Universidade Federal de Juiz de Fora
P6s-Graduagcdo em Quimica

Mestrado em Quimica

Renata de Jesus Coelho Castro

“DETERMINACAO DO PERFIL DE ACIDOS GRAXOS EM
BRACHIARIA SPP. POR ELETROFORESE CAPILAR”

Juiz de Fora
2011



Renata de Jesus Coelho Castro

“DETERMINACAO DO PERFIL DE ACIDOS GRAXOS EM
BRACHIARIA SPP. POR ELETROFORESE CAPILAR”

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pés-graduacdo do Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Juiz
de Fora como parte dos requisitos
necessarios para a obtencao do titulo de
Mestre.

Orientador: Prof. Dr. Marcone Augusto Leal de Oliveira

Co-orientador: Dr. Fausto de Souza Sobrinho

Juiz de Fora
2011



AGRADECIMENTOS

Em primeiro lugar a Deus, por todas as béncaos e oportunidades.

A minha familia, tdo amada, tdo importante: meus queridos pais Carlinhos e Lurdinha, que
tanto sonharam junto comigo com mais esta conquista, meus irmdos Adelaide e Amarildo que
acreditaram em mim desde do comego, sei que todos vocés torcem por mim e saibam que eu
ndo seria nada sem VoCés.

Ao meu grande amor, Paulo Sérgio, por todo amor concebido durante esse trabalho, com
certeza vocé foi 0 ponto chave para que essa conquista se torna-se realidade.

Ao meu orientador Marcone, pela orientacdo, por toda atencdo, compreensao, disponibilidade,
e por compartilhar seu enorme conhecimento e bom-humor.

Ao meu co-orientador Fausto, pela confianca, e pelas contribuicdes e sugestdes gentilmente
cedidas no decorrer deste trabalho.

A Cris, pela enorme ajuda no periodo deste trabalho, pela amizade e pelo otimismo.

A todos os amigos da Embrapa Gado de Leite, pelo apoio, em especial ao Marco Antonio e
Fernando César.

A todos os amigos do GQAQ que de uma forma ou de outra auxiliaram no meu trabalho e
dividiram momentos agradaveis de convivéncia, em especial a Paty, pela amizade
incondicional, carinho e dedicacdo em todo processo desse trabalho.

A CAPES, CNPq, FAPEMIG e UFJF pelo apoio financeiro.



Dedico esta dissertacdo ao meu marido Paulo
Sérgio por todo o companheirismo ao longo de
toda minha jornada, te amo simplesmente por
tudo meu grande amor.



RESUMO

As forrageiras sdo os principais componentes da dieta de ruminantes, sendo fonte de energia e
nutrientes para producéo de leite e carne. Dentreos acidos graxos encontradosnas forrageiras,
dois (acido linoleico - C18:2 n6 ¢ acido a-linolénico - C18:3 n3) tém recebido atencdo
especial por serem precursores para a sintese do acido linoléico conjugado (do inglés, CLA -
Conjugated Linoleic Acid), uma classe compostos que reforcam a saude encontrados
predominantemente em produtos lacteos. O objetivo deste trabalho foi desenvolver um
método alternativo para quantificacdo de C18:2 e C18:3 em forrageiras por meio da técnica de
eletroforese capilar (EC), utilizando a espécie Braquiaria ruzizienses como referéncia. Foi
utilizado EC de zona com deteccdo indireta no UV em 224 nm, capilar com revestimento
externo de teflon, e tempo de analise em torno de 10 minutos. Realizou-se um planejamento
composto central rotacional (DCCR) com triplicata no ponto central para a otimizacdo da
composi¢do do eletrélito de corrida, visando a separacdo do par critico C16:0/C18:2. O
eletrélito constituido de 15,0 mmol L™ de NaH,PO, / Na;HPO, (pH ~ 6,8); 8,0 de mmol L™
Brij 35, 4,0 mmol L™ de SDBS, 2,0% v/v de n-octanol e 43,5% v/v de acetonitrila foi
otimizado. Além disso,trés métodos de extracdode lipidiosforam testados: 1- Hara e Radin; 2-
Micro Folch e 3- Bligh e Dyer, os melhoresresultados foram obtidosusando o métododeHara
eRadin. Apos a otimizagdo do sistema de eletrélito e escolhendo o método de extracdo de
lipidios, duas curvas de calibracdo foram construidas em diferentes niveis de concentracédo
para 0s acidos graxos de interesse, utilizando C13:0 como padrao interno. Apos a verificacdo
de que ndo houve ocorréncia de falta de ajuste nos modelos, o fator de resposta (R¢) foi
calculado e aplicado para quantificacdo dos &cidos graxos de interesse na amostra de
braquiaria ruziziensis. O método otimizado por CZE foi entdo comparado com a
cromatografia gasosa (0 método AOCSoficial paraanalise de acidosgraxo)satravés do teste t
pareado.N&o houve diferencaentre os métodosdentro de umintervalo de confianca de95%( p=
0,12 ).Os resultados indicam que o método otimizado por eletroforese capilar pode ser usado
para determinacdo dos acidos graxos mais abundantes em amostras de forragem. Este método
alternativo tem vantagens sobre 0 método GC tradicional: menor tempo de analise, auséncia
de passos de derivatizagdo no preparo da amostra, uso de colunas ndo-especificas e um custo
analitico mais baixo.

Palavras-chave: Eletroforese capilar, forrageiras, precursores do CLA.



ABSTRACT

Forages are the major components of ruminant diets, being a source of energy and
nutrientsfor milk and meat production. Among the fatty acids found in forages, two
(C18:2 n-6 and C18:3 n-3) have received particular attentiondue to theirroles as
precursors for the synthesis of conjugated linoleic acid (CLA), a class of health
enhancing compounds predominantly found in dairy products. The objective of this
study was to develop an alternative method for quantification of C18:2 and C18:3 in
forages through the capillary electrophoresis (CE) technique, using Brachiaria
ruziziensesas the reference forage. The analytical procedure involved CE with indirect
detection zone in the UV at 224 nm, capillary external coating of Teflon and analysis
time around 10 minutes. Arotational central composite design (star design) with
triplicate at the central point was used to optimize the composition of the electrolyte
systemin order to separate the C16:0/C18:2 pair. The following electrolyte composition
was obtained: 15.0 mmol L™ NaH,PO,/Na,HPO, buffer (pH~6,8), 8.0 mmol L™ Brij 35,
4.0 mmol L SDBS, 1.5% v/v n-octanol and 43,5% v/v ACN.Additionally, three
methods of lipid extraction were tested: 1. Hara & Radin, 2. Micro Folch and 3. Bligh
&Dyer; the best results were achieved by using the method of Hara and Radin.After
optimizing the electrolyte systemand choosing thelipid extraction method, two
calibration curves were made usingdifferentconcentrations of selected fatty acids and
C13:0 as the internal standard. After checking for no occurrence of lack of fit of the
models, a response factor (Rg) was calculated and applied in the quantification
ofselected fatty acids in the forage sample. The optimized CZE method was then
compared to gas chromatography (the AOCS official method for fatty acid analysis)
through the paired t-test. There was no difference between methods withina 95%
confidence interval ( p= 0,12 ).Our results indicate that the optimized CE method
proposed herein can be used to quantify the most abundant fatty acids in forage samples.
Thisalternative methodhassomeadvantages over the traditional GC method: less time-
consuming, no derivatizationstepor specific separation columns required, and lower
analytical cost.

Keywords: Capillary Electrophoresis, forages, precursorsof conjugated linoleic acid
(CLA).
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1. INTRODUCAO

1.1 Braquiérias

O género Brachiaria € muito amplo, com cerca de 80 espécies, na grande maioria de
origem africana. Segundo Valle (1991), a primeira introducdo oficial no Brasil foi da
Brachiaria decumbens e ocorreu em 1952. Porém, foi a partir de 1965, ap6s importacfes de
grande quantidade de sementes deBrachiaria decumbens, B. ruziziensis e B. brizantha, que o
género Brachiaria conseguiu seu reconhecimento.

As braquiarias (Brachiaria spp.) sdo muito usadas na dieta de ruminantes no Brasil,
sendo que as espécies mais cultivadas sdo: B. decumbens, B. brizantha, B. humidicola e B.
ruziziensis. Embora ndo seja a espécie com maior area cultivada, a demanda por sementes de
B. ruziziensis vém aumentando com o incremento da integracdo entre agricultura e pecuaria.
Dentre as espécies cultivadas no Brasil, a B. ruziziensis é a unica sexual e dipldide,
possibilitando a realizacdo de cruzamentos e geracdo de variabilidade para selecdo de
materiais superiores. Essa espécie possui melhor relacdo folha:colmo e maior valor nutritivo
da forragem,tendo uma melhor aceitacdo pelos bovinos. Porém, é menos produtiva na época
de seca e/ou de temperaturas baixa (Botrel, 1999), mais sensivel as cigarrinhas-das-pastagens
e mais exigente quanto a fertilidade do solo(Souza Sobrinho, 2005).

A Brachiaria ruziziensis tem origem africana ocorrendo em condi¢fes Umidas e ndo
inundaveis. Trata-se de uma espécie perene, subereta, variando de 100 al50 centimetros de
altura, possui rizomas fortes em forma de tubérculos arredondados, sendo conhecida dentro de
seu género como a de melhor qualidade de forragem. Suas folhas séo lineares e lanceoladas
variando entre 100 e 200 mm de comprimento e 15 mm de largura. Possui intensa producéo de
sementes podendo expandir-se para outras areas com facilidade. A inflorescéncia é racemosa e
o florescimento € abundante sendo a Unica espécie forrageira sexual dipléide cultivada no
Brasil, 0 que permite a geracdo de variabilidade genética. Sua utilizagdo vem aumentando nos
ultimos anos principalmente em areas de integracdo lavoura-pecuaria (SOUZA SOBRINHO
et al., 2006), e o sucesso de um programa de melhoramento genético envolvendo esta espécie
pode proporcionar resultados altamente favoraveis para a pecuaria do Brasil, um pais, no qual
a maioria do rebanho é criada a pasto. Por essas vantagens, frente a outras espécies de

braquiarias, a braquidrias ruziziensis sera utilizada no nosso experimento, uma vez que um dos
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focos de interesse é encontrar em qual momento de crescimento desta espécie ocorre a maior
concentracéo de lipidios.

Os lipideos definem um conjunto de substancias quimicas, que constituem uma classe
heterogénea de moléculas que tem em comum baixa solubilidade em agua e alta solubilidade
em solventes organicos, podendo ser subdivididos em 2 subgrupos: lipideos simples os quais
incluem &cidos graxos, esterdides e triglicérides; e lipideos complexos, constituidos por
glicerofosfolipideos e esfingolipideos.

Nos vegetais, os lipideos sdo agrupados em duas categorias: estruturais e de reserva. A
primeira categoria compde as membranas bioldgicas e a superficie de protecdo (ceras). Os
lipideos de membrana encontrados, principalmente na mitocondria, reticulo endoplasmatico e
membranas plasmaticas, sdo compostos principalmente por glicolipideos (40 a 50%) e
fosfolipidios. Ja os lipideos de reserva, encontrados nos frutos e sementes, encontram-se,
predominantemente na forma de dleos (McDonald et al..,1991). Assim, o tipo de lipideo, em
vegetais, varia de acordo com sua localizagdo na planta. Nas sementes, encontram-se
principalmente os triacilglicerdis, associados as reservas energéticas. Estes sdo 0s mais
encontrados nos alimentos concentrados que constituem parte da dieta de ruminantes, ja que
esses, em geral, sdo subprodutos de sementes. Nas folhas, os lipideos mais comuns sdo 0s
galactolipideos, constituidos por glicerol, galactose e &cidos graxos insaturados, e 0s
fosfolipidios, associados as membranas biol6gicas, em especial os cloroplastos. Os acidos
graxos poliinsaturados, como o linolénico (C18:3) e linoléico (C18:2), compdem a maioria
dos acidos graxos presentes nas forrageiras ( HARWOOD, 1980; Byers e Shelling, 1993; Van
Soest, 1994; Bauman et al.., 1999), os quais sdo caracteristicos de folhas metabolicamente
ativas. Assim, a medida que o estagio vegetativo avanca, o numero de folhas diminui
alterando-se a relacdo folha/caule. Com isso, 0 nimero de cloroplastos também diminui.
Dessa forma, o teor de lipideos decresce, determinando queda no teor de acidos graxos,
principalmente os poliinsaturados. A distribuicdo, o conteido e a proporg¢do dos acidos graxos
nos tecidos das plantas variam com o seu estagio vegetativo ( McDonald et al.., 1991; Guil-
Guerreiro, et al.., 2001; Elgersma et al.., 2003). Observa-se assim, que a formacao do aparato
fotossintético provoca mudancas na composicgdo lipidica dos vegetais.

