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RESUMO

RESUMO

Foi desenvolvido um método alternativo para determinagdo do teor de trans
total expresso em acido elaidico utilizando eletroforese capilar de zona (CZE), com
deteccgdo indireta em 224 nm e tempo de analise em torno de 8 minutos. O eletrdlito
de corrida otimizado é composto por 15,0 mmol L' KHzPO4 / NazHPO, (pH em torno
de 6,8); Brij 8,0 mmol L'!, SDBS 4,0 mmol L™, n-octanol 1,5% v/v, acetonitrila 45%
v/v e metanol 8% v/v. A separacao do par critico C18:1 9t/C18:1 9c alcancgou a linha
base do eletroferograma com resolucao acima do minimo desejado de 1,50. Utilizou-
se espectroscopia Raman para estudo sobre a composicdo do tampéao fosfato
utilizado no eletrélito e planejamento de experimentos 3% para determinagdo dos
niveis 6timos de Brij 35 e n-octanol. Logo, apds a otimizacdo do sistema de
eletrdlito, realizou-se uma curva de calibragédo utilizando C15:0 como padréo interno
e, apods a verificar que nao houve falta de ajuste no modelo proposto, o fator de
resposta (Rf) foi calculado e aplicado na quantificacdo das amostras de gordura
vegetal hidrogenada, margarina, requeijao e biscoito recheado por CE.

O método otimizado por CE foi comparado com a metodologia oficial por
cromatografia gasosa da American Oil Chemists’ Society (AOCS) para amostra de
gordura vegetal hidrogenada. Os métodos foram comparados usando o teste
t-student para amostras independentes com réplicas auténticas de seis e o0s
resultados obtidos nédo apresentaram diferenga significativa para o intervalo de
confianca de 95% estimado. Os resultados alcangados foram satisfatorios, indicando
que o método otimizado por eletroforese capilar pode ser usado para determinacéo
do teor total de trans em diversas amostras alimenticias apresentando como
vantagens: menor tempo de analise, auséncia de passos de derivatizagcdo no

preparo da amostra, uso de colunas nao-especificas e baixo custo.

Palavras-chave: Eletroforese Capilar, acido graxo trans, acido elaidico, requeijao,
gordura vegetal hidrogenada.



ABSTRACT

ABSTRACT

A different method for determination of total trans fatty acids expressed as
elaidic acid by capillary zone electrophoresis (CZE) under indirect UV detection at
224 nm within an analysis time of 8 min was developed. The optimized running
electrolyte includes 15.0 mmol L' KH,PO4/NazHPO, buffer (pH [ 6,8), 4.0 mmol L
SDBS, 8.0 mmol L™ Brij35, 45% v/v ACN, 8% v/v methanol and 1.5% v/v n-octanol.
Baseline separation of the critical pair C18:1-9t / C18-9cis with a resolution higher
than 1.5 was achieved. The optimum capillary electrophoresis (CE) conditions for the
background electrolyte were established with the support of Raman spectroscopy
and experiments of a 32 factorial design were used to better level of Brij35 and n-
octanol determination. Following optimization electrolyte system was made
calibration curve using C15:0 as the internal standard and, after certification where
no lack of fit within proposed model the response factor (RF) was calculated and
applied to total trans fatty acid (TTFA) analysis in a hydrogenated vegetable fat
(HVF), margarine, spreadable cheese and strawberry cookies samples by CE.

The CZE method was compared with the American Oil Chemists’ Society
(AOCS) official method by gas chromatography (GC) to hydrogenated vegetable fat
samples using independent sample t-student test for six genuine replicates and no
significant difference was found within 95% confidence interval. The results obtained
were satisfactory, indicating that the optimized methodology by CE can be useful for
TTFA analysis in different matrix foods presenting as advantages short analysis time,
no derivatization step in sample preparation, no specific separation columns and low

cost.

Key-words: Capillary Electrophoresis, elaidic acid, trans fatty acid, spreadable
cheese, hydrogenated fat vegetable.



