostrando assim uma seletividade nos processos de
extracao e derivatizagao pré-coluna com PABA.

mAU

PABA Gli

300+

Xil

250

200+

150

100+

50

FIGURA 3.2: Cromatogramas da mistura padrdo dos trés carboidratos, na
concentracdo de 0,32 mmol.L™ para glicose e xilose e 0,10 mmol.L™" para arabinose.
FM: ACN/sol. HsPO4 pH=2,15 (1:99); fluxo: 1,5mL.min™"; deteccgdo : (A) 345, (B) 265,
(C) 325, (D) 285 e (E) 305 nm.
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3.1.3 Condigao otimizada para analise no cromatégrafo liquido de alta eficiéncia

A condicao final otimizada para a anadlise simultanea por HPLC de glicose,
xilose e arabinose com derivatizacao pré-coluna com PABA para detecgdo no UV
esta descrita na TABELA 3.1:

TABELA 3.1: Condicao otimizada para andlise de carboidratos estruturais por
HPLC.

Condigao estabelecida

Coluna Fase reversa, C18 ZORBAX ODS (150,0 x 4,6 mm, 5 ym)
Coluna de guarda ZORBAX ODS (12,5 x 4,6 mm, 5 ym)

Fase mével ACN/H;PO,pH=2,15 (1:99)

Fluxo da fase movel 1,5 mL.min"

Tempo total da andlise 15 minutos

Deteccado Comprimento de onda de 305 nm

Os parametros cromatograficos obtidos nas condicbes otimizadas e a
respectiva ordem de eluicao obtida para analise em HPLC com detecgéo no UV dos
trés analitos, apos derivatizagdo pré-coluna com PABA, estdo dispostos na TABELA
3.2.

TABELA 3.2: Parametros de separacao obtidos para analise da mistura padrdo de
glicose e xilose 0,32 mmol.L™! e arabinose 0,10 mmol.L™" por HPLC com detecc¢éo no
UV com derivatizagao pré-coluna com PABA, eluigéo isocrética, condi¢cdo otimizada.

ANALITO ret-:; ?:;g: ((:r?in) Resolucao Simetria tr,
PABA 5,46 - - -
Glicose 11,32 12,68 0,96 2,07
Arabinose 12,99 2,61 0,91 2,37
Xilose 13,83 1,52 0,93 2,53

Tempo de retengao relativo (tr,) = tr anaito/ tr pasa
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A condicdo otimizada de separacdo utilizando deteccao na regidao do UV,
apresentou resultados satisfatérios dos parametros cromatograficos (TABELA 3.2),
com um tempo de analise de 15 minutos. Este tempo de andlise foi menor do que a
metodologia padrao recomendada pelo departamento de energia dos Estados
Unidos da América [44], para analise de carboidratos estruturais em plantas que é
de 35 minutos com deteccao por indice de refracdo. Brito e colaboradores [40]
utilizou esta metodologia em seu trabalho para analisar os trés carboidratos em
amostras forragens na fracédo total dos carboidratos estruturais presentes na planta
(celulose, hemicelulose e pectina).

A FIGURA 3.3 mostra um cromatograma de uma mistura dos padrdes de
carboidratos na concentracdo de 0,32 mmol.L" para glicose e xilose e 0,10 mmol.L™
para arabinose nas condi¢gdes otimizadas de separacao.

Gli
mAU PABA
300 Xil
250/
200/
150
Ara

100

50/

0 o
0 2 4 8 8 10 12 14~ min

FIGURA 3.3: Cromatograma das condi¢des otimizadas para separacao da mistura
padrao dos trés carboidratos apds derivatizagcdo pré-coluna com PABA na
concentracdo de 0,32 mmol.L™ para glicose e xilose e 0,10 mmol.L™" para arabinose.
FM: ACN/sol. HsPO,4 pH=2,15 (1:99); fluxo: 1,5mL.min""; deteccdo: 305 nm.
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A vantagem deste método sobre os demais trabalhos citados no item 1.5, é
que foi possivel otimizar a separacdao dos compostos estudados utilizando um
eluicdo isocratica com deteccao UV, em menor tempo de andlise. Isso porque os
demais autores trabalharam com eluicdo isocratica com deteccdo por indice de
refracdo, com um tempo de andlise de 35 minutos [40, 43, 44], ou eluicdo por

gradiente com deteccao por florescéncia e tempo de analise de 30 minutos [45].

3.2 EXTRAGAO DA AMOSTRA

3.2.1 Estudo comparativo da extracdo usando autoclave e chapa de aguecimento

Os resultados obtidos nos estudo comparativo da extracao usando autoclave
que é o método padrdo, com a extragao utilizando chapa de aquecimento que foi o
método proposto no presente trabalho, estao descritos na TABELA 3.3.

Como podemos observar na TABELA 3.3 e FIGURA 3.4, a extracédo por chapa
de aquecimento foi mais eficiente para todos os carboidratos, sendo que para xilose
a extracdo por chapa de aquecimento foi significativamente melhor do que por
autoclave. Além do desvio padrao relativo para extragdo por chapa que variou de
0,3 a 2,1% ser menor do que para autoclave que variou de 0,7 a 4,9 %. Assim
podemos concluir que a extracdo por chapa de aquecimento pode substituir
satisfatoriamente a extragdo por autoclave, sendo de uma forma geral, mais
reprodutivel para todos os analitos e ainda mais eficiente para xilose. Outro fato
importante € que a chapa de aquecimento oferece menor custo e menor tempo de
analise, pois a utilizagdo da autoclave requer um tempo pré-utilizagcdo e poés-
utilizagdo muito grande.
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TABELA 3.3: Concentragdes médias (desvio padrao relativo percentual) de Glicose,
Arabinose e Xilose na amostra Cynodon dactylon, em mg.g” matéria seca de planta
tratada por autoclave e chapa de aquecimento.

Concentracdo em mg.g" matéria seca

_ Autoclave 120°C Chapa de aquecimento 100°C
Analito

Extracéo 1 Extracdo 2 Extracéo 1 Extracdo 2
Glicose 291,32 (1,4%) 290,22 (1,6%) 301,16 (0,4%) 300,29 (1,3%)
Arabinose 31,67 (0,7%) 31,41 (2,3%) 35,24 (2,1%) 35,20 (0,8%)
Xilose 102,16 (1,0%) 99,22 (4,9%) 153,21 (0,3%) 153,09 (0,9%)

Desvio padréo relativo (DPR) = (desvio padrdo /concentragao.msgia) X 100

350
300 -
o
> 250 +—
£ 0 Autoclave 1
'§« 200 o Autoclave 2
©
£ 150 1— @ Chapa 1
3 m Chapa 2
S 100 +—
(&}
50
0
Glicose Arabinose Xilose

FIGURA 3.4: Grafico das médias das concentracées de glicose, arabinose e xilose
obtidas para amostra Cynodon dactylon, em mg.g"' matéria seca de planta tratadas
com autoclave e chapa de aquecimento.
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3.2.2 Estudo da derivatizacéo dos carboidratos

3.2.2.1  Derivatizacao dos carboidratos com 2,4-DNPhi

Inicialmente verificou-se era possivel a derivatizagdo dos carboidratos com a
2,4-DNPhi, adaptando o procedimento descrito na literatura como descrito no item
2.3.2.1 [47]. Foram realizadas derivatizagbes, nas condicbes adaptadas, das
solugcbes padrdes mistura e individuais dos trés carboidratos na concentragéo de
10,00 mmol.L" e da amostra Cynodon dactylon.

