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RESUMO

Foi proposto um método alternativo para a determinacéo de acidos graxos trans
expressos em acido elaidico por CZE com detecc¢édo direta no UV. A solucéo de
eletrélito consistiu de 12,0 mmol L de tetraborato de sédio, 12,0 mmol L de
brij 35 e MeOH/ACN na propor¢ao de 33:17 v:v. Os &cidos graxos trans foram
quantificados com sucesso em amostras de bala de caramelo, mistura para bolo,
waffer recheado, chocolate e mistura para pdo de queijo em 13 minutos de
analise com a estatistica baseada no calculo de uma fator de resposta usando o
acido cis-nonadecaendico como padrao interno. A comparacao estatistica entre
CZE-UV e o método classico de analise por GC-FID ndo apresentou diferencas
significativas no intervalo de 95% de confianca. Também foi proposto um método
alternativo para andlise target de CLA por fast GC usando a coluna SLB-IL111
com 15 m de comprimento e 0,10 mm de diametro interno. A separacéo ocorreu
em isoterma a 168 ° C e os isbmeros de CLA cis-9, trans-11 e trans-10, cis-12
eluiram em 4,6 e 4,7 minutos, respectivamente. Duas amostras de leite com
diferentes teores de CLA em sua composi¢cao foram analisadas e quantificadas
por adicdo de padrdo. A comparacao estatistica entre o método proposto com a
coluna SLB-IL11 e o método classico de andlise por GC-FID com a coluna
CPSIil-88 nao apresentou diferencas significativas no intervalo de 95% de
confianca. O terceiro foco deste trabalho envolve a busca de biomarcadores para
aterosclerose instavel, utilizando a abordagem de fingerprint em metabolomica.
Foi selecionado um grupo de 38 pacientes, entre homens e mulheres, metade
diagnosticada com aterosclerose instavel e metade com aterosclerose estavel.
A partir da andlise do plasma deses pacientes, por LC-MS e GC-MS, foi possivel
selecionar 25 metabdlitos como candidatos a biomarcadores para a
enfermidade. Destes, apenas 18 puderam ser identificados e classificados como
acidos graxos, aminoacidos e carnitinas. Sua variacdo entre as amostras
testadas sugere que a alimentagcdo humana pode estar relacionada com as
diferencas no metabolismo de pacientes diagnosticados com aterosclerose

estavel e instavel.

Palavras chave: Acido graxo. Gordura trans. Acido linoleico conjugado.

Aterosclerose. Metabolomica.



ABSTRACT

An alternative method for determination of trans fatty acids expressed as elaidic
acid in CZE-UV with direct detection was proposed. The background electrolyte
used consisted of 12,0 mmol L of sodium tetraborate buffer, 12,0 mmol L of
brij 35 and MeOH/ACN in ratio 33:17 v:v. Trans fatty acids in different samples
such as butter toffee, cake mix, stuffed wafers, chocolate and a mix for brazilian
cheese bread were successfully quantified within an analysis time of 13 min,
considering the statistical approach based on response factor calculation using
cis-nonadecaenoic acid as internal standard. The statistical comparison between
CZE-UV and the classical GC method for the analyzed samples did not present
significant differences within the 95% confidence interval. Also was proposed an
alternative method for the target analysis of CLA by fast GC using the SLB-IL111
column with 15 m length and 0.10 mm in internal diameter. The separation
occurred with isotherm at 168 ° C and the CLA isomers cis-9, trans-11 and trans-
10, cis-12 eluting at 4.6 and 4.7 minutes, respectively. Two samples of milk with
different CLA content in its composition was analyzed and quantified by standard
addiction. The statistical comparison between the proposed method with the
column SLB-IL111 and the classical GC method with the column CPSil-88 did not
present significant differences within the 95% confidence interval. The third focus
of this work involves the search of biomarkers for unstable atherosclerosis, using
fingerprint approach in metabolomics. It selected a group of 38 patients, men and
women, half diagnosed with unstable atherosclerosis and half with stable
atherosclerosis. From the plasma analysis of these patients, by LC-MS and
GC-MS, 25 metabolites as biomarkers candidate for this disease were selected.
In which, only 18 could be identified and classified as fatty acids, amino acids,
and carnitines. Its variation between samples suggests that human food may be
related to the differences in the metabolism of patients diagnosed with stable and

unstable atherosclerosis.

Keywords: Fatty acid. Trans fat. Conjugated linoleic acid. Atherosclerosis.
Metabolomic.
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1 INTRODUCAO

A industrializagdo e a vida moderna introduziram nos hébitos humanos
escolhas pouco saudaveis. O tempo, outrora dedicado ao preparo de refei¢cdes
caseiras e a pratica de atividades prazerosas, foi cada vez mais tomado pelo
trabalho, transito e atividades desgastantes. Por estarem sempre cansadas e
sem tempo as pessoas foram optando por escolhas mais faceis e praticas como
0 consumo de alimentos industrializados, em alguns casos, em associagdo com
0 abandono das atividades fisicas. Todavia, movimentos recentes como o slow
food (MALATESTA et al., 2007) e documentarios em prol do resgate aos bons
hébitos de alimentac&o evidenciam a preocupacdo humana com sua saude e a
crescente busca por alimentos mais saudaveis e confiaveis.

Os alimentos sdo compostos por trés principais macronutrientes: as
proteinas, os carboidratos e os lipideos. Este ultimo grupo esta presente nas
discussbes cotidianas através da preocupac¢do com o consumo de gordura
saturada, gordura trans, 6mega-3 e para os adeptos ao fitness, preocupacdes
inclusive com o consumo de acido linoleico conjugado (CLA). Os 6mega-3
podem auxiliar na diminuicdo do processo inflamatorio causador de
enfermidades cardiovasculares (TSUBOYAMA-KASAOKA et al., 2000;
VALENZUELA e NIETO, 2003; MCLEOD et al., 2004; AMANO et al., 2011),
enguanto que as gorduras saturadas e gorduras trans tém sido relacionadas ao
aumento deste processo inflamatério (SILVA e FERRAZ, 2006; MOSSOBA et
al., 2009), o CLA por sua vez, tem sido relacionado com a perda de gordura
corporal e a acdo anticarcinogénica (PARIZA et al., 2001; CHILLIARD et al.,
2007).

A exposicao de informagdes nos rétulos tais como “ndo contém trans” ou
‘contém O6mega-3”, pode trazer ao consumidor uma falsa sensacdo de
tranquilidade. A ANVISA preconiza através da Resolu¢cdo RDC n° 360 de 23 de
dezembro de 2003 (BRASIL, 2003) que se pode declarar um alimento com “zero”
de acido graxo trans quando ele contiver valor menor ou igual a 0,2 g por porcéo
deste tipo de gordura. Tal fato € preocupante do ponto de vista nutricional, pois

pode levar um consumidor em condicdes fisicas ou fisioldgicas particulares a
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ingerir compostos que podem agravar seu quadro clinico de transtorno
metabolico.

Dentro desse contexto evidencia-se a necessidade de métodos analiticos
mais rapidos que produzam, contudo, resultados tdo confiaveis quanto os
obtidos pelos métodos tradicionais para a analise da qualidade dos alimentos,
tanto para controle industrial quanto para a protecao dos consumidores. Métodos
mais rapidos podem ser Uteis também para diminuir os custos com cada analise,
aumentar a frequéncia analitica, e consequentemente auxiliar na agilidade do
monitoramento e fiscalizacdo da qualidade dos alimentos. Portanto, um dos
objetivos deste trabalho foi propor métodos de andlise de acidos graxos (AG)
considerados relevantes do ponto de vista nutricional, que fossem mais rapidos
gue o método classico utilizado na técnica de GC, mas que gerassem resultados
similares aos obtidos por essa técnica de separacao.

Para tal, se propde focar em pequenos conjuntos de analitos ligados a
uma problematica especifica, eximindo assim a necessidade da analise do perfil
completo dos AG. Ha casos em que informacdes pontuais e especificas a
respeito da amostra sao suficientes para resolver o problema, como em trabalho
anterior, cujo objeto de estudo foi analisar os acidos graxos poli-insaturados
(AGP) da familia dos w-3 em amostras de ovos comuns e enriquecidos (PORTO
et al.,, 2011). Em casos como este, uma analise rapida e com menores
morosidade e custo pode responder de forma satisfatoria ao questionamento
propulsor da investigagao.

Durante o desenvolvimento deste projeto de pesquisa houve a
oportunidade da realizacdo de uma mobilidade académica, no Centro de
Excelencia en Metaboldémica y Bioanalisis (CEMBIO) na Universidad San Pablo
em Madri, Espanha. Este centro de pesquisa tem vasta experiéncia no que tange
estudos que buscam biomarcadores para diversas enfermidades, confrontando
analises quimicas de diferentes grupos de pacientes a partir da utilizacdo da
guimiometria.

A busca de biomarcadores envolve diferentes abordagens de pesquisa no
campo da metabolomica. Pode-se partir de varios tipos de amostras biologicas
como plasma, soro, urina, tecido, saliva, e assim realizar analises exploratorias
ou analises alvo. Os estudos de andlise exploratéria, como o desenvolvido neste

trabalho, geralmente apresentam ao menos dois grupos de pacientes ou cobaias
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com alguma enfermidade, submetidas a diferentes dietas, ou ainda a diferentes
tratamentos com drogas. Os resultados das analises quimicas das amostras em
questdo sdo confrontados a partir de modelos bioestatisticos. Tais modelos
fornecem uma lista de metabdlitos que diferenciam os grupos testados, e estes
sdo os metabolitos considerados como candidatos a biomarcadores para o
estudo.

Através da analise de amostras de plasma de pacientes com
aterosclerose foi possivel avaliar, ainda que indiretamente, os efeitos da ma
alimentacdo na saude das pessoas. Foram investigados dois grupos de
pacientes diagnosticados com aterosclerose em diferentes estagios: estavel e
instavel. O cerne do estudo foi buscar metabdlitos com potencial para serem
utilizados como indicadores auxiliares no processo de diagndstico precoce e
prognéstico para tal enfermidade cardiovascular em pacientes que futuramente

sejam diagnosticados com aterosclerose.
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2 METABOLOMICA

As ciéncias “Omicas” adotam uma visdo holistica das moléculas que
compdem uma célula, tecido ou organismo. Destinam-se principalmente a
deteccdo universal de genes (gendmica), mRNA (transcriptdmica), proteinas
(protedmica) e metabdlitos (metabolémica) em uma amostra bioldgica especifica
de uma maneira ndo-alvo e nao-tendenciosa. Estas ciéncias podem ser
aplicadas ndo s6 para uma maior compreensdo dos processos fisiolégicos
normais, mas também em processos patolégicos em que desempenham um
papel na deteccdo, diagndstico e prognostico. Auxiliando entdo na nossa
compreensao da etiologia de doencas, por exemplo, por sua estratégia de acéo
em que se presta a investigar varias moléculas de diferentes classes (HORGAN
e KENNY, 2011). Destas ciéncias apenas a metobolémica foi utilizada neste
trabalho, portanto, este texto tratar4 brevemente sobre sua defini¢éo e rotina de
trabalho.

A metabolémica pode ser definida como o estudo dos metabdlitos de dado
um sistema (célula, tecido, fluidos ou organismo) sob um dado conjunto de
condi¢cdes. Embora o metaboloma, conjunto de moléculas que representam o
metabolismo de um organismo, esteja delimitado por um menor dominio quando
comparado ao proteoma ou ao transcriptoma, ele € mais diverso, contendo
muitas moléculas bioldgicas diferentes, o que a torna fisica e qguimicamente mais
complexa do que os outros “omas” (URBANCZYK-WOCHNIAK et al., 2003;
GOODACRE et al., 2004; HORGAN e KENNY, 2011).

Existem duas formas principais de abordagem dos estudos em
metabolomica: metabolite target analysis e metabolite untarget analysis. A
analise dirigida, metabolite target analysis, € o processo analitico classico
aplicado para medir a concentragdo de um numero limitado de compostos
conhecidos. Neste caso pode-se utilizar um método de preparo de amostras
especifico, direcionando assim a analise quimica. JA na andlise nao dirigida,
metabolite untarget analysis, ou ainda, metabolic fingerprinting, € feita uma
analise do perfil dos metabdlitos presentes na amostra em estudo. O perfil das
amostras de diferentes origens ou estados biologicos passam por modelagem
multivariada, que considera tal perfil como sua impressao digital. Este recurso é

mais utilizado quando nao se tem muita informacdo a respeito do sistema
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estudado e é a estratégia mais indicada para a busca de biomarcadores e
diagnésticos (FIEHN, 2001; URBANCZYK-WOCHNIAK et al., 2003).

Com a abordagem metabolic fingerprinting a analise multivariada do
conjunto de sinais permite estabelecer relacdes de diferencas e semelhancas
entre os individuos cujas amostras estdo sendo analisadas. Devido a grande
variedade de propriedades fisico-quimicas e concentragfes dos metabolitos nas
amostras, ndo existe uma Unica técnica analitica que possa atender a
identificacdo de todos eles (HORGAN e KENNY, 2011). Sendo assim, € bastante
frequente empregar diferentes técnicas de separacéo acopladas com detectores
de espectrometria de massas (MS) num mesmo estudo, ou ainda, utilizar
também a ressonancia magnética nuclear (NMR) para auxiliar na identificacdo
destes compostos em um mesmo estudo (Funari et al., 2013).

Em geral o tipo de amostra ajuda a definir a técnica analitica a ser utilizada
no estudo. A GC-MS é compativel com metabdlitos volateis e termicamente
estaveis como acidos organicos, aminoacidos, aminas e acucares (VALLEJO et
al., 2009; GARCIA e BARBAS, 2011; GU et al., 2011). Apresenta como principal
vantagem o processo de tratamento de dados, por possuir uma biblioteca de
espectros de massa comercial especifica para estudos de metabolémica (KIND
et al., 2009). Entretanto, os métodos de preparo de amostra para se empregar
esta técnica de separacdo sdo muito invasivos, incluindo a precipitacdo das
proteinas e posterior derivatizacdo do material contido no sobrenadante
(GARCIA e BARBAS, 2011). Além disso, a biblioteca de espectros esta atrelada
ao uso de coluna e método especificos para que a ordem de eluicdo possa ser
considerada no tratamento de dados, o que sédo desvantagens.

A CE-MS é principalmente utilizada na analise de aminoacidos em
amostras de urina e apresenta como principais vantagens um preparo simples
da amostra, que inclui apenas filtracéo e diluicdo da mesma, curtos tempos de
analise e demanda de pequena quantidade de amostra (BALDERAS et al., 2010;
ALBERICE et al., 2013). J4 a LC-MS ¢ a técnica de separacado mais versatil e
utilizada para estudos de metabolémica, sendo compativel com compostos
polares e apolares com pesos moleculares que variam desde cerca de 100 a
cerca de 1500 Da (HORGAN e KENNY, 2011; CIBOROWSKI et al., 2012;
ALBERICE et al., 2013; FUNARI et al., 2013;: GONZALEZ-PENA et al., 2015). A

principal desvantagem para essas técnicas de separacdo em meio liquido séo a
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falta de uma biblioteca de espectros de massas dedicada a estudos de
metaboldémica, o que torna lento o tratamento de dados. A figura 2.1 mostra um
fluxograma que aponta as principais etapas de desenvolvimento de um estudo

do tipo metabolic fingerprinting.

Figura 2. 1- Etapas de trabalho para analises metabolic fingerprinting.

Preparo da
amostra

!

Analise
quimica

|

Tratamento dos |
dados

|

Validacdo dos - Analise de MS/MS;
 —
resultados - Novo experimento.
Interpretacéo
bioldgica

Alinhamento;
Analise estatistica;
Identificacdo.

Fonte: A AUTORA.

Apos o tratamento estatistico e a obtencdo de uma lista de massas
significativas sao realizadas pesquisas em diversas bases de dados gratuitas e
disponiveis na internet (SMITH et al., 2005; WISHART et al., 2007; SUHRE e
SCHMITT-KOPPLIN, 2008). Estas bases de dados auxiliam o analista na
identificacdo dos metabdlitos quando ele compara o espectro de massas obtido
nas amostras com o espectro de massas apresentado nas bases de dados.
Posteriormente ele precisa eliminar as intersecdes decorrentes do uso de
diferentes bases de dados, e enfim obter uma lista de metabdlitos identificados.

A partir dessa lista de candidatos a biomarcadores pode ser feita a
interpretacdo biolégica dos resultados. Esta interpretacdo considera as
diferentes rotas metabdlicas do sistema em estudo e propde uma hipétese de

alteracdo deste determinado sistema biolégico. Para se comprovar essa
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hipétese podem ser realizados novos experimentos, utilizando desta vez uma
analise target, seja no mesmo conjunto de amostras, seja num novo conjunto.
Pode-se perceber que os estudos de metaboldmica s&o realmente
complexos e exigem conhecimentos multidisciplinares como quimica analitica,
espectrometria de massas, quimiometria, bioquimica e medicina. Desta forma,
0S grupos de pesquisa que trabalham neste nicho costumam ser compostos por
pesquisadores de diferentes areas como quimicos, farmacéuticos, estatisticos,

fisicos, bidlogos e médicos.
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3 OS ACIDOS GRAXOS

Os AG sao acidos carboxilicos, geralmente monocarboxilicos, alifaticos,
nao ramificados, saturados ou insaturados, apresentando, na maioria das vezes,
cadeia hidrocarbonada longa com namero par de atomos de carbono. O grupo
carboxila constitui a regido polar dos AG, enquanto que o restante da cadeia é
apolar. Existem muitas classificacdes para os AG quanto ao tamanho da cadeia
carbdnica e ndo cabe a esse texto discutir tal caracteristica, contudo, os AG mais
comuns possuem comprimento de cadeia entre 4 e 22 atomos de carbono
(HARWOOD, 2007).

A presenca ou ndo de insaturagdes na cadeia hidrocarbbnica é outro
aspecto de classificagcdo dos AG, sendo chamados de saturados quando n&o
possuem insaturacdes na cadeia carbdnica e chamados de insaturados quando
possuem uma (monoinsaturados) ou mais (AGP) insaturagcbes (HARWOOD,
2007). A figura 3.1 exemplifica a disposicdo espacial do acido estearico
(saturado) e do acido oleico (insaturado). A cadeia hidrocarbonica de um AG
saturado existe, geralmente, sob a forma estendida, uma vez que esta
conformacao linear, flexivel é o estado de menor energia, ou seja, a cadeia
estando estendida minimiza as repulsbes entre os grupos metila vizinhos
(SOLOMONS e FRYHLT, 2006).

Figura 3. 1 — Exemplo de AG saturado e insaturado.
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Fonte: A AUTORA.

Tal conformacgao linear permite um melhor empacotamento da cadeia
carbbnica, fazendo com que as moléculas de um AG saturado figuem mais
proximas. Em contraste, os AG insaturados contém dobramentos rigidos em

suas cadeias carbdnicas, pois as duplas liga¢cdes praticamente ndo giram e uma
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7

angulacdo de 30° é produzida para cada dupla presente na conformacao cis.
Como consequéncia, em geral os AG saturados possuem pontos de fusdo
maiores que AG insaturados (SOLOMONS e FRYHLT, 2006; HARWOOD,
2007).

A presenca de insaturacdes restringe a rotacao da cadeia hidrocarbénica,
fazendo com que ocorra isomeria em torno da dupla ligagéo. O isbmero chamado
cis tem os dois hidrogénios ligados aos atomos da dupla ligacdo do mesmo lado
de um plano imaginario tracado paralelamente a insaturacéo, enquanto que no

isdmero trans esses hidrogénios se encontram em lados opostos, figura 3.2.