Outro fator que provoca alteracdo na fracdo lipidica de vegetais é a forma de
conservacao (ensilageme fenacédo). Estas praticas produzem diminuig¢do na concentragdo dos

acidos graxos, provavelmente, resultante das oxidacdes e formacdo de polimeros, assim como,
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da atividade dos microorganismos presentes e das enzimas vegetais ativas durante o processo
(Van Soest, 1994; French et al.., 2000; Elgersma et al.., 2003).

Dentre as substancias presentes nas braquiaria, os lipideos representam 8% da matéria
seca das folhas, e estdo localizados com frequéncia nos cloroplastos da folha, o qual contém
22 a 25% de lipideos sobre a base da matéria seca. Por outro lado, os complexos lipidicos
constituem a maior parte dos tecidos das folhas, principalmente os glicolipidios e 0s
fosfolipidios. Os lipideos esterificados nas forrageiras representam 2/3 do total de lipideos,
que por sua vez, representam 5% de matéria seca.

As braquiérias fornecem lipideos esséncias e acidos graxos na dieta dos ruminantes.
Dentre os &cidos graxos, o acido linolénico (C18:3) é o de maior concentragdo representando
de 50 a 75% do total de acidos graxos,enquanto os &cidos linoléico (C18:2) e palmitico
(C16:0) sdo os mais abundantes no segundo momento. Dentre os &cidos graxos presentes nas
braquiarias 0 C18:3 e 0 C18:2 sdo os de maiores interesse do ponto de vista quantitativo,uma
vez que sdo os precursores do CLA (Acido Linoleico Conjugado) (Boufaied.H, 2003).

1.2 Acidos graxos

1.2.1 Definicao

Os é&cidos graxos (AG) sdo definidos como acidos carboxilicos, geralmente
monocarboxilicos, alifaticos, ndo ramificados, saturados ou insaturados, apresentando na
maioria das vezes, cadeia hidrocarbonada longa com nimero par de 4&tomos de carbono que
podem ser representados pela forma RCOOH. Na maioria das vezes, o grupamento R é uma
cadeia hidrocarbonada longa, ndo ramificada, com numero par de atomos de carbonos,
podendo ser saturada ou monoinsaturada (no caso de conter uma insaturagdo) ou
poliinsaturado (no caso de conter mais de uma insaturagdo). O grupo carboxila constitui a

regido polar e a cadeia R, a regido apolar da molécula (CURIet al.., 2002).
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1.2.2 Classificacéo

Os acidos graxos podem ser classificados de acordo com o numero de atomos de
carbono presentes na molécula, sendo denominados acidos graxos de cadeia curta aqueles
cuja cadeia carboxilica possua de 2 a 4 &tomos de carbono, de cadeia média aqueles com 6 a
10 atomos de carbono e de cadeia longa aqueles com mais de 12 atomos de carbono. Os
acidos graxos também podem ser classificados de acordo com a presenca ou ndo de
insaturacdes, sendo denominados acidos graxos saturados aqueles que ndo possuem dupla
ligagdo entre os atomos de carbono da cadeia, monoinsaturados aqueles que possuem uma
Unica insaturacdo entre os carbonos e poliinsaturados aqueles que possuem duas ou mais
insaturacBes ao longo da cadeia carboxilica. Os acidos graxos comumente encontrados nas
braquiarias sdo: acido laurico (C12:0), acido miristico (C14:0), acido palmitico (C16:0), acido
estearico (C18:0), acido oleico (C18:1), acido linoléico (C18:2), acido a-linolenico (C18:3),
sendo que os dois Ultimos e o palmitico se encontram em maiores concentracGes, (Fernandes,
2007).

1.3 CLA (Acido Linoleico Conjugado)

1.3.1. Conceito

O CLA compreende um conjunto de isbmeros posicionais e geométricos do acido
linoléico (18:2 cis-9 cis-12) os quais se caracterizam pela presenca de duplas ligagdes
conjugadas, isto €, separadas por apenas uma ligacdo simples entre &tomos de carbono. Trata-
se de um composto natural, existente em diferentes formas, de acordo com o arranjo de suas
moléculas. E um termo usado para a mistura dos isbmeros geométricos do &cido linoléico
(C18:2) que contém duas duplas ligacdes e que esta presente em diversos alimentos de origem
animal.

O CLA ¢é um acido graxo encontrado apenas em produtos de origem animal (carne e
laticinios) e ndo pode ser produzido pelo organismo humano.

O isdmero principal na gordura do leite é o cis-9, trans-11 C18:2, o qual é responsavel
por mais de 80% dos isdbmeros de CLA na gordura do leite e 0 CLA trans-10 cis-12 cerca de
1% do CLA total.
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Posteriormente, o uso da cromatografia a gas e de outras técnicas analiticas permitem
a identificacdo de cerca de 20 isOmeros de CLA na gordura do leite e de carne de ruminantes,
diferindo tanto na posicao da dupla ligacdo quanto na sua configuracdo geométrica, que pode
ser do tipo cis ou trans. Dois deles (cis-9 trans-11 e trans-10 cis-12) tem despertado grande

interesse em funcdo dos efeitos bioldgicos.

CLA trans-10, cis-12

CLA cis-9, trans-11

Acido Linoléico (cis-9, cis-12)

Figural: Estrutura dos isbmeros do CLA trans-10, cis-12; cis-9, trans-11; e Acido linoléico
(cis-9, cis-12). Adaptado de Pariza et al..(2001).

1.3.2 Precursores do CLA

Para obtencdo de leite com elevada concentracdo de CLA cis-9 trans-11, deve-se
prover o rimen de substratos, como acidos graxos poliinsaturados (exemplo: acidos linoléico
e a-linolenico), objetivando maximizar a sintese ruminal de CLA cis-9 trans-11 e/ou de seus
precursores, como 0 acido trans-vacénico (C18:1 trans-11), mediante incompleta
biohidrogenacdo ruminal dos &cidos graxos poliinsaturados presentes na dieta (Griinari,
1997). Diversos estudos tém demonstrado que quando o0s ruminantes se alimentam
diretamente no pasto ocorreum aumentodo teor de CLA no leite. Portanto, tem sido
demonstrado que quando as vacas em lactacdo mudam de uma dieta completa & base de
forragens conservadas e gréos para dietas a base de pasto, ou quando a propor¢do de pasto na
dieta aumenta, a concentragdo de CLA no leite também aumenta (Dhiman et al.., 1999; Kelly
etal.., 1998; Bargo et al.., 2006; khanal et al.., 2007).

Artigo recente de revisdo mostrou que o teor total de acidos graxos totais (g/kg de MS)
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e o teor de acido a-linolénico sdo reduzidos com o avango do estigio de maturacdo da
forragem e com o processo de murchamento (Dewhurst et al.., 2006). Além disso, estudo
recente (Khan et al.., 2009) demonstrou que a exposicdo da silagem ao ar durante o seu
fornecimento reduz o teor de acidos graxos poliinsaturados. Portanto, ndo € surpresa que
ruminantes alimentados com dietas & base de forragens conservadas, ou pastando forragens
em estagio avancado de maturacdo, apresentem menor teor de CLA no leite quando
comparados a animais recebendo forragens frescas. Cabe ainda ressaltar que o perfil de acidos
graxos pode variar entre as espécies de forrageiras (Fernandes et al.., 2007),mas ha pouca
informacdo disponivel na literatura sobre o perfil de &cidos graxos de forrageiras tropicais.
Portanto, a realizacdo de estudos com o intuito de identificar as espécies e cultivares com
maior potencial para aumento do teor de CLA no leite de ruminantes criados em condigdes

tropicais € relevante.

1.3.3 Producéo de CLA no ramen

Embora o CLA seja encontrado naturalmente em muitos alimentos, sua principal fonte
dietética sdo os produtos lacteos e outros alimentos derivados de ruminantes (Lawson et al..,
2001). Os &cidos graxos presentes nas forragens, cereais e sementes oleaginosas sdo, em sua
maioria, acidos graxos poliinsaturados de 18 carbonos (ex.: acidos linoléico e a-linolénico),
com algumas fontes (ex.: 6leos de amendoim e oliva) contendo elevado teor de &cidos graxos
monoinsaturados, como o &cido oléico (C18:1 cis-9). Oleos de peixe, em contrapartida, s3o
ricos em &cidos graxos poliinsaturados de cadeia longa da série dmega trés (w-3),
especialmente o 4cido eicosapentaendico (EPA, C20:5n-3) e docosaexaenodico (DHA, 22:6n-
3). Estes &cidos graxos sdo extensivamente metalizados e biohidrogenados no rumen,
resultando ndo somente na producdo de C18:0, mas também em um série de intermediarios de

biohidrogenacdo, como isdbmeros de C18:1 trans-11 e de CLA, conforme ilustradona figura 2.
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Figura2: Via metabdlica proposta para biossintese do C18:2 cis-9 trans-11.
Adaptado de Kennelly; Bell (2007).

O tipo de isdbmero formado varia amplamente em funcdo da dieta fornecida, como
demonstrada em diversos estudos (Roy et al.., 2006; Bell et al.., 2006; Jurjanz et al.., 2004;
Loor et al.., 2005). Além de serem absorvidos no intestino e diretamente secretados no leite,
alguns intermediarios da biohidrogenacdo ruminal sdo reduzidos nos tecidos, especialmente
na glandula mamaria, por acdo da enzima A-9 dessaturase . Nos ruminantes o CLA é
produzido normalmente por bactérias ruminais, como um intermediario do processo de
biohidrogenacdo do &cido linoléico, sendo a Butyrivibrio fibrisolvens a mais conhecida
(Kepler et al.., 1966). A cis-12, trans-11 linoleato isomerase, enzima que catalisa a
transformacédo de acido linoléico em acido vacénico, precisa de radicais carboxila (COOH)
livres para completar a reacdo (Kepler et al.., 1966).Isto implica necessariamente em uma
lipblise anterior a isomerizacdo dos galactilipidios, fosfolipidios e triglicerideos da dieta.

Vaérias espécies de bactérias possuem um complexo de lipases capazes de hidrolisar as
ligagBes éster dos acidos graxos (Bauman & Griinari, 2001). A isomerizagdo inicial é seguida
pela saturacdo da dupla cis-9 atraves da acdo de uma enzima redutase, resultando no &cido
vacénico (C18:1 trans-11). Este é o isdbmero trans encontrado em maior quantidade na gordura
do leite de ruminantes (Martin & Jenkins 2002). A proxima etapa envolve uma redugéo
subseqliente até a formagdo do A&cido estearico (C18:0). Esta via metabolica é a mais

conhecida e a mais expressiva (Harfoot & Hazlewood, 1988). Normalmente, a
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biohidrogenacdo acontece de forma completa, porém alguns produtos intermediarios podem

atravessar o rimen e serem utilizados na sintese de lipidios no tecido mamario e adiposo.

1.3.4 Efeitos Bioldgicos

Nos ultimos anos o interesse por CLA vem aumentando devido aos efeitos bioldgicos
apresentados por ele. Tais efeitos incluem acdo antiadipogénica, anti-carninogénica, anti-
aterogénica, anti-diabetogénica e modulacdo da resposta inflamatoria (Pariza et al., 2001;
Belury, 2002; Bhattacharya et al., 2006).

A atividade anti-carcinogénica do CLA, em sua forma cis-9, trans-11, foi a primeira
propriedade adespertar interesse. Talvez este seja 0 mais potente anti-carcinogénico de origem
animal conhecido pelo homem, o CLA cis-9, trans-11 ndo s6 previne, mas atacam as células
tumorais j& presentes no organismo, reduzindo tumores previamente formados.

O CLA trans-10, 12, apresenta a capacidade de inibir a sintese de gorduras no

organismo.