A FIGURA 3.5 apresenta os cromatogramas obtidos para a analise da mistura
padrao dos trés analitos e amostra Cynodon dactylon, previamente derivatizados
com 2,4-DNPhi.
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FIGURA 3.5: Cromatogramas: (A) mistura padrdao dos trés carboidratos
derivatizados com 2,4-DNPhi, na concentracdo de 10,00 mmol.L"" (B) Amostra
Cynodon dactylon, derivatizada com 2,4-DNPhi. FM: ACN/THF/H3zPO4 pH=2,15
(7,5:10:82,5); fluxo: 1,5mL.min""; detecgao: 335 nm.

A concentragdo dos carboidratos de 10,00 mmol.L" analisada na mistura
padrao, em relacao a uma amostra de forrageira, € um valor superestimado, ou seja,
representa uma concentragcao bem acima dos valores reportados na literatura e que
supostamente seriam encontrados para as amostras de forrageiras, analisadas sob
estas condicdes. Como pode ser observado no cromatograma (A) da FIGURA 3.5, a
derivatizacdo com 2,4-DNPhi nao foi eficiente para a solugdo dos padrdes, pois 0
sinal encontrado foi muito baixo para os analitos (sinal <10 mAU).

O cromatograma (B) da FIGURA 3.5, apresenta a derivatizacdo feita na
amostra Cynodon dactylon, com 2,4-DNPhi, mostrando que o sinal dos carboidratos

na amostra também foi muito baixo (sinal < 1 mAU).
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Foi observada a formacao de um precipitado na solucédo 2,4-DNPhi depois
dela ser filtrada, e também apds o processo de derivatizacdo dos carboidratos.
Entao foi necessario a realizacao de um estudo para definir composi¢dao do solvente
utilizado no preparo da solugdo de 2,4-DNPhi e o estudo da concentracdo da
solucédo de 2,4-DNPhi. Buscou-se a melhor condigcdo necesséria para promover a
solubilizacdo completa do reagente e a derivatizacdo, evitando, no entanto, a
formacao de precipitados, principalmente dentro do sistema cromatografico.

A baixa sensibilidade do processo de derivatizacdo foi entdao atribuida, em
parte, a esta baixa solubilidade da 2,4-DNPhi. Desta maneira foram realizados
alguns estudos dos parametros de derivatizacdo pré-coluna para verificar a
possibilidade de aumentar a solubilidade da 2,4-DNPhi e assim aumentar o
rendimento da derivatizagcdo e consequentemente aumentar a sensibilidade para
quantificar glicose, arabinose e xilose nas amostras de forrageira através deste
processo. O tempo total para eluicdo dos analitos derivatizados com 2,4-DNPhi foi
de aproximadamente 25 minutos no HPLC.

a) Estudo da proporcao de solvente organico na solucao de 2,4-DNPhi

Nesta etapa foram analisados duas réplicas auténticas da solucdo de 2,4-
DNPhi na concentracdo de 2,00 mmol.L™" em diferentes proporcées de ACN (20 a
90%). As solucbes que apresentaram a solubilizacdo completa, sem a precipitacao
de material ap6s a filtragéo, foram as solugdes com 80 e 90 % (V/V) de ACN. Assim
optou-se pela utilizagdo da mistura agua/ACN de (20:80 V/V) para o preparo das
solugdes de 2,4-DNPhi, pois os resultados obtidos para as solu¢des preparadas com
a proporcao de ACN acima deste valor foram similares.

A FIGURA 3.6 apresenta os cromatogramas das solugbes padrdes dos
carboidratos derivatizados com 2,4-DNPhi, com ACN nas proporc¢des de 20% e 80%

em agua.
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FIGURA 3.6: Cromatogramas da mistura padrdo dos trés carboidratos na
concentragdo 10,00 mmol.L" derivatizados com solugdo 2,4-DNPhi, na
concentragdo de 2,00 mmol.L™' em agua/ACN nas proporcdes (A) (80:20 V/V), (B
(20:80 V/V). FM: ACN/THF/H3PO4 pH=2,15 (7,5:10:82,5); fluxo: 1,5mL.min"’

deteccdo: 335 nm.

)

Como pode ser observado na FIGURA 3.6, ocorreu um aumento na
sensibilidade tanto para glicose, como para xilose, mas ocorreu a formacao de duas
espécies para glicose e xilose. Este fato pode ser atribuido ao aumento da
proporcao de solvente organico (ACN) na solucao de 2,4-DNPhi, modificando assim
o pH da solucao e deslocando o equilibrio de formagdo da espécie derivatizada,

formando dois derivados para cada analito [9].
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b) Estudo da concentracdo da solucéao de 2,4-DNPhi

Foram preparadas solu¢des de 2,4-DNPhi em concentracdes que variaram de
0,20 a 1,70 mmol.L™", diluidas em ACN a 80% (V/V) em &gua. A duplicidade dos
picos de glicose e xilose persistiu em todos os niveis de concentracdes de 2,4-
DNPhi testados. Este comportamento foi observado tanto na solugdo padrdo
mistura, quanto nos padrées individuais, como pode-ser observado na FIGURA 3.7.
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FIGURA 3.7: Cromatogramas da mistura padrao de glicose, arabinose e xilose na
concentragdo 10,00 mmol.L" derivatizados com solugdo 2,4-DNPhi, na
concentragdo de (A) 0,20 mmol.L™" |, (B) 0,70 mmol.L™" e (C) 1,70 mmol.L"". FM:
ACN/THF/H3PO, pH=2,15 (7,5:10:82,5); fluxo: 1,5mL.min"', detecgdo: 335 nm.
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Até entdo os resultados obtidos com 2,4-DNPhi nao foram satisfatorios. A
sensibilidade obtida com este reagente nado foi suficiente para deteccdo e
quantificacdo dos carboidratos em amostras de forrageiras. Além disso, a formagao
de precipitados nas solucdes derivatizadas poderia causar algum tipo de dano ao
sistema cromatogréafico, como por exemplo, cristalizacdo e entupimentos na coluna
cromatografica, detector e demais compartimentos do HPLC.