Figura 3. 2 — Estrutura esquemética de isbmeros cis-trans.
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Fonte: A AUTORA.

Existe ainda outra forma de se referir aos AG insaturados, conhecida
como “familia dos acidos 6mega”. Neste caso, a enumeracdo da cadeia
hidrocarbbénica comeca a partir do primeiro carbono da extremidade oposta a
carboxila (ao contrario das regras da IUPAC). Por exemplo, o acido a-linolénico
pode ser abreviado como: C18:3 A9,12,15 ou como C18:3 w-3, especificando
apenas a dupla ligacao localizada no carbono de niamero 3 contado a partir do
altimo carbono da cadeia (SOLOMONS e FRYHLT, 2006), como apresentado na
figura 3.3.

Figura 3. 3 — Diferentes nomenclaturas para o acido linolénico.

Numeragao dmega (C18:3 w-3) (@)
2 4 6 8 10 12
3 14 16
1 NI AU
17 15 13 11 9 7 5 3 1 OH
18 16 14 12 10 8 6 4 5

Numeracado IUPAC (C18:3 A9,12,15)
Fonte: A AUTORA.
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Ao enumerar os carbonos a partir do carbono mais distante do grupo
carboxilico, € possivel agrupar os diferentes AG em “familias w” de acordo com
a posicao que estes apresentam a primeira dupla ligacdo em suas estruturas. Os
principais representantes dessa familia w sé@o o &cido oléico (AOL, w-9), o &cido
linoleico (ALI, w-6) e o acido linolénico (ALN, w-3). E dentre eles os mais
importantes sdo o ALN, cujas fontes predominantes sédo alguns 6leos vegetais e
de peixes, e 0 ALI, que é encontrado em 0leos vegetais como de soja, de girassol
e de milho (BENATTI et al.,, 2004). Estes AG sao importantes por serem
considerados &cidos graxos essenciais (AGESs), ou seja, aqueles os quais o
organismo humano € incapaz de produzir.

Esses AG tem sua biossintese ndo realizada devido a auséncia de
enzimas que sao capazes de inserir ligacédo dupla entre os carbonos 12-13 e 15-
16. O ALN dé& origem ao &cido eicosapentaendico (EPA), e por conseguinte o
acido docosahexaenoico (DHA) que pertencem a classe dos w-3, enquanto que
o ALI, depois da biossintese gera o acido araquidénico (ARA). Para suprir as
necessidades fisiolégicas, o ALN e o ALl devem estar em quantidades
suficientes na alimentacdo (LICHTENSTEIN et al., 1993; JUDD et al., 2002;
HARWOOD, 2007).

As familias de AG w-3 e w-6 competem entre si pela enzima delta-6-
dessaturase. Logo, devido a essa natureza competitiva, cada AG pode interferir
no metabolismo do outro, apresentando implicagdes nutricionais. Um excesso
de w-6 ira reduzir o metabolismo de w-3, levando possivelmente a um déficit de
seus metabdlitos, incluindo o acido docosahexaendico (DHA), comprometendo
o sistema imunoldgico. Entretanto, o aumento exagerado de w-3 reduz a relagéo
desses AG (w-6:w-3) a niveis baixos, de 3:1, propiciando assim alteracdes
indesejaveis na coagulacdo sanguinea. Devido ao fato dos AGE necessitarem
da mesma enzima para serem convertidos, ressalta-se a importante manutengéo
da proporgéo 5:1 entre w-6 e w-3 na dieta oral e enteral, pois esta proporgcéo
pode influenciar na formac&o de neurotransmissores e prostaglandinas, fatores
que séao vitais para manter a fungao cerebral normal (LICHTENSTEIN et al.,
1993; TSUBOYAMA-KASAOKA et al., 2000; JUDD et al., 2002; VALENZUELA
e NIETO, 2003; MCLEOD et al., 2004; AMANO et al., 2011).
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Desde 1980 diversos estudos tém investigado a importancia dos AGP na
alimentagao humana, pois eles auxiliam no desenvolvimento cerebral e visual do
bebé antes e apds o nascimento. Além disso, contribuem para a diminuicao dos
niveis de triacilgilceréis e colesterol total no sangue, prevenindo assim
enfermidades cardiovasculares (ECV) como a aterosclerose, aumentam a fluidez
do sangue, diminuem a presséo sanguinea e reduzem a agregacao plaquetaria.
Também sado utilizados como mediadores de alergias em processos
inflamatorios, em tratamentos contra epilepsia e ainda diminuem o risco de
cancer de célon (TSUBOYAMA-KASAOKA et al., 2000; VALENZUELA e NIETO,
2003; MCLEOD et al., 2004; AMANO et al., 2011).

O processo inflamatoério que ocorre nas artérias esta diretamente ligado a
ECV como a aterosclerose e estudos apontam que 0s acidos graxos insaturados
com conformacdo trans (AGT) oriundos da alimentacdo humana cada vez mais
baseada em alimentos processados industrialmente, aumenta este processo
inflamatério, afetando negativamente o funcionamento do endotélio. A literatura
evidencia que o teor de AGT oriundos do processo de hidrogenacéo industrial
de Oleos vegetais € expresso em acido elaidico (AEL), inclusive nas tabelas
nutricionais, uma vez que este compreende de 80-100% dos AGT presentes em
produtos industrializados que utilizam gordura vegetal hidrogenada (PARODI,
1976; ARO et al., 1998). A importancia do AEL para o metabolismo humano esté
relacionada com sua capacidade de inibir a acdo das enzimas dessaturases,
prejudicando a conversdo do ALN em EPA. O EPA, que é convertido em
prostaglandina, apresenta um importante papel nas atividades anti-inflamatorias
do organismo, além de atuar na prevencdo de coagulos nas artérias e veias
(FERRUCCI et al., 2006).

No entanto, os AGT de origem natural como o CLA, formados a partir do
processo de biohidrogenacdo por bactérias da flora do sistema digestivo de
ruminantes e encontrados principalmente na carne e no leite destes animais, tém
chamado bastante atencdo da comunidade cientifica. Embora possam existir
muitos isbmeros para o CLA, dois em particular tém se destacado em fungéo dos
seus efeitos bioldgicos positivos ja identificados, os isbmeros cis-9, trans-11 e 0
trans-10, cis-12. O isbmero cis-9, trans-11 pode atuar como potente
anticarcinogénico natural, enquanto que o isdmero trans-10, cis-12 pode afetar

o metabolismo lipidico, sendo entédo responsavel por reducdo na quantidade de
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gordura acumulada no corpo do animal. Esses efeitos foram observados em
ensaios laboratoriais com ratos e em menor escala em seres humanos que
exercam algum tipo de atividade fisica (PARIZA et al., 2001; CHILLIARD et al.,
2007).

O CLA pode ser formado no ramen pela biohidrogenacéo incompleta de
AG da dieta, mas também, endogenamente através da dessaturacdo do acido
graxo C18:1 trans-11, o acido vacénico (AVN), por uma enzima presente na
glandula mamaria e tecido adiposo chamada estearoil-CoA dessaturase ou Delta
dessaturase. Estudos com ruminantes, onde 0s pesquisadores promoveram a
infusdo de diferentes porcentagens de CLA no abomaso dos animais resultaram
em significante redu¢ao na producao e porcentagem de gordura no leite. Ocorreu
diminuicdo nos AG de cadeia curta e média (4:0 - 14:0) e incremento nos AG de
cadeia longa (18:0, 18:2 e 18:3) (JIANG et al., 1996; CHOUINARD et al., 1999;
BAUMGARD et al., 2001). A principal fonte de CLA na alimentacdo dos seres
humanos é proveniente da gordura do leite e da carne de animais ruminantes,
sendo que mais de 70% do CLA presente nesses alimentos € representado pelo
isbmero cis-9, trans-11 (MCLEOD et al., 2004).

A partir do conhecimento dessas informacdes a respeito dos CLA a
industria de suplementos alimentares passou a produzir e comercializar capsulas
com CLA, como ja é feito com os w-3 ha mais tempo. Mesmo sendo conhecidos
efeitos benéficos para alguns isémeros de CLA o Ministério da Saude, através
do Informe técnico n°23 de 17 de abril de 2007 (BRASIL, 2007), proibe a
comercializagao de suplementos a base de CLA no Brasil, pois seus fabricantes
recomendam o uso de mais de 20 vezes as quantidades comumente consumidas
pela populacdo. O Ministério da Saude entende que existem efeitos adversos
relacionados ao consumo exagerado desses nutrientes, principalmente
atribuidos ao isbmero trans-10, cis-12 como a esteatose hepatica,
hiperinsulinemia e diminuicdo dos niveis séricos de leptina (WEST et al., 1998;
TSUBOYAMA-KASAOKA et al.,, 2000; WEST et al.,, 2000; KELLY, 2001,
CLEMENT et al., 2002; GIBNEY et al., 2002; TAKAHASHI et al., 2002;
YAMASAKI et al., 2003; POIRIER et al., 2005).

A respeito do exposto pdde-se verificar que os AG w-3 auxiliam na
reversdo de processos de inflamacao e reducdo da pressdo sanguinea, os CLA,

gue sdo um tipo especial de gordura trans, possuem efeitos anticarcinogénicos
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e podem auxiliar na reducéo de gordura corporal e os AGT como o AEL podem
contribuir fortemente para o aumento de processos inflamatorios que estdo
ligados a ECV. Deste modo é importante ressaltar a relevancia da educacao
alimentar da populacdo no que diz respeito ao consumo de gorduras, pois

enguanto algumas sdo benéficas, outras sdo muito prejudiciais a saude.
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4 TECNICAS ANALITICAS

4.1 ELETROFORESE CAPILAR

A Eletroforese Capilar (CE) é definida como uma técnica de separacéo
baseada na migracao diferenciada de compostos que podem ser neutros (desde
que a carga seja gerada no sistema), ions solvatados ou espécies ionizaveis,
através de uma solucéo de eletrdlito contida no interior de um tubo capilar de
silica fundida, mediante a aplicacdo de um campo elétrico. Esta técnica de
separacdo é muito versétil, existindo assim diversos modos de CE, para
diferentes aplicacdes, matrizes e analitos.

No presente trabalho apenas o modo de eletroforese capilar de zona
(CZE) foi utilizado, portanto apenas este modo de CE sera tratado neste texto.
Em CZE, a separacdo dos analitos é conduzida em tubos capilares (canal de
migragao) com dimensdes que podem variar de 15 a 125 pm de diametro interno,
e 36 a 100 cm de comprimento. A geometria do capilar (elevada area superficial
interna em comparacéo ao volume) favorece a dissipagéo do calor (oriunda do
efeito Joule), sendo possivel o estabelecimento de campos elétricos
substancialmente elevados (100 - 1000 V/cm), resultando em separagdes de alta
eficiéncia (geralmente excede 10° pratos tedricos), alta resolugdo e curtos
tempos de andlise (BAKER, 1995; TAVARES, 1996).

Durante a andlise, uma fonte de corrente continua de alta tensdo é
utilizada para estabelecer o campo elétrico constante ao longo do capilar, com
valores tipicos de voltagem no intervalo de -30 a 30 kV. A fonte de alta tenséo é
conectada ao sistema de analise através de eletrodos de platina, imersos nos
reservatorios de eletrélito, aos quais também ficam imersas as extremidades do
capilar, fechando o circuito elétrico quando ocorre a aplicacdo da voltagem. A
Figura 4.1, mostra um esquema simples para um equipamento tipico de CE.
Quando o campo elétrico é aplicado, cada zona (constituida de um analito) migra
com velocidade constante (velocidade eletroforética), mas diferenciada, em
funcado da razao carga/tamanho, proporcionando assim a separa¢ao. Numa dada
condicao ideal de diluicdo infinita e desconsiderando a forga ibnica, quanto maior
for a carga e menor for o raio do ion solvatado, mais rapidamente este migrara

pela solugdo de eletrdlito. Para minimizar o aquecimento do capilar gerado
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devido ao efeito Joule, este &€ acondicionado em cartuchos com sistema de

termostatizacao por liquido ou ar forcado (Baker, 1995; Tavares, 1996).

Figura 4. 1 — Representacao esquematica de um equipamento de CE-
UV-Vis.

A - sistema de injecdo da amostra e da soIUgéo de eletrdlito, B - coluna capilar,
C - fonte de alta tenséo, e D - sistema de deteccao.
Fonte: A AUTORA.

Uma caracteristica importante em analises por CE € a presenca do fluxo
eletrosmotico (FEO), geralmente no sentido catodo-anodo que ocorre por
influéncia do campo elétrico aplicado. O FEO é caracterizado por um perfil radial
constante da velocidade, ndo contribuindo, portanto, para o alargamento das
bandas. Esta peculiaridade diferencia a CE dos métodos cromatograficos em
fase liquida, que apresenta uma variacdo parabdlica para o perfil da velocidade
dentro da coluna, caracteristica do fluxo induzido por pressdo. O controle
adequado do FEO é de grande importancia para a eficiéncia da separacao, por
isso as propriedades fisico-quimicas da solucdo de eletrélito devem ser
controladas. Entre estas propriedades destacam-se o pH, concentracdo e forca
ibnica do tampdao, viscosidade, adicdo ou ndo de solvente organico e a
temperatura de trabalho (BAKER, 1995; TAVARES, 1996).

Os AG de cadeia longa apresentam caracteristicas semelhantes a de
acidos fracos cujos pKa sédo em torno de 5, e portanto, de maneira geral, para
estes AG a separacdo € realizada em contra-fluxo (velocidades dos fluxos
eletrosmotico e eletroforético na mesma direcdo, porém em sentido contrario),
em solucdo de eletrélito com pH > 8 (para manté-los em sua forma anidnica) e
mediante a presenca de grande percentual de solventes orgéanicos no intuito de

aumentar a solubilidade dos AG no meio condutor, impedindo assim que formem
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micelas. A ordem de migracdo dos acidos graxos saturados (AGS) de cadeia
longa vai do C18 para o C10, pois quanto maior o tamanho, menor é a resisténcia
ao fluxo eletrosmdtico, logo maior € a velocidade aparente deste AG. Contudo,
guando na amostra estéao presentes AGS e acidos graxos insaturados (AGI) ndo
€ tdo simples prever a ordem de miracdo, pois as insaturacdes modificam o
volume da cadeia do AGI, se este for comparado ao AGS com 0 mesmo ndamero
de carbonos na cadeia. Pode-se ter, todavia, uma previsao da ordem de eluicédo
através do célculo do comprimento de cadeia equivalente (CCE) apresentado na
equacdo 1 (ERIM et al., 1995; ROLDANASSAD e GAREIL, 1995):

CCE = Nc — 2Nc=c (1)

onde Nc e 2Nc=c correspondem ao numero total de carbonos e ao nimero total
de duplas liga¢des, respectivamente.

Contudo, este calculo é apenas uma estimativa, pois quando o nimero de
insaturagdes aumenta, este fato oriunda o enovelamento das cadeias carbonicas
dos AG, nado permitindo assim que elas se apresentem estendidas como ocorre
com AGS. Para a analise simultanea de AGS e AGI com tamanho entre 10 e 20
carbonos, incluindo espécies cis-trans, é frequente uso de ciclodextrinas na
solucao de eletrdlito, pois elas atuam como discriminadores, devido a interacao
com sua cavidade, entre os isbmeros geométricos. Também deve ser adicionado
a solucao de eletrélito um tensoativo que pode ser aniénico ou neutro, além de
solventes orgéanicos para facilitar a separacdo e a solubilizacdo dos mesmos
(ERIM et al., 1995; ROLDANASSAD e GAREIL, 1995).

Toda a analise € monitorada por um sistema de detecc¢éo; ou seja, quando
os analitos cruzam o detector, este registra o sinal na forma de picos com bandas
de pequena espessura. Logo, um gréfico de sinal em funcdo do tempo é
registrado e recebe o nome de eletroferograma.

Uma caracteristica bastante particular da técnica de CE é que a detecgéo
dos analitos pode ocorrer na propria coluna capilar. Quando é utilizado capilar
com revestimento externo que absorva na regido do UV como é o caso do
revestimento de polimida ou mesmo de teflon, deve-se retirar uma pequena
secao de seu revestimento externo por queima. Esta secdo serve como “cela”
do detector e € comumente chamada de janela. A luz incide sobre a janela do

capilar, onde a amostra absorve parte desta luz e a outra parte é detectada por
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um fotodetector, geralmente, um fotodiodo (BAKER, 1995). O principio da
deteccdo por UV é baseado na Lei de Beer, em que a absorbancia se relaciona

com a concentracdo do analito através da equacao 2:

A = abC )

onde a é a absortividade molar, b € o caminho Optico (em cm), que neste caso
seria o diametro interno do capilar e C é a concentracdo do soluto. A
absortividade molar depende do grupo croméforo presente na molécula a ser
analisada (este € o sitio que absorve a luz na estrutura molecular do soluto), do
comprimento de onda da luz incidente, do pH e da composi¢cao da solucdo de
eletrdlito.

Os AGS possuem baixa absortividade molar, e consequentemente sao
analisados por CZE com deteccéo indireta por UV. Este tipo de deteccao baseia-
se na adicdo de um agente croméforo a solugcédo de eletrélito. Este composto
necessita ter alta absortividade molar no comprimento de onda selecionado,
mobilidade efetiva proxima a dos analitos, o que reduz a dispersdo por
eletromigracao e ter preferencialmente carga elétrica negativa (ROLDANASSAD
e GAREIL, 1995). O croméforo mais utilizado na detecc¢éo indireta de AG por CE
€ o0 dodecilbenzenossulfonato de so6dio (SDBS), seguido da adenosina
monofosfato (AMP) (OLIVEIRA et al., 2014). O croméforo faz com que se forme
uma linha base com alta absortividade molar, sendo assim, quando um AG é
detectado, a absortividade molar decresce e isso constitui a deteccéo indireta.
Entretanto, nem todos os AG séo analisados unicamente de forma indireta, os
AGI e principalmente os AGP possuem alguma absortividade molar, podendo
entdo ser analisados por deteccéo direta no UV (TAVARES et al., 2003; PORTO
et al., 2011).

4.2 CROMATOGRAFIA A LIQUIDO DE ALTA EFICIENCIA

A Cromatografia a Liquido (LC) baseia-se na separacao dos solutos pela
interacdo dos analitos entre um solvente chamado de fase movel e uma fase
estacionaria, seja ela soélida finamente dividida ou liquida imobilizada numa
superficie sélida. Para diferenciar as técnicas classicas de LC da verséo

moderna de separacdo em meio liquido, onde sdo necessarias bombas de alta
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pressdo e modernos sistemas de automatizagdo, esta nova versdo passou a ser
chamada de cromatografia a liquido de alta eficiéncia (HPLC). Gracas a esse
sistema de alta pressdo a HPLC é a técnica de separacdo mais difundida e
utilizada em anadlises de rotina. Isso se da por suas altas sensibilidade e
resolucdo, facil adaptacdo para determinacbes quantitativas acuradas,
adequacao a separacdo de espécies ndo volateis ou termicamente frageis e
acima de tudo, sua ampla aplicabilidade a substancias de interesse para a
indUstria e para muitos campos da ciéncia (AQUINO NETO e NUNES, 2003).
Um esquema simplificado para o equipamento de HPLC & mostrado na figura
4.2.

Figura 4. 2 — Representacdo esquematica de um equipamento de
HPLC.

