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Método Simples e Acessivel para Determinar Aménia Liberada pela Cama Avidrial

Renata Hernandes?, Jairo Osvaldo Cazetta3

RESUMO - A amonia € um gds altamente irritante e causador de estresse as aves confinadas, o que leva a perda de peso, podendo
até causar amorte. Por esse motivo, existe grande interesse em se determinar a quantidade de amonia liberada por diferentes camas avidrias
e de diferentes condicdes, bem como os fatores que influenciam a produgio desta substancia. Assim, idealizou-se o presente trabalho
com o objetivo de desenvolver e padronizar uma metodologia simples, acessivel, exeqiiivel para avaliar camas de frangos submetidas a
diferentes condicdes (diferentes tratamentos, tempos de confinamento e temperatura) e capaz de determinar a potencialidade da liberacao
de amoOnia pela cama de frangos nos galpdes. A metodologia baseou-se na adaptagcdo do método da microdifusdo, que constadaincubagdo
dacamaem um frasco de vidro com capacidade de 500 mL. Sobre a superficie do material incubado coloca-se um béquer de 50 mL contendo
10 mL de solugdo de dcido borico 2% (m/v) para fixar aamonia exalada pela cama avidria. Esse sistema € fechado e incubado por 15 horas
a 30°C e, ap6s, a solucdo fixadora € retirada e titulada com dcido sulftirico 0,05 N, usando como indicador uma mistura de verde de
bromocresol e alaranjado de metila. O método proposto apresenta precisdo para ser usado em experimentos e utiliza material barato e
reagentes facilmente encontrados nos laboratérios.
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Simple And Accessible Method To Determine Liberated Ammonia from the Broiler Litter

ABSTRACT - The ammonia is a highly irritant gas which cause stress to the birds, leading to weight losses, or even their death.
For that reason, there is a great interest on determining the amount of ammonia liberated from the litter, as well as the factors which
influence the production of this substance, but most methods require expensive equipment or are relative complex. Therefore, the
present work was idealized with the aim of develop and standardize a simple and unexpensive methodology, usefull even at field
conditions and capable to determine the amount of ammonia liberated by the litter with good accuracy. The proposed method was
based on the microdifusion method and consisted on incubating samples of broiler litter (70 g) into glass container (500 cm?), with
another flask (50 cm?) containing 10 cm?3 of boric acid solution (2% m/v) on the surface of the incubatted litter. Then, the system
is stored and kept for 15 hours at 30°C and, after that, the boric acid solution is titrated against sulfuric acid solution at 0.05 N, with

metil orange and bromocresol green.
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Introducao

Um grave problema encontrado pelos criadores
de aves € a grande quantidade de amdnia (NH;) no ar
ambiente dos galpdes. A amonia é um gas altamente
irritante para as aves, originado da desaminacio
bacteriana ou daredugdo de substancias nitrogenadas,
que se acumulam na cama de frangos. Devido a sua
acdo, este gds causa estresse as aves, o que leva a
perda de peso, podendo até provocar a morte. Este
fato foi verificado em frangos que, expostos a amo-
nia, diéxido de carbono e poeira por seis dias conse-
cutivos, tiveram perda significativa de cilios a partir
do epitélio da porcao superior da traquéia, o que pode
prejudicar, por interferir no transporte de muco e

eliminacdo de particulas de poeira pelas aves
(ANDERSON et al., 1965). Aves submetidas a dife-
rentes teores de amodnia (0, 50, 100 e 200 ppm) na
atmosfera dos galpdes durante um periodo de 28 dias
apresentaram perda de peso, menor conversio ali-
mentar e maior mortalidade com o aumento dos niveis
de amoénia (REECE et al., 1980). Estes resultados
assemelham-se aqueles obtidos por CAVENY e
QUARLES (1978), indicando que niveis de amonia
de 25 e 50 ppm podem afetar o desempenho de
frangos. Por esse motivo, existe grande interesse em
se determinar a potencialidade de liberacdo de amo-
nia pelas camas avidrias, o que, entretanto, exige
equipamentos sofisticados (geralmente importados),
laboratérios aparelhados e técnicos treinados, os
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quais, entretanto, na maioria dos casos, ndo estio
disponiveis e, por conseguinte, aliberagcdo do referido
gds ndo € determinada e monitorada.

Em alguns casos, a amonia total presente na
cama das aves tem sido determinada pelo método de
Kjeldhal (ASSOCIATION OF OFFICIAL
ANALITICAL CHEMISTS - AOAC, 1970), porém,
tais resultados ndo indicam qual a frac@o desta subs-
tdncia que passa para o ar ambiente.