3.2.2.2 Derivatizacédo dos carboidratos com PABA
a) Estudo da concentracao do agente derivatizante

Foram preparadas solugbes de PABA variando a concentragdo entre 0,02 a
0,50 mol.L™". A temperatura do banho ultratermostatico foi de 95° e o tempo de
reacdo para derivatizagcdo foi de 15 minutos. Os resultados obtidos sé&o
demonstrados na FIGURA 3.8, através do grafico das médias das areas obtidas

para os picos dos analitos em fung¢do da concentracao do PABA.
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FIGURA 3.8: Estudo da concentracdo de PABA - Média dos sinais obtidos para
andlise das solugdes padrao mistura de glicose, xilose e arabinose (0,60 mmol.L™)
em diferentes concentracbes de PABA, 15 min tempo de reacdo em banho
ultratermostatico a 95°C. Condi¢gdes do HPLC: FM: ACN/sol. HsPO4 pH=2,15 (1:99);
fluxo: 1,5mL.min""; detecgdo: 305 nm.
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E possivel verificar na FIGURA 3.8 que a concentracdo de PABA com o maior
ganho de sinal para todos os compostos estudados foi 0,10 mol.L™". A regido entre
0,10 e 0,20 mol.L™" apresentou um leve declinio no sinal obtido, tornando-se mais
acentuado em valores acima de 0,20 mol.L™, principalmente para xilose e arabinose.
Valores de concentragdo abaixo de 0,10 também apresentaram um declinio na
concentracdo, porém observa-se que pequenos incrementos da concentracao do
PABA resultaram em uma brusca variagdo do sinal obtido. Desta forma para garantir
uma maior eficiéncia do processo de derivatizagdo, adotou-se 0,12 mol.L”" como
concentracao de trabalho.

b) Estudo do tempo de reagéo

O tempo de reacdo no banho ultratermostatico foi estudado variando de 2 a
60 minutos, a concentracdo de PABA (0,12 mol.L™") foi o valor obtido no estudo
anterior e a temperatura de reagdo do banho foi 95° C. Os resultados obtidos neste
estudo estao representados na FIGURA 3.9. Observou-se que a temperatura onde
se obteve o maior sinal foi de 10 minutos, sendo esta adotada para o processo de
derivatizacao.
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FIGURA 3.9: Estudo do tempo de reagdo com PABA — Média dos sinais obtidos
para analise das solu¢cbes padrdao mistura de glicose, xilose e arabinose (0,60
mmol.L") em diferentes tempo de reacdo em banho ultratermostatico a 95°C e
solucdo 0,12 mol.L™" de PABA. Condicdes do HPLC: FM: ACN/sol. HsPO4 pH=2,15
(1:99); fluxo: 1,5mL.min""; detecgdo: 305 nm.
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c) Estudo da temperatura de reacéo

A temperatura do banho ultratermostatico, no processo de derivatizacao
variou 30 a 95°C neste estudo. A concentracdo de PABA (0,12 mol.L'™") e tempo de
reacao (10 min) foram os valores obtidos nos estudos citados anteriormente. Os
resultados obtidos neste estudo estao representados na FIGURA 3.10.
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FIGURA 3.10: Estudo da temperatura de reagdo - Média dos sinais obtidos para
andlise das solugdes padrao mistura de glicose, xilose e arabinose (0,60 mmol.L™)
em diferentes valores de temperatura em banho ultratermostético, solugdo 0,12
mol.L™" de PABA e tempo de reacdo de 10 min. Condigdes do HPLC: FM: ACN/sol.
HsPO4 pH=2,15 (1:99); fluxo: 1,5mL.min""; deteccdo: 305 nm.

Na FIGURA 3.10 pode-se observar que a glicose foi a espécie mais sensivel a
variagdo da temperatura € o maior sinal para os trés carboidratos foi obtido na
temperatura de 80°C, sendo este valor adotado no processo de derivatizacao.

Ap6s estes estudos, os parémetros finais otimizados para o processo de
derivatizacdo dos carboidratos estruturais estdo descritos na TABELA 3.4 e a
condicdo de derivatizagdo pré-coluna otimizada para amostra esta descrita na
FIGURA 3.11.
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TABELA 3.4: Parametros otimizados no estudo da derivatizagdo das amostras de
forrageira com PABA.

. Tempo de Temperatura de
Concentragdo PABA B _
Reacéo Reacéao

Parametros otimizados 0,12 mol.L™ 10 min 80°C

2,00 mL Solugdo de amostra

< 2,5 mL de PABA 0,120mol.L™"
v e 30,00 mg de NaBH;CN

Banho ultratermostatico por 10 min,
T =280°C

< Solugdo HsPO,, pH 2,15

A\ 4

Baldo volumétrico 10,00 mL

¥

Filtro membrana PTFE 0,45um

v

HPLC

FIGURA 3.11: Representacdo do esquema otimizado para o processo de
derivatizacao pré-coluna dos carboidratos estruturais, com PABA, extraidos das
amostras de forrageiras.

d) Estudo da estabilidade das amostras derivatizadas

O valores médios de concentragdes dos analitos obtidos para as analises das
amostras de Cynodon dactylon, ap6s o armazenamento sob refrigeracao de 4°C, no

periodo entre 2 e 58 dias estao descritos na TABELA 3.5.
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TABELA 3.5: Médias das concentracdes (mg.g”' matéria seca) de glicose, xilose e
arabinose obtidas para a amostra Cynodon dactylon, analisadas 2 a 58 dias apos
sua derivatizacao pré-coluna com PABA.

Concentracido em mg.g™"' matéria seca

Analito 2 dias 10 dias 15 dias 23 dias 58 dias Média DPR
Glicose 239,87 241,99 244,59 240,26 242,42 241,83 0,8%
Arabinose 36,11 35,24 34,13 35,06 35,93 35,30 2,0%
Xilose 197,74 188,16 186,18 188,81 196,37 191,45 2,7%

Desvio padrao relativo percentual (DPR) = (Sd/Conc.megia ) X 100

Pode-se verificar que na faixa de tempo estudada a variagdo da concentragcao
da amostra foi muito pequena. O desvio padrao relativo percentual obtido para os
cinco dias de andlise variou de 0,8 a 2,7%, mantendo-se em uma faixa aceitavel. A
solugdo da amostra mostrou-se entao estavel durante o periodo estudado, podendo
a amostra derivatizada ser armazenada sob refrigeracdo por pelo menos 58 dias
apos sua derivatizagao pré-coluna com PABA, sem alteracao significativa do sinal

dos trés carboidratos estruturais.

3.3 AVALIACAO DO METODO APLICANDO PADRONIZAGCAO EXTERNA

3.3.1 Resposta linear do método

Uma das formas de se avaliar a linearidade do método é através da andlise de
residuos, para tanto, foi obtida uma curva analitica para cada um dos trés
carboidratos em cinco niveis de concentragdo, incluindo o branco, nos seguintes
intervalos: 0,05 a 0,30 mmol.L™" para arabinose e 0,16 a 0,80 mmol.L™! para glicose
e xilose. O residuo para cada ponto da curva foi entdo determinado fazendo a
diferenca entre o sinal medido e o sinal calculado através da curva analitica, e entéo,
plotou-se os graficos dos residuos em funcdo da concentracdo dos analitos
(FIGURA 3.12). Observou-se que para todos os analitos, os pontos apresentaram
uma distribuicdo randémica, o que indica que as curvas de calibragdo sao lineares
na faixa estudada [48].
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FIGURA 3.12: Graficos dos residuos das curvas analiticas para glicose, arabinose e
xilose.

Alem da analise dos residuos, a linearidade do método também foi avaliada
através dos graficos dos fatores de resposta em fungédo da concentracao. O fator de
resposta foi calculado através da razdo entre o sinal obtido e a concentragdo
calculada para cada nivel de concentracdo da curva analitica. A média dos fatores
de resposta e os limites 95% e 105% de média foram calculados e representados
nos graficos. Assim a linearidade foi avaliada através dos fatores de resposta da
curva que devem estar compreendidos entre 95 % e 105% [48, 55]. Como é possivel
observar na FIGURA 3.13, a curva analitica é considerada linear para os trés
carboidratos na faixa de concentracdo estudada, pois todos os valores de fator de

resposta estao na faixa entre 95 e 105%.
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FIGURA 3.13: Gréficos do fator de resposta das curvas analiticas para glicose,
arabinose e xilose.