INTRODUCAO

1. Introducao

1.1. Oleos e gorduras

Os dleos e gorduras sao substancias solUveis em solventes orgéanicos (éter,
cloroférmio), de origem animal, vegetal ou microbiana, formadas predominantemente
(85-95%) pelo produto da condensacgédo entre glicerol e acidos graxos, chamados
triacilglicerideos. Encontram-se ainda, na composicdo quimica de 6leos e gorduras,
componentes minoritarios, <15%, como hidrocarbonetos, ceras, esterdides e
vitaminas, entre outros. A diferenca entre 6leos e gorduras reside exclusivamente
no seu aspecto fisico. As gorduras apresentam aspecto sélido (p.f. > 20 °C, com
predominancia de &cidos graxos saturados ligados ao glicerol), enquanto que o0s
6leos (predominancia de acidos graxos mono e poliinsaturados ligados ao glicerol)
sao liquidos a temperatura ambiente (MORETTO, 1989).

1.2. Acidos graxos

1.2.1. Definicao

Os acidos graxos (AG) sao definidos de forma genérica como &cidos
carboxilicos, geralmente monocarboxilicos, alifaticos, ndo ramificados, saturados ou
insaturados, apresentando na maioria das vezes, cadeia hidrocarbonada longa com
namero par de atomos de carbono que podem ser representados pela forma
RCOOH. Onde, na maioria das vezes, o grupamento R é uma cadeia
hidrocarbonada longa podendo ser saturada, monoinsaturada (no caso de conter
uma insaturacao) ou poliinsaturada (no caso de conter mais de uma insaturacéo). O
grupo carboxila constitui a regido polar e a cadeia R, a regido apolar da molécula.
(CURI, 2002)
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1.2.2. Classificacao

Os acidos graxos podem ser classificados de acordo com o numero de
atomos de carbono presentes na molécula, sendo denominados acidos graxos de
cadeia curta aqueles cuja cadeia carboxilica possua de 2 a 4 atomos de carbono, de
cadeia média aqueles com 6 a 10 atomos de carbono e de cadeia longa aqueles
com mais de 12 atomos de carbono. Os acidos graxos também podem ser
classificados de acordo com a presenca ou nao de insaturacées, sendo
denominados acidos graxos saturados aqueles que nao possuem dupla ligacdo
entre os atomos de carbono da cadeia, monoinsaturados aqueles que possuem uma
Unica insaturacdo entre os carbonos e poliinsaturados aqueles que possuem duas
ou mais insaturagdes ao longo da cadeia carboxilica. A tabela 1 mostra os principais

acidos graxos encontrados em 6leos e gorduras.
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Tabela 1: Principais acidos graxos presentes em 0Oleos e gorduras vegetais
(MORETTO, 1989), (GUNSTONE, 1996).

siMBOLO FORMULA NOME OFICIAL NOME
USUAL
C4:0 CHj3(CH,),COOH Butandico Butirico
C6:0 CH3(CH,)4,COOH Hexandico Capréico
C8:0 CHj3(CH,)sCOOH Octanoico Capirilico
C10:0 CH3(CH,)sCOOH Decandico Céprico
C12:.0 CH3(CH5)1,COOH Dodecandico Laurico
C14:0 CH3(CH,)12COOH Tetradecandico Miristico
C16:0 CH3(CH,)4COOCH Hexadecandico Palmitico
C18:0 CH3(CH,)14COOH Octadecandico Esteérico
C20:0 CH3(CH,)1sCOOH Eicosandéico Araquidico
C22:.0 CHs3(CH,)2,,COOH Docosandbico Behénico
C24:0 CH3(CH5)2.COOH Tetracosandico Lignocérico
C16:1(9¢c) CHs;(CH,)sCH=CH(CH,),COOH 9c- Palmitoleico
Hexadecendico
C18:1(9¢c) CH3(CH,),CH=CH(CH,);,COOH 9c-Octadecenoico | Oléico
C18:1(111) CH;(CH,)sCH=CH(CH,)sCOOH 11t- Vacénico
Octadecendico

c18:2 CH;(CH,),CH=CHCH,CH=CH(CH,);COOH 9c,12¢- Linoleico
(9¢c,12c) Octadecadiendico
C18:1(9t) CH;(CH,),CH=CH(CH,);COOH 9t-octadecendico | Elaidico
C18:3 CH;CH,CH=CHCH,CH=CHCH,CH=CH(CH,);COOH | 9c,12c, 15- Linolénico