1.4 Técnicas de Separacao

1.4.1 Eletroforese capilar(CE)

A eletroforese capilar é definida como uma técnica de separacdo baseada na migragédo
diferenciada de compostos, neutros, idnicos ou ionizaveis, mediante a aplicacdode um campo
elétrico da ordem de kVolts/m tangenciando uma coluna capilar (silica fundida, teflon ou
pirex), a qual contem em seu interior uma solucdo de eletrélito conveniente, normalmente
tamponada, atuando como canal de migracdo (BAKER, 1995, TAVARES, 1996).

Por ser ecologicamente mais correta e de menor custo operacional, a CE tem sido a
técnica de separacdo de mais rapida expansdo em analises farmacéuticas, e tem gradualmente
se estabelecido como uma técnica alternativa e de suporte para HPLC (ALTRIA, 1999;
VEUTHEY, 2005; WATSON, 1999) e para cromatografia a gas (CASTRO 2005).
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1.4.1.1 Instrumentagdo

A eletroforese capilar tem como um dos aspectos mais importantes sua simplicidade
na instrumentacdo. O sistema de CE consiste na aplicacdo de uma alta voltagem (positiva ou
negativo), tipicamente da ordem de 5 a 30 KV ¢ corrente de 0 a 200 pA,capilares de silica
fundida (revestido externamente com poliimida outeflon),um par de eletrodos (geralmente de
platina, material inerte), termostato, reservatérios para solu¢ées e um detector apropriado. A
fonte de alta tensdo é conectada, através dos eletrodos de platina, a dois reservatorios de
eletrdlito para completar o circuito elétrico.O sistema é termostatizado por circulagdo de ar
forcado ou de um liquido refrigerante (“coolant”) através do cartucho contendo o capilar para
minimizar efeitos térmicos, pois a temperatura no interior do cartucho tem que ser mantida

constante (Tavares, 1996). A Figura 3 mostra um esquema geral de um aparelho de CE.

Computador: controle,
aquisicao e tratamento |
dos dados.

fonte de
alta tensdo

+/-30 kv

capilar

compartimento termostatizado

eletrodo de [ L ]
& Pl

platina \A

reservatorio
de entrada

detector

injegdo

reservatorios

Seensseascanacenssns reservatorio
de saida

Carrossel de reservatorios

Figura 3: Representagdo de um equipamento de eletroforese capilar.
Fonte: OLIVEIRA, 2003.

Na eletroforese capilar a separacdo é conduzida em tubos com dimensdesque podem
variar de 15 a 100 um de didmetro interno, e 50 al00 cmde comprimento, preenchido com
uma solucdo de eletrolito, e submetido a acdo de um campo elétrico. O uso do capilar oferece
muitas vantagens sobre os outros modos convencionais de eletroforese como placas de gel e
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papel. Devido a fatores geométricos (a relacdo entre a area superficial interna e volume é
apreciavelmente grande), o capilar possibilita a dissipacdo do calor, gerado pela passagem da

corrente elétrica (efeito Joule).

1.4.1.2 Modos de introdugéo da Amostra

A introducdo da amostra em CE utiliza volumes reduzidos, na ordem de 1 a 10 nL. A
maneira pela qual a amostra é introduzida no capilar tem implicacdo direta na anélise
quantitativa. As amostras podem ser introduzidas mediante gradiente de pressédo
(pressurizacdo ou vacuo em um dos reservatdrios), chamado de injecdo hidrodinamica ou
mediante aplicacdo de determinado valor de potencial ao longo do capilar por um determinado
periodo de tempo chamado de injecdo eletrocinética.

A injecdo hidrodindmica introduz no capilar uma aliquota representativa da amostra,
por um gradiente de pressdo. Esse gradiente de pressdo pode ser estabelecido por diferentes
mecanismos: pressurizacdo ou vacuo em um dos reservatorios de solucdo, ou por gravidade,
onde um dos reservatdrios é elevado em relacdo ao outro e a amostra € introduzida por
sifonagem. O volume de amostra (nL) depende do tempo de injecéo, dimensbes do capilar,
viscosidade da solugdo tampdo e da diferenca da presséo estabelecida.

A injecdo eletrocinética introduz a amostra no capilar por combinacdo entre as
velocidades eletroforética e eletrosmética. Logo, a quantidade de amostra injetada é uma
funcdo da mobilidade eletroforética de soluto, das condutividades da amostra e meio condutor,
assim como da magnitude do fluxo eletrosmético.

A injecdo hidrodindmica € mais representativa por ser baseada estritamente na
transferéncia de volume. (TAVARES, 1996).
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1.4.1.3 Fundamentos Tedricos

1.4.1.3.1Fluxo eletroosmético(EOF)

Quando a alta voltagem é aplacada por meio de um capilar de silica fundida ou teflon
contendo uma solugdo tampdo, a solugdo tampdo se move através do capilar sob a influéncia
de um campo elétrico; este fendbmeno é denominado fluxo eletrosmético. Sob a aplicacdo de
voltagem positiva na injecao, utilizando capilar de silica fundida, o EOF ocorre em dire¢éo ao
catodo, o que significa que a solucdo tampao flui do reservatorio de entrada através do capilar
e é descartada no reservatorio de saida.

Em contato com uma solucdo tampdo a superficie interna do capilar adquire carga
devido a dois fendmenos: ionizacdo ou adsorcao.

Em capilares de teflon, o EOF ocorre em funcdo da absorcdo dos ions eletricamente
carregados do tampé&o na parede interna do capilar.

Em capilares de silica fundida os grupos silandis (Si-OH) de carater acido (pKa 5,9)
guando em contato com 0 meio aquoso sdo ionizados e a superficie interna do capilar torna-se
negativamente carregada. Cations hidratados na solugdo eletrolitica sdo atraidos pelos grupos
silandis negativos e comegcam a se organizar em duas camadas, sendo uma camada compacta
(ligada por forcas eletrostaticas) e a outra “mais frouxa” ou difusa. A camada compacta é
formada na regido imediatamente adjacente a superficie devido a adsorcdo especifica, por
forcas eletrostaticas e/ou de coesdo, de moléculas de agua e alguns ions, provavelmente
desidratados, e atraves da adsorcdo ndo-especifica de ions hidratados que se ligam fracamente
a superficie.A camada difusa € a regido na qual a concentracdo de ions de carga oposta a
superficie do capilar diminui aproximando-se da concentracdo dos ions em solu¢do. Quando
um campo elétrico é aplicado, a camada difusa move-se em direcdo ao catodo, arrastando com
ela um volume de solucdo do eletrélito, que é chamado fluxo eletrosmético. A figura 4 ilustra
esse processo.
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Figura4: Representacdo da superficie interna de um capilar de silica fundida e perfil
radial do fluxo eletrosmoticose deslocando do anodo para o catodo (fluxo normal).
Fonte: BAKER, 1995.

O controle adequado do EOF é de grande importancia para a eficiéncia da separacéo,
por isso a algumas propriedades fisico-quimicas da solugcdo devem ser controladas. Entre estas
propriedades destacam-se: pH, concentracdo (forca idnica) da solugdo tampéo, tipo e
concentracdo de um eletrolito inerte ou aditivo orgénico, viscosidade, constante dielétrica e

temperatura.

1.4.1.3.2Mobilidade eletroforética

A mobilidade eletroforética (Mep), € 0 fendmeno exclusivo de um soluto,
correspondente a sua velocidade (V¢p) em um campo elétrico unitario, ou seja, tal mobilidade
é intrinseca de cada espécie analisada. A mobilidade é diretamente proporcional a carga e
inversamente proporcional ao coeficiente de atrito. A separacao das espécies € possivel gracas
a diferenga nas mobilidades idnicas dos analitos, que estdo relacionadas com suas densidades
de carga, isto €, com a razdo carga/raio. Logo, formam-se zonas de amostras distintas de
acordo com a mobilidade.A equacdo (1) mostra que a velocidade eletroforética de uma
espécie é o produtoentre a mobilidade eletroforética e 0 campo elétrico, ou seja, a mobilidade
eletroforética ndo depende somente da densidade da carga do soluto, mas também do tamanho

da molécula do soluto e da viscosidade do eletrélito, como pode ser observado pela equagéo
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(2). Logo, espécies pequenas e altamente carregadas possuem alta mobilidade eletroforética.
O tempo necessério para um composto percorrer o capilar até o ponto de detec¢do € chamado
de tempo de migracdo (SILVA et al.., 2007).

Uef — ﬂefE (1)

q
6TINr

Hef = (2)

1.4.1.3.3 Eficiéncia da Separacao

Como o EOF afeta o periodo de tempo em que um soluto permaneceno interior do
capilar, tanto a eficiéncia e a resolucdo sdo relacionadas a direcdo e o fluxo do EOF. O perfil
do EOF ¢ planar ou radial (figura 5),diferente do fluxo laminar caracteristico dos fluidos sob

pressdo, e tem minima resisténcia a transferéncia de massa (TAVARES,1995).

- FLUXO FLUXO
ELETROOSMOTICO LAMINAR

] S
N N

Figura 5: Perfil de velocidade radial para um fluxo induzido por um campo elétrico
(eletroosmotico) e um fluxo induzido por pressdo (laminar), e correspondente efeito na
variancia da distribuicéo.

1.4.1.4 Modos de Separacéo

Varios modos de separacdo, com mecanismos singulares e seletividade caracteristica
sdo possiveis em eletroforese capilar: fronteira mdvel, zona, isotacoforese, focallizagdo
isoelétrica e em gel (BAKER, 1995; Skoog, 2002; TAVARES, 1996). No entanto, na presente
dissertacdo, sera discutida apenas a eletroforese capilar de zona, pois esse foi 0 modo de

eletroforese utilizado.
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1.4.1.4.1 Eletroforese Capilar de Zona

A eletroforese capilar de Zona (CZE, do inglés capillary zone electrophoresis) é um
dos modos de separacéo eletroforética mais utilizados devido a simplicidade do equipamento
e maior facilidade da otimizacdo das condicOes experimentais (TAVARES, 1996). Na CZE, a
migracdo das espécies ocorre pela combinagdo dos efeitos do fluxo eletroosmotico e
eletroforético, que sdo gerados quando o campo elétrico é aplicado. Com isso, os diferentes
compostos i6nicos da mistura migram de acordo com a sua propria mobilidade e separam em

Zonas.

1.4.2 Cromatografia a Gas (GC do inglés Gas Chromatography)

A cromatografia a gas € uma técnica de separacdo baseada na distribuicdo dos
componentes de uma mistura entre um fluido gasoso inerte (fase mével) e um absorvente (fase
estaciondria), portanto os compostos a serem analisados tém que ser suficientemente volateis
para que possam ser transportados atravésdo sistema contendo a coluna. A volalitidade do
analito € um dos fatores limitantes para a aplicacdo da técnica. (FOWLIS, 1999). Algumas
amostras precisam passar por uma etapa de derivatizacdo antes de serem avalizados por GC,
como é o caso dos acidos graxos de cadeia longa, que sdo convertidos em ésteres metilicos. O
objetivo da derivatizacdo é aumentar a volatilidade desses analitos.

Na cromatografia a gés, a amostra é vaporizada e introduzida em um fluxo de um gas
adequado denominado de fase movel ou gas de arraste. Esse fluxo de gas com a amostra
vaporizada passa por um tubo contendo a fase estacionaria (coluna cromatogréafica), onde
ocorre a separagdo da mistura. Esta separacdo depende da interacdo de cada analito com a fase
estacionaria (quanto maior a interacdo do analito, mais lentamente ele caminha pela coluna) e
pela volatilidade (mais volatil sera a substancia quanto maior for a pressao de vapor), maior
sua tendéncia de permanecer vaporizada e mais rapidamente caminha pelo sistema.