3.3.2 Curvas analiticas

As curvas analiticas foram preparadas em trés réplicas auténticas para cada
um dos cinco niveis de concentracdo dos padrées dos carboidratos, incluindo o
branco, nos seguintes intervalos de concentracdo: 0,05 a 0,30 mmol.L" para
arabinose e 0,16 a 0,80 mmol.L™ para glicose e xilose.

Como critério de avaliagdo, as curvas analiticas devem apresentar
coeficientes de correlacdo (%) > 0,999. Os coeficientes de correlagdo para os trés
analitos variaram de 0,99916 (Glicose) a 0,99964 (Arabinose). A FIGURA 3.14
mostra as curvas analiticas obtidas para glicose, xilose e arabinose conforme sua

ordem de eluicdo no HPLC.
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FIGURA 3.14: Curvas analiticas obtidas (n=3) para glicose, xilose e arabinose por

eluicdo isocratica em coluna C-18, com ACN/sol. H3PO4 pH=2.15 (1:99), fluxo 1,5
mL.min", detecgao 305 nm.

3.3.3 Limites de deteccédo e quantificagdo do método e repetitividade

Foi estimado o limite de detecgdo do cromatografo liquido analisando a
relacdo sinal ruido de um cromatograma de uma amostra, encontrando os seguintes
valores: 3,05 x 10* mmol.L™! para glicose, 3,07 x 10* mmol.L" para arabinose e 2,97
x 10* mmol.L" para xilose. Assim foram preparadas sete réplicas auténticas da
amostra Cynodon dactylon, (25,0 mg) contendo uma concentracdo final de
aproximadamente dez vezes maior que o limite de deteccdo estimado para o
equipamento.

Os valores de LD e LQ do método proposto foram calculados a partir do
desvio padrao obtido para a andlise das sete réplicas da amostra (Equacao 01 e 02),

considerando um intervalo de confiangca de 99%. Os valores encontrados estao
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dispostos na TABELA 3.6. A FIGURA 3.15 apresenta um cromatograma da analise
de uma destas amostras.

LD =t g9 x Sd Equacao 01

LQ=10x Sd Equacéao 02

Sendo: Sd = desvio padrao
t 999, = 3,707 (99% de confiabilidade e n-1 grau de liberdade)

TABELA 3.6: Limites de deteccao e quantificacdo do método estabelecidos através
da analise (n = 7) de 25,0 mg da amostra Cynodon dactylon.

Concentracdo (mmol.L™)

Analito LD LQ DPR (%)

Glicose 3,7x 10" 9,0 x 107 3
Arabinose 1,1 x 10 3,0x 10™ 5

Xilose 3,2x 10™ 8,6 x 10™ 3

LD = limite de detecgao do método
LQ = limite de quantificagdo do método
DPR = desvio padrao relativo percentual

Os resultados referentes a repetitividade foram satisfatorios considerando-se
as etapas de tratamento da amostra, bem como suas caracteristicas tais como o
tamanho da particula [44]. Os valores de desvio padrao relativo (n=7) encontrados
para as repeticbes das analises da amostra de C. dactylon foram menores que 5%.
Os valores encontrados estdo em conformidade com os valores reportados na
literatura que considera aceitavel uma variacao de até 10% para este tipo de matriz
[58].
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FIGURA 3.15: Cromatograma obtido para andlise da amostra Cynodon dactylon
(25,0 mg) para determinacdo do LD e LQ e avaliagdo da repetitividade do método.
Eluicédo isocratica em coluna C-18, com ACN/sol. H3PO4 pH=2.15 (1:99), fluxo 1,5
mL.min", deteccéo 305 nm.

3.3.4 Seletividade

Trés réplicas auténticas da amostra Cynodon dactylon, (250,0 mg) foram
extraidas e os carboidratos, glicose, arabinose e xilose foram quantificados
simultaneamente em trés comprimentos de onda diferentes (285, 305 e 325 nm).
Calculou-se a média das concentragdes para cada comprimento de onda e para
comparacao dos valores de concentragbes calculados nos trés comprimentos de
onda, aplicou-se o teste t entre as concentragdes encontradas em 285 nm e 305 nm
e entre 325 nm e 305 nm (TABELA 3.7).

TABELA 3.7: Concentragdes de glicose, arabinose e xilose na amostra Cynodon
dactylon, (250,0 mg) em diferentes comprimentos de onda.

Concentragdo em m%f matéria seca
Analito Glicose Arabinose Xilose

Comprimento de  yer. 0 305nm 325nm 285nm  305nm  325nm  285nm 305nm 325nm

onda
Réplica 1 218,58 218,18 219,73 33,66 33.92 35,31 158,84 154,74 159,01
Réplica 2 217,51 217,87 219,72 33,54 34,09 35,44 154,97 154,13 159,18
Réplica 3 218,97 219,93 222,62 34,65 3551 36,45 158,58 160,25 161,49
Média 218,35 218,66 220,69 33,95 34,51 35,74 157,46 156,37 159,89
DPR 0,3 0,5 0,7 1,8 25 1,7 1,4 2,4 0,9
to85/305 0,664 - - 1,564 - - 0,729 - -
taos/305 - - 2,818 - - 3,490 - - 1,983

DPR = (Sd/Conc.megia) X 100
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Verificou-se que para todos os casos a 95% de confianca, 0 t caiculado fOi menor
que 0 t tabelado (4,303), concluindo que ndo ha diferencas significativas entre os
valores encontrados, 0 que mostra que os carboidratos podem ser quantificados
sem interferéncia de outros compostos. A FIGURA 3.16 apresenta os
cromatogramas da amostra nos trés comprimentos de onda, onde é possivel
observar que nao ha sinal de outros compostos que possam ter sido co-extraidos ou
derivatizados, mostrando interferéncia minima na quantificagdo da glicose,

arabinose e xilose nos comprimentos de onda analisados.
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FIGURA 3.16: Cromatogramas da amostra Cynodon dactylon, cv Coast-cross nos
comprimentos de onda: a) 285nm, b) 305nm, c) 325nm. FM: ACN/sol. H3zPO4
pH=2,05 (1:99), fluxo:1,5 mL.min"".
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3.3.5 Estudo de recuperacao das amostras fortificadas

As TABELAS 3.8 e 3.9 mostram os resultados obtidos no estudo da
recuperacao (n= 3) da amostra Cynodon dactylon, cv Coast-cross (250 mg)
fortificadas em trés niveis de concentracdo com trés réplicas auténticas para cada
nivel e o branco fortificado com um nivel de concentragdo sendo analisadas cinco

réplicas auténticas (n=5) respectivamente.

TABELA 3.8: Percentual de recuperacao (DPR) ao fortificar 250,0 mg da amostra
Cynodon dactylon, com mistura padrdo dos carboidratos em trés niveis de
concent:agéo (glicose e xilose: 0,32; 0,48; 0,64 mmol.L™" e arabinose 0,10; 0,15; 0,20
mmol.L™).