(9¢,12¢, 15¢)

Octadecatriendico
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A cadeia hidrocarbonada de um AG saturado existe, geralmente, sob a forma
estendida, uma vez que esta conformacao linear e flexivel é o estado de menor
energia. Tal conformacdo linear dos AG saturados permite um melhor
empacotamento dos mesmos, fazendo com que as moléculas fiquem mais préximas
umas das outras e, com isso, hd um aumento da interacdo entre as espécies. Em
contraste, os AG insaturados contém dobramentos rigidos em suas cadeias
carbdnicas, pois as duplas ligagcdes nao giram e uma angulagao de 30° é produzida
para cada dupla presente na conformacéo cis. A conformacgéo linear dos acidos
graxos saturados permite um empacotamento tao eficiente das moléculas, fazendo
com que as interacbes entre elas sejam menores. Como consequéncia, os AG
saturados possuem um ponto de fusdo maior que AG insaturados, como mostra a

figura 1.

o 0
N—oH % oH
Acido oléico Acido estearico
cis, C18:1, C18:0
émega-9
(ponto de fusdn:13°C) (ponto de fusdo:;70°C)

Figura 1: Exemplo de &cido graxo insaturado e de &cido graxo saturado.
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A presenca de insaturacdes restringe a rotagcdo da cadeia hidrocarbonada,
fazendo com que ocorra isomeria em torno da dupla ligagdo, que é denominada
configuracdo cis, caso os hidrogénios ligados aos atomos de carbono da dupla
ligacdo se encontrem do mesmo lado de um plano imaginario tracado paralelamente
a insaturacao, ou conformacao frans se estes hidrogénios se encontrarem em lados
opostos do plano imaginario tracado paralelamente a insaturacdo, como pode ser
observado na figura 2 (CURI, 2002).

&
L 9@ Q
& . Q on =" B
Sl o b ’ e -
> .{ a - I.E Q.] b ._i )
rn.-"' -{ an o ) R "'{ »
e nd ¥
1 4 "
vy 9 "":;
acido cis-9-octadecenoico acido trans-9-octadecenoico
(Acido Oleico) (Acido Elaidico)

Figura 2: Estrutura esquematica dos isbmeros cis/trans.

1.2.3. Nomenclatura

A notacao utilizada para acidos graxos de acordo com a padronizacdo da
International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) leva em consideragao o
namero de atomos de carbono que compdem a cadeia e a presenga ou nao de
insaturacées, bem como a localizacdo das mesmas ao longo da cadeia
(IUPAC-IUB, 1976). O simbolo delta é usado para identificar a posicdo da dupla
ligacdo sem especificar a isomeria cis/trans da insaturagdo. Por exemplo, o acido
elaidico € composto por 18 atomos de carbono e possui uma unica insaturacdo na
conformacéo trans localizada no carbono de niumero 9 (numerado a partir do grupo

carboxilico — COOH) e pode ser representado pela notacdo C18:1 A9 sem
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especificar a isomeria da ligacdo dupla ou C18:1 9t quando a isomeria da
insaturagdo for explicitada.

Os bioquimicos propuseram uma modificacdo do sistema de nomenclatura
para os acidos graxos, uma vez que durante o processo metabdlico destes
compostos no nivel celular, ocorrem quebras das moléculas em unidades de
carbono, iniciadas a partir do grupo carboxilico. Logo, ao enumerar os carbonos a
partir do carbono mais distante do grupo carboxilico (ao contrario das regras
padronizadas pela IUPAC), é possivel agrupar os diferentes AG em “familias” ou
“séries” de acordo com a posicdo que estes apresentam a primeira dupla ligagcdo em
suas estruturas, introduzindo, portanto, a nomenclatura émega (w). Por exemplo, a
acido linoléico pode ser abreviada como C18:2 A9,12 ou como C18:2 w-6
especificando apenas a dupla ligacao localizada no carbono de nimero 6 contado a
partir do ultimo carbono da cadeia, como mostra a figura 3 (CURI, 2002).