As substancias separadas saem da coluna arrastadas pelo gas de arraste e passam por
um detector (dispositivo que gera um sinal elétrico proporcional a quantidade de material
eluido). O registro deste sinal em funcdo do tempo é o cromatograma, sendo que as

substancias aparecem nele como picos com area proporcional a sua massa, o que possibilita a
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andlise qualitativa e quantitativa. A figura 6mostra um diagrama esquematico

instrumentacdo para GC.
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Figura 6: Diagrama esquematico de um cromatografico a gas.
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29



2. OBJETIVO

O objetivo geral dessadissertacdo foia otimizacdo de uma metodologia alternativa para
analises de acidos graxos em braquiarias ruziziensis. Tendo como objetivo especifico avaliar a
técnica de eletroforese capilar como método alternativo a cromatografia a gas para anélise do
perfil de acidos graxos de gramineas, devido a facilidade de instrumentacédo, rapidez no
preparo da amostra (j& que ndo é necessaria a etapa de metilacdo), menor consumo de

reagentes e reducdo no tempo de analise.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Reagentes e solugdes para CE

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. A agua foi purificada por
deionizagdo (Sistema Milli-Q, Millipores, Bedford, MA, USA). Solventes como metanol e
ACN foram obtidos da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil), 1-octanol da Fluka (Germany). Os
reagentesBrij 35 e SDBS foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Os padroes
de acido tridecandico (C13:0), acido palmitico (C16:0), acido estearico (C18:0), acido oléico
(C18:1 cis-9), e acido linoléico (C18:2 cis-9 cis-12) e o acido a-linolénico (C18:3 cis-9 cis-12
cis-15) foram obtidos da Sigma-Aldrich.

Solucdes estoques dos componentes do eletrélito foram preparadas com concentracao
de 100,0 mmol L™, exceto o Brij 35, que a solugdo estoque foi preparada com concentracio
de 50,0 mmol L™. Tanto as solucdes dos tampdes fosfato quanto a solugdo de Brij 35 foram
mantidas sob refrigeracdo (5°C) para evitar a formacao de mofo.

Solucdes estoques individuais dos acidos graxos foram preparadas em metanol na
concentracdo de 30,0 mmol L™ e estocadas em freezer até o momento das analises. Mistura de
padrdes na concentracdo de 0,5 mmol L™ foi preparada no dia da injecéo a partir da diluicéo

adequada dos estoques em metanol.

3.2 Reagentes e solucdes para GC

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico e a agua foi purificada por
deionizacdo (Sistema Milli-Q, Millipores, Bedford, MA, USA). Reagentes com grau analitico:
cloreto de amonia, metanol, &cido sulfarico e éter de petrdleo.

Utilizou-se gas de arraste hidrogénio ultra puro (99,999%) para coluna capilar e gases
auxiliares para o FID: nitrogénio, hidrogénio (pureza 99,999 %) e ar super seco (livre de
hidrocarbonetos).

PadrGes de referéncia: mistura de ésteres metilicos de acidos graxos ou padrdes
individuais com os seguintes ésteres metilicos de acidos graxos (FAME) 13:0, FAME 16:0,
FAME 18:0, FAME 18:1 cis-9, FAME 18:2 cis-9, cis-12, FAME 18:3 cis-9, cis-12, cis-15
foram obtidos da Sigma-Aldrich.
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3.3 Instrumentacéo

3.3.1 Eletroforese Capilar

Os experimentos foram realizados nos equipamentos de eletroforese capilar da
(Beckman Coulter, modelo MDQ fabricado na Beélgica) disponivel na Embrapa Gado de Leite
localizada na cidade de Juiz de Fora, equipado com DAD (diode array detection),
comprimento de onda em 224nm, temperatura controlada por liquido refrigerante, (capillary
cartridge coolant), no interior do cartucho em 25°C ea aquisi¢cdo dos dados em um software
(32Karat 8.0) e em um outro equipamento de eletroforese capilar da (Agilent Technologies,
modelo HP3D CE; Palo Alto, CA, USA) disponivel na Universidade Federal de Juiz de Fora,
equipado com DAD (diode array detection), comprimento de onda em 224nm, temperatura
controlada no interior do cartucho em 25°C por ar forgado e aquisicao e tratamento dos dados
em software (ChemStation Version A.06.01). Capilar de silica fundida revestido externamente
com teflon (Polymicro Technologies, Phoenix, AZ, USA), com comprimento total de 50,0 cm
e comprimento efetivo de 40,0 cm, 75um de diametro interno e 375 um de diametro externo
no equipamento da Beckman e com comprimento total de 48,5 cm e comprimento efetivo de
40,0cm no equipamento da Agilent. As amostras foram injetadas hidrodinamicamenteauma
pressdo de 0,2 psi 0 que é equivalente al2,5 mbarpor 4 segundos, conversdo necessaria devida
a diferenca de unidade usada nos aparelhos, pois no equipamento da Beckman a pressdo
éregistrada em psi e no da Agilent em mbar. O sistema eletroforético foi operado em
polaridade normal e voltagem constante de +19 kV.

3.3.3 Cromatografia a Gas (GC)

O equipamento utilizado para andlise das amostras de braquidriasfoi um
cromatografico a gas Shimadzu (modelo GC 17A), com detector de ionizacdo de chama (FID
- Flame lonization Detector)equipado com uma coluna capilar de silica fundida com fase
estacionaria composta por cyanopropylpolysiloxano (CP-7420™, 60 m x 0,32 mm id, 0.25
um espessura do filme — Varian,USA), disponivel na unidade da Embrapa Agroinddstria de
Alimentos em Guaratiba, Rio de Janeiro. As condi¢Ges de andlise foram: temperatura da

coluna mantida isotermicamente a 200 °C, temperatura do injetor e detector mantida a 280°C;
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gés de arraste hidrogénio ultra puro a 2,4 mL/min a 40 °Ce pressdo de 170kPa exercida na
coluna (AOCS Celh-05, 2005).

3.4 Preparo das amostras

3.4.1 Etapa de liofilizagcdo

As amostras de braquiarias foram coletadas no campo experimental de Coronel
Pacheco, de propriedade da Embrapa Gado de Leite, localizado no municipio de Coronel
Pacheco (MG). Para que essas amostras fossem armazenadas para analise foi necessario a
liofilizacdo, que consiste na remoc¢édo do vapor de agua diretamente das amostras congeladas
por 24 horas a uma temperatura de — 80°C e em seguida colocadas no liofilizador, pois dentro
deste as amostras ficam submetidas a vacuo. Este processo de desidratacdo apresenta algumas
vantagens sobre os demais métodos, pois ele permite que a amostra permanega com suas
propriedades inalteradas. A liofilizacdo permite que as amostras posteriormente sejammoidas
(moinho de facas dotadas de peneiras com perfuraces de 1 mm) e armazenadas por um

periodo de tempo mais longo sem que ocorra perda em suas propriedades quimicas.

3.4.2. Métodos de Extracao

A extracdo da fracdo lipidica é uma etapa importante em estudos bioquimicos,
fisiol6gicos e nutricionais dos mais diversos tipos de alimentos (leite, manteiga, requeijdo,
0Vo0, carne entre outros).

Com base na literatura, sabemos que, as braquiarias contém de 2 a 3% de lipideos
totais e desses 40 a 50% sdo formados por acidos graxos.Logo teremos de 1 a 1,5% de acido
graxo sobre a massa seca total, ou seja, uma concentracdo muito pequena de lipideos sobre a
amostra ja liofilizada. Por isso, foi necessario a otimizacdo do método para extracdo da fracdo
lipidica da braquiaria para que os acidos graxospudessem ser analisados.

Existem diversos procedimentos para extracdo de lipideos, porém todos tém em
comum a utilizacdo de solventes organicos. Os procedimentos mais utilizados incluem as
metodologias de extracdo em que se empregam misturas de solventes organicos apolares e
polares. Isto de deve ao fato dos lipideos terem uma grande faixa de relativa hidrofobicidade o

que torna invidvel a utilizagdo de um Unico solvente para a extragdo dos lipideos. Lipideos
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neutros como os triacilglicerois estdo ligados atraves de interacdo fracas (forca de van de
Waals) e sdo facilmente extraidos com solventes apolares, enquanto que os lipideos polares
como os fosfolipidios estdo ligados por ligacbes de hidrogénio e interacdes eletrostaticas.
Logo, para uma extracao eficiente desses lipideos temos que utilizar solventes polares capazes
de romper essas interagdes.

Um estudo critico foi realizado utilizando trés métodos de extracdo com o objetivo de
se obter o melhor método de extracdo da parte lipidica, sendo eles: Método de Hara e Radin
com adaptacao; Micro Folch e Bligh e Dyer com adaptacéo.

Os métodos de Hara e Radin (1978), Bligh e Dyer (1959) e Folch (1957) sdo
conhecidos como métodos de extracdo a frio (temperatura ambiente), quando comparado com
0 método de Soxhlet (1879), onde é empregado calor no processo o que pode levar as
oxidacdes dos acidos graxos poliinsaturados. Outra preocupacdo quanto ao processo de
extracdo é a toxidade dos solventes; os métodos de Folch (1957) e Bligh e Dyer (1959) séo
eficazes na extracdo de lipidios totais, principalmente os polares, mas apresentam uma alta
toxidade nos solventes envolvidos no processo de extracao. Sabe-se que ainalacdo do metanol
¢ téxico a concentraces elevadas (acima de 2.000 ppm), pois provoca irritacdo das
membranas mucosas do trato respiratério e pode causar efeitos sistémicos. O cloroférmio
também é toxico; sua inalacdo causa irritacdo na pele, olhos e trato respiratdrio, pode afetar o
sistema nervoso central, rins, figado e o sistema cardiovascular. Dependendo do nivel de
concentracdo e duracdo a exposicdo pode causar cancer. A mistura de hexano e isopropanol
tem se mostrado adequada na substituicdo de cloroférmio e metanol, pois apresentam uma
toxidade bem menor (Radin, 1981) e durante a separacédo das fases, a fase organica contendo
os lipidios fica na parte superior, ao contrario da mistura cloroférmio e metanol, onde a fase
organica fica na parte inferior, 0 que torna a recuperacdo da fase organica propensa a
contaminacges provenientes da fase aquosa.

As proporgdes dos reagentes referentes a cada metodologia foram: Folch (1957) utiliza
uma mistura de cloroférmio e metanol na proporgdo 2:1 (v/v); Bligh e Dyer (1959) é uma
versdo simplificada do procedimento classico proposto por Folch utilizando a 4gua também
como solvente, em uma proporg¢do 1:2:0,8 (v/v) respectivamente de cloroférmio, metanol e

agua; e Hara e Radin utiliza o hexano e o isopropanol em uma propor¢éo 3:2 (v/v).
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3.4.3 Preparo das amostras para analise em CE

Tendo em méos a fracdo lipidica extraida das braquiaria, a proxima etapa para anéalise
em CE é a etapa de saponificacdo, uma vez que a fracdo lipidica que contém os acidos graxos
em sua composicdo € saponificavel (glicerideos, ceras, fosfolipideos, esfingolipideos,
glicolipideos, etc).Nessa etapa é adicionado 2,0 mL de solucdo de NaOH/MeOH (0,5 mol L
1, pois 4cidos graxos encontrados em 6leo e gorduras estdo, predominantemente, na forma de
triacilglicerideos. No entanto, os acidos graxos sdo analisados por CE na sua forma livre, ou
seja, sem estarem ligados ao glicerol, e carregados negativamente. Para que isso ocorra é
necessario promover a hidrélise dos glicerideos para a formagéo de sais de acidos graxos. Tal
reacdo, como exemplifica o esquema da Figura 7, consiste em uma hidrolise alcalina
(saponificacdo), onde ha adicdo aos glicerideos de uma base(hormalmente solucdo de NaOH
preparada em MeOH), em um banho térmico com temperatura controlada de 75-80°C sob
refluxo continuo em haste de vidro, resultando na formacéo de glicerol e sais de acidos graxos
(MORRISON & BOYD, 1981). O esquema pode ser visto na figura 8.

CH5-O-C-R
H20H RCOOMNa® \[
CHpO-c-R Mol b oy R'COOMa"
1 R'"COOMNa”
CH-COH
CHo-0O-C-R"
Slicerideo =licerol Sais de acidos graxos

(Gleos, gorduras, etc..)

Figura 7: Figura para reagdo de hidrolise béasica dos glicerideos.
Fonte: MORRISON & BOYD, 1981.
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Figura 8: Esquema representativo do processo de saponificagdo das amostras.

3.4.4 Preparo das amostras para analise por GC

O preparo da amostra e analise cromatografica foi realizado na Embrapa Agroinddstria
de Alimentos em Guaratiba, Rio de Janeiro.O procedimento do preparo da extracdo da
amostra foi 0 mesmo realizado para a eletroforese Capilar.