Niveis de . _
. o 4 Percentual médio de recuperacao, %
Analito Fortificacao, mmol.L
(DPR, %)
(n=3)
0,32 93 (0,7)
Gli 0,48 94 (1)
0,64 92 (3)
0,10 84 (1)
Ara 0,15 83 (3)
0,20 82 (4)
0,32 72 (0,9)
Xil 0,48 72 (0,7)
0,64 74 (4)

DPR = (Sd/ConC.megia) X 100

TABELA 3.9: Percentual de recuperacédo (DPR) do branco fortificado com mistura
padrao de glicose, xilose e arabinose em um nivel de concentragéo.

, Niveis de o B
Analito o 4 Percentual médio de recuperagéo (%)
Fortificacdo, mmol.L
Gli 0,48 102 (0,9)
Ara 0,15 104 (1)
Xil 0,48 102(2)

DPR = (Sd/Conc.megia ) X 100
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O percentual de recuperacao das amostras fortificadas variou de: 92 a 94%
para glicose, 82 a 84% para arabinose e 72 a 74% para xilose, com desvio padrao
relativo na faixa de 0,4 a 4% para todos os compostos. A faixa de recuperacao do
branco fortificado foi de 102 a 104 %, sendo os valores de desvio padrdao menores
ou iguais a 2 %. Os resultados obtidos estdo dentro da faixa aceitavel que € de 70 a
120% para recuperacao e um DPR de até 20%, devido a grande manipulagcao e o

namero de etapas que envolvem a extragdo das amostras.

3.4 DETERMINAGAO DE GLICOSE, ARABINOSE E XILOSE NAS AMOSTRAS
DE FORRAGEIRAS

Os resultados dos estudos aplicando padronizagdo externa foram
satisfatérios, assim, utilizou-se esta técnica para a quantificacdo dos carboidratos
nas amostras de forrageiras.

As TABELAS 3.10 (repeticdes R1), 3.11 (repeticoes R2), 3.12 (repeticbes R3)
e 3.13 (repeticbes R4), apresentam as médias das concentracdes nas fragdes de
caule e folha, dos carboidratos estruturais glicose, arabinose e xilose, e seus
respectivos desvios padrbes relativos, obtidas por analise em duplicata das
amostras de trés espécies de forrageiras.

A concentragdo expressa em mg.g” de matéria seca foi calculada em fungao
da massa pesada das amostras para extracao que foi de 250 mg. As concentragdes
dos carboidratos nas amostras de forrageiras analisadas apresentaram resultados
acima do limite de quantificacao do método e dentro da faixa linear estudada.

As repeticbes, R1, R2, R3, e R4, sdo de uma mesma amostra de forrageira,
plantadas com as mesmas condigcdes de adubacao e irrigacdo, além de serem
colhidas com a mesma idade de corte, diferenciando apenas a regidao do solo
plantada. Cada uma das repeticbes foi plantada em blocos de solo diferentes,
podendo haver variagdo na composicdo do solo onde cada repeticao foi cultivada.
Esta diferenca pode influenciar as concentragdes dos carboidratos presentes na
mesma espécie de forragem. Este experimento tem como finalidade reproduzir as

condicdes de producao de forrageiras em pastos.
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Foram construidos graficos com as concentracées médias (n=2) de glicose,
arabinose e xilose nas quatro repeticbes, para as fragdes caule e folha, do
Pennisetum purpureum cv. ando e pioneiro, e nas trés repeticdes, para a fracao
folha, do Panicum maximum cv. tanzania e massai (FIGURA 3.17) e nas trés
repeticdes, para as fragdes caule e folha, de Brachiaria brizantha e Brachiaria
decumbens (FIGURA 3.18).



TABELA 3.10: Concentragdes médias (n=2) e intervalo de confianca (o = 0,05), expressos em mg.g" matéria seca, de glicose,
arabinose e xilose encontrados na repeticdo R1 das amostras Panicum maximum cv. tanzania, Panicum maximum cv. massai,
Pennisetum purpureum cv. ando, Pennisetum purpureum cv. pioneiro, Brachiaria brizantha, Brachiaria decumbens.

Concentracdo (mg.g™' matéria seca)

Amostra ' Fragao | .
i . Glicose | DPR | Arabinose | DPR | Xilose | DPR
Panicum maximum cv. Tanzénia Folha 94,64 2,1 14,77 2,7 71,78 2,4
Panicum maximum cv. Massai Folha 84,10 0,1 20,53 0,5 120,47 0,9
Folha 31,98 4,6 15,22 2,5 61,98 2,1
Pennisetum purpureum Cv. ANG0  f----------=marmmmmr oo oo oo
Caule 165,66 1,0 22,45 4,7 96,67 4,8
Folha 153,97 1,0 26,23 1,0 116,05 0,6
Pennisetum purpureum cv. Pioneiro ffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffff
i Caule 147,02 0,4 18,71 2,1 95,51 1,1
Folha 101,78 4,7 14,26 4,3 64,70 4,6
Brachiaria brizantha -
Caule 118,88 3,1 13,21 2,0 75,69 4,6
Folha 67,25 1,9 12,28 2,9 48,13 4,4
Brachiaria decumbens oA
Caule 84,72 0,8 6,28 2.6 42,66 1,6

DPR = desvio padréo relativo percentual



TABELA 3.11: Concentragdes médias (n=2) e intervalo de confianca (o = 0,05), expressos em mg.g” matéria seca, de glicose,
arabinose e xilose encontrados na repeticao R2 das amostras Panicum maximum cv. tanzania, Panicum maximum cv. massai,
Pennisetum purpureum cv. ando, Pennisetum purpureum cv. pioneiro, Brachiaria brizantha, Brachiaria decumbens.

Concentracdo (mg.g™ matéria seca)

Amostra | Fracao | ‘ :
i . Glicose | DPR | Arabinose | DPR | Xilose | DPR
Panicum maximum cv. Tanzéania Folha 168,06 16 22,28 1,8 100,38 4,4
Panicum maximum cv. Massai Folha 177,39 0,2 30,95 0,3 176,04 1,0
Folha 68,46 1,7 15,78 1,3 61,86 3.6
Pennisetum purpureum CV. ANA0  ---------m=-mdsmm oo

——————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————

Pennisetum purpureum cv. PiON@IrQ f--------==--dsommmmsmmmoodeee oo ooo e ooooe oo oo
Caule | 138,10 | 2, 16,29 3,4 88,60 1,2
Folha @ 141,60 : 0,9 18,87 4,8 94,30 2,3
Brachiaria brizantha =~ rroorrrmerd oo
Caule | 159,46 | 2,4 15,34 4, | 107,20 | 2,
Folha : 55,17 5,1 11,68 4, 44,26 2,9
Brachiaria decumbens =~ rrrrrrrrrooesoso oo s s s s s oo
Caule | 79,32 3,3 8,29 4,1 45,90 3.6

DPR = desvio padréo relativo percentual



TABELA 3.12: Concentragdes médias (n=2) e intervalo de confianca (o = 0,05), expressos em mg.g” matéria seca, de glicose,
arabinose e xilose encontrados na repeticao 3 (R3) das amostras Panicum maximum cv. tanzania, Panicum maximum cv. massai,
Pennisetum purpureum cv. ando, Pennisetum purpureum cv. pioneiro, Brachiaria brizantha, Brachiaria decumbens.