2

:

A - bomba de alta pressao, B - sistema de injecdo da amostra, C - coluna e forno da
coluna e D - sistema de deteccéo.
Fonte: A AUTORA.

A HPLC possui quatro elementos fundamentais: o sistema de bombas de
alta pressao, o sistema de introducdo da amostra, a coluna cromatografica e o
sistema de deteccdo. As bombas de alta pressédo estdo relacionadas com o
tempo de retencéo, a repetibilidade e a sensibilidade do detector, pois podem
interferir diretamente no alargamento das bandas, o que ocasionaria perda de
sensibilidade. Por outro lado, estas podem ser operadas a pressédo ou volume

constante, dependendo da montagem do equipamento. A forma tradicional de
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injetar a amostra nesse sistema € por meio de uma microsseringa de injecéo
mediante sistema manual ou automatizado com boa repetibilidade.

A coluna cromatogréfica é o sistema de separagdo e em geral, para HPLC,
sdo construidas de tubos de aco inoxidavel. A maioria das colunas tem um
comprimento total que varia entre 10 e 30 cm e d.i. de cerca de 5,0 mm. Uma
coluna muito utilizada é a de fase reversa, chamada de C18, essa coluna separa
compostos semi-polares como &cidos fendlicos, flavonoides e alcaloides. J& para
separacao de compostos polares como agucares, vitaminas e acidos organicos
pode ser utilizada a cromatografia a liquido de interac&o hidrofilica (HILIC). Para
a protecdo da coluna € comum o uso de uma pequena coluna analoga com
comprimentos que variam de 1 a 4 cm, sao chamadas de coluna de guarda ou
pré-coluna. O detector mais difundido é o de UV-Vis, por ser sensivel a uma
grande faixa de compostos e mais acessivel devido ao valor de comercializacéao.
Entretanto, nos ultimos anos equipamentos de HPLC tem sido acoplados a
detectores de espectrometria de massas (MS), o que revolucionou a
sensibilidade e a gama de aplicacdes para essa técnica de separacdo (AQUINO
NETO e NUNES, 2003; SKOOG et al., 2006; LI et al., 2011; ZHOU et al., 2012).

4.3 CROMATOGRAFIA A GAS

A cromatografia a gas (GC) € uma técnica fisica de separacdo dos
componentes de uma mistura através de uma fase movel gasosa inerte carreada
sobre uma fase estaciondria. Esta técnica € utilizada para a separacdo de
compostos volateis ou volatilizaveis, ou seja, 0s compostos a serem analisados
devem apresentar compativel pressdo de vapor a temperatura de separacao
(SKOOG et al., 2006). Sendo assim, a medida que o carater ibnico do composto
aumenta, e, portanto, diminui a sua volatilidade, diminui também a possibilidade
de andlise do mesmo por GC, o que néo é problema para a técnica de CE que
se aplica justamente a analise de compostos ibnicos ou ionizaveis (TAVARES,
1996). Ja a técnica de HPLC separa compostos polares e apolares, nos quais a
pouca volatilidade ndo se apresenta como inconveniente (AQUINO NETO e
NUNES, 2003). Na figura 4.3 € apresentado um esquema simplificado para o

equipamento de GC:
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Figura 4. 3 — Representacdo esquematica de um equipamento de GC.

A - suprimento de géas de arraste, B - sistema de inje¢cdo da amostra, C - coluna e
forno da coluna e D - sistema de deteccao.
Fonte: A AUTORA.

Um equipamento de GC pode ser dividido em 4 partes principais:
suprimento de gas de arraste, sistema de injecdo da amostra, colunas e forno da
coluna e sistema de deteccdo. Os gases de arraste devem ser quimicamente
inertes e 0os mais utilizados sdo o hidrogénio, hélio, nitrogénio ou argbnio. A
escolha do gas de arraste depende principalmente do tipo de detector utilizado,
por exemplo, para cromatografia a gas com deteccédo por ionizacdo em chama
(GC-FID) normalmente utiliza-se o hidrogénio e para GC-MS o hélio (SKOOG et
al., 2006). Assim como para a HPLC, na GC a insercdo da amostra é uma etapa
muito importante, pois a ela esté ligado, por exemplo, um possivel alargamento
das bandas, ocasionando perda de resolucao. O método mais comum de injecéo
da amostra, liquida ou gasosa, envolve 0 uso de uma microsseringa que injeta a
amostra num vaporizador instantaneo localizado no topo da coluna
cromatografica a uma temperatura cerca de 50 °C acima da temperatura de
vaporizacao do componente menos volatil presente na amostra (AQUINO NETO
e NUNES, 2003).

Inicialmente as colunas de GC eram do tipo empacotada, entretanto, a
partir da década de 60 estas foram substituidas por colunas capilares com fase
estacionaria aderida na parede interna para a maioria de aplicacdes, uma vez

gue proporcionam analises mais rapidas. As colunas capilares possuem
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comprimento que varia de 2 até 100 m e precisam ser submetidas a altas
temperaturas bem controladas para manter os analitos em sua forma gasosa
apos a injecédo, por isso sdo montadas no interior de um forno com temperatura
controlada. Os detectores localizam-se na saida da coluna e sua funcdo € medir
as pequenas guantidades dos componentes separados, presentes na corrente
do géas de arraste que elui da coluna. Um dos detectores mais utilizados em GC
é o detector por ionizagcdo em chama (FID). O FID é um gqueimador que entra em
ignicdo eletricamente, levando a pirélise a maioria dos compostos de carbono
presentes no fluxo de hidrogénio. Esses compostos de carbono, incluindo entdo
os ésteres de AG, ao serem pirolisados produzem ions e elétrons capazes de
conduzir eletricidade, a qual é amplificada, convertida e registrada.

4.4 ESPECTROMETRIA DE MASSAS

A espectrometria de massas € uma poderosa e versatil ferramenta
largamente utilizada para a determinacdo e quantificacdo dos compostos
presentes em uma amostra. O principio de funcionamento de qualquer
espectrometro de massas baseia-se na deteccdo de ions selecionados de
acordo com a sua razao massa-carga (m/z), lembrando que m € a massa em u
(unidade de massa atbmica ou também conhecida como Dalton (Da), definida
como 1/12 da massa de um atomo do isétopo de 12C) (CROTTI et al., 2006).
Uma analise por espectrometria de massas envolve as seguintes etapas
principais: ionizagao, separacao dos ions formados pela razdo m/z e contagem
do numero de ions de cada tipo. A maior parte dos ions formados possui carga
unitaria, consequentemente, m/z em geral é a massa do ion (PUIGGROS et al.,
2011).

As amostras podem ser introduzidas em um espectrémetro de massas de
varias maneiras, sendo que a infusdo direta e a infusdo através de uma coluna
capilar sdo as mais comuns. A infusdo capilar pode introduzir pequenas
guantidades da amostra no espectrémetro de massas sem destruir 0 vacuo. Esta
técnica geralmente esta acoplada a técnicas de separacao incluindo a GC, HPLC
e CE, que primeiramente separam 0S componentes de uma mistura para
posterior analise. Existem varias técnicas de ionizagéo, e isso se deve a grande

variedade de amostras e espécies de interesse. Amostras sélidas, liquidas ou
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gasosas, contendo espécies volateis, ou ndo, e com interesses que englobam
desde a andlise elementar até a determinagdo da composicdo de proteinas,
requerem diferentes processos de ionizacdo (PUIGGROS et al., 2011).

Os analisadores de massas separam o0s ions de acordo com a relacao
existente entre suas massas e cargas, ou seja, a razao m/z. O analisador mais
comum é o quadrupolo, pois é simples, tem preco relativamente baixo e
facilidade de ser entendido e operado. O quadrupolo é composto por quatro
barras de metal cilindricas em que um par de barras € mantido em um potencial
elétrico positivo, enquanto o outro a um potencial negativo. Uma combinacao de
corrente continua (DC) e radiofrequéncia (Rf) é aplicada nas barras, que passam
a atuar como filtros. Somente os ions que apresentarem determinada razdo m/z,
a qual esteja em ressonancia com o campo aplicado, irdo passar pelas barras
do quadrupolo e serdo detectados. Os demais ions que entrarem no quadrupolo
terdo trajetdrias instaveis e, como consequéncia, atingirdo as barras e serao
eliminados pela bomba de vacuo (CROTTI et al., 2006).

Outro analisador de massas que tem seu uso bastante difundido é o
analisador de massas por tempo de voo (TOF). Neste analisador os ions
produzidos sdo acelerados e passam por um tubo de separacao livre de campo
e com cerca de um metro de comprimento. Todos 0s ions que entram no tubo, a
priori possuem a mesma energia, logo, suas velocidades variam de forma
inversa as suas massas, fazendo com que os ions mais leves cheguem primeiro
ao detector (SKOOG et al., 2006).

Alguns equipamentos modernos unem dois tipos de analisadores de
massas para formar um analisador ainda mais potente, chamado de
Espectrdmetro de massa acoplado (MS/MS). Primeiramente as moléculas sao
selecionadas e fragmentadas, o sistema entdo € capaz de isolar e refragmentar
um fragmento selecionado (ion precursor), gerando um espectro para o0
fragmento. Para escolha do ion pai deve ser realizada uma analise no modo de
varredura, e a partir do espectro de massas da molécula de interesse, é
selecionado o ion de maior intensidade para ser refragmentado. A andlise de
detectores hifenados propicia maior seletividade e sensibilidade ao sistema (DE
GRANDE e AQUINO NETO, 1990).

Um exemplo de hifenacdo MS/MS é o acoplamento de um quadrupolo a

um TOF, ambos analisadores de massas. Supondo que neste caso 0 MS/MS
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esteja também conectado a uma técnica de separagédo, como a de cromatografia
a liquido, por exemplo, o instrumento deveria incluir um dispositivo de separacéo
(HPLC), a fonte de ions (ESI), o filtro de massas (Quadrupolo) e o analisador de
massas (TOF). Este equipamento, representado na figura 4.4, € comumente
chamado de LC-Q-TOF.

Figura 4. 4 — Analisador de massa do tipo Quadrupolo - TOF.

A - Sistema de separagéb, neste caso um HPLC, B - fonte de ions, C - filtro de massas
quadrupolo, D - analisador de massas TOF.
Fonte: A AUTORA.
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5 ANALISE RAPIDA DE GORDURA TRANS EM ALIMENTOS
PROCESSADOS POR CZE-UV COM DETECCAO DIRETA

Recentemente, em junho de 2015, as gorduras trans foram banidas de
todos os alimentos processados pela Food and Drug Administration (FDA) nos
Estados Unidos (F.D.A., 2015). A principio as industrias alimenticias
estadunidenses tém o prazo de trés anos para se adequarem as novas regras.
Tal fato apenas evidencia a preocupacdo da sociedade e das agéncias
governamentais com a qualidade dos alimentos, e também das gorduras,
consumidos pela populagéo.

A técnica classica de analise de AG é a GC-FID, devido a sua alta
resolugcdo e sensibilidade (SEPPANEN-LAAKSO et al., 2002). Contudo, tal
analise apresenta alguns inconvenientes. Os AG sao pouco Vvolateis e possuem
baixa estabilidade térmica, principalmente os AGPI, sendo necesséria, portanto
sua conversao a grupos mais volateis, tais como ésteres de trimetilsilil ou ésteres
metilicos (A.O.C.S., Reapproved 1997 Revised 2001). No caso particular de
analise de AGT € necessaria a utilizacdo de uma coluna especifica que demanda
longos tempos de andlise. Dentro deste contexto, parece ainda existir demanda
pelo desenvolvimento de métodos mais rapidos de analise de AGT que
possibilitem maior controle do processo nas industrias, ou mesmo, de
fiscalizacéo por parte das agéncias governamentais.

Uma técnica de separac¢do que vem se estabelecendo como alternativa
para analise de AG ao longo dos ultimos anos é a CE (OLIVEIRA et al., 2014).
Suas principais vantagens frente a GC sado curto tempo de analise, possivel
auséncia de extracdo (CASTRO et al., 2010; BARRA, CASTRO, et al., 2013),
auséncia de passos de derivatizacdo, separacdo dos analitos a baixas
temperaturas, o que favorece significativamente a frequéncia analitica, e ainda,
maior seletividade para AG, enquanto que para a técnica de GC podem ocorrer
interferéncias devidas a presenca de acucares.

O primeiro relato sobre a analise da AGT utilizando CZE foi realizado com
deteccao indireta no UV-Vis, a analise foi realizada em 10 minutos e o método
foi aplicado para a determinacdo de AGT em amostras de 6leo hidrogenado de
castanha do Brasil (OLIVEIRA et al., 2003). Mais tarde varios estudos que

utilizaram este método para analisar diferentes amostras foram publicados
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(BALESTEROS et al., 2007; CASTRO et al., 2010; BARRA et al., 2012; BARRA,
CASTRO, et al., 2013; BARRA, OLIVEIRA, et al., 2013; CASTRO et al., 2013;
SATO et al., 2014). No entanto, foi relatada a dissolucéo parcial do polimero de
revestimento do capilar por acdo da solucdo de eletrolito, o que perturbava
significativamente o perfil de separagéo (BALESTEROS et al., 2007). A solucéo
encontrada foi a utilizacdo de um capilar mais resistente a solventes orgéanicos,
com revestimento exterior constituido por um polimero fluorado (BARRA,
CASTRO, et al., 2013), mais caro e menos comum nos laboratérios até entéo.
Recentemente foi relatada metodologia de analise de AGT por CZE que
utiliza deteccdo condutométrica sem contato (C4D) (WONG et al., 2013). A
separacdo demora 37 minutos e parece ocorrer a partir da adicdo de duas
ciclodextrinas diferentes na solucdo de eletrolito, o que tal solucdo mais
complexa de se preparar e mais cara de se utilizar na rotina de um laboratério.
Contudo, do nosso conhecimento, ndo foram encontrados registros na literatura

envolvendo método de analise de AGT por CZE-UV com deteccéo direta.

5.1 OBJETIVOS

5.1.1 Objetivos Gerais

e Disponibilizar método alternativo para analise rapida de AGT por
CZE-UV que apresentasse composicao de solucao de eletrdlito simples e

de baixo custo, bem como andlises com alta frequéncia analitica.

5.1.2 Obijetivos especificos

e Aplicar o método a amostras de alimentos processados;

e Comparar os resultados encontrados por CE com os gerados por GC;

e Verificar a necessidade de extracéo no preparo das amostras;

e Demonstrar as vantagens do uso do fator de resposta como ferramenta

estatistica para quantificagéo.
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5.2 MATERIAIS E METODOS

5.2.1 Reagentes e solugdes

Todos os reagentes e os padrdes utilizados foram de grau analitico. A
agua foi purificada por deionizacao utilizando o sistema Milli-Q com resistividade
de 18,5 MQ cm (Millipore, Bedford, MA, EUA). Metanol (MeOH), acetonitrila
(ACN), hexano, isopropanol, acido acético, sulfato de soédio anidro (Naz2S0Oa),
tetraborato de sodio (Naz2B4O7) e hidroxido de sédio (NaOH) foram adquiridos na
Vetec (Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Polioxietileno 23 lauril éter (Brij 35) foi
adquirido na Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Solucdo de metdxido de sddio
foi adquirida na Fluka (St. Louis, MO, EUA).

Padrbées de AG para analise de CE tais como &cido nonadecaenoico
(C19:1), AEL (C18:1t9), AOL (C18:1c9), ALI (C18:2n6) e ALN (C18:3n3) foram
adquiridos na Sigma (St. Louis , MO, EUA). Solugdes individuais dos AG foram
preparadas por dissolucdo de quantidades apropriadas na concentracdo de
20,0 mmol Lt em MeOH. Todas as solu¢cGes foram armazenadas em freezer até
a analise. Uma mistura de padrdes foi preparada diariamente na concentracdo
de 1,0 mmol L a partir da diluicdo apropriada das solucdes estoque de cada AG
em MeOH.

Padrdes de ésteres metilicos de acidos graxos (FAME) para analise por
CG, tais como elaidato de metila (C18:1t ME), oleato de metila (C18:1c ME),
linoleato de metila (C18:2 ME), linolenato de metila (C18:3 ME) e a mistura
comercial de 37 componentes Supelco FAME 37 foram adquiridos na Sigma (St.
Louis, MO, EUA). Solucbes individuais dos FAME foram preparadas por
dissolucdo de quantidades apropriadas em hexano na concentracdo de
1,0 mmol L. Todas as solugGes foram armazenadas em um freezer até a
analise.

A solucado extratora foi preparada por adicdo de trés partes de hexano
para duas partes de isopropanol num baldo volumétrico (HARA e RADIN, 1978).
Solucéo aquosa de Brij 35 (50,0 mmol L) foi preparada por dissolugdo com um
banho de ultrassom e mantida sob refrigeracéo a 4 °C para evitar a formacao de
mofo. A solucéo de Brij 35 foi utilizada apenas pelo periodo de 20 dias (pois apos

este periodo nova solucéo era preparada). Solugdo de NaOH (0,5 mol L) foi
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preparado em metanol. Solu¢cdes de Na2SOs4 (0,5 mol L1) e Na2B407
(100,0 mmol L) foram preparadas em agua deionizada.

A solucdo de eletrdlito era preparada diariamente por diluicdo de mistura
de 1,2 mL Na2B407 (100 mmol L?t), 2,4 mL de Brij 35 (50 mmol L),
3,3 mL de MeOH, 1,7 mL de acetonitrila em bal&o volumétrico de 10 mL usando
agua para completar o volume (PORTO et al., 2011). A solucao de eletrdlito era
levada ao ultrassom por 10 minutos para eliminar as bolhas de ar antes de ser

utilizada.

5.2.2 Amostras

As amostras foram compradas no mercado local. Decidiu-se trabalhar
com amostras de alimentos processados e tipicamente consumidos pelos
brasileiros. Foram escolhidas diferentes matrizes alimenticias, com diferentes
teores de AGT em sua composi¢cao. Logo, amostras de bala de caramelo,
mistura para bolo de chocolate, biscoito wafer, chocolate e mistura para pao de
gueijo foram os alvos selecionados. A gordura foi extraida usando uma solucéo
de hexano e isopropanol (HARA e RADIN, 1978); a transesterificacdo foi
realizada por catalise basica com solucdo de metoxido de s6dio em metanol
(CHRISTIE, 1993; CHRISTIE e HAN, 2012); e uma solucéo de hidréxido de sédio
em metanol foi utilizada para o passo de saponificacdo (OLIVEIRA et al., 2003).

A imagem fotografica das amostras analisadas esta apresentada na figura 5.1.

Figura 5. 1 — Amostras de alimentos analisados.

Fonte: A AUTORA.
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5.2.3 Procedimento para extracao lipidica

Pesou-se cerca de 1,0 g de cada amostra a fim de se obter 80 mg de
gordura extraida em 20 mL soluc&do. Foram adicionados 7,5 mL de solucéo de
extratora e 5,0 mL de solugédo de Na2SOa4. A mistura foi submetida a uma etapa
de sonicacdo por 10 minutos e em seguida a agitacdo em vortex durante
1,0 minuto. Em seguida a mistura foi deixada em repouso num banho de gelo
até a obtencao da separacéo de fases. A fase organica (superior) foi transferida
para uma proveta, a fase aquosa foi lavada mais duas vezes com 5,0 mL de
solugdo extratora (HARA e RADIN, 1978) e o volume foi completado para
20,0 mL com hexano (para facilitar a posterior divisdo da amostra em partes
iguais). O extrato resultante foi dividido em quatro balées de fundo chato pesados
previamente e identificados, o solvente foi evaporado a 40 °C sob vacuo até que
permanecesse apenas a fase lipidica. Depois disso, cada frasco foi novamente
pesado e a massa inicial do baldo descontada para se obter apenas a massa de

gordura extraida em cada baldo. A figura 5.2 ilustra o processo de extracao.