Apdbs o processo de extracdo, a fracdo lipidica fica retida no baldo de fundo chato.
Nesse proprio baldo foi realizado o processo de metilacdo. Essa etapa consiste na adicdo de
2,5ml de potassia alcodlica. Em seguida, o baldo posicionado em uma manta de aquecimento
é conectado a um condensador. Durante o processo, quando se observa que a dgua comeca a
refluxar, é necessario a permanéncia por um periodo de 4 minutos. Apdés 4,0 minutos, o
sistema € deixado em esfriando em presenca do condensador (aproximadamente 3 minutos).
Em seguida, adiciona-se 7,5 mL da solucdo de esterificagcdo e deixa em refluxo por 3 minutos
aposa visualizacdo do condensamento do solvente. Desligar a manta e deixar esfriar na
presenca do condensador. Transferir o contetido do baldo para um funil de separacdo de 250
mL. Lavar o baldo com 15mL de éter etilico PA e transferir para o funil; lavar o baldo com 25
mL de agua destilada e transferir para o funil. Agitar a solugdo no funil de separacao, para que
ocorra 0 contato entre as fases. Esperar até que as duas camadas dos liquidos se separem e
figuem limpidas.Descartar a fase aquosa, sempre deixando l1cm abaixo da interface para
evitar perda de fase etérea. Lavar o extrato etéreo com 10mL de agua por trés vezes. Descartar

0 maximo possivel de fase aquosa. Filtrar a fase etérea, através de sulfato de sodio (ou
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magnésio) anidro PA, para um baldo de fundo redondo de 50mL previamente tarado. Lavar o
funil de separacdo e o papel de filtro com éter etilico, para recuperagdo total dos ésteres
metilicos. Evaporar o solvente em um rota evaporador. Adicionar 0,5 a 1mL de acetona e
passar sob corrente de nitrogénio, mantendo o baldo em contato com agua morna. Pesar 0
FAME e diluir com diclorometano PA. Transferir o contetdo do baldo para um vial para ser
injetado no cromatografico. A figura 9 mostra o esquema do processo de metilacdo descrito.

Adicédo de 7,5 mL
da Solucgao de

Refluxo esterificacdo #
= - Resfriamento =
S 2,5mL = riam =
KOH/MeOH _ | || ae25C o 'S
0,5 I/L ,
L —-)/LU./ (0,5 mol/L) UM Refluxo U/‘L“U,
N Aguecimento B
Fracao em manta, sob
lipidica agitacao (4min)
=22 7 “s&e Lavagem com
; S - il Filtragemna & éter etilico

I presenca de

r |
RNy | | € Na30
oy ) ) 2=

Evaporag i *solvente Fase
Injecdo no e remoga residuos Organica

GC

seguida por 3
lavagens com
agua

Figura 9:Esquema representativo do processo de metilacdo da fracdo lipidica ap0s a etapa de
extragéo.

As solugdes de potassia alcoodlica e do reagente de esterificacdo ja estavam preparadas.

Contudo, segue abaixo o procedimento (pop) para o preparo destas solucdes.

#Preparo da solucdo de potassia alcodlica (0,5mols/L): Pesar em um béquer 149 de
hidroxido de potassio em lentilhas, transferir para um almofariz de porcelana. Triturar
rapidamente com vigor, utilizando bastdo de porcelana, para obter um p6 fino. Transferir 0 p6
para um béquer de 1L. Adicionar uma proveta de 500 mL de metanol. Lavar o almofariz com
a ajuda de um bastdo, com por¢des de metanol e transferir para um béquer. Adicionar o
restante do metanol ao béquer e mexer com bastao de vidro até dissolver o pé.

#Preparo do reagente de esterificacdo: Em um bal&o de fundo redondo de 250 — 500
mL, colocar 120 mL de metanol com uma proveta, utilizando funil para solidos. Adicionar

cuidadosamente 4 g de cloreto de amonio, utilizando outro funil e depois cuidadosamente,
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adicionar 6 mLde acido sulfdrico concentrado com pipeta. Colocar o baldo em uma manta
aquecedora, conectar com condensador e refluxar a mistura por 15 minutos, apds a
condensacdo de solvente. Misturar ocasionalmente, até que o pé seja solubilizado. Deixar
esfriar no condensador, transferir o contetdo para um frasco rotulado de plastico.

Os compostos foram identificados por meio de comparacgédo dos valores do tempo de
retencdo dos analitos com os dos padrdes levando em consideracdo o padréo interno FAME
13:0. O fator de resposta adequado foi obtido por meio da conversdo da area de cada FAME

em funcédo do percentual massa.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1Consideracdes gerais para andlise de &cidos graxos de cadeia longa por eletroforese

capilar

Para otimizar a separagédo de acidos graxos de cadeia longa por CE é necessario atentar
para algumas caracteristicas basicas destes analitos, tais como: baixa absorbancia no
ultravioleta (&cidos graxos saturados); pKa =5, semelhante ao de acidos fracos;baixa
solubilidade em &gua; além do fato de alguns &cidos graxos apresentarem mesmo
comprimento de cadeia equivalente (CCE= n° atomos de carbono — 2.n° de duplas ligacdes).
Logo, a analise para estes constituintes é realizada principalmente, sob fluxo normal (fluxo
eletrosmético na direcdo do anodo para catodo) em modo contra-eletrosmoético (mobilidades
eletrosmatica e eletroforética na mesma dire¢do, porém em sentidos contrarios) mediante o
uso de tampdes alcalinos que mantenham o pH do eletrolito acima do pka das espécies para
garantir que todas elas estardo na forma de anions, onde os &cidos graxos com cadeias
maiores eluem primeiro, sob deteccdo indireta por UV e com auxilio de aditivos ao eletrolito
de corrida, como por exemplo dimetil e trimetil beta ciclodextrinas, as quais atuam como
seletor de homdlogos cis.A ordem de eluicdo dos acidos graxos é de acordo com a relacdo
carga da espécie/tamanho. Sabendo que todos os acidos analisados neste trabalho sao
monocarboxilicos e, portanto apresentam apenas uma carga negativa oriunda do grupo R-
COO’, a mobilidade eletroforética sera caracterizada apenas pelos diferentes tamanhos dos
acidos graxos, uma vez que a carga para todos eles serd a mesma.A mobilidade resultante
entre analito e fluxo eletrosmotico é chamada de mobilidade observada ou aparente (Ha, OU
Mobs), Obtida pela soma vetorial (equacdo 3) entre mobilidade eletroforética e mobilidade
eletrosmética. Logo, para analise de espécies negativamente carregadas que migram em
contra fluxo, as Hef € Heor estdo em sentidos contrarios e, portanto, o vetor resultante (Jap) € a

diferenca entre eles resultando na migragédo no mesmo sentido do vetor de maior valor (L OU

HEOF).

ﬁap — ﬁef + ﬁeof (3)
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Os &cidos graxos de cadeia mais longa resistem menos ao fluxo eletrosmético que os
acidos de cadeia mais curta, logo, acidos de cadeia hidrocarbonada maior sdo “arrastados”
mais facilmente pelo fluxo eletrosmético, passando pelo detector mais rapidamente, como é

ilustrado pela Figura 10.
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Figura 10:Figura esquematica representando o mecanismo de separacdo de AG de

cadeia longa por eletroforese capilar de zona em modo contra-eletrosmotico.

4.2 Planejamento composto central rotacional (planejamento Estrela) para otimizacéo

do eletrolito

O planejamento fatorial € uma ferramenta estatistica que vem sendo muito utilizada na
otimizagdo de sistemas contendo duas ou mais varidvel e que se deseja saber se ocorre
interacdo entre essas varidveis. Os resultados obtidos por planejamentos fatoriais, muitas
vezes, ndo seria possivel de serem alcangados por métodos univariados ou, provavelmente,
seria necessario um numero maior de ensaios 0 que resultaria num tempo maior para a
otimizagdo do sistema.Além disso, o planejamento fatorial € um recurso elegante capaz de
auxiliar no planejamento dos experimentos para a obtencdo dos dados de forma organizada e

sistematica. Entretanto, o sucesso de um planejamento fatorial dependerda do conhecimento
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claro de seus objetivos e da maneira em que serd estruturado e realizado. Logo, para executar
um planejamento fatorial € necessario definir quais sédo os fatores relevantes para o sistema
em questdo e especificar os niveis em que cada fator sera estudado. Dentro deste contexto, foi
realizado um planejamento composto central rotacional com trés fatores e triplicata no ponto
central com o objetivo de selecionar o sistema de eletrélito capaz de promover a separagdo
dos &cidos graxos de interesse. As variaveis selecionadas para o conjunto de experimento
foram: Brij 35, n-octanol e acetonitrila, sendo que, o Brij 35 é um tenso ativo neutro que
forma micelas com os acidos graxos contribuindo com a separacéo entre homologos cis-trans
e saturados; o n-octanol atua como um co-surfactante auxiliando o brij 35 na atividade de
separacgdo; e a acetonitrila auxilia na solubilidade dos &cidos graxos no meio e impede que
estes formem micelas entre si. Essas variaveis foram selecionadas com base no trabalho
descrito por (De Castro et al., 2010),onde as proporcdes utilizadas de Brij 35, n-octanol e
acetonitrila foram, respectivamente, 8,0mmol L™, 1,5% v/v e 45% v/v.A tabela 1 mostra a
matriz de contraste para o planejamento estrelacom triplicata auténtica no ponto central, onde
a codificacdo (-1) corresponde a valores do nivel inferior, a (+1) aos valores do nivel superior,
0 (0) aos valores do ponto central, (-1,618) ao valor do ponto axial inferior e (+1,6818) ao
valor do ponto axial superior. Cabe ressaltar que os experimentos foram realizados em ordem
aleatoria. Demais varidveis como: voltagem, dimensfes do capilar, comprimento de onda,
temperatura do cartucho, concentracdo do tampdo e SDBS (cromdforo) foram mantidas
constantes. Os experimentos realizados para a otimizacao do eletrélito foram realizados no

equipamento de CE da Beckman.
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Tabela 1:Matriz de contraste do planejamento composto central rotacional com trés fatores e
triplicata no ponto central.

Exp. Brij 35 (mmol L™) n-octanol (%ov/v) ACN (%)
1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1
3 -1 1 -1
4 1 1 -1
5 -1 -1 1
6 1 -1 1
7 -1 1 1
8 1 1 1
9 -1,6818 0 0
10 1,6818 0 0
11 0 -1,6818 0
12 0 1,6818 0
13 0 0 -1,6818
14 0 0 1,6818
15 0 0 0
16 0 0 0
17 0 0 0

Brij 35: (-1): 9,0 mmol L™, (0): 10,0 mmol L™, (1): 11,0 mmol L™, (- 1,6818): 8,3 mmol L™, (1,6818): 11,7 mmol L™
n-octanol: (-1): 1,8%, (0): 2,0%, (1): 2,2%, (- 1,6818): 1,7%, (1,6818): 2,3%
Acetonitrila: (-1): 44,0%, (0): 45,0%, (1): 46,0%, (- 1,6818): 43,3%, (1,6818): 46,7%

As figuras 11 e 12 mostramos eletroferogramas obtidos na execucéo do planejamento
composto central rotacional com trés fatores e triplicata no ponto central.
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Figura 11: Eletroferogramas de padrdes a uma concentracdo de 0,5 mmol L cada:
1-C18:0, 2-C18:1c, 3-C16:0, 4-C18:2, 5-C18:3, 6-C14:0, 7-C13:0 e 8-C12:0. Condicdes
experimentais: injecdo 4 segundos a 0,2 psi, voltagem de +19 kV, temperatura no
cartucho de 25°C, deteccdo indireta em 224nm, dimensbes do capilar: comprimento
total de 50,0 cm; efetivo de 40,0 cm, 75um de didmetro interno e 375 um de diametro

externo.
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Figura 12:Eletroferogramas de padrées a uma concentracdo de 0,5 mmol L™ cada:
1-C18:0, 2-C18:1c, 3-C16:0, 4-C18:2, 5-C18:3, 6-C14:0, 7-C13:0 e 8-C12:0. Condicbes
experimentais: injecdo 4 segundos a 0,2 psi, voltagem de +19 kV, temperatura no
cartucho de 25°C, deteccdo indireta em 224nm, dimensdes do capilar: comprimento
total de 50,0 cm; efetivo de 40,0 cm, 75um de didmetro interno e 375 pm de didmetro
externo no equipamento.