Numeracdo dmega (C18:2 w-6)

O
18 ].L 17 16 15 14 13 12 1 10 9 8 yi 6 5 4 3 2 1
HO - — - e " ~" e ~
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Nomenclatura I[UPAC (C18:2 A9,12)

Figura 3: Nomenclatura do acido graxo linoléico de acordo com a IUPAC e referente
a nomenclatura dmega.

1.3. Gordura trans

O consumo de gorduras e seus efeitos na saude humana tém sido alvo de
intensas pesquisas na area de nutricdo. Atualmente, pode-se notar um aumento
consideravel na ingestdo de gorduras trans oriundas principalmente de processos
industriais. O consumo de determinados &acidos graxos trans (AGT) tem sido
associado ao desenvolvimento de doencgas crbnicas como diabetes mellitus e

doencas cardiovasculares (MICHA, 2009).
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A reacao de hidrogenacgado consiste na adicdo de atomos de hidrogénio as
duplas ligacdes de compostos organicos. A aplicacdo desta técnica em o6leos foi
desenvolvida pelo quimico alemao Normann em 1901, com o objetivo de converter
6leo (vegetal ou de peixe) em gordura semi-sélida para ser usada como um
componente “espalhavel’. Neste processo, o 6leo aquecido (geralmente 6leo de
soja) € exposto sob pressdo ao hidrogénio na presenca de um catalisador metalico.
Essa reacdo, aparentemente simples, é, na realidade, bastante complexa, pois, além
da reducao das insaturacdes, ocorrem também a isomerizacdo e a migracao das
duplas ligacbes. Tal procedimento é importante para modificar as caracteristicas
fisicas e quimicas de 6leos vegetais, agregando valor financeiro e novas aplicacoes
ao produto. O resultado da adicao de hidrogénio a molécula de acido graxo é a
mudanca do estado liquido para o estado semi-sélido devido ao aumento do nimero
de acidos graxos saturados e uma maior estabilidade oxidativa (LI et al, 2009).
Durante este processo, o acido linoléico C18:2 9c,12c (52,5% no éleo de soja)
apresenta como principais subprodutos o acido oléico C18:1 9¢c , o acido estearico
C18:0 e seu isbmero geométrico conhecido como acido elaidico C18:1 9t
(KUMEROV, 2009). Outra caracteristica da gordura obtida por meio de
hidrogenacéo catalitica industrial € o aumento da estabilidade oxidativa devido a
diminuicdo das insaturacbes, porém, ocorre também a diminuicdo do valor
nutricional do éleo devido a conversdo de acidos graxos essenciais em compostos

saturados e insaturados na conformacéo trans (GUNSTONE et al, 2004).

A partir da década de 30, o processo de hidrogenacado de 6leos vegetais
tornou-se mais popular devido ao aparecimento das margarinas, uma vez que estes
produtos ganharam notoriedade como substituintes mais saudaveis e mais duraveis
que a manteiga. Entretanto, com o progresso das pesquisas relacionadas a
composigcdo da margarina e da manteiga e com o avango de estudos clinicos
envolvendo acidos graxos trans, os conceitos relacionados aos beneficios da
margarina foram modificados. Alimentos industrializados formulados a partir de
gorduras vegetais hidrogenadas (GVH) apresentam acidos graxos trans em sua
composicao. A modificacdo nas propriedades fisico-quimicas dos éleos permite que
sejam utilizados como matéria-prima para a elaboracao de gordura para frituras,

margarina, “shortenings”, requeijao, biscoitos e outros alimentos que utilizam GVH
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para melhorar a consisténcia, textura e diminuir os custos de producao
(GUNSTONE, 2004).