Concentracdo (mg.g™ matéria seca)

Amostra | Fracao | . ‘ .
i . Glicose | DPR | Arabinose | DPR | Xilose | DPR
Panicum maximum cv. Tanzéania Folha 96,43 4,9 15,28 0,9 74,44 1,4
Panicum maximum cv. Massai Folha 85,73 5,0 24,35 3,2 126,48 3,6
Folha 77,51 1,0 16,72 4,4 70,29 0,2
Pennisetum purpureum CV. ANA0  ---------m=-mdsmm oo

——————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————

Folha | 92,57 4, 18,41 4, 73,29 | 0,8
Pennisetum purpureum cv. PiON@IrQ f--------==--dsommmmsmmmoodeee oo ooo e ooooe oo oo
Caule | 151,77 | 24 17,94 1,1 97,12 1,1
Folha : 102,37 : 4, 16,87 5,1 80,78 3.8
Brachiaria brizantha =~ Fooeeereeeeee oo
Caule | 188,38 | 3,2 17,84 05 ' 119,63 | 3,0
Folha : 78,71 5,0 15,36 0,8 | 64,90 2,6
Brachiaria decumbens =~ rrrrrrrrrooesoso oo s s s s s oo

DPR = desvio padréo relativo percentual



TABELA 3.13: Concentragdes médias (n=2) e intervalo de confianca (o = 0,05), expressos em mg.g” matéria seca, de glicose,
arabinose e xilose encontrados na repeticdo R4 das amostras Pennisetum purpureum cv. ando, Pennisetum purpureum cv.
pioneiro.

Concentracdo (mg.g™ matéria seca)

Amostra Fracao ‘ : , : ,
| . Glicose | DPR ;| Arabinose | DPR : Xilose : DPR
Folha | 8169 | 25 | 1952 | 25 | 77,14 | 1,
Pennisetum purpureum cv. AN&0  f-----------mobooooooee oo e R S
Caule 93,14 4,5 15,16 4, 62,90 | 2,4
Folha 108,55 0,1 21,40 2,7 | 92,63 1,1
Pennisetum purpureum cv. Pioneiro  ;-----------oopeooooooooooeees S e R A
Caule | 13527 | 4, | 1898 | 2,4 | 9885 | 14

DPR = desvio padrao relativo percentual
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FIGURA 3.17: Concentragdes médias (n=2) de glicose, arabinose e xilose encontrados nas quatro repeticdes de caule e folha nas
amostras de Pennisetum purpureum cv. anao, Pennisetum purpureum cv. pioneiro, € nas trés repeticdes de caule e folha nas
amostras de Panicum maximum cv. tanzania, Panicum maximum cv. massai.



Brachiaria Brizantha (Folha) Brachiaria Decumbens (Folha)
90
=80
=70
=
mGlcose EB B Glicose
. =50 .
8 Arabinose N 0 1 Arabinose
0 Xlose 230 0Xlose
=2
a0
0
R1 R2 R3
Brachiaria Brizantha (Caule) Brachiaria Decumbens (Caule)
DGlicose o Glicose
@ Arabinose B Arabinose
0 Xlose 0 Xlose

FIGURA 3.18: Concentragdes médias (n=2) de glicose, arabinose e xilose encontrados nas trés repeticées de caule e folha nas
amostras de Brachiaria brizantha e Brachiaria decumbens.
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3.4.1 Anélise das amostras

As amostras apresentaram concentragdes expressas em mg.g" matéria seca
variando de 31,98 a 188,38 para glicose; 6,28 a 30,95 para arabinose e 42,66 a
176,04 para a xilose e desvio padrao relativo variando de 0,1 a 5, % como pode-ser
observado nas TABELAS 3.10, 3.11, 3.12 e 3.13. Esta variacao do DPR é aceitavel
devido ao grande numero de etapas de manipulacdo no tratamento das amostras e

da variabilidade no tamanho de particula.

3.4.1.1 Pennisetum purpureum cv. Anao

Nas amostras de Pennisetum purpureum cv. andao (n=16), comumente
conhecido como capim elefante, as concentracdes variaram em mg.g” de matéria
seca de 31,98 a 81,69 para glicose, 15,22 a 19,52 para arabinose e 61,86 a 77,14
para xilose na fracdo folha. Na fragdo caule as concentragdes variaram em mg.g” de
matéria seca de 93,14 a 166,01 para glicose, 15,16 a 25,03 para arabinose e 62,90
a 98,26 para xilose (TABELAS 3.10, 3.11, 3.12, 3.13 e FIGURA 3.17).

As concentracdes obtidas para cada repeticao foram comparadas através do
teste t (a = 0,05) e verificou-se que a variacdo na concentragao entre as repeticoes
foi significativamente diferente, tanto para fracdo caule como para folha, apesar de
nao ter sido dado nenhum tratamento diferenciado para as repeticbes. Com os
resultados obtidos, pode-se observar a possibilidade da sensibilidade nesta espécie
de forrageira em relagcdo a variagdo na composi¢cao do solo no qual cada repeticéo
foi cultivada, variando as concentragdes dos carboidratos estruturais presentes de
forma significativa.

Foram realizadas as andlises de correlagao (o= 0,05), entre as concentracoes
de glicose, arabinose e xilose entre as fracbes caule e folha da planta, e ndo foi
encontrada nenhuma correlagao significativa entre os dados obtidos.

Nao foi encontrada correlacao significativa (a= 0,05) entre as concentracdes
de glicose e xilose na fragédo folha. Porém na fracao caule foi obtida uma correlagao
positiva entre os dados. Esta correlacdo positiva corresponde uma relagao

diretamente proporcional dos dados.
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Na anadlise da correlacdo entre as concentracées de xilose e arabinose (a =
0,05), foi encontrada uma correlagcdo positiva dos dados nas duas fracbes
analisadas, caule e folha.

Ja na andlise das correlagcbes (a = 0,05) entre as concentracdes de glicose e
arabinose, nas fracées caule e folha, ndo foram encontrados correlagbes dos
resultados neste intervalo de confiabilidade analisado.

3.4.1.2 Pennisetum purpureum cv. Pioneiro

As amostras de Pennisetum purpureum cv. pioneiro (n=16), apresentaram
concentragdées que variaram em mg.g"' de matéria seca de 92,57 a 153,97 para
glicose, 18,41 a 26,23 para arabinose e 73,29 a 116,05 para xilose na fracao folha.
Ja na fragdo caule as concentragdes variaram em mg.g”' de matéria seca de 138,10
a 155,27 para glicose, 16,286 a 18,98 para arabinose e 88,60 a 98,85 para xilose
(TABELAS 3.10, 3.11, 3.12, 3.13 e FIGURA 3.17).

Também foi realizado o teste t (a = 0,05) entre as concentracbes dos
carboidratos encontradas em cada repeticdo, e verificou-se que a variagcdo de
concentracdo encontrada entre as repeticdes € significativamente diferente, tanto
para fracdo caule como para folha. Assim como no cv. ando, O cv. pioneiro
apresentou sensibilidade nas concentracées dos carboidratos a composi¢ao do solo
onde cada repeticao foi plantada.

Nos estudos de correlagcdo realizados (a= 0,05), nas concentragbes de
glicose, arabinose e xilose das fracées caule e folha da planta, ndo foi encontrado
correlagao significativa para o nivel de confiabilidade avaliado.

A correlagdo (a = 0,05) entre as concentracoes de glicose e xilose foi
significativa e positiva para as duas fragées, caule e folha, mostrando uma relacao
entre os dados no intervalo de confiabilidade analisado.