A andlise dos eletroferogramas mostrados nas figuras 11 e 12 em conjunto com a
tabela 1, pode-se notar que os eletroferogramas dos experimentos 5 e 13apresentam uma
melhor separacdo entre o par critico (C16:0/C18:2, picos 3 e 4), 0 que no presente caso
evidencia um possivel efeito da acetonitrila frente a niveis constantes de brij 35 e n-
octanol.No entanto, observa-se que no experimento 1(-1,-1,-1), o qual também apresenta nivel
baixo de Brij 35 e de n-octanolcomo no experimento 5 (-1,-1,1), masnivel alto de ACN, o
comportamento do eletroferograma é muito instavel, evidenciando que a ACN afeta
negativamente o perfil de separacdo quando fixada em nivel alto. Contudo, quando os niveis
de Brij 35 e 0 n-octanolforam fixados no ponto central e a acetonitrila no nivel axial inferior
(0,0,-1,6818), ou seja, 0 experimento 13, ocorreu a separacdo aceitdveldo par critico.Foi
calculada a resolugéo do par critico em cada eletrolito de experimento, conforme a equacao 4,

os resultados estdo mostrados na tabela 2. Para que a separagéo seja considerada completa e a
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quantificacdo dos analitos ndo seja sub ou superestimada, a resolugéo entre os picos deve ser
no minimo 1,50.Logo, as condi¢gdes do eletrélito do experimento 13foram selecionadas

comootimo, pois foi o resultado mais proximo de 1,50.
2(try-try)
(Wat Wp)

onde: t é o tempo de migracdo e W ¢é a meia altura dos picos

RS = (12)

Tabela 2: Calculo da resolucdo do par critico (C16:0/C18:2).

Eletrdlito tC16:0 wC16:0 tC18:2 wC18:2 RC16:0/C18:2
Eletrdlito 01 7.63 0.1 7.73 0.09 1.052631579
Eletrdlito 02 7.377 0.11 7.489 0.12 0.973913043
Eletrolito 03 7.43 0.11 7.54 0.1 1.047619048
Eletrolito 04 7.052 0.1 7.177 0.135 1.063829787
Eletrélito 05 8.16 0.11 8.26 0.09 1

Eletrélito 06 7.258 0.1 7.347 0.09 0.936842105
Eletrolito 07 8.3 0.11 8.41 0.11 1

Eletrolito 08 7.338 0.11 7.448 0.095 1.073170732
Eletrolito 09 7.94 0.1 8.05 0.09 1.157894737
Eletrolito 10 7.324 0.1 7.433 0.105 1.063414634
Eletrolito 11 7.198 0.1 7.287 0.08 0.988888889
Eletrdlito 12 8.47 0.15 8.61 0.14 0.965517241
Eletrolito 13 6.564 0.08 6.666 0.095 1.165714286
Eletrolito 14 7.74 0.115 7.832 0.085 0.92
Eletrolito 15 7.45 0.1 7.56 0.1 11
Eletrdlito 16 7.151 0.09 7.245 0.09 1.044444444
Eletrdlito 17 7.49 0.1 7.59 0.09 1.052631579

Contudo, cabe ressaltar que quando foram realizados osexperimentos para a sele¢cdo do

melhor eletrélito ndo se tinha idéia do aspecto do eletroferograma que seria obtido para a
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mistura de padrfes contendo os &cidos graxos considerados majoritarios na amostra de
braquiéria. No entanto, apos a realizacdo dos experimentos, pode-se perceber que 0 C14:0 e 0
C12:0 apresentavam coeluicdo com a perturbacdo do sistema (figura 13 letra A). Entretanto,
como esses dois acidos graxos ndo estdo associados com os precursores de CLA, estes foram
desconsiderados paraefeito de quantificacdo. Logo,a Figura 13 letra B mostra que o perfil de
separagdo dos acidos graxos de interesse na amostra de braquiaria, ou seja, C18:3, C18:2 e

C16:0, apresentou resultado satisfatorio para consideracdes quantitativas.

50 mAu

20 mAu

Tempo (min)
Tempo (min)

Figura 13:Eletroferogramas do eletrélito (experimento 13) escolhido como melhor com
os padrdes a uma concentracdo de 0,5 mmol L-1, onde temos: 1-C18:0, 2-C18:1c, 3-
C16:0, 4-C18:2, 5-C18:3, 6-C14:0, 7-C13:0 e 8-C12:0.CondigOes experimentais:
injecdo 4 segundos a 0,2 psi, voltagem de +19 kV, temperatura no cartucho de 25°C,
deteccdo indireta em 224nm, dimensdes do capilar: comprimento total de 50,0 cm;
efetivo de 40,0 cm, 75um de didmetro interno e 375 um de didmetro externo no

equipamento.

4.3 Otimizacdo do Método de Extracao

Foi realizado estudo preliminar envolvendo trés métodos de extracdo descrito na
literatura com potencial para extrair a fracdo lipidica das braquiarias. Os métodos estudados
foram: Método de Hara&Radin, Folch e Bligh & Dyer.

Como procedimento padrédo, para todos os metodos de extracdo analisados (Hara &
Radin, Micro Folch e Bligh & Dyer), as amostras foram liofilizadas, moidas, mantidas no

freezer a uma temperatura -20 °C, para evitar possiveis oxidacdes.
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4.3.1 Extracdo Hara & Radin (Adaptado)

O procedimento consistiu em pesarl,0 g de amostra no tubo de Falcon de 50,0 mL
adicionar 8,0 mL de isopropanol PA e agitar por 2,0 minutos no vortex a uma velocidade
méaxima. Adicionar 12,0 mL de hexano PA por 2,0 minutos a uma velocidade méaxima. Filtrar
a solucdo, usando um papel de filtro em outro tubo de Falcon de 50,0 mL, utilizando uma
solucgéo de 3:2 hexano/isopropanol sobre a amostra que fica retida no filtro e a0 mesmo tempo
lavando o respectivo papel a fim de remover possiveis acidos graxos retidos no mesmo.
Adicionar 6,0 mL da solucéo de sulfato de sodio (1,0 g Na,SO,4/ 15,0 mL de agua destilada),
agitar por 2,0 minutos no vortex e deixar a solugdo descansar para visualizar a separacao das
fases. Retirar com o auxilio de uma pipeta a fase orgénica que se encontra na fase superior e
transferir para um baldo de rota vapor. Evaporar o solvente no rota vapor a uma temperatura
de 40 °C ou deixar dentro da capela ligada de um dia para outro. Adicionar 0,5 a 1,0 mL de
acetona e passar sob a corrente de nitrogénio mantendo o baldo em contato com a palma da
ma&o, para que ocorra troca de calor. Adicionar 2,0 mL de NaOH 0,5 mol L™*/metanol para
saponificacdo. Conectar o baldo a uma haste de vidro de 1,5 mcom a funcdo de um
condensador, deixando no banho Maria a uma temperatura de 70 a 75 °C por 25,0 minutos.
Filtrar a solugéo no bal&o de 5,0 mL e completar o volume com metanol.

Os eletroferogramas da figura 14 representam respectivamente: massa pesada de 1ge 3
minutos de agitacdo no vortex no eletroferograma A e o0 B representa massa del,5ge 2

minutos de agita¢do no vortex.

A A B
=
-
£
Q
\’ I I3 1 I I 1
6 7 8 6 7 8
Tempo (min) Tempo (min)

Figura 14: 1-C18:0; 2-C18:1c; 3-C16:0; 4-C18:2; 5-C18:3. Condicdes experimentais: injecao
4 segundos a 0,2 psi, voltagem de +19 kV, temperatura no cartucho de 25°C, detecgéo indireta
em 224nm, dimensdes do capilar: comprimento total de 50,0 cm; efetivo de 40,0 cm, 75um de
diametro interno e 375 um de didmetro externo no equipamento.
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4.3.2 Extragdo Micro-Folch

O procedimento consistiu em pesar 100,0 mg de amostra no tubo de Falcon de 15,0
mL, adicionar 1,2 mL da solucédo 2:1 cloroférmio/metanol e agitar no vortex por 3,0 minutos,
adicionar 0,4 mL de metanol e agitar por 3,0 minutos no vortex. Filtrar a solu¢do, usando um
papel de filtro em outro tubo de Falcon de 15,0 mL, utilizando uma solucdo de 2:1
cloroférmio/metanol sobre a amostra que fica retida no filtro e ao mesmo tempo lavando o
respectivo papel a fim de remover possiveis acidos graxos retidos no mesmo. Adicionar 0,8
mL de cloroférmio, adicionar 1,90 mL da solucdo de NaCl 0,73% e agitar por 2,0 minutos e
deixar a solucdo descansar para visualizar a separacao das fases. Transferir a fase inferior para
um tubo de rota vapor. Evaporar o solvente no rota vapor a uma temperatura de 40 °C ou
deixar dentro da capela ligada de um dia para outro. Adicionar 0,5 a 1,0 mL de acetona e
passar sob a corrente de nitrogénio mantendo o baldo em contato com a palma da méo, para
que ocorra troca de calor. Adicionar 2,0 mL de nabo 0,5 mol/L/metanol para saponificagéo,
colocar o baldo conectado a uma haste de vidro de 1,5 m para fazer o papel de um
condensador, deixando no banho Maria a uma temperatura de 70a 75 °C por 25,0 minutos.
Filtrar a solucdo no baldo de 5,0 mL e completar o volume com metanol. Os eletroferogramas
da figura 15mostram a variagdo no método de Folch, indicando a extracdo 1, 2 e 3
respectivamente.

* extracdo Micro Folch 1 = massa de 50 mg e diluigéo de 1/10

* extracdo Micro Folch 2 = massa de 100 mg e diluicdo de 1/10

* extracdo Micro Folch 3 = massa de 150 mg e diluicdo de 1/10

15 mAu

6 7 86 7 g 55 6,5 7,5 8,5

Tempo (min) Tempo (min) Tempo (min)

Figura 15:Eletroferogramas da extragdo Micro Folch com as variagfes da massa.Condigdes
experimentais: injecdo 4 segundos a 0,2 psi, voltagem de +19 kV, temperatura no cartucho de
25°C, deteccdo indireta em 224nm, dimensdes do capilar: comprimento total de 50,0 cm;
efetivo de 40,0 cm, 75pum de didmetro interno e 375 pm de diametro externo no equipamento.
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Os eletroferogramas ndo evidenciaram a confirmacgdo de nenhum pico. Além disso, 0s
resultados qualitativos confirmam a impossibilidade de uso na metodologia, pois gera grande

instabilidade na linha base dos eletroferogramas.

4.3.3. Extracéo de Bligh e Dyer (Adaptado)

O procedimento consistiu em pesar 1 g de amostra no tubo de Falcon de 50,0 mL,
adicionar 10 mL de uma solucdo de 2:1 cloroférmio/metanol e agitar no vortex por 10,0
minutos. Adicionar 5mL de cloroférmio e 5 mL da solugéo de sulfato de sodio (1,0 g Na,SO,4/
15,0 mL de &gua destilada), agitar no vortex por 2,0 minutos e deixar a solugdo descansar para
visualizar a separagdo das fases. Remover a fase inferior para um bal&o de rota vapor, através
de um funil pequeno com papel de filtro contendo sulfato de sodio anidro. Evaporar o
solvente no rota vapor a uma temperatura de 40 °C ou deixar dentro da capela ligada de um
dia para outro. Adicionar 0,5 a 1,0 mL de acetona e passar sob a corrente de nitrogénio
mantendo o baldo em contato com a palma da méo, para que ocorra troca de calor. Adicionar
2,0 mL de NaOH 0,5 mol/L em metanol para saponificacao, colocar o baldo conectado a uma
haste de vidro de 1,5 m para fazer o papel de um condensador, deixando no banho Maria a
uma temperatura de 70 a 75 °C por 25 minutos. Filtrar a solucdo no baldo de 5,0 mL e
completar o volume com metanol.