Figura 5. 2 — Processo de extracéo lipidica.
Pesar a amostra,
adicionar solugdes

extratora e salina Sonicar (10,0 min)

Agitar em vortex
(1,0 min)

dl

\\ Repousarem

gelo

Transferir 5,0 mL de extrato
para cada baléo e evaporar o Transferir analiticamente a fase
solventea 40°Cem rotavapor orgénica para uma proveta e
completar o volume para 20, mL

P
&o—

Fonte: A AUTORA.
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5.2.4 Procedimento de preparo de amostra para CE

Duas fragBes lipidicas das quatro extraidas foram saponificados por
refluxo com 2,0 mL de uma solucdo de NaOH / MeOH a 0,5 mol L%, em banho
de agua (75 - 80 °C) durante 20 minutos. Depois da reacéo de saponificacdo, as
amostras foram transferidas para um baldo volumétrico de 5,0 mL e o volume
completado com MeOH. A solucdo foi armazenada num frasco tampado em
freezer até a analise. Antes da injecéo no equipamento de CE as amostras foram
diluidas com MeOH em uma proporcéo de 1:2 v/v em baldo volumétrico de 1,0
mL contendo 1,0 mmol L de C19:1, utilizado como padréo interno (IS). A figura

5.3 ilustra o procedimento de saponificacéo.

Figura 5. 3 — Procedimento de saponificacao.
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Fonte: A AUTORA.

5.2.5 Procedimento de preparo de amostra para GC

As duas fracdes lipidicas extraidas restantes foram transesterificadas
usando catalise basica (CHRISTIE, 1993; CHRISTIE e HAN, 2012). Foram
adicionados 2,0 mL de solucdo de metoxido de sddio em metanol, em seguida,
o balédo foi aquecido sob refluxo em banho térmico a 50 °C durante 10 minutos.
O banho foi desligado e a solucéo foi arrefecida para entdo ser desconectada do
refluxo. Em seguida, 100 pL de acido acético glacial foram adicionados para
neutralizar a solucdo, seguidos por 5,0 mL de agua deionizada e 3,0 mL de
hexano. Apos agitacdo em vortex e a separacao das fases em banho de gelo, a
fase organica (superior) foi colocada num tubo de vidro pirex de 10,0 mL e mais
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de 3,0 mL de hexano foram adicionados a primeira mistura para uma extracao
mais eficiente. Apds agitacdo e separacdo de fases, a fase organica (superior)
foi transferida para o0 mesmo tubo de vidro pirex e 1,0 g de Na2SO4 anidro foram
adicionados para secar a solucdo de FAME. A solucéo foi transferida para baldo
volumétrico de 5,0 mL, o volume completado com hexano e finalmente
transferida e armazenada num frasco com tampa em freezer a temperatura de -
20 °C até a analise. Antes da injecdo no equipamento de GC, a solucéo foi
transferida para um vial e analisada sem diluicdo. A figura 5.4 apresenta um

esquema para o procedimento de transesterificacéo.

Figura 5. 4 — Procedimento de transesterificacao.
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hexano e agitar

Adicionar metéxido de sédio
em MeOH Levar ao banho a 50°C
conectado a hates de vidro
(10 min)

Repousarem
gelo (5,0 min)
b
I . . Transferir a fase
Analisar por GC Filtrar para baldo de.5.0n.1L, organica (superior) e
- avolumar e transferir a vial adicionar Na,SO,
n
Iﬂ' i
‘ [ ] 4
B — > oy /

Fonte: A AUTORA.

5.2.6 Instrumentacéo

a) CE

Os experimentos de CZE foram conduzidos num equipamento de CE da
Agilent (7100 CE, Agilent Technologies, Palo Alto, EUA) equipado com DAD; as
analises foram realizadas em comprimento de onda de 200 nm (peakwidht > 10
min; 2.0 s response time; 2.5 Hz). A temperatura do capilar foi mantida em 27 °C
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e para a aquisicdo e tratamento de dados foi utilizado o software HP
ChemsStation, (Agilent Technologies, Palo Alto, EUA). As amostras foram
injetadas hidrodinamicamente (12,5 mbar durante 7,5 s) e o sistema de
eletroforese foi operado sob polaridade normal, voltagem positiva e constante de
27 kV. Capilares de silica fundida revestidos de polimida foram utilizados para
todos os experimentos (Polymicro Technologies, Phoenix, EUA), com
comprimento de 48,5 cm (40 cm de comprimento efetivo) x 50 pm d.i. %
375 um d.e. Quando um novo capilar foi utilizado, este era condicionado por fluxo
de solucdo de NaOH a 1,0 mol Lt de (30 min), agua deionizada (15 min) e
solucdo de eletrélito (15 min). Entre as andlises, o capilar foi lavado com uma
solucdo de NaOH a 0,50 mol L (2 min), Agua deionizada (2 min) e solucédo de
eletrdlito (2 min). Ao final do dia o capilar foi lavado com solu¢cdo de NaOH a 0,50
mol L? (2 min) e 4gua deionizada (2 min) e mantido no cartucho fora do

equipamento de CE.

b) GC

A andlise dos FAME foi realizada em um cromatégrafo a gas da Shimadzu
(GC 2010-Plus, Shimadzu, Kyoto, Japdo), com injetor tipo split-splitless, auto
injetor AOC-i-20 e deteccdo por ionizacdo em chama. Uma coluna capilar de
silica fundida foi usada (CP-SIL 88 for FAME; 100 m x 0,25 mm x 0,2 um, Agilent
Technologies, Palo Alto, USA). As condi¢des cromatogréficas foram: volume de
injeccdo de 1,0 L no modo split de 1:50, vazdo de 20 mL min? a 250 °C; a
temperatura do FID foi fixada em 270 °C; as temperaturas do forno foram
inicialmente programadas a 80 °C com aumento de 4 °C min?' até 220 °C,
mantida por 5 min; depois a temperatura aumentou de 4 °C min*? até 240 °C e
foi mantida por 10 min. O gas de arraste utilizado foi o hidrogénio com vazéo de
1,0 mL min't e a presséo foi de 140,3 kPa. Os compostos foram identificados por
co-injeccao de padrdes e por comparacao do tempo de retengcdo com 0s tempos
da mistura FAME 37. Os AG foram determinados por normalizacdo de area e
expressos em g por 100 g de gordura (A.O.C.S., Reapproved 1997 Revised
2001).
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5.2.7 Tratamento de dados

Os programas Microsoft Excel, Origin Pro e Action (ESTATCAMP, 1997-
2014) foram utilizados para processamento estatistico dos dados. Testes como
normalidade, linearidade e homocedasticidade (DANZER; CURRIE, 1998) foram
realizados a fim de verificar a confiabilidade dos resultados.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSOES

A andlise de AG por CE com detecc¢éao direta por UV pode ser executada
usando uma solucao de eletrélito contendo um tampdo com um pH maior do que
0 pKa dos AG (~5,0), a fim de manter os AG em sua forma anibnica, juntamente
com um seletor quimico de homdlogos cis-trans, e um solvente organico para
evitar a formacao de micelas. O efeito de Brij 35 na presenca de solvente
organico duplo, tal como, MeOH e ACN, para a separacao de AG usando CZE-
UV, foi discutido de forma detalhada em trabalho anterior (PORTO et al., 2011).
Assim, a solucéo de eletrdlito utilizada neste estudo consistiu de tetraborato de
sédio (pH ~ 9,2), com MeOH, ACN e Brij 35.

Neste trabalho anterior o AEL foi utilizado como IS, portanto, para esta
nova aplicacao foi necessario um estudo para a escolha do AG que poderia ser
utilizado como IS para andlise de AEL como analito alvo. A fim de corrigir as
variacfes instrumentais o C19:1c, foi escolhido como IS. Este AG possui
insaturacdo e, portanto, alguma absortividade molar, contém nimero impar de
atomos de carbono na cadeia, sendo menos frequentemente encontrado na
natureza e ainda, possui CCE préximo ao dos AG anteriormente analisados com
essa solucdo de eletrdlito.

Quando a analise de uma mistura de padroes de AGI foi realizada, como
mostrado na Figura 5.5A, o perfil de separacdo demonstrou que o C19:1c
apresentava as caracteristicas adequadas para ser utilizado como um IS. Além
disso, a fim de demonstrar que nenhuma ocorréncia de interferéncia é observada
devido a presenca de AGS e o solvente organico utilizado para a dissolugcéo dos
analitos, um ensaio experimental foi executado. A figura 5.5B mostra uma
mistura de AGS e AGI, A figura 5.5C mostra a injecdo de metanol, solvente

organico utilizado para a diluicdo dos padrdes e amostras e a figura 5.5D mostra
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a injecao dos AGS palmitico (C16:0) e estearico (C18:0). Como se pode
observar, os AGS, devido a sua absortividade molar insignificante em
200 nm, ndo apresentam sinal no comprimento de onda utilizado para analise de

AGI por deteccéo direta.

Figura 5. 5 — Eletroferogramas para misturas de padrdes.
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A - Injecéo dos AGI C18:1t, C18:1c, C18:2, C18:3, todos na concentragéo de
0,5 mmol L?; B - Injecdo dos AGI listados em A com AGS C16:0 e C18:0 na
concentracédo de 0,5 mmol L%; C - Injecédo de metanol; D - Injecéo dos AGS listados
em B. Condi¢Bes experimentais: A = 200 nm, temperatura de 27 °C, injecéo
hidrodinamica de 12,5 mbar por 7,5 s, voltagem positiva e constante de 27 kV, capilar
de polimida com comprimento de 48,5 cm e 50 um de d.i.
Fonte: A AUTORA.

O método proposto para quantificacdo de AGT em alimentos processados
foi baseado em um estudo estatistico, incluindo o célculo do fator de resposta
(FR) utilizando C19:1 como o IS (BALESTEROS et al., 2007; CASTRO et al.,
2010; PORTO et al., 2011). Para calcular FR, um experimento aleatério foi
realizado com base em solu¢des padrbes preparadas em triplicatas verdadeiras
de AEL em diferentes niveis de concentracéo (0,4; 0,8; 1,2; 1,6 e 2,0 mmol L),
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mantendo-se fixa a concentracdo do IS em 1,0 mmol L1. A Tabela 5.1 mostra os
valores da razdo de area dos picos, utilizados para implementar o modelo de
regressao linear, uma vez que o teste de homoscedasticidade (teste de Cochran)

nao foi violado.

Tabela 5.1 — Valores utilizados para gerar o modelo de regresséo, razdo entre

AEL/IS.

Sinal 12 Sinal 22 Sinal 32 Desvio

[XaeLJ[IS] réplica réplica réplica padréo
0,4 0,28 0,30 0,29 0,010
0,8 0,78 0,84 0,76 0,040
1,2 1,11 1,05 1,25 0,100
1,6 1,75 1,78 1,67 0,060
2,0 2,00 2,08 1,96 0,060

Fonte: A AUTORA.

O modelo de regresséo obtido foi satisfatorio, ndo apresentando falta de
ajuste (equacao 3) para um intervalo de 98% de confiancga (p-valor = 0,020), pois
0 valor de Fratta de ajuste Calculado foi menor que o valor de FcritiCOratta de ajuste para
C18:1t de acordo com a Tabela 5.2. Além disso, os valores de significAncia da
regressao (Fsig) foram aceitaveis, pois o Fsig calculado foi pelo menos cinco vezes
maior do que o Fcriticosig de 4,67 (DANZER e CURRIE, 1998).

Tabela 5.2 — Resultados estatisticos para o modelo de analise de AGT.

Coeficiente

Intercepto R? Fsi Fcriticosip F it Fcritico - R
angular P sig sig lack of fit falta de ajuste F

0,98

1,10+0,04 -0,12+0,05 3

776,46 9,07 521 6,55 1,10

FcritiCOfatta de ajuste 0,01, 3; 10
Fcriticosig 0,01, 1, 13
Fonte: A AUTORA.

e Im -9 (p-2)
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O procedimento de quantificacdo se baseia na utilizacdo de um fator de
resposta (Fr), tal como descrito pela seguinte expressdao matematica

(equacéo 4):



51

AAGT =F AIS 4
[AGT]  F[IS] (4)

onde, AacT € a area do pico do AGT, [AGT] € a concentracdo do AGT, Fr é 0
fator de resposta (coeficiente angular da reta), Ais € a area do picodo IS e [IS]
a concentracéo do IS, fixada em 1,0 mmol Lt. Como o modelo de regressdo ndo
apresentou falta de ajuste, o coeficiente angular pode ser utilizado como fator de
resposta na equagdo 2. A quantificacdo do %AGT nas amostras foi realizada
utilizando a equacédo 5, obtida apds rearranjo da equacgédo 4 e inclusao dos
fatores de diluicao:

%AGT= AAGT [IS] i MMClSlt V3 ><10 (5)
AiS FR V2 m

extraida

Em que V1 é o volume do baldo volumétrico onde a diluicdo foi preparada
para analise (neste caso, foi de 0,001 L), V2 € o volume pipetado da solucéo da
amostra, MMc1s:1: € @ massa molecular do acido elaidico (282,46 g mol?), Vs é 0
volume total da solucdo estoque da amostra (neste caso, 0,005 L) € Mextraida € @
massa de gordura obtida depois da evaporacdo do solvente no processo de
extracdo descrito acima (neste caso, cerca de 0,02 g).

Tendo obtido o modelo para a quantificagdo, comecaram o0s testes de
preparo das amostras. A primeira ideia foi tentar a saponificacdo direta das
amostras, ou seja, a ideia de eliminar uma das etapas necessarias para analises
por GC procedimento de preparo das amostras pouparia bastante tempo do
analista. No entanto, esse teste revelou a formacdo de uma massa de cor parda
e textura vitrificada nas amostras. Logo, pode-se concluir que o comportamento
apresentado foi uma consequéncia do elevado teor de aglcar nas amostras, e,
portanto, esta ideia foi descartada.

Como nao foi possivel eliminar a etapa de extracao, dois procedimentos
de extracdo de gordura comumente utilizados na literatura foram testados: o
primeiro cuja solugdo extratora € composta por uma mistura de cloroférmio e
metanol (FOLCH et al., 1957); e o segundo com solugéo extratora composta por
uma mistura de hexano e alcool isopropilico (HARA e RADIN, 1978). Ambos os
extratos foram transesterificados por catélise basica (CHRISTIE, 1993;
CHRISTIE e HAN, 2012) e analisados por GC-FID. A comparagéo entre o perfil

e a percentagem de area obtida para os AG em amostras diferentes, com os dois



52

meétodos testados, mostrou que ambos os métodos foram equivalentes
(resultados ndo apresentados). Por isso, decidiu-se trabalhar com o método
proposto por HARA e RADIN (1978), uma vez que os reagentes utilizados s&o
menos toéxicos e também, por ser mais facil sua remocéo dos tubos, visto que a
fase lipidica é extraida pela fase organica, que é a fase superior da mistura

composta que se forma durante o procedimento de extracao.

Figura 5. 6 — Eletroferogramas dos diferentes alimentos processados

analisados.
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Fonte: A AUTORA.
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As analises por CE ocorreram sob polaridade normal e em contra fluxo,
pois no pH de trabalho os analitos estavam presentes em solugéo na sua forma
anidnica. A figura 5.6 mostra os eletroferogramas obtidos para as diferentes
amostras testadas, 0s quais apresentam variacoes significativas do tempo de
migracdo dos AG para as diferentes amostras.

Para verificar se a origem dessa variacdo no tempo estava no método,
uma mesma solugéo contendo mistura de padrdes foi injetada repetidamente.
Observou-se que nao havia uma variacdo no tempo de migracdo tdo grande
quanto a variagdo observada entre as diferentes amostras. Além disso, os vials
contendo a solucéo de eletrolito foram reabastecidos a cada andlise, tanto para
as amostras quanto para os padrdes, por isso acredita-se que a variagao no
tempo de migracao nao foi causada por eletrélise da solucéo de eletrélito, ou por
sua composicdo, mas pelo efeito de matriz. Por outro lado, € importante notar
gue em todos os casos a separacao do par de cis-trans ndo € comprometida. O
tempo de migragdo do AGT nas amostras foi confirmado por co-injegdo de
amostras com o padréo.

Observa-se na figura 5.6 que as amostras B, C e E apresentam um pico
entre os analitos C18:1c9 e C18:2n6. Acredita-se que este sinal seja referente a
algum AG mono ou poli-insaturado, visto que apenas essas classes de AG
apresenta sinal no método proposto. Além disso, a CZE possui sensibilidade
para detectar a matéria saponificavel da amostra, logo se acredita ser razoavel
inferir que tais picos ndo sejam referentes a interferéncia de acucares. As
amostras foram analisadas em duplicatas genuinas tanto por CE quanto por GC,
e os valores de AGT encontrados estao apresentados na Tabela 5.3.

O limite de quantificacdo (LQ) para o método proposto foi calculado a
partir da equacao 6 em cada uma das amostras analisadas, tal resultado esta
apresentado na tabela 5.3. Considera-se 0 LQ como a menor quantidade do
analito em uma amostra que pode ser determinada com precisdo e exatidao
aceitaveis sob as condi¢Bes experimentais estabelecidas. Pode ser determinado
por meio do ruido da linha base calculado numa regido proxima ao sinal de
interesse. Neste caso, a regiao definida para esse célculo em todas as amostras
foi a regido dos dois minutos anteriores ao tempo de migracao do pico do IS.

Determina-se o ruido da linha de base e considera-se como limite de
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quantificacdo aquela concentracdo que produza relacdo sinal-ruido superior a
10:1.

s . xC
LQ ZlOX H ruido a (6)

max H min

onde Swido € a estimativa do desvio padrédo da linha base, Ca é a concentracao
do analito na andlises, Hmax é a altura méxima do pico do analito e Hmin é a

altura minima do pico do analito, medida a base do pico.

Tabela 5.3 — Resultados da quantificacdo dos AGT por CE e GC.

Amostras CE? Média®P LQ - CES(mmol L) GCa  MédiaaP
sco  an 3202 0.6 >e 310503
VB2 94 100506 0,2 59 890102
WEE 190’?9 10,4207 05 13;3 11,1+0,4
MGz 244 234510 L0 Saa 24,9407
SE% izj 1,310,1 0,5 i:g 1,4040,1

BC- Bala de caramelo; MB - mistura para bolo; WR - Wafer recheado; MPQ - Mistura para pao
de queijo; CH - Chocolate; a - g de AGT por 100g de gordura; b - Teste de normalidade de
Shapiro-Wilk (p-valor = 0,97) e teste-t pareado nas amostras (p-value: 0,65) foram realizadas
utilizando os valores médios.

Fonte: A AUTORA.