Em um estudo multicéntrico realizado na Europa (“TRANSFAIR Study”),
envolvendo 14 paises no periodo de 1995 a 1996, foram coletadas e analisadas 100
amostras de alimentos consumidos pela populagdo, o que representaria 95% do
total de gordura ingerida de cada pais (VAN POPPEL, 1998). A proporcédo de AG
trans em margarinas cremosas variou de 0,1 a 17% do total de acidos graxos e em
margarinas duras e “shortenings” observou-se alta proporgao, acima de 50%. Oleos
vegetais apresentaram um baixo teor, sendo menor que 1%. O isémero trans do
C18:1, apresentou altos teores (acima de 94%); foi identificado em Oleos vegetais
endurecidos, e em manteigas entre 52% a 68% (ARO, 1998), sendo o principal
isdbmero da dieta caracterizado no estudo.

Estudos evidenciam que acidos graxos trans oriundos da hidrogenacao
industrial de Oleos vegetais (majoritariamente acido elaidico) inibem a agcdo de
enzimas dessaturases como, por exemplo, ciclooxigenase (COX-2), prejudicando a
conversao do acido linoléico em acido araquiddnico (C20:4 cis5, cis8, cis11, cis14).
O &cido araquidbnico € convertido em prostaglandina, sendo a prostaciclina (PGl.) a
fracdo majoritaria que apresenta um importante papel nas atividades
antiinflamatérias do organismo, além de atuar na prevencao de coagulos nas
artérias e veias. Um coagulo em uma artéria do coracdo pode causar a morte
imediata de uma pessoa (KUMEROV, 2007, KUMEROV, 2009). O processo
inflamatério de artérias é apontado como um fator de risco para doencas do coragao,
e estudos mostram que gordura trans oriunda de gordura vegetal hidrogenada
aumenta este processo inflamatério, afetando negativamente o funcionamento do
endotélio (SUN & CAMPOS, 2008, ERKKILA et al, 2008).

Os isbmeros dos acidos graxos sao formados por diversos processos, seja
industrial ou biolégico. No processo de hidrogenacao industrial do 6leo de soja, o
elevado teor de &acido linoléico (52,5%) contribui com a formagdo de grande
quantidade de uma mistura de acido oléico C18:1 9c e do seu isdbmero geométrico
conhecido como &cido elaidico C18:1 9t (KUMEROV, 2009). O acido elaidico é o

acido graxo trans mais comum relatado em tabelas nutricionais, sendo responsavel
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por 80 - 100% do total de AGT -contidos em alimentos industrializados
(TAVELLA et al, 2000, SILVA &FERRAZ, 2006).

Os acidos graxos trans de origem natural, ou seja, aqueles formados a partir
do processo de biohidrogenacdo por bactérias da flora do sistema digestivo de
ruminantes sdo encontrados, principalmente, na carne e no leite. O primeiro passo
deste processo é a hidrogenacao e isomerizagdo bacteriana do &cido linoléico
formando &acido vacénico (C18:1 11t) como componente de maior proporcao

(JAKOBSEN, 2008). E apresentado na literatura que o &cido vacénico metabolizado
no rumen de vacas e bufalas origina como produto final alguns acidos linoléicos
conjugados (CLA) tais como: C18:2 9¢,11t e C18:2 10t,12¢c (DESTAILLATS, 2007), 0S
quais sdo de suma importancia para saude humana, principalmente no combate e

prevencao de alguns tipos de cancer (GATTAS, 2005).

A partir de 2003, a Food and Drug Administration (FDA) sancionou que a
quantidade de gordura trans presente em alimentos fosse tabelada até 1° de janeiro
de 2006, estabelecendo que alimentos cujo teor de trans fosse menor que
0,5g/porcéao seriam “livres de trans” (FDA, 2003). No Brasil, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) criou a Resolucdo - RDC 360 de 23 de dezembro de
2003 onde decretou que a partir de 1° de agosto de 2006, todos os rotulos de
alimentos industrializados devem informar a quantidade de gordura trans contida no
alimento. Até o fim do mesmo ano, os infratores foram simplesmente notificados.
Mas a partir de janeiro de 2007 os produtos irregulares foram apreendidos e o0s
responsaveis receberam multa, com valor minimo de R$ 2 mil, podendo chegar a R$
1,5 milh&o.