Na anadlise da correlacdo entre as concentracées de xilose e arabinose (a =
0,05), também foi encontrada uma correlagdo positiva dos dados nas duas fracoes
analisadas, caule e folha.

Entre as concentracdes de glicose e arabinose foi encontrada uma correlacéao

positiva e significativa (a = 0,05) entre os valores obtidos para a fracdo folha.
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Nenhuma correlagdo significativa foi encontrada para a fracdo caule entre as

concentracdes de glicose e arabinose neste nivel de confiabilidade.

3.4.1.3 Brachiaria brizantha

As amostras de Brachiaria brizantha (n=12), apresentaram concentracdes que
variaram em mg.g"' de matéria seca de 101,78 a 141,60 para glicose, 14,26 a 18,87
para arabinose e 64,70 a 94,30 para xilose na fracédo folha. Ja na fragcdo caule as
concentragdes variaram em mg.g” de matéria seca de 118,88 a 188,38 para glicose,
13,20 a 17,84 para arabinose e 75,69 a 119,63 para xilose (TABELAS 3.10, 3.11,
3.12 e FIGURA 3.18).

O teste t (a = 0,05) entre as concentragbes dos carboidratos encontradas em
cada repeticao verificou-se que a variagdo de concentracdo encontrada entre as
repeticdes é significativamente diferente, tanto para fracdo caule como para folha.
Possivelmente esta espécie também apresenta sensibilidade nas concentracdes dos
carboidratos em funcéo da composicao do solo onde cada repeticao foi plantada.

Os estudos de correlagao realizados (a= 0,05), nas concentragdes de glicose,
arabinose e xilose entre as fracbes caule e folha da planta, ndo encontraram
correlagdo dos dados no intervalo de confiabilidade analisado.

Foi encontrado uma correlagao positiva (a = 0,05), das concentragdes entre
glicose e xilose na fracao caule, mostrando uma relacéo entre os dados para o nivel
de confiabilidade analisado. J& para fragdo folha, ndo houve uma correlagdo dos
dados analisados.

Na anadlise da correlagcédo entre as concentragées de xilose e arabinose (a =
0,05), foi encontrada uma correlagdo positiva dos dados nas duas fragoes
analisadas, caule e folha neste intervalo de confiabilidade.

Para a correlacdo (a = 0,05) entre as concentragcbes de glicose e arabinose
apenas na fracdo caule foi observada significativa e positiva no nivel de
confiabilidade avaliado.
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3.4.1.4 Brachiaria decumbens

As amostras de Brachiaria decumbens (n=12), apresentaram concentracoes
que variaram em mg.g' de matéria seca de 55,17 a 78,70 para glicose, 11,67 a
15,36 para arabinose e 44,26 a 64,90 para xilose na fragao folha. Ja na fracéao caule
as concentracdes variaram em mg.g' de matéria seca de 79,32 a 95,03 para
glicose, 6,28 a 15,16 para arabinose e 42,66 a 53,51 para xilose (TABELAS 3.10,
3.11,3.12 e FIGURA 3.18).

Através do teste T (a = 0,05), comparou-se as concentragdées encontradas em
cada repeticdo e verificou-se que a variagdo de concentracdo encontrada entre as
repeticdes foi significativamente diferente, tanto para fragdo caule como para folha
também para esta espécie de forrageira. Como na Brachiaria brizantha,
possivelmente a Brachiaria decumbens as concentracbes dos carboidratos sao
sensiveis a composi¢cao do solo onde cada repeticao foi plantada.

Encontrou-se correlagao significativa e positiva, com nivel de confiabilidade a=
0,05, nas concentracdes de glicose entre as fragdes caule e folha da planta, para os
demais carboidratos nao foi verificado nenhuma correlagcdo no nivel de
confiabilidade analisado.

Nao foi encontrada correlacdo (a = 0,05) das concentracdes entre glicose e
xilose nas fracdes caule e folha, para esta espécie de forrageira.

Na anadlise da correlacdo entre as concentracées de xilose e arabinose (a =
0,05), foi encontrada uma correlacao dos dados na fragao folha, ja para o caule nao.

Nao foi observado correlagéo (a = 0,05) significativa entre as concentragbes
de glicose e arabinose, nas fracdes caule e folha.

3.4.1.5 Panicum maximum cv. Tanzania

As amostras de Panicum maximum cv. tanzania (n=6), apresentaram
concentragdées que variaram em mg.g"' de matéria seca de 94,64 a 168,06 para
glicose, 14,77 a 22,28 para arabinose e 71,78 a 100,38 para xilose para fragao folha,
que foi a Unica fragcdo analisada para esta espécie (TABELAS 3.10, 3.11, 3.12 e
FIGURA 3.17).
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O teste t (a = 0,05) entre as concentracdes dos carboidratos encontradas em
cada repeticdo verificou que a variacdo de concentracdo encontrada entre as
repeticdes é significativamente diferente, para fracdo folha para esta espécie de
forrageira. Verificando também nesta espécie, possivelmente, uma sensibilidade nas
concentragbes dos carboidratos em fungdo da composicdo do solo onde cada
repeticao foi plantada.

Para esta espécie foi verificada uma correlagdo (a = 0,05) significativa e
positiva entre todas as combinacbes de pares dos analitos: glicose e xilose,

arabinose e xilose, glicose e arabinose.

3.4.1.6 Panicum maximum cv. Massai

As amostras de Panicum maximum cv. massai (n=6), apresentaram
concentragées que variaram em mg.g"' de matéria seca de 84,10 a 177,40 para
glicose, 20,53 a 30,95 para arabinose e 120,47 a 176,04 para xilose para fracao
folha, que foi a Unica fragdo analisada para esta espécie (TABELAS 3.10, 3.11, 3.12
e FIGURA 3.17).

Também para esta espécie de forrageira, através do teste T (a = 0,05) foi
possivel verificar que ha diferenca significativa entre as concentracbes dos
carboidratos obtidas para cada repeticdo. Aparentemente, esta espécie também
apresentou sensibilidade nas concentracbes dos carboidratos em relacdo a
composicao do solo onde cada repeticao foi plantada.

Para esta espécie foi observada correlagdo (a = 0,05) significativa e positiva
entre as concentragdes de glicose e xilose e entre as concentragbes de xilose e

arabinose. Entre glicose e arabinose, ndo foi observada correlagéo significativa.
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3.4.2 Consideracoes

De acordo com as TABELAS 3.10, 3.11, 3.12 e 3.13 e os graficos da
FIGURAS 3.17 e 3.18, pode-se observar que a variagdo na concentragdo do mesmo
carboidrato entre as repeticdbes da mesma espécie de forrageira, ndo apresentou
nenhuma tendéncia, sendo que cada espécie reagiu de uma forma a regido do solo
plantada, ndo podendo assim criar um padrao para esta variacao de concentracao.

A espécie Brachiaria brizantha na fragéo caule apresentou os maiores valores
de concentragcdo para glicose, ja para xilose e arabinose, os maiores valores de
concentracdo foram encontrados na espécie Panicum maximum cv. massai, na
fracédo folha (FIGURAS 3.17 e 3.18).