Os resultados da quantificacdo de AGT obtidos por CZE-UV e GC-FID
foram comparados por meio de teste-t pareado, gerando um p-valor de 0,65
(valor-p>0,05), o que indica que ndo foram encontradas diferengas significativas
entre os dois métodos para a = 0,05. Os cromatogramas obtidos para as
amostras sao mostrados na Figura 5.7. Todas as amostras puderam ser

analisadas e quantificadas por ambas as técnicas.
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Figura 5. 7 — Cromatogramas para os diferentes alimentos
processados analisados.
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A - Bala de caramelo, B - Mistura para bolo, C - Wafer recheado, D - Chocolate e
E - Mistura para pao de queijo. Condi¢cdes experimentais: coluna CP-SIL 88 com
100 m de comprimento, volume de injecdo de 1,0 uL no modo split de 1:50, vaz&o de
20 mL min?, injetor a 250 °C; detector a 270 °C; programacéao de temperatura
inicialmente a 80 °C com aumento de 4 °C min? até 220 °C, mantida por 5 min; novo
aumento de 4 °C min* até 240 °C e mantida por 10 min, H, como gas de arraste,
vazao de 1,0 mL min? e pressao de 140,3 kPa.

Fonte: A AUTORA.

5.4 CONCLUSOES

A CZE-UV apresenta vantagens em comparacao com o método GC-FID,
tais como: um curto tempo de analise se comparado a analise em coluna de
100 m, maior frequéncia analitica, baixo consumo de reagentes organicos,
menos etapas no preparo das amostras e auséncia da necessidade de uma
coluna especifica para realizacdo das analises. Em comparagdo com 0s outros

meétodos para a analise de AGT por CE, o presente método utiliza uma solucéo
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tampao de tetraborato sem a adi¢éo de ciclodextrinas modificadas, de modo que
a analise é mais simples e de menor custo. Além disso, o capilar de polimida é
estavel quando exposto a solucéo de eletrdlito utilizada neste trabalho, podendo
ser utilizado para um numero maior de analises, ndo necessitando de um capilar
especifico para a composicao do eletrolito. Apesar de ndo analisar o perfil dos
AG majoritérios, que incluiria alguns AGS, este método de rastreio rapido é mais
seletivo para os AGI e pode ser util para monitorar a qualidade dos alimentos,
especialmente para analise target de AGT.

Figura 5. 8: Comparacao da andlise de gordura trans por GC e CE.
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Fonte: A AUTORA.



57

6 ANALISE RAPIDA DE CLA EM LEITE POR FAST GC-FID

A EMBRAPA Gado de Leite, com sede na cidade de Juiz de Fora, tem
nos ultimos anos, investido em estudos que possam monitorar a qualidade do
pasto oferecido ao rebanho, buscando uma maior concentracdo dos AG
precursores dos CLA, os acidos ALl e ALN, nos diferentes tipos de forrageiras
(CASTRO et al., 2013). Uma das linhas de pesquisa de interesse € a selecdo da
forrageira com maiores quantidades dos precursores de CLA em sua
composicao.

A forrageira considerada mais promissora neste aspecto é entdo servida
ao gado, que por sua vez, produz leite com maiores teores do isbmero de CLA
de interesse, o cis-9, trans-11. Com a melhor escolha da alimentacdo do gado a
EMBRAPA pretende levar aos produtores a tecnologia necessaria para
disponibilizar & populagdo um alimento com maior qualidade nutricional que
propicie os benéficos efeitos anticarcinogénicos do CLA cis-9, trans-11.

Estudos desse tipo geram grande quantidade de amostras cujas analises
tem como principal foco a quantidade de CLA, sobretudo do isdmero cis-9,
trans-11 presente. Consequentemente, ocorre uma grande demanda de analises
de leite nos laboratorios dedicados a pesquisa. Tal demanda passa por um ponto
de estrangulamento, que é o tempo necessario para preparo e analise das
amostras, bem como do tratamento dos dados, visto que a quantificacao é feita
por normalizacdo de &rea, o que significa que todos os sinais precisam ser
considerados. E no caso do leite, séo cerca de 150 diferentes sinais referentes
a presenca de AG gue precisam ser integrados e conferidos por amostra.

Percebeu-se entdo que a andlise target deste tipo de gordura poderia ser
interessante para auxiliar na producdo de leite com maiores teores de CLA.
Como ja mencionado anteriormente, a técnica classica utlizada para
determinacao do perfil de AG é a GC-FID. Quando o alvo da andlise séo os CLA,
tradicionalmente s&o utilizadas colunas de alta polaridade, compostas por
cianopropil siloxano e comercializadas como SP2560 ou CP-SIL88 com 100 m
de comprimento (DELMONTE et al., 2011). Utilizando tais colunas o tempo de
analise pode chegar a 80 minutos (CRUZ-HERNANDEZ et al., 2007), o que torna
o trabalho lento e oneroso em laboratérios de rotina, com grande demanda de

analises.
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Na ultima década foram introduzidas no mercado colunas com fases
estacionarias (FE) de diferentes polaridades, com o objetivo de tornar mais
rapida e eficiente a separacédo de AG por GC (ANDERSON et al., 2002; SIGMA,
2011). Rapidamente foram publicados varios trabalhos apresentando e
comparando a eficiéncia das novas FE com as ja tradicionalmente utilizadas para
a separacao de isdbmeros de AG considerados criticos (DELMONTE et al., 2008;
PAYAGALA et al., 2009; RAGONESE, TRANCHIDA, DUGO, et al.,, 2009;
BUCHANAN et al., 2011; DELMONTE et al., 2011).

Neste contexto, percebeu-se que os métodos de separacao tradicionais
por GC disponiveis na literatura para a analise dos dois CLA de interesse
bioldgico, a saber, cis-9, trans-11 e trans-10, cis-12, apresentam como principal
desvantagem um longo tempo de andlise. Logo, acredita-se que propostas de
analise mais rapidas, que possam aumentar a frequéncia analitica em

laboratérios de rotina possam ser ainda de interesse da comunidade cientifica.

6.1 OBJETIVOS

6.1.1 Objetivos Gerais

e Disponibilizar método alternativo de analise rapida dos isdbmeros de CLA

cis-9, trans-11 e trans-10, cis-12 de interesse biologico por GC-FID.

6.1.2 Objetivos especificos

e Otimizar o método de analise de CLA,

e Aplicar o método em amostras de leite;

¢ Quantificar os CLA na amostra pelo método proposto e comparar com 0
método tradicional a partir da técnica de GC-FID;

e Propor um método de quantificacdo mais rapido, focado apenas no CLA.
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6.2 MATERIAIS E METODOS

6.2.1 Reagentes e solugdes

Todos os reagentes e os padrées utilizados foram de grau analitico. Agua
foi purificada por deionizag&o utilizando o sistema Milli-Q com resistividade de
18,5 MQ cm (Millipore, Bedford, MA, EUA). Metanol, hexano, isopropanol, acido
aceético, sulfato de sodio anidro (Na2S0a4), e hidroxido de sodio (NaOH) foram
adquiridos na Vetec (Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Solucdo de metéxido de sodio
foi adquirida na Fluka (St. Louis, MO, EUA).

Padrdes de ésteres metilicos de &cidos graxos (FAME) para analise por
CG, tais como oleato de metila (C18:1c ME), linoleato de metila (C18:2 ME),
linolenato de metila (C18:3 ME), a mistura comercial de CLA contendo o cis-9,
trans-11 e o trans-10, cis-12 e a mistura comercial de 37 componentes Supelco
FAME 37 foram adquiridos na Sigma (St. Louis, MO, EUA). O padrao BASF
(LUTA-60) composto por palmitato de metila (C16:0 ME), estearato de metila
(C18:0 ME), linoleato de metila (C18:2 ME) e CLA (cis-9, trans-11 e trans-10, cis-
12) foram gentilmente cedidos pela EMBRAPA Gado de Leite. Solucbes
individuais dos FAME foram preparadas por dissolucdo de quantidades
apropriadas em hexano na concentracdo de 1,0 mmol L. Todas as solucdes
foram armazenadas em um freezer até a analise.

A solucao extratora foi preparada por adicéo de trés partes de hexano a
duas partes de isopropanol num balédo volumétrico. Solugcdo de Na2S0Oa4 (0,5 mol

L) foi preparada em agua.

6.2.2 Amostras

As amostras de leite cru e manteiga caseira com diferentes teores de CLA,

foram gentilmente cedidas pela EMBRAPA Gado de Leite - Juiz de Fora.

6.2.3 Procedimento para extracao lipidica

Foram pipetados 2,0 mL de leite para tubo de vidro com rosca e tampa,

no caso da manteiga foram pipetados 40,0 yL para o tubo de vidro. Em seguida,
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adicionou-se 7,5 mL de solucéo de extratora e 5,0 mL de solucdo de Na2S0a4, a
mistura foi agitada em vértex por 1,0 minuto. Em seguida foi deixada em repouso
em banho de gelo até se obter a separacao de fases. A fase organica (superior)
foi transferida para um tubo de vidro (HARA e RADIN, 1978) e o solvente foi
evaporado por fluxo de nitrogénio até que permanecesse apenas a fase lipidica
no tubo. As amostras foram preparadas em duplicata e a figura 6.1 ilustra o

processo de extracao.

Figura 6. 1 — Processo de extracéo lipidica.

Agitar em vortex Repousarem
(1,0 min) gelo
: *
| -~ g
Pipetar a amostra e -
adicionar as solugdes
extratora e salina
< '?‘ - Evilporacrj Q s.?lverﬂmte. Transferir a fase
parsitxodanrrogento orgénica para outro
tubo de vidro

Fonte: A AUTORA.

6.2.4 Procedimento de transesterificacao

As duas fragOes lipidicas extraidas (duplicata) foram transesterificadas
usando catalise basica (CHRISTIE, 1993; CHRISTIE e HAN, 2012). Foram
adicionados 2,0 mL de solucdo de metdxido de sédio em metanol ao tubo que
continha o extrato de gordura, em seguida, o tubo foi tampado e aquecido em
banho térmico a 50 °C durante 10 minutos. Aguardou-se o resfriamento do tubo
até a temperatura ambiente para adicionar 100 puL de acido acético glacial e

assim neutralizar a solucdo. Também foram adicionados 5,0 mL de agua



61

deionizada e 2,5 mL de hexano para realizar a extracdo dos FAME formados na
reacao.

ApOs agitacdo em vortex e separagdo das fases em banho de gelo, a fase
organica (superior) foi transferida para outro tubo de 10,0 mL e mais
2,5 mL de hexano foram adicionados ao primeiro tubo para uma extracdo mais
eficiente. Apos agitacdo e separacao das fases, a fase orgéanica (superior) foi
transferida para o mesmo tubo onde foi acondicionada a primeira aliquota e
1,0 g de Na2SO4 anidro foram adicionados para secar a solugdo de FAME. A
solucéo foi transferida para um baldo de 5,0 mL e avolumada com hexano.
Finalmente a amostra foi transferida para um frasco com tampa e armazenada
em freezer a temperatura de - 20 ° C até o momento da analise. A figura 6.2

apresenta um esquema para o procedimento de transesterificacao.

Figura 6.2 — Procedimento de transesterificagao.
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Fonte: A AUTORA.

6.2.5 Diluicdo das amostras para quantificacéo

Para a quantificacdo das amostras foram necessarias duas inje¢des, uma

contendo apenas a amostra (solugdo A) e a outra contendo a amostra e uma
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mistura de padrdes de CLA, composta pelos isbmeros cis-9, trans-11 e trans 10,
cis 12 (solucédo B). Ambas as solucdes foram diluidas em um baldo de 1,0 mL e
os volumes utilizados estédo apresentados na tabela 6.1.

Também foi realizada a analise de uma mistura de padrdes (solucdo C),
apenas para confirmacédo da area dos padrdes. As areas do pico referente ao
isbmero de CLA cis-9, trans-11 foram utilizadas posteriormente para a

quantificacdo de tal isdbmero nas amostras analisadas.

Tabela 6.1 — Diluicdo das amostras de leite.
Volumes (uL)

Solucdes Padrao Amostra Hexano
A — Amostra - 920 80
B — Amostra + Padrao 920 80 -
C — Padrao 80 - 920

* Na concentragdo de 9,0 mmolL™.
Fonte: A AUTORA.

Neste trabalho o isdbmero de CLA cis-9, trans-11 foi analisado e
quantificado em duas amostras de leite distintas, e para ambas o processo de
diluicdo esta apresentado na tabela 6.1. As solu¢cbes preparadas para as duas
amostras foram analisadas por GC-FID utilizando duas colunas distintas, a SLB-
IL111 e a CP-Sil 88.

6.2.6 Instrumentagéo para GC-FID

A analise dos FAME foi realizada em um cromatégrafo a gas da Shimadzu
(GC 2010-Plus, Shimadzu, Kyoto, Jap&o), com injetor tipo split-splitless, auto
injetor AOC-i-20 e deteccao por ionizagdo em chama. Duas colunas capilares de
silica fundida foram usadas, uma de FE polar (CP-SIL 88 for FAME; 100 m x 0,25
mm x 0,2 um, Agilent Technologies, Palo Alto, USA) e a outra de liquido ibnico
(SLB-IL111; 15 m x 0,10 mm x 0,08 um, Supelco, Bellefonte, PA, EUA). As
condi¢des cromatograficas para a CP-SIL 88 foram: volume de inje¢do de 1,0 pL
no modo split com razdo 1:50; injetor e detector a 250 °C; vazdo do gas de
arraste (Hz2) de 1,5 mL min't; temperatura programada iniciando em 45 °C por 4,0
minutos e razdo de aquecimento de 13 °C min? até 175 °C; 175 °C por 27

minutos e razdo de aquecimento de 4 °C min! até 215 °C; 215 °C por 35 minutos
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e fluxo de N2 de 30 mL min! (CRUZ-HERNANDEZ et al., 2007). J& para as
andlises na coluna SLB-IL111 as condi¢des foram: volume de inje¢édo de 1,0 pL
no modo split com razédo 1:100; injetor e detector a 250 °C; vazdo do gas de
arraste (Hz2) de 1,0 mL min‘!; velocidade linear de 26 cm s, isoterma em 168 °C
(DELMONTE et al., 2011) com tempo de analise de 6,0 minutos. Os compostos
foram identificados por co-injecéo de padrfes e por comparacao do tempo de
retencdo com os tempos das misturas de padroes FAME 37 e LUTA60. O FAME
do isbmero de CLA cis-9, trans-11 foi determinado por adicdo de padrdo e

expresso em mg L.

6.2.7 Tratamento de dados

Os programas Microsoft Excel, Origin Pro e Action (Estatcamp, 1997-

2014) foram utilizados para processamento estatistico dos dados.

6.3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Para a separacdo dos CLA de interesse foram realizados alguns testes
por CE utilizando metodologias j& disponiveis na literatura tanto para deteccao
direta (PORTO et al.,, 2011) quanto para deteccdo indireta (CASTRO et al.,
2010). Foram introduzidas nestas solucdes de eletrélito compostos, tal como
diferentes ciclodextrinas e solventes organicos, que pudessem auxiliar na
separacao dos isbmeros de CLA de interesse, contudo, a separagao de tais
isémeros nao foi possivel. Também foi realizado um teste de separacdo dos CLA
por CE a partir de um método que separou sete isémeros, incluindo os dois de
interesse biologico (LIU et al., 2012), entretanto, ndo conseguimos reproduzir tal
separacao, além disso, esse método descreve a separagao dos isbmeros de
CLA apés 30 minutos de andlise, tempo ainda considerado longo para uma
analise de monitoramento, que é a proposta aqui abordada.

Buscou-se entdo uma alternativa para a separacéo dos isémeros de CLA
de interesse por GC, utilizando a coluna de FE SLB-IL111. Esta mesma FE foi
utilizada anteriormente para aplicacdes envolvendo a separacéo de CLA, voltada
a separacéao de varios isomeros e utilizando colunas de 100 m (DELMONTE et
al., 2011) e 200 m (DELMONTE et al., 2012) de comprimento. Estas aplicacdes



64

sao interessantes para as pesquisas com CLA, pois separaram o isbmero trans-
7, cis-9 do cis-9, trans-11, os mais abundantes na gordura do leite, contudo, tais
meétodos ainda gastam de 30 a 130 minutos para informar o teor de cis-9, trans-
11, isbmero de interesse com agéo anticarcinogénica.

A partir dessas informacdes, buscou-se por uma coluna capilar que
tivesse a mesma FE de liquido idnico, mas com dimensdes reduzidas onde se
pudesse obter uma separag¢do mais rapida dos dois CLA de interesse bioldgico.
Foi entdo encontrada uma coluna comercial, a SLB-IL111 de 15 m de
comprimento, que fora utilizada anteriormente para analise de biodiesel
(RAGONESE, TRANCHIDA, SCIARRONE, et al., 2009; BUCHANAN et al.,
2011; SIGMA, 2011). A utilizagédo de colunas com menores comprimentos,
didametro interno e espessura do filme, bem como, com maior velocidade linear
aplicada e aquecimento da coluna por isoterma tem sido chamadas de fast GC
(KORYTAR et al., 2002; MASTOVSKA e LEHOTAY, 2003; MATISOVA e
DOMOTOROVA, 2003).

Um método de analise de biodiesel foi utilizado como ponto de partida
para a analise de CLA por fast GC (DELMONTE et al., 2011). Foi feita a injecdo
do padrdao LUTA-60 na coluna SLB-IL111 com 15 m de comprimento utilizando
as condicdes inicialmente descritas por Delmonte e colaboradores ao utilizarem
uma coluna de mesma composicdo de fase estacionaria, mas com 100 m de
comprimento, figura 6.3 - B.

A mesma mistura de padrdes foi analisada na coluna CPSil-88 e seu
cromatograma € mostrado na figura 6.3 - A. Percebe-se que o perfil de
separacdo se mantém para ambas as analises, contudo, o tempo gasto na
primeira andlise € cerca de 10 vezes maior que o tempo de analise dispensado

pela segunda coluna para realizar o mesmo trabalho.
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Figura 6. 3 — Cromatogramas mostrando a eluicao dos isbmeros

de CLA.
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Foi preparada uma mistura de padroes com os CLA na concentragdo de 9,0
mmolL! a partir do padrdo LUTA-60 comercial. Em A - Analise com coluna
CPSil-88 com 100 m de comprimento, volume de inje¢do de 1,0 pL no modo

split de 1:50, injetor e detector a 250 °C; programacao de temperatura
inicialmente a 45 °C por 4 min, aumento de 13 °C min'! até 175 °C; 175 °C

por 27 minutos novo aumento de 4 °C min'! até 215 °C; 215 °C por

35 minutos; em B - Analise com coluna SLB111 com 15 m de comprimento,

volume de injecdo de 1,0 uL no modo split com razdo 1:100; injetor e

detector a 250 °C; isoterma em 168 °C com tempo de andlise de
6,0 minutos
Fonte: A AUTORA.

Para verificar se o perfil obtido com os padrdes se manteria nas amostras
era necessaria a injecdo de uma amostra, que por sua vez, precisava de um
método de preparo eficiente. Sendo assim, foram testados dois métodos de
extracdo de gordura de uso bastante difundido na literatura, um que utiliza
cloroférmio e metanol (FOLCH et al., 1957) e outro que utiliza hexano e
isopropanol (HARA e RADIN, 1978) como solugéo extratora. Ambos os extratos
foram transesterificados por catalise basica (CHRISTIE, 1993; CHRISTIE e HAN,
2012) com solucao de metdxido de sodio.

As principais diferencas entre esses dois métodos de extracdo sédo a
polaridade e a toxicidade dos solventes, bem como, a localizagdo da fase
orgéanica no tubo durante a extracdo. No primeiro, a fase organica fica abaixo da
fase aquosa, sendo, portanto, um pouco mais dificil de ser coletada quando se
utiliza um tubo de vidro no lugar de um funil de separac¢ao. Ja no segundo, a fase

organica fica acima da fase aquosa, essa diferenca ocorre devido as diferentes
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densidades dos solventes utilizados. Os cromatogramas obtidos neste teste séo

apresentados na figura 6.4,

Figura 6. 4 — Comparacao dos métodos de extracdo para amostras de

manteiga.
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A — Extracdo com cloroférmio e metanol e B — Extracdo com alcool isopropilico e
hexano. Condi¢fes experimentais na figura 6.3.
Fonte: A AUTORA.