1.3.1. Métodos de analise de AGT

O teor de acido graxo trans é monitorado, principalmente, por técnicas que
normalmente necessitam de processos de extracao da fracao lipidica e/ou metilagao
do AG. lons prata sdo utilizados em diversas técnicas para quantificacdo de AGT
como por exemplo: cromatografia de camada delgada (Ag*-TLC) (RATNAYAKE,
2004), cromatografia liquida de alta eficiéncia (Ag™-HPLC) (BRONDZ, 2002,
JUANEDA, 2002), extracdo em fase sélida (Ag*-SPE) (KRAMER et al, 2008). Todas
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as técnicas citadas anteriormente baseiam-se no principio de formagdo de um
complexo através da transferéncia de carga entre o orbital d da prata e os elétrons 1
das duplas ligacbes dos acidos graxos. A separagdo dos acidos cis/trans ocorre
baseada no numero de duplas ligagdes, sendo que a retengédo do acido graxo a fase
estaciondria diminui com o aumento do tamanho da cadeia, isbmeros cis séo retidos
mais fortemente que os seus isébmeros frans e a forca de retencdo aumenta com o
aumento do numero de insaturacées (DELMONTE & RADER, 2007, DAMYANOVA,
2009).

A técnica de Infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) também é
amplamente empregada para analise de acido graxo trans, cuja medida é realizada
em uma banda de absorbancia maxima em 966cm™ de maneira nao-destrutiva da
matriz, referente a deformacédo da ligacao C-H adjacente a dupla ligacédo trans.
Entretanto, ndo é possivel a quantificacdo em matrizes cujo teor de trans seja menor
que 5% do total da fracao lipidica, além de nao fornecer quaisquer detalhes sobre a
natureza dos isbmeros, tais como o comprimento da cadeia, ou 0 numero de
insaturagdes (KIM et al, 2007, DELMONTE & RADER, 2007, JUANEDA et al, 2007).
Técnicas de infravermelho envolvendo o calculo da segunda derivada tém sido
desenvolvidas onde a resolucao do espectro de absorbancia é melhorada, tornando
possivel a deteccdo de interferentes e quantificacdo de menores percentuais de
trans em diversas matrizes (MOSSOBA, 2007, BANSAL, 2009).

Contudo, a principal técnica utilizada para determinacao do perfil de acidos
graxos em lipideos é a cromatografia gasosa (GC) (BRONDS, 2002, GOLAY, 2009).
Normalmente a metodologia inclui uma etapa de preparacdo da amostra, onde 0s
acidos graxos sao extraidos da fracao lipidica para a posterior analise (FOLCH et al,
1957, BLIGH & DAYER, 1959). A técnica de GC permite a separacdo dos acidos
graxos de cadeia curta sem a necessidade de passos de derivatizacdo, uma vez que
estes acidos apresentam alta volatilidade. Entretanto, os acidos de cadeia longa
apresentam baixa volatilidade, de modo que a derivatizacdo dos grupos carboxilicos
em grupos mais volateis como trimetilsilil-ésteres ou metil-ésteres torna-se
necessaria (HARTMAN & LAGO, 1973, ISO Method 5509, 2004, DESTAILLATS et
al, 2007). A agéncia internacional American QOil Chemist’s Society (AOCS) aprovou
o método oficial Ce 1h-05 para determinacdo de acidos graxos saturados e

insaturados (cis/trans) em 6leos vegetais, 6leos de animais ndo ruminantes e em
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gorduras por cromatografia gas/liquido (GLC), utilizando coluna capilar de silica de
100 metros e temperatura constante a 180°C (AOCS Official Method Ce1h-05). No
entanto, para uma separacao mais efetiva de pelo menos 14 acidos graxos isbmeros
em amostras de gordura vegetal parcialmente hidrogenada, faz-se necessario um
equipamento de cromatografia gasosa (GC) com uma coluna de 200 metros, o que
torna a andlise excessivamente longa (245 minutos) e, consequentemente,

dispendiosa, limitando o seu uso em trabalhos de rotina (GOLAY, 2009).