A figura 16 mostra os eletroferogramas obtidos no processo de extracdo de Bligh &
Dyer. Foram realizados dois processo de extracdo variando a massa de 0,500g para 1g de
amostra de braquiaria e dois processo de diluicdo, ou seja, uma diluicdo de 1/10 e uma
diluicdo de 1/15, onde o primeiro eletroferograma representa a massa de 0,500g, o segundo 1g
e adiluicdo de 1/10 e o terceiro 1g e diluicdo de 1/15.
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Figura 16:Eletroferogramas da extracdo Bligh e Dyer. Condigdes experimentais: injecdo 4
segundos a 0,2 psi, voltagem de +19 kV, temperatura no cartucho de 25°C, deteccdo indireta
em 224nm, dimensdes do capilar: comprimento total de 50,0 cm; efetivo de 40,0 cm, 75um de
diametro interno e 375 um de didmetro externo no equipamento.

Os eletroferogramas mostram que esse ndo ¢ um bom método, pois apesar de aparecer
de forma mais nitida os picos quando se aumenta a massa de amostra (da esquerda para
direita) o perfil do eletroferograma nédo apresenta comportamento satisfatorio.

Analisando todos os eletroferogramas mostrados dos processos de extracdo e fazendo
uma analise qualitativa dos mesmos, pode-se concluir-se que o método de Hara & Radin foi o
mais promissor para 0 processo de extracdo da fracdo lipidica dos acidos graxos majoritarios
encontrados nas braquidrias. Logo, foi realizado um planejamento Box-Behnken 3% para o
método de extracdo Hara & Radin para otimizacdo do processo de extracdo.As variaveis
selecionadas para o estudo do sistema foram: x1- massa pesada de amostra, x2- tempo de
agitacdo da amostra no vortex e a x3- variacao da proporcdo de hexano da mistura de solvente
(hexano/isopropanol), como mostra a tabela 3. O parametro utilizado como resposta da
escolha do método foi comparar os eletroferogramas de uma maneira qualitativa. O
eletroferograma que apresentasse 0s acidos graxos de interesse com uma boa resolucdo e um

menor ruidos na corrida, indicaria uma melhor extracao.
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Tabela 3: Matriz de planejamento para um Box-Behnken 3°.

ENSAIO X1 X2 X3
1 -1 -1 0
2 1 -1 0
3 -1 1 0
4 1 1 0
5 -1 0 -1
6 1 0 -1
7 -1 0 1
8 1 0 1
9 0 -1 -1
10 0 1 -1
11 0 -1 1
12 0 1 1
13 0 0 0
14 0 0 0
15 0 0 0

X;=massa (9): (-1)0,59;(0)1,09; (1) 1549
X,=tempo (min): (-1) 1,0 ; (0) 2,0; (1) 3,0
X3= solvente (hexano/isopropanol) (ml): (-1) 10,0/8,0; (0) 12,0/8,0 ; (1) 14,0/8,0

A variavel massa foi escolhida pela relacdo diretamente proporcional entre massa de
braquiaria e concentracdo de &cido graxo.A variavel tempo de agitacdo no vortex foi
selecionada devido a relacdo da interacdo entre o solvente e a fracdo lipidica da amostra. E a
varidvel volume da mistura de solvente foi selecionada devido sua funcdo de extrair os
lipideos da parte apolar presente na fracdo lipidica, uma vez que a maior concentracdo de
lipideos se encontra na parte apolar. A figura 17 e 18 mostra todos os eletroferogramas
obtidos para o planejamento Box-Behnken realizado.
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FIGURA 17:0s picos 1, 2 e 3 correspondem respectivamente aos cidos graxos C16:0,
C18:2 e C18:3 em todos os eletroferogramas.CondicGes experimentais: injecdo 4 segundos a
0,2 psi, voltagem de +19 kV, temperatura no cartucho de 25°C, deteccdo indireta em 224nm,
dimensdes do capilar: comprimento total de 50,0 cm; efetivo de 40,0 cm, 75um de didmetro

interno e 375 pm de diametro externo no equipamento.
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Figura 18: Os picos 1, 2 e 3 correspondem respectivamente aos acidos graxos C16:0, C18:2 e
C18:3 em todos os eletroferogramas. Condigdes experimentais: injecdo 4 segundos a 0,2 psi,
voltagem de +19 kV, temperatura no cartucho de 25°C, deteccdo indireta em 224nm,
dimensdes do capilar: comprimento total de 50,0 cm; efetivo de 40,0 cm, 75um de diametro
interno e 375 um de didmetro externo no equipamento.

Analisando os dados sob uma oOtica qualitativa, no experimento 4 (+1, +1, 0), 10 (O,

+1, -1), e 12 (0, +1, +1) temos visivelmente uma melhor extracdo da parte lipidica, pois em
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todos esses experimentos foi possivel identificar os trés &cidos graxos de interesse. O par
critico (16:0/C18:2) nesses experimentos apresentouuma resolucédo visivelmente acima de 1,5,
e estabilidade de linha base quando comparados aos demais. Nos experimentos 4, 10 e 12
temos o valor alto da variavel 2, que é o tempo de agitacdo no vortex, o que evidencia que
quanto maior o tempo deinteracdo do solvente com a amostra maior é a quantidade extraida.

Dentro deste contexto, o0 experimento 12 foi selecionado como 6timo.

4.4. ANALISE QUANTITATIVA DOS ACIDOS GRAXOS NA AMOSTRA DE

BRAQUIARIA

4.4.1. Calculos do Fator de resposta e verificacdo da Falta de Ajuste do Modelo

Para as consideracBes gquantitativas dos acidos graxos na amostra de braquiaria,
utilizou-se o conceito de fator de resposta. Para calculo do fator de resposta, foi elaborada
uma curva de calibracdo para cada acido graxo em cinco niveis de concentracdo em replicatas
auténticas com incremento de 0,2mmol L*: 1- 0,030; 2- 0,050; 3- 0,070; 4- 0,090; 5- 0,110
mmol L™ e uma segunda curva de calibracdo em cinco niveis de concentragdo com incremento
de 0,1mmol L™ com os pontos: 1- 0,10; 2- 0,20; 3- 0,30; 4- 0,40 ; 5- 0,50 mmol L. Em ambas
as curvas utilizou-se o &cido tridecandico (C13:0) como padréo interno, cuja concentracao foi
fixada em 0,50 mmol L™.Foi necessaria a construcéo de duas curvas de calibracdo devido &
diferenca entre as concentragdes dos acidos graxos. A faixa de concentracdo de C18:3 é cinco
vezes maior do que a concentracdo do C16:0 e do C18:2. Deve-se ressaltar ainda que foram
realizadas curva de calibracdo tanto no equipamento da Agilent (disponivel na UFJF) quanto
no equipamento da Beckman (disponivel na Embrapa Gado de Leite — JF), devido ao interesse
em quantificar as amostras usando diferentes equipamentos.

Para verificar se 0 modelo proposto pode ser realmente usado como modelo de
previsdo para o sistema estudado deve-se realizar analise da variancia e verificar se ha
evidéncias de falta de ajuste (NETO et al. 2007). Logo, utilizou-se Teste de hipotese a
priori(equagéo 5) recomendado pela IUPAC (DANZER & CURRIE, 1998) para a realizagéo

deste estudo.
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Onde: m; = nimero de medidas de cada ponto (m;=3); p = numero de pontos (p=5); m=m; X
p (m=15).

Se o valor calculado de Fcarc (p-2, m-py for menor que o valor de Frapelado dentro do
intervalo estimado, ndo havera falta de ajuste no modelo e o coeficiente angular da equacao
obtida podera ser usado como fator de resposta (Rs) para quantificacdo de acidos graxos em

amostras de braquiarias.Aequacdo 6 mostra como pode ser obtido o fator de resposta.

Acac — Ac13.0 ( )
[AG] f "1c13:0]

Onde: Acac € a area de cada acido graxo, Aciz.o€ a area correspondente ao padréo interno
(Pl) C13:0, [AG] é a concentracdo de cada acido graxo em mmol/L e [C13:0] é a
concentracdo do padrdo interno (PI).

Os modelos descritivos foram obtidos a partir de réplicas auténticas (tabelas 4 e 5)
para cada nivel de concentracdo da curva e forneceram como resultado uma curva analitica
para a razdo das areas de cada acido graxo correspondente (Acac/ Acis:0) Versus a razdo das
concentracdes ([CAG]/ [C13:0]). Alguns pontos que estavam fora da curva puderam ser

retirados sem prejudicar o modelo, uma vez que foram feita réplicas auténticas.

55



Tabela 4:Valores usados para implementagdo do modelo de regressdo para a 1°curva

analitica
AG | [Cag)/ [C13:0] CEaciLENT CEgeckman
18 22 3%Replica 18 28 32
Replicata| Replicata ta Replicata | Replicata | Replicata
0,06 0,099 0,062 0,016 0,007 0,006
0,10 0,121 0,149 0,020 0,021 0,022
C18:0 0,14 0,212 0,202 0,082 0,081 0,083
0,18 0,291 0,280 0,108 0,091
0,22 0,127
0,06 0,078 0,054 0,018 0,010 0,006
0,10 0,098 0,123 0,017 0,018 0,028
C18:1 0,14 0,197 0,202 0,030
0,18 0,267 0,220 0,041 0,039
0,22 0,064 0,052 0,054
0,06 0,056 0,058 0,039 0,012 0,010
0,10 0,085 0,082 0,020 0,025 0,026
C16:0 0,14 0,124 0,165 0,052
0,18 0,194
0,22 0,208 0,209 0,062 0,057 0,066
C18:2 0,22 0,389 0,325 0,345 0,097 0,062
0,18 0,034 0,044 0,046
0,14 0,295 0,225 0,032 0,033
0,10 0,238 0,146 0,014 0,014
0,06 0,069 0,074 0,011 0,013 0,008
C18:3 0,06 0,103 0,093 0,026 0,020
0,10 0,154 0,179 0,044 0,041 0,042
0,14 0,176 0,280 0,096 0,084
0,18 0,214 0,332 0,114 0,082
0,22 0,383 0,416 0,118 0,103
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Tabela 5:Valores usados para implementagdo do modelo de regressdo para a 2°curva

analitica
AG [Cac)/ [C13:0] CEaGILENT CEgeckmaAN
18 28 3%Replica 18 28 32
Replicata | Replicata ta Replicata | Replicata | Replicata
0,2 0,128 0,120 0,013 0,018
0,4 0,204 0,207 0,098 0,125 0,104
C18:0 0,6 0,354 0,133 0,140
0,8 0,412 0,480 0,169 0,227
1,0 0,513 0,120 0,277 0,297
0,2 0,093 0,103 0,101 0,015 0,067 0,050
0,4 0,209 0,232 0,037 0,073 0,116
C18:1 0,6 0,314 0,378 0,185 0,144 0,170
0,8 0,449 0,204 0,234 0,172
1,0 0,551 0,103 0,300 0,417 0,290
0,2 0,159 0,071 0,112 0,037 0,036 0,037
0,4 0,262 0,223 0,229 0,082 0,087 0,104
C16:0 0,6 0,365 0,444 0,180 0,194 0,176
0,8 0,524 0,238 0,232 0,192
1,0 0,595 0,567 0,278 0,273
1,0 0,618 0,599
0,8 0,483 0,518 0,530 0,250 0,242
C18:2 0,6 0,378 0,480 0,153 0,164
0,4 0,308 0,379 0,082 0,077 0,081
0,2 0,136 0,118 0,097 0,024 0,021
0,2 0,128 0,171 0,127 0,028 0,057 0,037
0,4 0,294 0,299 0,305 0,079 0,158 0,171
C18:3 0,6 0,372
0,8 0,555 0,721 0,359 0,306
1,0 0,725 0,793 0,428 0,334
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As tabelas 6,7,8 e 9resumem algumas informac@es sobre as curvas analiticas obtidas,

bem como:o coeficiente angular e o coeficiente linear da reta, o valor de r mdltiplo, o

resultado do Teste de a priori utilizado na verificacdo da falta de ajuste dos modelos, o valor

de Fsignificancia qUe, N0 presente caso, em todos os modelos foi cinco vezes maior do que o valor

tabelado.