Para o teste de escolha do método de extracao foi utilizada uma amostra
de manteiga gentilmente cedida pela EMBRAPA Gado de Leite - Juiz de Fora.
Optou-se por trabalhar com a manteiga no lugar do leite por ser ela produto da
juncdo do leite de todos os animais do mesmo grupo de estudo, e
consequentemente, estar disponivel em maiores quantidades do que as
amostras de leite individual. Ademais, a composicdo da gordura presente na
manteiga € a mesma da presente no leite, sendo a manteiga, todavia menos
sensivel ao processo de congelamento e descongelamento que ocorre durante
0s testes, para coleta da amostra.

Os cromatogramas foram comparados de forma qualitativa e foi possivel
observar, para todas as amostras testadas, que ambos os métodos geram
respostas similares como pode ser observado na figura 6.4 para a amostra de
manteiga. Ainda na figura 6.4 observa-se que o sinal obtido em A é ligeiramente

menor que o obtido em B quando se avalia, ainda que de forma qualitativa, a

1 Observa-se uma variacdo de cerca de um minuto no tempo de retencdo do isbmero cis-9, trans-
11 da Figura 6.3 - B para a Figura 6.4. Esta variagdo ocorreu por terem sido utilizadas duas
colunas SLB-IL111 ao longo dos experimentos, e ainda por que a coluna utilizada para obter o
cromatograma da Figura 6.4 estava com 14 m de comprimento, ndo mais os 15 m entregues
pelo fabricante.
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intensidade dos picos. Sendo assim, optou-se por trabalhar com a extracao por
hexano e isopropanol (3:2 v:v) j& que esta mistura € menos téxica e de mais facil
utilizagéo.

O método aponta-se como seletivo para a separacéo rapida dos CLA de
interesse, visto que tanto no padrdo quanto na amostra ambos parecem nao
coeluir com outros AG. Entretanto, muitos outros picos, referentes a uma enorme
gama de AG presentes em amostras de leite eluem antes dos CLA, formando
uma regido de coeluicdo (1,0 a 3,5 min), inclusive com o pico referente ao
solvente, como pode ser visto na figura 6,5 - B. Sabendo que a quantificacédo de
AG por GC é normalmente realizada por normalizagdo de area (A.O.C.S.,
Reapproved 1997 Revised 2001) e, geralmente, expressa em g por 100 g de AG
totais, sendo considera neste célculo a area de todos os AG presentes na
amostra, concluiu-se gque seria necessaria uma quantificacdo diferente para os

CLA nesta analise rapida aqui proposta.

Figura 6.5 — Adicdo de padrdo de CLA cis-9, trans-11 e trans-10, cis-12 a
amostras de leite.
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Fonte: A AUTORA.



68

Muitas sédo as formas de se quantificar um determinado analito. Pode-se
construir uma curva analitica interna, preparando-se solu¢fes com quantidade
fixa de matriz que ndo contenha o analito e quantidades crescentes de padréo.
Pode-se construir uma curva analitica externa, preparando-se solu¢cdes com
quantidades crescentes de padrdo e auséncia da matriz. Pode-se fazer uso de
fatores de resposta adicionando as analises um padréo interno para correcéo de
variacbes experimentais. E existe ainda a curva de adicdo de padrao que
relaciona o sinal do analito na amostra com o sinal do analito a amostra dopada
com padréo em concentracdo conhecida (SKOOG et al., 2006).

Foram realizados testes com diferentes AG, a saber, C13:0; C15:0; C19:0;
C19:1, para que pudessem ser utilizados como IS, e assim, realizar a
quantificacdo através de um fator de resposta. Entretanto, todos os AG testados
eluiam na regido de coeluicao, e, portanto, ndo poderiam ser aplicados para este
fim. Resolveu-se entdo realizar a quantificagcdo por adicdo de padréo, que
considera as relacdes:

S1 = k[Ag] )

5z = k[Aq] + k[4p] (8)

onde S; é o sinal do analito na amostra, k uma constante de proporcionalidade,
[Aa] € a concentragdo do analito na amostra, S; € o sinal do analito na solucéo
padrdo e [Ap] € a concentracdo do analito na solugcédo padrdo. Ao rearranjarmos
essa relagbes chegamos a:

A = i

AGES) ®)

onde V, é 0 volume da solugéo padréo e Va € 0 volume da solucéo de extrato da
amostra utilizado. A figura 6.5 mostra a adicdo de padrdo em uma das amostras
analisadas por ambas as colunas. Pode-se perceber que o isbmero trans-10, cis-
12 nédo pode ser detectado nos dois casos, sendo quantificado e comparado
apenas o isomero cis-9, trans-11.

A Tabela 6.2 apresenta os resultados da quantificacdo do isbmero cis-9,
trans-11 por GC utilizando nas duas colunas aqui comparadas as diluicbes
apresentadas na tabela 6.1. O preparo das amostras e sua quantificagao foi feito
em duplicata e o teste-t pareado realizado nos valores médios com 95% de

confianga. Como o p-valor calculado & maior que 0,05 aceitou-se a hipotese nula,
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de que nado existem evidéncias que os valores obtidos por ambos os métodos

sejam significativamente diferentes.

Tabela 6.2 — Resultados da quantificacdo do CLA em leite.
[cis-9, trans-11]2

_ b
Amostras  “cpsilgg sLpLiii P valor
Leite controle 0,18 0,23 0.14
Leite enriquecido 0,36 0,35 '

a-gL?% b- Testet pareado com 95% de confianca.
Fonte: A AUTORA.

6.4 CONCLUSOES

A partir da utilizacdo de uma coluna com FE diferenciada foi possivel
separar e quantificar o CLA cis-9, trans-11 em amostras de leite cru. A principal
contribuicdo deste método alternativo de analise de CLA proposto € o aumento
da frequéncia analitica em laboratérios dedicados a esse tipo de pesquisa. Se
comparado a um método de analise tradicional desses compostos, 0 método
agui proposto aumenta em dez vezes a frequéncia de analise, diminuindo assim
o tempo de obtencado dos resultados bem como, 0os gastos com gases utilizados
nas analises de GC.
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7 SELECAO DE BIOMARCADORES EM PLASMA HUMANO POR ANALISE
FINGERPRINT

A aterosclerose € uma enfermidade sistémica que consiste no depdsito e
infiltracdo de lipideos nas paredes e nas artérias. Acredita-se que as placas
ateroscleroticas comecam a depositar-se em nossas artérias ja na infancia,
seguindo o acumulo com o tempo, de modo que quando chegamos a fase adulta,
ja soframos com quantidades consideraveis de placa acumulada. Um grande
namero de doencas com apresentacdes clinicas diferentes sdo relacionados
com aterosclerose; entre estes, infarto do miocardio, acidente vascular cerebral,
aneurisma abdominal e isquemia dos membros inferiores. Estas enfermidades
determinam a morbidade e mortalidade em populacdes de estilo ocidental.
Contudo, apesar desse amplo espectro de doencas, a maioria das
manifestagbes agudas da aterosclerose compartilha como etiologia principal a
ruptura de uma placa ateroscleroética. Esta ruptura € seguida da formacao de um
trombo que pode levar a obstrucéo total ou parcial do fluxo arterial. Este processo
causa insuficiecia de oxigénio para satisfazer as necessidades do coracéo,
cérebro e outros 6rgaos, podendo, em ultimo caso, gerar uma necrose na regiao
onde houve falta de oxigenacéo (FALK, 1989; DAVIES, 1990).

O inicio de ruptura da placa é um processo complexo, a inflamacéo do
lipideo presente leva a degradacao e enfraquecimento do tecido com a placa.
Por outro lado, a proliferacdo de células da parede interna das artérias e a
sintese de colageno exercem efeitos estabilizadores e reparadores. Os aspectos
bioldgicos relacionados a presenca da placa determinam, em grande medida, se
o trombo sera ou nao formado. A liberacdo do ateroma foi mais bem estudada
nas artérias coronarias e, por conseguinte, surgiram correlacdes entre a
morfologia das placas, o grau de formacao dos trombos e o tipo de sindrome
coronéria resultante nos pacientes. Estas observacfes levaram a um conceito
de placas aterosclerdticas instaveis: placas com uma morfologia instavel que déo
origem ao aparecimento de doencga da artéria corondria instavel (DAVIES, 1990;
PASTERKAMP et al., 1998; KINLAY e EGIDO, 2006).

S&o0 muitos os fatores de risco reconhecidos como fatores indutores desta
disfuncdo endotelial. A influéncia genética é inquestionavel, mas existem muitos

outros fatores como o tabagismo, a hipertenséo arterial, diabetes, obesidade,
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idade avancada entre outros, que aceleram o curso da enfermidade permitindo
assim a aparicdo das complicacdes relacionadas a placa e consequentemente,
as sindromes derivadas desta (CATENA et al., 2003). Uma questdo de especial
relevancia € que um dos fatores de risco também considerado € se o paciente
sofreu ou ndo um evento coronario anteriormente. Mesmo que muitos pacientes
nao voltem a sofrer novos eventos, eles pertencem, seguramente, a um grupo
de maior risco. Essa diferenca, de voltar ou ndo a sofrer novos eventos pode ser
associada a estabilidade da placa aterosclerdtica. Mas os motivos pelos quais
em alguns casos a placa se estabiliza e em outros ndo, ainda sao
desconhecidos.

Existe entdo um grande interesse em conhecer os mecanismos biol6gicos
e moleculares envolvidos na progressédo da aterosclerose, mecanismos esses
que fazem com que ela se torne estavel ou instavel. Além disso, na era da
“‘medicina personalizada”, contar com marcadores que definam o risco de um
novo evento poderia ndo so6 reduzir o nimero de pacientes em urgéncias, como
também poderia prevenir a evolucdo da enfermidade em novos paciente por

meio de tratamento adequado em funcdo de um diagndstico precoce.

7.1 OBJETIVOS

7.1.1 Objetivo geral

e Encontrar candidatos a biomarcadores que ajudem a diferenciar

pacientes com aterosclerose estavel e instavel.

7.1.2 Objetivos especificos

e Realizar a andlise, em diferentes plataformas analiticas, de amostras de
plasma de pacientes diagnosticados com aterosclerose,;

e Obter modelos bioquimico-estatisticos que ajudem a descrever a
enfermidade;

e Encontrar possiveis biomarcadores que auxiliem a definir o risco de um

novo episodio coronario.
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7.2 MATERIAIS E METODOS

7.2.1 Reagentes e solugdes

Todos os reagentes e os padrdes utilizados foram de grau analitico. A
agua foi purificada por deionizacao utilizando o sistema Milli-Q plus 185 system
(Millipore, Billerica, MA, USA). Metanol, etanol, acetonitrila, acido formico (HFo),
cloridrato de orto-metoxiamina (O-MtAm), solucdo comercial de 1 % de
trimetilclorosilano (TMCS) em N, O — bis (trimetilsilil) trifluoracetamida (BSTFA),
piridina (Py), heptano e estearato de metila foram adquiridos na Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, EUA).

As solucbes de fase movel (FM) foram preparadas por diluicdo de
1,0 mL de HFo em agua e em ACN, em bal&o volumétrico de 1,0 L, para preparo
das FM A e B respectivamente. A solucdo de EtOH:MeOH utilizada para
precipitacdo de proteinas em LC-MS foi preparada por mistura de volumes iguais
dos solventes em baldo volumétrico de 25 mL e mantida a — 20 °C. A solucéo de
O-MtAm:Py foi preparada por dissolu¢do de 150 mg de O-MtAm em 10 mL de
Py utilizando baldo volumétrico na capela. Esta solucdo foi armazenada a — 20
°C e utilizada por no maximo 15 dias. A solucdo de estearato de metila foi
preparada na concentracdo de 10,0 mg L* a partir de solucéo estoque de 1000

mg L1, ambas mantidas a — 20 °C.

7.2.2 Obtencéo e selecdo das amostras

Foram coletadas amostras de plasma de cerca de 600 pacientes da
Fundacéo Jiménez Diaz Hospital (Madri, Espanha) pela equipe do médico Sr.
José Tuiidn ao longo do ano de 2006. Todos os pacientes sofriam de
aterosclerose e as amostras foram coletadas seis meses apGs o primeiro evento
desses pacientes, neste caso, infarto do miocardio.

Todos os pacientes foram acompanhados durante seis anos ap0s o
primeiro evento e ao longo deste periodo percebeu-se que alguns deles
mantiveram-se estaveis, ou seja, nao sofreram novos eventos durante o tempo
de acompanhamento, e 0os demais pacientes apresentaram pelo menos um

segundo evento durante os anos em gue tiveram acompanhamento médico. O
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estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do hospital e as amostras foram
identificadas por meio de cédigos para manter a privacidade dos pacientes e
mantidas sob refrigeragdo na temperatura de - 80 °C até o momento da analise.

Foi selecionado, pela equipe médica, com base nos dados acumulados
ao longo dos seis anos de acompanhamento, um grupo de 38 amostras em que
metade dos pacientes se manteve estavel e a outra metade sofreu varios
eventos ao longo desse tempo, sugerindo assim que parte desses pacientes
teriam aterosclerose estavel e parte deles teriam aterosclerose instavel. Este
grupo piloto, apresentado na Tabela 7.1, foi selecionado de forma bastante
homogénea, tentando-se igualar nos dois grupos (recorrentes e ndo recorrentes)
caracteristicas que pudessem produzir diferencas metabdlicas como sexo,
idade, indice de massa corporal (IMC), dentre outras caracteristicas. O calculo
do IMC foi realizado a partir da equacéao 10 abaixo:

m
IMC = — (10)

onde m é a massa corporal em quilograma e h é a altura do paciente em metros.
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Tabela 7.1 — Relacdo dos pacientes do grupo piloto e estagio da enfermidade.

Amostra Paciente Recorrente IMC Género Idade CA Glicose
1 415 S 37 M 69 113 -
2 452 N 24 M 78 95 101
3 4184 S 38 M 75 125 113
4 2150 N 29 M 67 96 91
5 417 S 28 M 80 102,5 -
6 4139 N 34 M 71 119 103
7 4220 S 31 M 75 99 92
8 479 N 30 M 73 97 115
9 247 S 30 M 73 94 -
10 358 N 28 M 61 101 -
11 4189 S 26 M 50 104 96
12 487 N 23 M 69 86 94
13 362 S 36 M 44 111 -
14 4143 N 29 M 61 103 106
15 4252 S 27 M 58 97 98
16 4259 N - M 72 - 89
17 448 S 38 M 61 121 107
18 2165 N 23 M 61 91 98
19 2157 S 27 M 54 101 96
20 2287 N 26 M 71 90 173
21 4134 S - M 46 - -
22 466 N 24 M 53 86 96
23 431 S 37 M 49 117 112
24 4121 N 30 M 65 107 115
25 484 S - F 74 - -
26 4163 N 31 F 70 118 98
27 446 S 30 F 80 99 102
28 468 N 24 F 68 96 97
29 4104 S 34 F 60 103 115
30 4192 N 27 F 65 96 112
31 413 S 24 F 76 87 -
32 4182 N 32 F 71 102 94
33 4144 S 40 F 67 122 100
34 2110 N 27 F 55 71 109
35 496 S 34 F 81 108 106
36 4274 N 30 F 79 94 100
37 4156 S 26 M 75 98 110
38 4196 N 26 M 79 92 112

Valores médios S 32 - 66 106 104
N 28 68 97 102

Recorrentes: S - sim e N - ndo; Género: M - masculino e F - feminino;
CA - circunferéncia abdominal, dada em cm; Glicose dada em mg dL™.

Fonte: A AUTORA.

Um novo conjunto de amostras foi selecionado para ser analisado com a

técnica que fornecesse mais resultados. A finalidade da analise de um novo

grupo de amostras foi de promover uma validacao externa do modelo, prevendo
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as amostras do segundo grupo no modelo bioestatistico obtido com o primeiro

grupo. O segundo grupo esta apresentado na Tabela 7.2.

Tabela 7.2 — Relacdo dos pacientes do grupo de validagdo do modelo e estagio
da enfermidade.

Amostras Paciente Recorrente IMC Género Idade CA Glicose

39 334 S 38 M 69 127 173
40 2230 N 34 F 73 - 160
41 2153 S 24 M 67 97 94
42 234 N 29 F 69 101 -
43 412 S - F 74 93 -
44 443 N 27 M 67 100 100
45 4306 S - M 72 - 118
46 2114 N 25 M 72 97 93
47 383 S 26 M 67 95 107
48 2281 N - H 67 - 125
49 470 S 27 M 72 110 89
50 2174 N 30 F 71 97 160
51 2188 S 28 F 60 107 91
52 414 N 30 M 73 104 -
53 4120 S 28 F 71 102 -
54 2208 N 25 M 72 100 118
Valores médios S 29 - 69 104 112
N 29 71 100 126

Recorrentes: S - sim e N - ndo; Género: M - masculino e F - feminino;
CA - circunferéncia abdominal, dada em cm; Glicose dada em mg dL™.
Fonte: A AUTORA.

As amostras foram analisadas por GC-MS (GARCIA e BARBAS, 2011) e
por LC-MS (CIBOROWSKI et al., 2012) utilizando métodos ja estabelecidos para
essas amostras. Ambas as metodologias visam obter um amplo quadro a
respeito dos analitos encontrados, ndo priorizando nenhuma classe de

compostos presentes nas amostras.

7.2.3 GC-MS

O preparo das amostras para analise por GC-MS esta representado no
esquema da figura 7.1. As amostras de plasma foram descongeladas em banho
de gelo para que o processo ocorresse de forma lenta, ndo ocasionando choque
térmico nas mesmas. As proteinas foram precipitadas pela adicdo de ACN, a
mistura foi agitada em vortex e centrifugada. O volume de 100 puL de
sobrenadante foi transferido para um vial e o solvente foi evaporado a 30 °C em

um concentrador de amostras a vacuo. Apés a evaporacao, foram adicionados
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10 pL de solucéo de cloridrato de orto-metoxiamina em piridina na concentracao
de 15,0 mg L1, os vials foram tampados (com tampas descartaveis de aluminio
e silicone) e as amostras acondicionadas em estantes, cobertas com papel

aluminio e mantidas na temperatura ambiente por 16 horas.

Figura 7. 1 — Esquema do preparo das amostras para analise por

GC-MS.
1° Dia
Descongelar o plasma 40pL plasma + 120pL de ACN Repouso em gelo (Smin)
em gelo (£1,5 h) :
< & ®
- ~s
’ —_ —— ’
Vortex (2min) Vortex (2min)

Transferir 100uL do
sobrenadante a um vial e
evaporar a 30° C (1,5 h)

n_ =
i Centrifugar 15400 g,
) 4°C, 10 min

Cobrir as amostras com
papel aluminio e deixar
repousar por 16 horas

-
-

Adicionar 10uL de O-MtAm/Py
e homogeneizar

2°Dia

Adicionar 10puL de
BSTFA com 1% de TMS

Levar a estufa a 70° C
por uma hora

Adicionar 100pL de hz;;tano

Analisar por GC-MS com Pl (C18:0 ME)
Fonte: A AUTORA.