A partir da dltima década a eletroforese capilar (CE) tem se firmado
alternativamente como técnica de separacao que opera em meio liquido para analise
de acidos graxos em 6leos e gorduras. As grandes vantagens desta técnica frente
aos métodos classicos sdo: curto tempo de andlise e auséncia de passos de
derivatizacdo durante o processo de preparo das amostras (ERIM et al, 1995,
OLIVEIRA et al, 2003, BANNORE et al, 2008, OTIENO & MWONGELA, 2008). Os
sistemas de eletrélitos mais comuns sdo compostos por tampdes, croméforos como
p-anisato (ROLDAN-ASSAD & GAREIL, 1995) ou dodecilbenzenosulfonato de sédio
(SDBS) (OLIVEIRA et al, 2001, SUROWIEC et al, 2004, LIU et al, 2005), além de
outros aditivos como metanol (ROLDAN-ASSAD & GAREIL, 1995), etanol (BOHLIN
et al, 2003), acetonitrila (LIU et al, 2005), 1-octanol (SUROWIEC et al, 2004, LIU et
al, 2005), dodecilsulfato de sédio — SDS (BIER, 1959), polioxietileno 23 lauril éter -
Brij 35® (OLIVEIRA, 2001, LIU et al, 2005) e ciclodextrinas (BIER, 1959,
BOHLIN et al, 2003).

1.4. Eletroforese Capilar (CE)

1.4.1. Conceito basico

A eletroforese é definida como uma técnica de separacao que opera em meio
liguido, baseada na migracdo diferenciada de compostos, neutros, ibnicos ou
ionizaveis, mediante a aplicacdo de um campo elétrico da ordem de kVolts/m

tangenciando uma coluna capilar (silica fundida, teflon ou pirex), a qual contem em
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seu interior uma solucdo de eletrélito conveniente, normalmente tamponada,
atuando como canal de migracdo (KUHN & HOFFSTETTER-KUHN, 1993,
BAKER, 1995, TAVARES, 1996).

1.4.2. Modos de eletroforese capilar

Existem diversos modos de eletroforese capilar para diferentes aplicacées ao
longo de matrizes distintas. Podemos destacar: eletroforese de afinidade (CAE,
“capillary affinity electrophoresis”), eletroforese capilar de peneiramento (CSE,
“capillary sieving electrophoresis”), eletroforese capilar em gel (CGE, “capillary gel
electrophoresis”), eletroforese capilar em meio ndo aquoso (NACE, “non-aqueous
capillary  electrophoresis”)  eletrocromatografia  capilar (CEC, “capillary
electrochromatography”), isotacoforese capilar (CITP, “capillary electrophoresis”) e
eletroforese capilar de zona (CZE, capillary zone electrophoresis”) (TAVARES et al,
1997).

Como apenas a eletroforese capilar de zona (CZE) sera utilizada neste
trabalho, os seus fundamentos e aplicagdes serdo descritos em maiores detalhes,
sendo os outros tipos de eletroforese apenas citados, visando unicamente a
apresentacao de um quadro sobre as diferentes possibilidades e mecanismos de
separacao.

1.4.2.1. Eletroforese Capilar de zona

A eletroforese capilar de zona € o modo mais utilizado devido a simplicidade
do equipamento e maior facilidade na otimizagdo das condi¢cdes experimentais. A
técnica utiliza um tubo capilar e os eletrodos sdo imersos em reservatérios contendo
uma solucédo de eletrélito carreador, a qual conduz a corrente elétrica. A figura 4

apresenta um esquema do equipamento de eletroforese capilar, composto de
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reservatérios para o tampado e amostra, sistema de alta tensdo, detector e

processador.

Computador: controle,
aquisicao e tratamento
dos dados.

fonte de
alta tensdo

+/-30 k¥

capilar

\ compartimento termostatizado ’

eletrodo de |
platina \

reservatorio
de entrada reservatdrios

- P reservatério
de saida

injegdo

Carrossel de reservatorios

Figura 4: Representacdo esquematica de um sistema de eletroforese capilar
(OLIVEIRA, 2003a).