Na tentativa de avaliar a amoénia liberada por
diferentes tipos de amostras, alguns métodos foram
propostos, como os descritos por LANCY et al.
(1989), REECE et al. (1980) e FENN e KISSEL
(1973), porém esses métodos apresentam a desvan-
tagem de requerer aparelhos especiais e especificos,
0 que os tornam pouco acessivel a maioria dos
laboratérios de pesquisa. Por outro lado, o método
proposto por MOUM et al. (1969) apresenta-se
bastante pratico e de baixo custo de material neces-
sario para as andlises, mas possui o inconveniente de
ndo ser muito preciso e tornar dificil acomparagio de
diferentes tratamentos na cama avidria em boxes
anexos, devido a grande interferéncia da movimenta-
¢do do ar nos galpdes. O equipamento utilizado por
GLORIA et al. (1991), por sua vez, € relativamente
simples, porém demanda a preparacdo de um equipa-
mento especial de vidro, o que acaba por representar
complicagdo e aumento do custo, inviabilizando apli-
cagdo em experimentos que envolvem muitas parce-
las, especialmente quando se pretende ter replicatas
analiticas, pois envolveria a necessidade de muitos
desses aparelhos.

Assim, idealizou-se o presente trabalho com o
objetivo de estabelecer uma metodologia simples, de
baixo custo e capaz de determinar a quantidade de
amonia liberada pela cama avidria, com boa precisdo
e exatidao.

Material e Métodos

Método proposto

A metodologia para determinar aamonia liberada
pela cama avidria em proposi¢cdo no presente traba-
lho € uma adaptacido do método da fixagdo da amdnia
gasosa por microdifusio (OHLWEILLER, 1982;
BABKO e PILIPENKO, 1976) e sua quantificacao
por titulag@o dcido-base (BASSET et al., 1981). Esta
metodologia, em principio, consta da colocagdo de
amostra da cama avidria em uma camara incubadora
que possa ser fechada hermeticamente. Sobre a
superficie dessa amostra € colocado outro recipiente

aberto contendo uma substiancia adequada para fixar
a amonia liberada da cama para a atmosfera interna
dorecipiente incubador. Apds aincubacdo por tempo
e condi¢des adequados, a solucdo fixadora € retirada
e, por titulacdo, determina-se a quantidade de amdnia
nela presente.

Frascos de vidro com capacidade para 250, 500 e
1000 mL foram testados como cdmaras incubadoras,
por serem muito comuns e encontrados facilmente no
comércio. Como recipiente para a solugdo fixadora,
foram utilizados béqueres com capacidade para
50 mL (Figura 1). Para coletar a amdnia exalada pela
amostra, optou-se pelautilizacdo de 10 mL de solugdo
de 4cido bérico 20 g/100 mL, por ser a comumente
usada nas determinacdes de amonia pelo método de
Kjeldhal (AOAC, 1970).

A determinacdo da quantidade (mg) de amodnia
(NH,) fixada na solug@o de dcido borico foi realizada
pela titulagdo com solugdo de dcido sulfiirico padro-
nizado, detectando-se o ponto final da titulacdo pela
adi¢ao de uma mistura de vermelho de metila e verde
de bromocresol a solugdo a ser titulada.

Os resultados foram expressos em miligramas de
amonia liberada, calculados pela férmula:
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Figura 1 - Esquema do método proposto. Externamente um
recipiente fechado (250, 500 ou 1000 mL) com a
cama avidria e sobre este um outro recipiente (50 mL)
contendo o &cido bérico para fixagdo da aménia
liberada pela cama.

Figure 1 - Scheme of methodology. Outside a closed recipient
(250, 500 ou 1000 cm?3) with broiler litter and another
flask (50 cm?3) containing boric acid solution to fasten
the ammonia liberated from the litter.
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em que A € mg NH;; Vt € o volume da solugéo de
H,SO, gasto na titulagdo (mL); N € anormalidade do
dcido usado; e P € a quantidade incubada (g).

Para determinar a eficiéncia do sistema em
proposi¢io, foram montados os seguintes experimentos:

A=

Teste de funcionamento do método proposto

Para a determinacdo da exatiddo e precisdo do
método proposto, desenvolveu-se um teste no qual foi
colocada, dentro de frascos de tamanho médio
(500 mL), de 0 a 9 mL de sulfato de amonio
(NH4),SO, g/100 mL. Colocou-se também um béquer
contendo 10 mL de 4cido bérico 2% (m/v) ja contendo
os indicadores alaranjado de metila e verde de
bromocresol. Adicionaram-se 10 mL de solucdo de
hidréxido de s6dio (NaOH) 15N e rapidamente fechou-se
o frasco. Apés 16 horas de incubagdo, titulou-se a
solugdo fixadora contra 4cido sulfirico 0,05N. As expe-
riéncias foram desenvolvidas com quatro repeticoes.