Vortex (2min)
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Os vials foram destampados e a estes foram adicionados 10 pL de
solucéo comercial de TMCS em BSTFA na concentracdo de 1%, os vials foram
tampados, agitados em vortex e aquecidos em estufa a 70 °C por uma hora.
Aguardou-se que os vials voltassem a temperatura ambiente, os vials foram
destampados e a estes foram adicionados 100 pL de solucdo do FAME estearato
de metila (C18:0ME) em heptano na concentracdo de 10,0 mg L. Os vials foram
novamente tampados e agitados em vortex para posterior andlise. Foram
necessarios dois dias de manipulacdo da amostra antes que estas pudessem
ser analisadas no equipamento de GC-MS. Todo o material utilizado neste
processo foi descartado de forma apropriada, em descarte biolégico. Sempre
foram observadas as questdes de seguranca como a utilizacdo de luvas
descartaveis, 6culos de seguranca e mascaras de protecdo, por se tratar de
andlise de amostras de plasma humano.

As analises foram realizadas num equipamento de cromatografia a gas da
Agilent modelo 5975C TAF Series GC/MSD System Data Sheet utilizando a
coluna Agilent DB5-MS (30 m x 0,25 mm x 0,55 pum) e 10 m de coluna de guarda.
Foram injetados 2 pL de amostra, o gas de arraste foi o hélio na razdo de 1 mL
min-, atemperatura do injetor foi de 250 °C, com razéo split de 1:10, a separacéo
ocorreu com gradiente de temperatura com temperatura inicial de
60 °C por 1 minuto seguido de um aumento de 10 °C/min até 325 °C, a
temperatura da linha de transferéncia para o detector foi de 290 °C, da fonte foi
de 230 °C e do quadrupolo de 150 °C. A fonte de ions operou a -70 eV no modo
de varredura com uma range de massas de 50-600 m/z.

Este método de andlise € um método padrdo que permite posterior
comparacao dos resultados com uma biblioteca de espectros especialmente
desenvolvida para trabalhos que envolvam anélise de metabdlitos humanos, a
biblioteca de Fiehn (KIND et al., 2009). O uso desse método tem como principal
vantagem a comparacao dos tempos de retencdo dos analitos, o que nédo é
possivel de ser feito com outras bibliotecas de espectros onde constam somente
o perfil de fragmentacéo do composto.

Os dados obtidos com o software ChemStation (software que controla o
GC-MS e a aquisicdo dos dados) passaram por processo de deconvolucéo

utilizando o software AMIDS. A partir dos dados deconvolucionados o AMIDS
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compara 0s espectros obtidos na analise com os espectros disponiveis na
biblioteca de Fiehn, gerando entdo uma lista de metabdlitos identificados e
possivelmente presentes para cada uma das amostras analisadas.

Os metabdlitos identificados tem sua presenca verificada nos dados
originais, usando o ChemStation. E observado se os tempos de retencgéo
gerados a partir da comparagdo com a biblioteca de espectros séo reais, bem
como, se o perfil de fragmentacao possui alta similaridade (acima de 85%) com
o perfil de fragmentacédo disponivel na biblioteca. Os metabdlitos que passam
por esse teste sdo entdo alinhados no software MASS PROFILER
PROFESSIONAL (MPP) utilizando o éster metil estearato, adicionado as
amostras como padréo interno. E gerado entdo um Gnico arquivo em que todas
as amostras, assim como todos os analitos identificados, sdo arranjados na
forma de uma matriz.

Essa matriz é utilizada para a realizacdo dos calculos estatisticos
multivariados, com discriminacédo das amostras em grupos e posterior obtencao
de modelo bioestatistico no software SIMCA. Os compostos selecionados como
significativos ap0s o tratamento de dados sdo entdo submetidos a interpretacéo

biolégica juntamente com os metabdlitos oriundos de outras técnicas analiticas.

7.2.4 LC-MS

As amostras foram preparadas de acordo com o esquema apresentado
na figura 7.2 abaixo. As amostras de plasma foram descongeladas em banho de
gelo e as proteinas foram precipitadas pela adicdo da mistura de solventes
metanol:etanol na proporcéo 1:1 v.v previamente resfriadas a - 20 °C. A mistura
foi agitada em vortex, centrifugada e o sobrenadante foi filtrado diretamente a
um vial para posterior anélise. E valido ressaltar que todo o material manipulado
neste preparo de amostra foi descartado de forma adequada, juntamente com

outros materiais bioldgicos.
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Figura 7. 2 — Esquema do preparo das amostras para analise por

LC-MS.
Descongelar o plasma 100pL plasma + 300pL de
em gelo (21,5 h) MeOH/EtOH (1:1) Repouso em gelo (5 min)
N L §
Vortex (1min) Vortex (1min)

Centrifugar 13000 rpm,
4°C, 20 min

Analisar por LC-MS
Fonte: A AUTORA.

As andlises foram realizadas em um equipamento de cromatografia a
liquido da Agilent modelo Agilent 6520 Accurate-Mass Q-TOF LC-MS utilizando
coluna Supelco Discovery HS Cis (150 x 2,1 mm, 3 um) e coluna de guarda
Supelco Discovery HS Cis (20 x 2,1 mm, 3 um). Foram injetados 10 pL de
amostra mantidas no equipamento na temperatura de 4 °C, a fase movel
consistiu em agua + 0,1% de &cido férmico (A) e ACN + 0,1% de acido férmico
(B). O gradiente utilizado iniciou com 25% de B até 95% de B em 35 minutos,
retornando a condicdo de partida, 25% de B durante 9 minutos. O fluxo foi de 0,6
mL/min, os dados foram coletados em polaridade positiva na temperatura de 330
°C e o detector foi operado em modo de varredura completa com massas de 50
a 1000 m/z.

Para controle do equipamento, obtencédo dos dados e criacdo do método
de deconvolucéo foi utilizado o software Mass Hunter. Os dados de LC-MS foram
deconvolucionados utilizando o software DA-Reprocessor e posteriormente
foram alinhados utilizando o software MPP. Neste ponto foi criada uma matriz de
dados contendo os diferentes analitos obtidos para cada amostra. Foi entdo
realizado um filtro de presenca de 90% em um dos dois grupos — caso e controle.

Esta matriz passou por analise estatistica no SIMCA, onde foi possivel obter um
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modelo bioquimico-estatistico. Desta forma foi extraida uma lista de massas
estatisticamente significativas para esta enfermidade encontradas nas amostras.

Diferentemente do tratamento dos dados da técnica de GC-MS, ainda ndo
existe para a técnica de LC-MS uma biblioteca de espectros em que seja
possivel a comparacdo do perfil de fragmentacdo concomitantemente com o
tempo de retencdo. Sendo assim, a lista de massas obtida foi submetida a
diferentes bases de dados disponiveis gratuitamente: Metlin (SMITH et al.,
2005), Masstrix (SUHRE e SCHMITT-KOPPLIN, 2008) e HMDB (WISHART et
al., 2007).

Estas bases de dados geram listas de possiveis metabdlitos para cada
massa encontrada. E feita entdo uma tabela com todos os possiveis metabdlitos
encontrados para cada massa utilizando uma planilha de dados do Excel. A
principio sdo excluidos os metabdlitos propostos pelas bases de dados que ndo
sejam de origem humana ou que nao sejam comumente encontrados nesse
organismo. Ao final deste trabalho é obtida entdo uma lista de massas
correlacionadas com metabdlitos.

Para comprovar a presenca desses metabdlitos as amostras sao
novamente analisadas no equipamento de LC-MS, desta vez no modo tandem,
para gerar os espectros de MS-MS das massas selecionadas. Sao ainda
analisados padrbes dos possiveis metabdlitos encontrados, também no modo
tandem, com o objetivo de comparar o perfil de fragmentacdo das massas
encontradas nas amostras com o perfil de fragmentacgdo dos padrdes.

Uma vez comprovada a presenca desses metabdlitos na amostra, esses
compostos selecionados estatistica e biologicamente se unem aos resultados
obtidos por outras técnicas analiticas para auxiliar no entendimento de qual rota
metabdlica é alterada pela enfermidade. A interpretacdo biolégica € feita
buscando a presenca e funcéo destes compostos no metabolismo humano, bem

como as implicagbes na alteracéo de sua produgéo.
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7.3 RESULTADOS E DISCUSSOES

7.3.1 GC-MS

Todas as amostras foram analisadas exceto a amostra 8 que nao foi
encontrada na caixa onde as demais amostras selecionadas haviam sido
armazenadas. Acredita-se que tal amostra tenha sido extraviada ainda no
hospital, sendo entdo estocada juntamente com amostras de outro estudo.
Também néo foram consideradas no modelo as amostras que nao apresentaram
sinal na andlise de cromatografia a gas, como as amostras 9 e 25. Ap6s o
processo de derivatizagdo das amostras foi observada a formacdo de um
precipitado no fundo dos vials, acredita-se que por problemas com vedacao
inadequada durante o processo de manipulacao.

Os espectros obtidos através da andlise de amostras de plasma de
pacientes que sofrem de aterosclerose foram comparados com a biblioteca de
espectros disponivel. Em seguida pode-se alinhar os dados onde foram
encontrados um total de 116 metabolitos nas amostras. Contudo, dentre esses
116 metabdlitos, nem todos foram identificados em todas as amostras, podendo
ser inclusive uma caracteristica particular de apenas um dos pacientes.

Para evitar trabalhar com metabdlitos que seguramente ndo sao
caracteristicos da enfermidade, foi feito um filtro de presenca de 90%. Este filtro
busca metabdlitos que estejam presentes em pelo menos 17 (90% de 19)
pacientes em um dos dois grupos. Podendo ser aceito, por exemplo, um
metabalito presente em 17 amostras dos pacientes com aterosclerose instavel e
presente em apenas 3 dos pacientes com aterosclerose estavel. Apds este filtro
de presenca restaram 46 compostos organizados em uma matriz de dados.
Estes dados foram normalizados a partir da abundancia de metil estearato,
padrao interno adicionado a todas as amostras em concentragéo constante. Na
sequéncia estes dados foram avaliados por estatistica univariada, foram
extraidos dois compostos significativos ao nivel de 95% de confianca através da
aplicacéo do teste de variancia (Teste F) e teste-t (t de Student). Estes resultados

estdo apresentados na tabela 7.3.
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Tabela 7.3 — Resultados obtidos pela analise dos dados de GC-MS.

Composto Massa Tempo de retengcdo %Variagcao
Acido B-hidroxibutirico 104 8,2 60,7
Acido a-hidroxibutirico 104 7,7 43,9
Acido oleico (C18:1) 282 20,4 46,7
Acido palmitico (C16:0) 256 18,8 13,5
Acido linoleico (C18:2) 280 20,3 23,8
Metionina 149 13,0 11,5
Glicerol 92 9,8 19,7

Fonte: A AUTORA.

Para a analise multivariada os dados foram escalonados por variancia
Unica e foram construidos modelos de Analise de Componentes Principais (PCA)
(ndo mostrado) e Analise Discriminante de Regresséo por Minimos Quadrados
Parciais Ortogonal (OPLS-DA), mostrado na figura 7.3. O detalhe na figura 7.3
mostra os coeficientes de correlacdo (R?) e de predicdo (Q?). Como neste
trabalho foram utilizadas amostras de humanos, sem qualquer controle sob sua
alimentacao, habitos ou medicamentos, admitiu-se como aceitaveis valores de
R?=0,916 e Q% =0,319. A partir da analise multivariada foram selecionados sete
compostos com base nos gréficos de S-Plot e Jack-Knife (ndo mostrados). Dois
destes sete compostos coincidiram com os que foram obtidos por analise
univariada. Estes resultados estdo apresentados na Tabela 7.3.

A massa apresentada na tabela ndo possui as casas decimais, pois apos
o alinhamento estas sdo perdidas. O percentual de variacdo entre o grupo de
pacientes com aterosclerose estavel frente o instavel foi calculado de acordo
com a equacdo abaixo, considerando a abundancia dos metabdlitos em cada

grupo:

média dos instaveis

%Variagio = ( xIOO) —100 (7)

média dos estaveis
Onde valores positivos sinalam que este metabdlito esta aumentado no
grupo dos pacientes com aterosclerose instavel e valores negativos sinalizam

que o metabdlito esta diminuido neste grupo.
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Figura 7. 3 — Representacdo do modelo de OPLS-DA obtido para a
técnica de GC-MS.
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& Y N o

'
S

-35 -3.0 -25 -2.0 -15 -1.0 -05 0.0 05 1.0 15 2.0 25 3.0 35
1]
Abaixo a representacéo dos coeficientes de correlacdo (R? em verde = 0,916) e
predicdo (Q? em azul = 0,319) para o modelo. Na figura os pacientes estaveis sdo
representados por: A e os recorrentes por: A.
Fonte: A AUTORA.

7.3.2LC-MS

No equipamento de LC-MS a amostra 8 também néo foi analisada e houve
algum problema na manipulacdo da amostra 30. Ela apresentou valores de
intensidade mais altos quando comparada com as demais amostras e, além
disso, apresentou picos andmalos na regido entre trés e oito minutos de andlise,
figura 7.4. Acredita-se que esses picos estejam relacionados com o material com
o qual fora confeccionado o frasco de coleta e/ou armazenamento da amostra,

picos referentes a interferéncia do polietilienoglicol.
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Figura 7. 4 — Comparacdo do cromatograma das amostras 30 e 13.
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Fonte: A AUTORA.

Os espectros obtidos através da analise de amostras do plasma dos
pacientes com aterosclerose instavel e estavel foram reprocessados e alinhados.
A partir deste alinhamento foram encontradas 37.666 massas diferentes. Foi
realizado um filtro de 90% de presenca e constatou-se que em média, cada
amostra continha cerca de 5.000 massas presentes e 32.000 massas ausentes,
este fato comprova a grande variabilidade existente entre os individuos. Apés
este filtro de presenca restaram apenas 1.205 massas, das quais 33 foram dadas
como significativas apés os testes univariados e 38 apés os testes multivariados,
ambos a 95% de confianca. Essas massas foram submetidas as bases de dados
para identificacdo e confirmadas por meio de injecédo de padrées bem como por
analise de MS-MS das amostras, os resultados foram organizados e

apresentados na Tabela 7.4.
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Tabela 7.4 — Resultados obtidos pela analise dos dados de LC-MS.

Composto Massa Tempo de retencdo  %Variagéo
Octenoilcarnitina 285,1939 2,28 48,7
Liso PC (20:5) 541,3169 15,86 -45,1
Acido Glicocdlico 465,3089 8,39 43,5
Ubiquinona 250,1203 12,25 -40,3
Metil-hidroxibutanoato  208,1096 12,25 -39,6
Acetilcarnitina 203,1155 0,72 28,5
Derivado de vitaminaD  430,3086 18,43 27,1
Liso PE (0:0/20:5) 499,2702 15,71 -25,5
Acido miristico 228,2089 26,56 24,8
Betaina 117,0789 0,75 -20,4
Triptofano 204,0892 0,95 15,7
- 139,0608 0,67 -17.,8
- 148,0528 0,94 53,4
- 290,1141 12,25 -45,7
- 262,2295 28,51 42,2
- 648,2424 10,27 21,5
- 414,2054 14,21 15,7
- 472,2577 14,21 51

Fonte: A AUTORA.

Figura 7. 5 — Representagcdo do modelo de OPLS-DA obtido para a
técnica de LC-MS.
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Abaixo a representacéo dos coeficientes de correlacédo (R? em verde = 0,993) e
predicdo (Q? em azul = 0,798) para o modelo. Na figura os pacientes estaveis sdo
representados por: & e os recorrentes por: &.

Fonte: A AUTORA.
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Acredita-se que o modelo obtido através do uso da técnica de LC-MS
tenha sido mais confiavel por haver uma menor manipulagdo das amostras,
gerando assim mais metabdlitos estatisticamente confiaveis e significativos,
figura 7.5. Ainda assim, este segundo grupo de amostras foi analisado apenas
por LC-MS Unica e exclusivamente pelo fator limitante deste tipo de estudos, o
volume de amostra disponivel. A previsdo das amostras deste novo grupo de
pacientes pode ser observada na figura 7.6 que contém as amostras estaveis e

recorrentes previstas no modelo.

Figura 7. 6 — Representacdo da previsdo das amostras ndo
participantes do modelo por LC-MS.
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Na figura os pacientes estaveis que particiam do modelo s&o representados por: A e
os recorrentes por: A. J4 os pacientes estaveis previstos, ndo participantes do modelo
sao representados por: M e os recorrentes por: M.

Fonte: A AUTORA.

7.3.3 Interpretacédo bioldgica

Os resultados obtidos a partir deste estudo piloto constituem um
interessante apoio as aplicacdes das técnicas de metaboldomica para o estudo
da aterosclerose estavel frente a instavel. E importante ressaltar que, antes de
desenvolver uma possivel interpretacdo bioldgica dos dados, os estudos

estatisticos mostraram uma classificagdo das amostras de acordo com o grupo
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que pertenciam. Esse fato credencia a hipotese de partida, de que existem
diferencas entre o metabolismo de pacientes com aterosclerose que culmina

com que sejam classificadas como estaveis e recorrentes.

Acidos graxos livres

A excessiva carga energética da alimentagdo combinada com a falta de
exercicios fisicos, o ganho progressivo de peso, em especial o que se acumula
na forma de gordura, a composic¢ao da dieta, sobretudo com excessivo consumo
de AGT, AGS, carboidratos refinados e o tabagismo tém sido reconhecidos como
os principais fatores de risco das ECV (GREGOR e HOTAMISLIGIL, 2007).
Alguns dos metabdlitos encontrados a partir do estudo estatistico séo AGL como
o0 acido oleico e o acido miristico, ambos aumentados nos pacientes com
aterosclerose recorrente. Os AGL sdo AG néo esterificados que circulam no fluxo
sanguineo unidos a albumina. Eles tém sua origem na lip6lise dos triacilglicerais,
armazenados no tecido adiposo, bem como na acgéo das fosfolipases sobre os
fosfolipideos. Essa liberacédo, assim como sua captacao por diversos tecidos, é
regulada principalmente pela insulina e a atividade adrenérgica (CURI et al.,
2002). Na literatura podem ser encontrados trabalhos que relacionam o aumento
de AGL em plasma com a resisténcia a insulina e a problemas cardiacos
(STANLEY et al., 2005).

Também existem trabalhos que comprovam que a intervencdo da
medicina preventiva focada no controle destes fatores de risco € eficiente para
reduzir o risco clinico ja que gera a diminuicdo do estresse metabdlico. Esse
estresse metabdlico é acompanhado de uma elevacdo de AGL no sangue e
atualmente é aceito que este fator seja um dos responsaveis pelo
desenvolvimento da resisténcia a insulina. E conhecido que dentro da primeira
hora da ocorréncia de uma sindrome coronaria aguda o corpo produz uma
elevacado nos niveis plasmaticos de AGL devido ao estado de estresse gerado,
e quanto maior a elevagdo, maior € a incidéncia de arritmias ventriculares fatais
(MARITIM et al., 2003; DE CHAMPLAIN et al., 2004; BLOCH-DAMTI e BASHAN,
2005; EVANS et al., 2005).

E bastante interessante também conhecer o perfil dos AGL presentes no
plasma sanguineo, pois niveis elevados de AGS como o palmitico ou o miristico

induzem a morte das células musculares responsaveis por sintetizar a capsula
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fibrosa da placa aterosclerdtica, o que poderia contribuir para sua instabilidade.
O &cido miristico encontra-se aumentado no grupo dos pacientes recorrentes
deste estudo e pertence a uma classe de AG cuja ingestao dietética excessiva
se relaciona também com incrementos nos niveis de colesterol LDL no sangue,
fator de risco cardiovascular de primeira ordem. Estes efeitos seriam
potencializados com a presenca de altas concentracdes de insulina no sangue
(ST-DENIS et al., 2012).