A espécie Pennisetum purpureum cv. pioneiro apresentou as concentracoes
de arabinose e xilose significativamente maiores (a = 0,05) na fracdo folha em
comparagao com a fracdo caule. A Brachiaria decumbens apresentou apenas a
concentracdo de xilose significativamente maior (a=0,05), na fracdo folha em
comparacao com a fragao caule (TABELAS 3.10, 3.11, 3.12 e 3.13).
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3.4.3 Comparacao com outros estudos

Conforme citado no item 1.5, apenas um trabalho foi publicado na literatura,
que possui quantificacao de glicose, xilose e arabinose, presente nas trés fracdes da
parede celular (celulose, hemicelulose e pectina), em amostras de forrageiras
tropicais que sao cultivadas no Brasil [40]. Estes autores utilizam para quantificagao
dos carboidratos por cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccao por indice
de refragdo. Em relacdo a outros paises, alguns autores aplicaram varias técnicas
para a quantificacdo destes carboidratos em amostras de forrageiras de diferentes
espécies e origens.

A TABELA 3.14 compara os resultados obtidos por outros autores na
quantificacdo de glicose, arabinose e xilose presentes em amostras de forrageira,
com os resultados obtidos neste trabalho. Vale ressaltar que os outros estudos
apresentam diferencas nos métodos de extracdo e quantificacdo aplicados a
amostra em relacdo ao trabalho aqui apresentado, além da diferenca entre as

fracOes da planta avaliadas.
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TABELA 3.14: Comparacdo dos niveis de concentracdo de glicose, arabinose e
xilose, obtidos em diferentes espécies de forrageiras.

Faixa de concentracdo (mg.g~ de MS) nas

. Referén Técnica / Amostras "
Pais cia Deteccdo estudadas : fracoes f:aule e folha :
Glicose Arabinose Xilose
Pennisstum 31,983 | 451622503 | 61,86298,26
purpureum cv. ando 166,01
Pennisetum
purpUreUm cv. 51’2555;“ 162922623 | 73.282116,05
pioneiro ’
B Presente Brachiaria 101,78 a
! > 13,21 a 18,87 64,70 a 119,63
R trabalho HPLC / UV brizantha 188,38
2009 Brachiaria 55,17 a
A decumbens 95.03 6,28 a 15,36 42,66 a 64,90
S
| Panicum maximum | 94648 | 44 77 425 55 | 71,782 100,38
cv. tdnzania 168,06
L - -
Panicum maximum 84,10 a 120,47 a
cv. massai 177,39 | 205323095 176,04
Brachiaria 228,85 a 107,75 a
4o | HPLG/Indice do brizantha 39245 | 17022480 150,15
refragao Brachiaria 264,35 a 125,05 a
humidicola 460,25 | 168023875 204,85
Cynodon spp cv. . . "
Tifton 85 443,70 63,90 287,90
[35] CG / Massa
Cynodon spp cv. * * "
Goastal 436,20 59,40 273,30
HPLC / Indice de | Bromus Inermis cv. 342,30 a 189,60 a
(41] refracao Less 387,80 | 28025430 213,00
Medicago sativa L.
(Alfalfa) 275 a 306 20a21 85a99
- Phalaris
134] CGd/ lonizagao arundinacea L. 209 a 265 28a 30 117 a 163
e chama
(Reed canarygrass)
Panicum virgatum L. {573 4 309 27 a 31 179 a 223
(Switchgrass)

MS = matéria seca,

* soma da concentracé@o dos carboidratos na planta inteira (caule + folha).

O trabalho publicado por Brito e colaboradores [40] quantificou glicose,

arabinose e xilose na amostra de Brachiaria brizantha, mesma espécie que

quantificamos neste presente trabalho, podendo haver uma comparacao entre os

dois estudos.

Realizando a comparagéo dos resultados obtidos, podemos observar que as
faixas de concentragdo (TABELAS 3.10, 3.11, 3.12) obtidas para arabinose (13,21 a

18,87 mg.g”' de matéria seca) e xilose (64,71 a 119,63 mg.g”" de matéria seca) no

presente trabalho esta em conformidade com a faixa de concentragcao encontrada no
trabalho publicado por Brito e colaboradores [40] (TABELA 3.14).
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As concentragdes de glicose 101,71 a 188,38 mg.g' de MS encontrada neste
presente trabalho, foram inferiores aos valores reportados por Brito e colaboradores
[40] (TABELA 3.14). A diferenca entre os valores de concentracao pode ser atribuida
as diferencas de cultivares, idade de corte da amostras, além da composicao do solo
onde foi cultivado a amostra de forrageira em cada trabalho, que podem influenciar
diretamente na concentracdo dos carboidratos presente na forrageira.

As faixas de concentragbes obtidas em nosso estudo, também sao

comparaveis aos valores reportados referentes a outros paises
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4 CONCLUSAO

Foi desenvolvida e aplicada no presente trabalho, uma metodologia de
extracao, derivatizagao pré-coluna, com o agente derivatizante PABA, separacao e
quantificacdo por HPLC com detecgcédo na regido do UV, de glicose, arabinose e
xilose.

Na extragdo da amostra, foi proposto um novo método de extragdo utilizando
chapa de aquecimento ao inveés de autoclave, onde a amostra foi extraida a
temperatura 100°C por 1 h. O método utilizando chapa de aguecimento mostrou-se
mais rapido e reprodutivel se comparado com a extragao utilizando autoclave, que &
o principal método reportado para extracdo dos carboidratos em amostras de
forrageiras.

A condicdo de separacao no cromatodgrafo foi obtida com eluicdo isocratica
usando como fase movel acetonitrila / solugdo aquosa H3PO,4 pH 2,15 (1:99), fluxo
de 1,5 mL.min™', tempo de corrida de 15 minutos e deteccdo com comprimento de
onda de 305 nm.

Foram realizados testes para avaliacdo do método, aplicando padronizacao
externa, dentre eles avaliacdo da resposta linear, limites de deteccao e
quantificacao, repetitividade, seletividade e recuperacao.

Foram analisadas 68 amostras de 3 espécies de forrageiras, folha e caule,
sendo a concentracao quantificada através de padronizagdo externa, onde todas as
amostras analisadas apresentaram concentragées de glicose, arabinose e xilose
acima do limite de quantificagao estabelecido para o método.

De acordo com os resultados apresentados neste trabalho, podemos concluir
que a metodologia analitica proposta e utilizada, mostrou-se eficiente e reprodutivel
para analise de glicose, arabinose e xilose estruturais em amostras de forrageiras.

Também observou-se uma grande variagdo na concentragao dos carboidratos
com relacdo a composicdo do solo onde as repeticoes da mesma espécie foram
plantadas, mostrando assim que o valor nutricional das forragens da mesma espécie
(concentracdo dos carboidratos) é possivelmente muito sensivel a composi¢ao do

solo que a mesma foi cultivada.
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5 PERSPECTIVAS DE TRABALHOS FUTUROS

Correlacionar os resultados obtidos na analise dos carboidratos estruturais
encontrado neste trabalho, com as concentragbes de 4&cidos fendlicos e
caracteristicas quimico-bromatolégicas como digestibilidade e fibra de detergente
neutro destas espécies de forrageiras analisadas.

Aplicar o método desenvolvido no presente trabalho para quantificar glicose,
arabinose e xilose em outras espécies de forrageiras, como também em outros

vegetais.
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