Avaliacdo conjunta do comportamento de dife-
rentes tamanhos de frascos usados para a incu-
bacdo de diferentes quantidades de amostra

Em um experimento fatorial, avaliaram-se trés
diferentes tamanhos de frascos (pequeno =250 mL,
médio = 500 mL e grande = 1000 mL) e trés
quantidades de cama avidria (25,50e 75 g) com trés
repeticdes. Ap6s a incubagdo por 16 horas, a solu-
cdo fixadora foi titulada com uma solucdo de 4cido
sulfarico 0,01 mol/100 mL.

Estudo do tempo de incubagdo

Para avaliar o comportamento da amonia libera-
da ao longo do tempo de incubacgio, efetuou-se um
teste no qual foram incubados 80 g da cama avidria
por diferentes periodos de tempo (2,5;5;7,5;10; 13;
15;17,5;20,5;22,5e25h), trés repeti¢des para cada
tratamento, com posterior quantificacdo da amodnia
através de titulacdo contra 4cido sulfirico 0,05N.

Os resultados foram expressos como quantidade
de amoénia liberada no periodo de incubagio e,
também, como taxa de liberagdo (g NH; liberada
por 100 g por hora).

Estudo da quantidade de cama avidria a ser
incubada

Utilizando-se apenas os frascos médios, coloca-
ram-se diferentes quantidades de cama avidria (0,6;
1,25; 2,5; 5; 10; 20; 40; 60; 80; 100 e 120 g), sendo
incubadas por 16 horas. O experimento foi desenvol-
vido com trés repetigdes.

Influéncia conjunta do teor de umidade e
temperatura de incubagdo sobre o comportamento
do método

Foi analisado o comportamento da liberacdo da
amoOnia em amostras secas em estufa por 24 horas a
50°C, amostras com umidade natural ou amostras
naturais adicionadas de mais 25 mL de dgua por
100 g, com trés diferentes temperaturas (T1 = 15°C,
T2 =25°C e T3 =30°C) e trés repeticdes. Para cada
frasco, colocou-se o equivalente a 80 g de cama
avidria com umidade natural e incubou-se por 16
horas, com posterior determinacao da quantidade de
amoOnia liberada, conforme descrito anteriormente.

Andlise estatistica

A andlise estatistica dos resultados foi realizada
de acordo com o delineamento experimental inteira-
mente casualizado e o esquema fatorial, nos casos
de estudo conjunto de mais de uma varidvel, sendo
as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade, seguindo as indicac¢des de
BANZATTO e KRONKA (1992).

Resultados e Discussao

Teste de funcionamento do método proposto
O método proposto funcionou com boa exatidao,

como pode ser observado pelos resultados médios de
recuperacdo da amonia apresentados na Figura 2.
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Figura 2 - Quantidade de aménia (mg) recuperada pelo
método proposto apéds 16 horas de incubagéo,
comparado com a quantidade de amoénia
adicionada.

Figure 2 - Amount of ammonia recovered (mg) by the proposed
method after 16 hours of incubation, compared to the
amount of added ammonia.
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Verificou-se recuperagdo préxima de 100% da
quantidade de amonia adicionada aos frascos. A
pequena perda observada em algumas repeticdes
pode ter sido decorrente do tempo que se demorou
entre a adicdo da base e o fechamento dos frascos,
pois neste caso aamoniainicia o desprendimento logo
ap6s a adic@o da solucdo de NaOH. Este tipo de
problema seria minimizado no caso de amostras com
lenta liberagdo da amonia.