Tabela 6: Curva 1 - UFJF

AG C. angular C.linear r Rs F i Fsic Feri
C 18:0 1,718 (x 0,124) | 0,029 (+ 0,016) 0,98 1,72 0,48 192,91 F.4=6,94
C18:1 1,552 (+0,161) | 0,031(x 0,020) 0,97 1,55 0,92 92,98 F,4=6,94
C 16:0 1,045 (£ 0,082) | 0,012 (+0,011) 0,98 1,05 0,14 161,41 Fo6=5,41
C 18:2 1,644 (£ 0,235) | 0,004 (+ 0,036) 0,93 1,64 1,03 48,63 Fos=4,46
C 18:3 1,773 (£ 0,255) | 0,015 (+ 0,038) 0,93 1,77 3,88 48,27 Fo6=5,41
Tabela 7: Curva 2 - UFJF
AG C. angular C. linear r R¢ Fraj Fsic Feri
C 18:0 | 0,521 (+0,035) | 0,015 (£ 0,021) 0,99 | 0,521 0,98 215,47 | F33=9,28
C18:1 | 0,575(x£0,025) |-0,011(£0,014) 0,99 | 0,575 0,32 522,05 | F3,=6,59
C 16:0 | 0,608 (+ 0,042) |-0,002 (£ 0,025) 0,98 | 0,608 1,50 208,51 | F34=4,76
C 18:2 | 0,594 (£ 0,052) | 0,040 (£ 0,034) 0,96 | 0,594 4,06 128,52 | F37,=4,35
C 18:3 | 0,783 (£ 0,054) |-0,019 (£ 0,033) 0,98 | 0,783 0,01 206,62 | F34=4,76
Tabela 8: Curva 1- EMBRAPA
AG C. angular C. linear Ry Fraj Fsic Feri
C 18:0 0,803 (= 0,072) | -0,045 (x 0,009) 0,96 0,95 2,15 123,19 |F,5=5,79
c18:1 0,279 (+ 0,025) | -0,007 (+0,004) | 0,96 0,28 0,46 127,34 |F3,=4,35
C 16:0 0,315 (+ 0,018) | -0,008 (+0,002) | 0,99 0,28 0,98 313,75 [F,6=5,14
C18:2 0,386 (+ 0,062) - 0,019 (= 0,009) 0,90 0,41 0,21 38,03 [F36=4,76
C 18:3 0,584 (+0,074) - 0,010 (x 0,010) 0,93 0,58 2,64 62,36 |F36=4,76
Tabela 9: Curva 2 - EMBRAPA
AG C. angular C. linear r R Fraj Fsic Feri
C 18:0 0,31(x0,02) | -0,04(x0,01) | 0,97 0,31 2,00 146,37 Fa6= 4,76
c18:1 0,36 (+0,04) | -0,04 (£0,03) | 0,93 0,36 1,53 78,08 Fs10=3,71
C 16:0 0,31 (x0,03) | -0,03(x0,02) | 0,98 0,31 2,99 323,91 Fso= 3,86
C 18:2 0,36 (x0,03) | -0,05(x0,02) | 0,96 0,36 1,52 120,87 F..=4,74
C 18:3 0,44 (£0,04) | -0,04(x0,02) | 0,97 0,44 0,45 115,39 F.6=5,14
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Como o valor de F calculado para todas as curvas de calibracdo foi menor que o de F
tabelado, pode-se afirmar que para o intervalo de 95% estimado, ndo ha evidéncia de falta de
ajuste no modelo implementado e, portanto, o fator de resposta (Ry) referente de cada equacéo
da reta dos acidos graxos pode ser utilizado para quantificar as amostras braquiarias ou outras
matrizes, que apresentam concentracGes de acidos graxos dentro do intervalo das curvas
construidas. Para isto, basta utilizar C13:0 como padréo interno em uma concentracdo de 0,50
mmol L™ adicionado a cada amostra, para que a concentracdo do analito de interesse seja
obtida utilizando a equacdo (7), sem haver necessidade de constru¢do de nova curva de

calibracdo para cada amostra distinta.

(}; AG — Aﬂg[C]_BO]VMMAG +100 (?)
i Rf Aciz.om

Onde:Acac € a area de cada acido graxo correspondente, [C13:0] € a concentracdo do padrdo
interno (PI), V € o volume utilizado para diluir a massa de amostra em litros, MMag é a massa
molar do acido graxo correspondente em g/mol, Rf é o fator de resposta obtido pela curva do
modelo descritivo obtido com padrdes, Acis.0é a area correspondente ao padrdo interno (PI)
C13:0 e m é a massa de amostra pesada em miligramas.

4.4.2. Quantificacdo da amostra de braquiaria

Foi realizada a andlise de uma mesma amostra de braquidria em seis réplicas
auténticas, nos dois equipamentos de eletroforese capilar. E importante ressaltar que no
equipamento de eletroforese capilar da Beckman foi necessario desligar a bomba de coolant
(que é responsavel por garantir a temperatura do cartucho estavel durante a corrida), pois o
mesmo reage com o capilar revestido de teflon gerando vapores, os quais danificam
dispositivos do equipamento.O uso do capilar revestido de teflon é necessario, uma vez que o
capilar de poliimida sofre ataque de solventes organicos. A temperatura do cartucho foi
monitorada, sendo detectado aocorréncias de oscilagfes de £ 3°C no interior do cartucho,na
verdade a temperatura do cartucho foi dependente da temperatura ambiente ajustada através

de ar condicionado.
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Logo, foi possivel fazer a quantificagdo, utilizando a equacdo 7, com os resultados
obtidos nos dois equipamentos.A integracdo dos picos foi realizada manualmente.A figura 19
ilustra os eletroferogramas de uma das réplicas da amostra de braquiaria obtida no

equipamento da Agilent (UFJF) e no equipamento da Beckman (Embrapa).

m
C13:0

17 mAu

3 4

20 mAu

8 9
Tempo (min)

Tempo (min)

C13:0

0

15 mAu

e
<

5.8 6.4 T

Tempo (min)

Figura 19: O eletroferograma A corresponde a mistura de padrdes onde os picos 1, 2, 3,4 e 5
sd0 respectivamente aos 4&cidos graxos C18:0, C18:1c, C16:0, C18:2 e C18:3, o
eletroferograma B corresponde ao resultado da amostra de braquidria no equipamento da
Agilent e o eletroferograma C corresponde ao resultado da amostra de braquiaria no
equipamento da Beckman. Condic¢des experimentais: injecdo 4 segundos a 0,2 psi, voltagem
de +19 kV, temperatura no cartucho de 25°C, deteccdo indireta em 224nm, dimensfes do
capilar: comprimento total de 50,0 cm; efetivo de 40,0 cm, 75um de didmetro interno e 375

pum de didmetro externo no equipamento.
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4.3 Comparacao entre a metodologia otimizada por CE e o método oficial para analises

de acidos graxos.

O método oficial (AOCS996.06) utiliza cromatografia a gas (GC) com coluna capilar
de silica de 60metros com fase estacionaria composta por um filme liquido de
cyanopropylpolysiloxano com 0,25 um de espessura, temperatura da coluna constante a
180°C e detector de ionizacdo de chama (FID). Todo o procedimento de analise foi realizado
na Embrapa de Agroindustria de Alimentos em Guaratiba, Rio de Janeiro.

A amostra de braquiria foi submetida a etapa de metilacdo de acordo com descrito no
item 3.4.4. deste trabalho e injetada com as condicdes especificadas no método oficial, usando
0 C13:0 como padrdo interno. A figura 21 mostra um dos cromatogramas obtidos da amostra.

As setas vermelhas indicam os acidos graxos de maiores concentraces. Confirmando
que realmente o acido graxo de maior concentracdo na braquiéria é o C18:3, seguido pelo
C16:0 e 0 C18:2.

l C13:0 l C18:3

P

18:3

C18:2 . AmD1 RCC-CNPGL

27725

0 . l C16:0

l

16:0

16:1
17:0
150
18
Z00

140

1z:0

=k}

4= 10237 -
36.0739

1

e —— 33 -

13651
= 15,647 -
16.607

= 10,217

20973 -

e 2832

\,> 23.003 18
bo604s -
Emzu . :
kasraz
& F 39,686
s 45 643

Figura 20: Cromatograma dos ésteres metilicos de acidos graxos de braquiarias em analise
por GC/FID, o padréo interno utilizado foi o C13:0.Condig¢des cromatogréaficas: temperatura
da coluna mantida isotermicamente a 200°C, temperatura do injetor e detector mantida a
280°C; gés de arraste hidrogénio ultra puro a 2,4 mL/min a 40 graus, detector de ionizacao de
chama, coluna capilar de silica fundida com fase estacionaria de cyanopropylpolysiloxano (60
m x 0,32 mm id, 0,25 pum).
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Nos resultados da cromatografia gasosa foi possivel identificar 13 acidos graxos,
sendo os picos identificados por comparagdo entre os tempos de retencdo da amostra e 0s
padrdes metilicos (FAMESs). Mesmo sendo possivel apenas a identificagdo dos trés picos de
maiores concentracdo na braquidria, essa técnica ainda é promissora para esse tipo de analises,
pois o interesse € de se conhecer a concentragdo do C18:2 e C18:3. Temos que saber se 0s
métodos apresentam desempenhos similares. Logo, do ponto de vista estatistico, para se
comparar 0s métodos, deve-se averiguar se 0s dados obtidos seguem uma distribuicdo normal
(gaussiana). Para verificar a normalidade dos dados, utiliza-se o teste de Shapiro-wilk (n< 50)
para a diferencga dos valores entre 0 método por CE e GC. No presente trabalho foi realizado o
teste pelo programa SPSS tanto para os resultados obtidos no equipamento da UFJF, onde foi
encontrado o p-valor igual a 0,436quanto para os resultados obtidos no equipamento da
Embrapa, onde o valor de p-valor foi igual a 0,578. Assim 0 pressuposto de normalidade néo
foi violado para ambos os métodos, uma vez queo valor obtido de p-valor foi maior que 0,05
no intervalo de 95% de confiancga.Os resultados obtidos por CE nos dois equipamentos e por

GC se encontram na tabela 10.

Tabela 10:Resultados do equipamento de CE da Agilent e da Beckman comparado com os
resultados de GC.

Réplicas AG CEaciLent(¥om/m) | CEgeckman GC

(Yom/m) (Yom/m)

1 C16:0 4.59 5.58 4.35
C18:2 3.64 3.26 4.38

C18:3 18.80 17.93 18.88

2 C16:0 3.31 2.75 2.53
C18:2 3.06 2.42 2.58

C18:3 13.87 14.83 10.97

3 C16:0 4.07 3.49 4.39
C18:2 4.27 3.95 451

C18:3 21.93 18.49 18.81

4 C16:0 5.01 3.20 5.03
C18:2 5.24 5.70 5.27

C18:3 23.04 20.44 21.20

5 C16:0 4.85 5.87 4.02
C18:2 3.89 4.44 4.05

C18:3 18.09 15.90 17.38

6 C16:0 5.15 6.61 5.11
C18:2 5.34 5.55 5.19

C18:3 20.34 23.78 21.82
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Logo, testes estatisticos paramétricos podem ser usados para compara¢do dos métodos.
No presente caso foi realizado o teste t pareado.Como os valores de p-valor obtidos p-valor
igual a 0,12 (CE Agilent) e 0,55 (CE Beckman) foram maiores que 0,05, ndo ha evidéncias de
diferencas significativas entre os resultados obtidos pelo método oficial por GC e o método

otimizado por eletroforese capilar no intervalo de 95% de confianca.
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5. CONCLUSAO

No presente trabalho, foi proposta uma metodologia alternativa para quantificacdo do
teor de acidos graxo sem amostras B.ruziziensis por CZE sob deteccdo indireta por UV. Foi
selecionada por ndo haver muitos relatos a respeito da composicdo de &cidos graxos dessa
forrageira tropical na literatura, a braquiéria ruziziensis.

O metodo otimizado foi comparado com a metodologia oficial AOCS-996.06para
amostra de B.ruziziensis. Os metodos ndo apresentaram diferencas significativas para um
intervalo estimado de 95% de confianca, evidenciando a potencialidade do método otimizado
por eletroforese capilarpara a quantificagdo do teor dos &cidos graxos (C16:0, C18:2 e C18:3)
em amostras de B.ruziziensis. Cabe ressaltar que a metodologia por CE nao apresenta passos
de derivatizacdo, ndo faz uso de colunasespecificas, é simples, rapido (tempo de corrida de 10

minutos) quando comparado com GC.
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