Em contrapartida, esses efeitos podem ser em parte, compensados por
alguns AGP. Diversos estudos apontam que ao se incorporar a dieta alimentos
ricos em AGP w-3, induz-se processos antinflamatérios nas placas
ateroscleroticas, o que incrementa a estabilidade das mesmas, contribuindo
assim para a diminuicdo da incidéncia da patologia coronéaria aguda (THIES et
al., 2003; AMANO et al., 2011). No presente estudo ndo foi possivel detectar
variacdes dos AGL desta série entre os grupos de pacientes estudados, contudo,
verificou-se significativa reducéo dos lisofosfolipideos que incorporam o C20:5.
E dificil inferir a causa de estarem diminuidos nos pacientes recorrentes frente
aos estaveis, entretanto, sabe-se que estes AG sao sintetizados a partir do ALN,
o qual deve ser incorporado através da dieta, portanto, é possivel que a dieta
destes pacientes ndo tenha sido tdo rica em produtos de origem vegetal e

pescados, como a dos pacientes em que a recorréncia nao foi observada.

Alcilcarnitinas

Os pacientes recorrentes aos eventos cardiovasculares apresentaram
elevacfes significativas em algumas alcilcarnitinas como a acetilcarnitina,
butilcarnitina e octenoilcarnitina. Esta classe de compostos esta diretamente
envolvida na B-oxidacéao e ja foi apontado que podem ser acumuladas durante a
isquemia miocardica, contribuindo assim para a disfuncdo da membrana em

zonas isquémicas (FORD et al., 1996).

Corpos cetdnicos

Os corpos cetbnicos sdo compostos quimicos produzidos nas
mitocondrias das células do figado, sua funcdo € administrar energia ao coracao
e ao cerebro (CURI et al., 2002). Nas amostras analisadas foi observada uma

elevacdo de B-hidroxibutirato plasmatico no conjunto de pacientes recorrentes
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para novos eventos coronarios. Este dado ndo chega a ser considerado como
uma cetoacidose, mas poderia ser reflexo de uma resisténcia insulinica
subjacente. Esta hipotese estaria de acordo com os resultados encontrados por
Vallejo e colaboradores (VALLEJO et al., 2009) onde foram identificados niveis
plasmaticos de corpos cetbnicos como possiveis biomarcadores de diabetes e

resisténcia insulinica, ambas condi¢fes relacionadas intimamente com as ECV.

Aminodacidos e a-hidroxibutirato

Este estudo encontrou variagdo nos niveis de aminoacidos como
metionina e triptofano, mas também encontrou niveis distintos entre 0s grupos
de pacientes para outros dois metabdlitos associados ao metabolismo de
aminoacidos, a betaina e o a-hidroxibutirato. Falhas na conversao da metionina
(aumentada nos recorrentes) podem desenvolver a aterosclerose, por uma maior
transformacao em homocisteina, que € um aminoacido sulfurado importante na
transferéncia de grupos metil no metabolismo celular. Os niveis de homocisteina
sdo regulados pela betaina (diminuida nos recorrentes), o que diminui a
concentracdo da ultima no sangue. Pode-se supor entdo que seja possivel que
esses pacientes tenham um aumento da homocisteina no plasma, que nao foi
observado neste experimento, mas concordaria com O exposto acerca da
metionina.

O a-hidroxibutirato tem como fun¢éo a sintese da glutationa, que pode ser
afetada por demandas altas de estresse oxidativo, aumentando excessivamente
sua velocidade de producédo. Estudos anteriores (GALL et al., 2010) associaram
o a-hidroxibutirato com a sensibilidade a insulina e sugeriram entdo que este
composto fosse usado como marcador antecessor tanto da resisténcia a insulina
quanto de alteragcdes na regulacdo da glicose. Considerando que grande
guantidade dos pacientes recorrentes possuem altas taxas de acucar no sangue
verifica-se que os resultados deste estudo estdo em sintonia com estudos que 0

antecederam.
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7.4 CONCLUSOES

O trabalho realizado durante o estagio na Universidad San Pablo CEU,
por se tratar da busca de biomarcadores para uma enfermidade cardiovascular,
revelou-se proximo a proposta inicial do projeto onde a conclusao parcial a que
se chegou foi que a instabilidade da enfermidade também esta ligada a ma
alimentagdo dos pacientes. Alimentagédo esta, aparentemente relacionada ao
consumo de alimentos com altos teores de gordura e agucar em detrimento do
consumo de alimentos mais saudaveis como peixes e derivados de leite. Tais
informacdes podem ser comprovadas ao se observar a tabela 7.1, onde a média
da glicose e principalmente do IMC dos pacientes com aterosclerose instavel sdo
maiores que a dos pacientes com aterosclerose estavel.

A utilizacdo de mais de uma plataforma analitica € muito importante para
se conhecer ao maximo as amostras analisadas. A figura 7.7 mostra a relacao
dos compostos encontrados nas duas técnicas empregadas nesse estudo.
Pode-se perceber que as informacdes sdo complementares, visto que ndo ha
nenhum metabdlito comum as duas técnicas. A técnica de GC-MS proporcionou
metabdlitos relacionados principalmente com o metabolismo dos &cidos graxos
livres e dos aminoacidos. Ja a técnica de LC-MS proporcionou metabdlitos
relacionados principalmente com o metabolismo das carnitinas e dos
aminodcidos. Tais compostos, por estarem em diferentes propor¢des nos grupos
de amostras analisadas, sugerem que a instabilidade da placa aterosclerética
pode estar relacionada com altera¢cdes em alguma rota metabdlica no organismo

dos pacientes recorrentes.

Figura 7. 7 — Relacao entre os candidatos a biomarcadores encontrados nas
diferentes plataformas analiticas.

GC-MS LC-MS

Fonte: A AUTORA.

Este foi um estudo piloto, com amostras selecionadas pelos meédicos que

acompanharam cerca de 600 pacientes ao longo de 6 anos. O préoximo passo da
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pesquisa € reunir um novo grupo de amostras e determinar, desta vez com uma
analise target, as reais concentracbes dos candidatos a biomarcadores
selecionados em um numero maior de pacientes. Se tais resultados
corroborarem com os encontrados nesse estudo, a elucidacdo dos mecanismos
de atuacdo da recorréncia da aterosclerose estara mais proxima de ser

entendida.
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8 CONCLUSOES GERAIS E PERSPECTIVAS

Os capitulos 5 e 6 apresentam metodologias de analise target para dois
diferentes tipos de AG, ambos com importancia bioldgica, utilizando para tal as
técnicas analiticas de CE-UV e GC-FID. Os métodos apresentam significativo
aumento da frequéncia analitica, importantes para analises screening de rotina.
Acredita-se que ambos os métodos analiticos propostos possam vir a ser aceitos
e utilizados em laboratorios dedicados a qualidade dos alimentos, ou ainda, que
possam auxiliar a agéncias governamentais no controle da qualidade e da
seguranca alimentar no Brasil.

No capitulo 7 foi realizado um estudo com amostras de plasma de
pacientes diagnosticados com aterosclerose estavel e instavel. Foi possivel
realizar o prognostico de alguns pacientes a partir do modelo gerado, sendo tal
prognéstico concordante com o desenvolvimento da enfermidade em cada caso.
E importante ressaltar que tais amostras n&o foram utilizadas na construgéo do
modelo bioestatistico, sendo este um indicio de que a medicina personalizada
caminha para tornar-se realidade. Percebeu-se ainda através deste estudo que
a dieta atua fortemente na saude de um individuo, e que o ideal para uma vida

saudavel é o equilibrio.
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Figura Al1.1 — Revisao da literatura sobre analise de AG por CE.
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Abstract: A review taking into account the literature reports covering 20 years of fatty
acid analysis by capillary electrophoresis 15 presented. This paper describes the evolution
of fatty acid analysis using different CE modes such as capillary zone electrophoresis,
non-agquecns capillary electrophoresis, mucellar electrokinetic capillary chromatography
and microemulsion electrokinetic chromatography employing different detection systems,
such as ultraviclet-visible, capacitively coupled comtactless conductivity, laser-induced
flucrescence and mass spectrometry. In summary, the present review signals that CE seems
to be an interesting analytical separation technique that is very vuseful for screening analysis
or gquantification of the wspal fatty acids present in different matrices, offering short
analysis tumnes and a simple sample preparation step as inherent advantages in comparison
with the classical methodology, making it a separation technique that is very attractive for
quality contrel in industry and government agencies.

Keywords: fatty acids; capillary electrophoresis; review

1. Introduction

Fatty acids (FAs) comprise carboxylic acids that are aliphatic and typically linear, and
monocarboxylic acids with long hydrocarbon chains which are represented by the general form

Fonte: MOLECULES, doi: 10.3390/molecules190914094.
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Figura A1.2 — Analise de 6leos vegetais, NIR, MIR e Raman.
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Quantification of Extra-virgin Olive Oil Adulteration
with Soybean Oil: a Comparative Study of NIR, MIR, and Raman
Spectroscopy Associated with Chemometric Approaches
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Abstract In this work, blends of olive and sovbean oils were
analyeed by near-infrared spectoscopy (WIR), mid-infrared
(MIR), and Raman techniques to evaluate adulterations in
olive pils. A mepresentative group of different commencial
brands of sovbean oil and extra-virgn olive ml wens analyzed
by gas chromatography with flame iomization detector in order
to explone the chemical similarity and composition of the ity
acid (FA) profile. Two stock solutions were prepared, one
produced from a micture of soybean oils and the other from
the mixture of olive oils. From these stock solubions, 60 sam-
ples were prepared, simulating adulteration levels of extra-
virgin olive oil with sovbesn oil between 0 and 100 %5, Tt
wis possible o fit a model able to predict faud within the
interval investigated by partial least squares regression ap-
proach, with precision and accumey valugs for rool mean
squared emror of prediction of 1.76 (NIR), 4 89 (MIR), and
1.57 (Raman) and coefficient of determination & greater than
0,98 fior the three techniques. The methodologes demons tmt-
ed to be very useful for the quantification of extra-virgn olive
oil adultemation with sovhben oil, presenting short analysis
trme, low cost, and absence of sample preparation procedures
a5 main advantages.
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Introduction

Olve ol 15 a nuintous food—asty, healthy, and well-iked
throughout the wordd. Tt s produced from the pressing of the
olive ((Wea ewropaar), and their production and use are more
significant in the Meditermnean diet where it is considered as
the main source of fal (Lopex et al. 2004). Regular consurmp-
tion of olive oi is associated with reduction of nisk fetors and
occumence of depenerative and chronic diseases like diabetes,
obesity, high blood pressurs, heart disease, metabolic syn-
drome, and athemsclerosis (Loper et al. 2004; Priore et al.
200 4). Olive il composition, rich in phenolic compounds,
has also high antioxidant activity, has anti-inflammatory ac-
tivity, causes potential reduction of serum low density lipo-
proteins (LDL), and prevents certam types of cancer (Lamy
etal. 2014) as well as slows cdlular aging (Becerm-Hemera
etal 2014; Priome et al. 2014),

Besules fresh consumpton, olive ol 1 used m cookmgz as
an ingredient in industrial formulations, seasonings, sauces,
fillings, toppings, pasta, and various bakery products. Tts use
has beome widespread in developing edible films (Pereda
etal. 2014) and biodegradable packaging, used as a physical
barner and antanicrobial protection for Suits, vegetables, and
minimally processed products (Ma et al. 2002 ; Marcos et al.
2004; Valenzuela et al. 2013). The phammaceotical industry
has constantly evaluated its use for the production of moistur-
izng cream for skin (Franco et al. 2004; Lorencin etal. 2014)
protection aginst UV mdiation (D" Angelo et al. 2005) and
strime pravidarum treatment (Soltanipoor et al. 2002) and of

ﬂ Springer

Fonte: FOOD ANALYTICAL METHODS, doi: 10.1007/s12161-015-0121-y.
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Figura A1.3 — Analise de gordura trans por CE e GC.
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In the present work, an alternative method for trans farty acids (TFA) analysis with direct UV detection
using capillary zone electrophoresis (CZE-UWV) is proposed. The background electrolyte used consisted of
12.0 mmel L= of tetraborate buffer, 12.0 mmeol L-! of Brij 35, 33% methanol and 17% acetonitrile. Trans
fatty acids in different samples such as butter toffee, cake mix, stuffed wafers, chocolate and a mix for
Brazilian cheese bread were successfully quantified within an analysis time of 13 min, taking into ac-

count the statistical approach based on response factor calculation using C19:1 (nonadecaenoic acid) as
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internal standard. The statistical comparison between CZE-UV and the classical GC method for the
analyzed samples did not present significant differences within the 95% confidence interval.

© 2015 Elsewvier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Unsaturated fatty acids with a trans conformation for human
consumption, increasingly found in processed foods, are associated
with increased levels of low-density lipoprotein cholesterol and
decreased high-density lipoprotein cholesterol when compared
with diets high in oleic or linoleic acids, both cis fatty acids (Judd
et al, 2002; Lichtenstein et al, 1993; Mensink & Katan, 1990)
Today, it 15 a requiremnent of government agencies to determine the
level of trans fatty acids (TFA) in foods, to guide consumers on the
lipid composition, especially those who suffer from heart problems,
obesity or hypertension. The elaidic acid (EA) s a common TFA in
processed foods, its effect on the human metabolism is related to its
ability to inhibit the action of desaturase enzymes, thereby
impairing the conversion of linoleic acid into arachidonic acid
(Kummerow, 2009). It has been reported that trans farty acids
derived from  industrial hydrogenation of vegetable wils is
expressed in EA, since it comprises 30=100% of the TFA present in
processed products that use hydrogenated vegetable fat {Mossoba,
Moss, & Kramer, 2009; Silva & Ferraz, 2006; Tavella et al, 2000)

* Comesponding authar.
E-muail address: marcone.oliveirs@ufjledubr (MAL de Oliveira)

hittpe{jd e dod ong/ 10101 6/ feodoont 201502027
0956-T135 0 2015 Elsevier Lid. All rights reserved.

In general, the official method for fatty acid analysis is gas
chromatography with flame ionization detection (GC-FD), due to
its high resolution and sensitivity (Seppanen-Laakso, Laakso, &
Hiltunen, 2002 ). However, fatty acid analysis by GC-FID presents
some drawbacks due to low volatility and thermal stability, so
derivatization steps are required to convert carboxyl groups intoe a
maore volatile form, such as trimethylsilyl esters or methyl esters
(ADCS, Reapproved 1997 Revised 2001) On the other hand, in the
particular case of TFA analysis by GC-FID, the use of a specific col-
umn with a length of about 100 m is required, which results in
longer analysis time. Thus, the development of a method for the fast
screening of TEA has become attractive.

Over the past 20 wears, capillary electrophoresis (CE) has
developed as a separation technique based on differentiaved
migration of neutral compounds, solvated ions or ionizable species
in a capillary column filled with a convenient background elec-
trolyte (BGE), when subjected to an electric feld. This technigue
has been pursued in the scientific community as an attractive
alternative separation technigque for fatty acid amalysis {Oliveira
et al., 2014). The major advantages of this technique compared to
GC are the short analysis time, absence of the derivatization step
and separation of the analytes at lower temperatures; these factors
significantly increase the analytical throughput.

The first report on the analysis of TFA using CZE was with in-
direct detection. The analysis was achieved in 10 min and the

Fonte: FOOD CONTROL, doi: 10.1016/j.foodcont.2015.02.027.
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Figura A2. 1 — Planejamento de experimentos no preparo de amostras.

Auler BORGES Faigdn;

Planejamento de

experimentos aplicado
ao preparo de amostras

Marcone Augusto Leal de Oliveira, Brenda Lee Simas Porto,
Fernando Antonic Simas Vaz, Renata Takabayshi Sato

4.1 Otimizacao univariada versus
otimizacao multivariada

Em todas as areas da Quimica, & costumeiro realizar a ot-
mizagao de processos em geral, principalmente quanda
esses s3o inéditos ou precisam ser adaptados 4 realidade
de um laboratério, por exemplo. Raraments, um processo
dispensa essa etapa como parte de seu desenvolvimenta.
Pelo contririo, uma etapa de otimizaclo pode ser consi-
derada uma das mais cruciais de uma metodelogia, pois
pode garantir resultados melhores & mais confidveis.
Otimizacdo significa o procedimento pelo qual se
busca um resultado 6time (ndo necessariamente o maior
wvalor possivel), saja ele um rendimento de reag3o, 2 mag-
nitude de um sinal analitico, o tempo gasto e o custo de
uma andlise, dentre cutros, diante das possibilidades
oferecidas pelo sistema a ser otimizado. Isso & frequen-
temente feito (o0 que nem sempre é o correto) de duas
formas: tentativa e ermo: um método mais arcaico, em
que diferentes condigbes experimentais sio testadas,
sem necessariamente uma 14gica ou critério, até que um
experimento tenha &xito; ou univariada, quando cada
pardmetro (fator ou varidvel) do sistema & investigado

separadamente enguanto os outros fatores, ja avaliados
ou nao, 530 mantidos constantes. Entretanto, ambos os
caminhos acima citados podem levar & obtencio de um
resultado dtimo relative, que pode ser diferente em outra
combinacio de condicbes ou niveis.

A Figura 4.1 mostra uma otimizacdo univariada ge-
nérica, cuja resposta procurada pode ser um rendimentao
de reacio quimica, por exemplo. As varidveis 1 e 2 podem
ser temperatura do ambiente reacional e 3 concentracao
de um reagente, respectivamenta. Messe exemplo, 3 va-
ridvel 2 fol mantida constante (no nivel 3), enguanto a
varidvel 1 foi investigada. O valor maximeo (55 %) foi ob-
tido no nivel 4 da variavel 1. Este nivel foi mantido cons-
tante, e a varidvel 2 foi entdo investigada, o que resultou
am um valor otimizado de 85 .

Se, em vez de fixar a varidvel 2 no nivel 3, ala fosse
fixada em cutro nivel, ou seja, sa fossem tomados cutros
pontos de partida, 3 otimizagio tomaria outro rume. E
possivel observar na Figura 4.2 3 esquerda que, para o
mesmo sistema, o rendimento da reacdo otimizado fol
g5 %, quando a varidvel 2 foi inicialmente mantida no ni-
vel 5. Se 0 ponto de partida fosse o nivel 1, o rendimento
Gtimo seria 28 %.

Figura 4.1 Otimizacio univariada das varidveis de um sistema.

Fonte: BORGES et al, ISBN: 9788521626947.
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apos tratamento térmico em temperaturas obtidas em fogdes domésticos.
Colaboradores: Brenda Porto, Thiago Mendes, Douglas Faza, William Martini,

Maria José Bell, Marcone Oliveira.

Avaliacdo do preparo de amostra de gordura abdominal de carne bovina e
suina sem extragdo com solventes organicos. Colaboradores: Brenda Porto,

Arina Gomes, Flavia Campos, Rafael Arromba, Marcone Oliveira.

Avaliacdo da extracao da fase lipidica de amostras de plasma de pacientes
com sindrome metabdlica para andalise do perfil de AG por
GC-FID. Colaboradores: Brenda Porto, Jéssica Cordeiro, Thiago Mendes, Nadia

Fox e Marcone Oliveira.
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