Avaliacdo conjunta do comportamento de dife-
rentes tamanhos de frascos usados para a incu-
bacdo de diferentes quantidades de amostra

Quando foram incubadas diferentes quantidades
de cama avidria (25, 50 e 75 g) dentro de um mesmo
tamanho de frasco, houve tendéncia de a menor
quantidade do material incubado (25 g) liberar maior
quantidade de amonia (P<0,01). No entanto, quando
foi colocada a mesma quantidade de material para
incubar nos diferentes tamanhos de frascos (pequeno
250 mL, médio 500 mL e grande 1000 mL), observou-se
tendéncia de a quantidade de amonia liberada aumen-
tar com o tamanho do frasco (P<0,01) (Tabela 1),
mostrando que aliberagdo da amodnia da cama avidria
¢ influenciada pelo espaco superior (volume) livre
dentro do frasco e também pela espessura da camada

Tabela 1 - Quantidade de amdnia liberada pela cama aviaria
apoés 16 horas de incubagao (mg de aménia por
100 g de material incubado), para trés diferentes
guantidades de massa incubada e trés diferentes
tamanhos de frasco incubador

Table 1- Amount of ammonia liberated by the broiler litter
after 16 hours of incubation (mg of ammonia per 100
g of incubated material), for three different amounts
of mass incubated and three different sizes of
incubator flask

Quantidade incubada (mg NH,/100 g)

Tamanho do frasco

Size of the flask Incubated amount (mg NHy/100 g)
25¢g 50g 75¢g Média
Mean
Pequeno (250mL) 5,242 2,143 0,972 2,7€
Little

Médio (500mL) 6,922 2,954 2,032 3,97B
Medium
Grande (1000mL) 8,112 3,094 2,592 4,90A

Large

Média 6,768  3,03b 1,87¢ -
Mean

CV% 10,34

Médias seguidas de letras diferentes (mailsculas nas colunas e
minudsculas nas linhas) diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).
Means followed by different letters (capital letter in the columns and small letter
in the rows) differ by Tukey test (P<0.05).

do material incubado dentro do frasco, provavelmente
porque, quanto menor a espessura da camada da amos-
trano fundo do frasco, mais faceis sdo as trocas gasosas
com a atmosfera interna do recipiente incubador.

A anélise estatistica indicou que para este teste a
quantidade de amostra incubada e o recipiente
incubador tiveram efeitos independentes, pois a
interacdo tamanho de frasco e quantidade incubada
nao apresentou diferenca significativa (P<0,05).

Estudo do tempo de incubacgdo

A quantidade de amonia liberada pelas amostras
aumentou de forma praticamente linear com o au-
mento do tempo de incubacdo, como pode ser obser-
vado na Figura 3.

Os resultados mostraram que, em relaciao a quan-
tidade de amonia fixada por hora, existe um compor-
tamento praticamente constante durante os periodos
estudados, o que indica que a taxa de liberacdo da
amonia foi praticamente constante ao longo do tempo,
até o maximo periodo estudado (25 horas).

Assim, um tempo de incubagdo em torno de 15
horas seria conveniente, pois, além de permitir a
fixagdo de quantidades tituldveis de amodnia, as amos-
tras puderam ser coletadas, preparadas e incubadas
a tarde, ficando incubadas durante a noite para serem
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Figura 3 - Representagdo gréfica da quantidade de aménia
(mg) liberada por 100 gramas de cama aviaria apos
diferentes tempos de incubacgdo (), bem como a
taxa (mg/hora) de liberacéo da aménia (e ) calculada
para os mesmos tempos de incubacdo (letras
diferentes diferem pelo teste de Tukey [P<0,05]).

Figure 3 - Graphic representation of the amount of ammonia (mg)
liberated by 100 grams of broiler litter after different
incubation times (), and the ammonia liberation rate
(mg/ hour) (#) calculated for the same incubation times
(different letters differ by Tukey test [P<0.05]).
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tituladas na manha seguinte e, no periodo da tarde,
pode-se repetir o ciclo analitico com outras amostras.
Embora os testes tenham indicado que a taxa de
liberagdo da amonia € constante ao longo do periodo
de incubacgdo, nio € recomendada a incubacdo por
periodos curtos, porque, devido a pequena quantidade
de NH; fixada, pode levar a erros significativos na
titulagdo. Para minimizar o erro nas medidas de
volume, durante as titulacdes, deve-se gastar um
volume correspondente a pelo menos 1/3 da capaci-
dade da bureta que estiver em uso.

Estudo da quantidade de cama a ser incubada

Quando foram incubadas diferentes quantidades
de cama avidria, a quantidade de amonia liberada
tendeu a aumentar, quando se utilizaram até 60 g,
mantendo-se praticamente inalterada na faixa entre
60 e 100 g, com tendéncia de diminui¢do para as
quantidades maiores que 100 g (Figura 4).

Com base nos resultados mostrados na Figura 4, a
incubacdo de quantidades entre 60 e 100 g de cama
avidria apresentou libera¢do relativamente constante.
Alémdisso, ousodessas quantidades de amostra permitiu
a formacao, no fundo do frasco médio, de uma camada
com espessura semelhante a da cama nos galpdes comer-
ciais de criagdo (6 a 10 cm de altura). Outro aspecto
importante que recomenda a utilizagio de tais quantida-
des € que, ao se utilizarem de 60 a 100 g de cama, a
quantidade de amonia liberada € facilmente quantificada
pelo processo de titulagdo, induzindo a menores erros.
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Figura 4 -Quantidade (mg) de amoénia liberada por diferentes
gquantidades de cama aviaria quando incubadas
em frascos de tamanho médio por 16 horas (letras
diferentes diferem pelo teste de Tukey [P<0,05]).

Figure 4 - Amount of ammonia (mg) liberated by different amounts
of broiler litter when incubated in flasks of medium size
by 16 hours (different letters differ by Tukey test [P<0.05]).

Deve ser ressaltado ainda que a incubacgio de
massas abaixo de 60 g tenderd a superestimar a taxa
de emissdo de amonia (mg NH;/100g/h) e acima de
100 g, a subestimagdo. Além disso, fugiria as carac-
teristicas de espessuras utilizadas nos galpdes.

Influéncia conjunta do teor de umidade e temperatura
de incubagdo sobre a liberagcdo de amonia da cama

Aumentando-se atemperaturade 15 para30°C,
a quantidade de amodnia liberada pelas amostras
também aumentou significativamente (Figura 5).
Emrelag¢do a umidade, a maior liberagdo da amonia
foinaumidade natural da cama (17,1%), sendo que
asecagem ou a adi¢gdo de dgua diminuiu a liberacio
da amodnia, pelo menos dentro do periodo estudado
(Figura 6).

Com base nos resultados da Tabela 2, pode-se
verificar que a cama seca na estufa nio apresentou
efeito diferente (P<0,05) para as diferentes tempe-
raturas, indicando possivel inativacdo dos
microorganismos produtores de amdnia pela seca-
gem na estufa.

Para as amostras com umidade natural (17,1%) e
umidade elevada (42,1%), observou-se que o aumento
da temperatura acarretou acréscimo na quantidade
de amonia liberada. Entretanto, a semelhanca do
mencionado no item 5, novamente foi verificado que
aumidade excessiva (42,1%) apresentou menor libe-
racdo de amodnia comparada com 17,1%, provavel-
mente pelos motivos jd discutidos anteriormente.

mgofammonial/100g
@

mg de amdnia/100 g

15 25 30

Temperatura (°C)
Temperature (°C)

Figura 5 - Quantidade de amonia liberada (mg de NH, /100 g)
pela cama aviaria, em funcdo das temperaturas
(15, 25 e 30°C) apds a incubagao por 16 horas.

Figure 5 - Amount of ammonia liberated (mg de NH,/100 g) by the
broiller litter, according to temperatures (15, 25 and
30°C) after 16 hours of incubation.
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Figura 6 - Quantidade de amonia liberada (mg de NH,/100 g)
pela cama aviaria, em funcdo dos niveis de
umidade (15, 25 e 30°C).

Figure 6 - Amount of liberated ammonia (mg de NH5 /100 g) by
broiller litter, according to moisture levels (15, 25 and
30°C).

Conclusoes

O método proposto possui boa precisio e exati-
ddo na determinacdo da amdnia liberada pela cama
avidria, por ser um bom método de comparacgio de
camas submetidas a diferentes tratamentos e bas-
tante acessivel, uma vez que se utilizam material
barato e reagentes bastante comuns.

O estudo da metodologia proposta indicou que o
método apresenta boa performance, quando num
frasco com cerca de 500 mL de capacidade foram
incubadas de 60 a 100 g de cama avidria, por um
periodo de 15 a 20 horas, a 30°C, com fixacdo da
amoéniaem 10 mL de 4cido bérico 2% (m/v), contido
em um béquer de 50 mL incubado juntamente com
a cama avidria, que € posteriormente titulado com
H,S0O,0,005N padronizado.

O método proposto apresenta ainda a possibilidade
de ser usado para quantificar a amodnia liberada nas reais
condigdes do galpdo, colocando-se o frasco com a solu-
cdode 4cido boérico 2% sobre a cama avidria e emborcan-
do-se o frasco incubador para que a amonia produzida
fique confinada na atmosfera interna e seja fixada no
acidoborico, para sua posterior quantificacdo portitulacao,
seguindo as indicagdes do presente trabalho.
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in the rows) differ by Tukey test (P<0.05).
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