1.4.3. Instrumentacao para CZE

O sistema consiste de uma fonte de alta tensdo, capilares (silica fundida é o
material mais comumente empregado), eletrodos (geralmente de platina), termostato
e um detector apropriado. Uma fonte regulada, de alta tensdo, é usada para
estabelecer um campo elétrico ao longo do capilar. Tais fontes podem ser
operadas, em geral, com tensdo constante e/ou corrente constante, com valores
tipicos de voltagem no intervalo de 0-50 kV e corrente de 0-200 pA. A fonte de alta
tensdo é conectada, através de eletrodos de platina, a dois reservatérios da solucao

de eletrdlito para completar o circuito elétrico.

Em CE o uso de capilares com didametros internos extremamente pequenos
(na faixa de 15-100 pm) permite uma melhor dissipacdo do calor gerado pela
passagem da corrente elétrica conhecido como efeito Joule e, assim, é possivel
obter uma alta eficiéncia de separacdo com tempo reduzido de analise.

13
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(KANNAMKUMARATH et al, 2002, WEINBERGER, 2000, TAVARES et al, 1997).
Sao utilizados tubos capilares com dimensdes de 15 a 100 um de didmetro interno e
de 50 a 100 cm de comprimento, preenchidos com uma solucdo de eletrdlito e
submetidos a acao de um campo elétrico. Para minimizar tais efeitos térmicos, o
capilar deve ser mantido a temperatura constante, havendo varias possibilidades
para termostatizacdo do sistema, o que inclui circulacdo de um liquido refrigerante
ou através da passagem forcada de ar no cartucho contendo o capilar, além do uso
fornos. Os comandos para controle do equipamento e aquisicdo de dados sao feitos

mediante interface com computador. (LANDERS, 1993).

A injecao em CZE utiliza volumes reduzidos, na ordem de 1 a 10 nL. A
maneira pela qual a amostra é introduzida no capilar tem implicacdo direta na
analise quantitativa. As amostras podem ser introduzidas mediante gradiente de
pressao (pressurizacdo ou vacuo em um dos reservatorios), chamado de injecao
hidrodinamica ou mediante aplicacao de determinado valor de potencial ao longo
do capilar por um determinado periodo de tempo chamado de injecao

eletrocinética.

A injecao hidrodinamica introduz no capilar uma aliquota representativa da
composicao do soluto na amostra. O volume de injecdo (nL) depende do tempo de
injecdo, dimensodes do capilar, viscosidade da solucéo do eletrdlito e da diferenga de
pressao estabelecida. A injecao hidrodinamica é usualmente mais precisa que a
eletrocinética, porque € baseada estritamente na transferéncia de volume (a
reprodutibilidade de area é de aproximadamente 1 %, desvio padrdo relativo)
(TAVARES, 1996).

1.4.4. Fluxo eletrosmotico (EOF do inglés eletrosmotic flow)

Capilares de silica fundida sao ionizados ap6s a passagem de uma solucao
com pH acima de 3 gerando grupos silandis negativamente carregados (Si-O).
Estas cargas negativas atraem as cargas positivas do tampao formando uma
camada firme chamada de camada fixa. Os cations ndo sao suficientemente densos

para neutralizar todas as cargas negativas da parede capilar, entdo uma nova
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camada de cargas positivas é formada sendo chamada de camada movel. Estas
duas camadas formam a dupla camada difusa de cations que sao separadas por um
plano imaginario chamado plano de cisalhamento. Os cations na camada movel sdo
atraidos para o catodo (negativo) e como estao solvatados, eles arrastam o solvente
como um todo gerando o fluxo eletrosmatico ou fluxo normal (BAKER, 1995).

Dentro do tubo capilar, o fluxo eletrosmético € caracterizado por um perfil
radial constante da velocidade, ndo contribuindo, portanto, para o alargamento das
bandas como ocorre em técnicas cromatograficas, por exemplo. Esta peculiaridade
distingue eletroforese capilar dos métodos cromatograficos em fase liquida, que
apresenta uma variagdo parabdlica para o perfil radial da velocidade dentro da
coluna, caracteristico do fluxo induzido por pressdao. Além disso,
a velocidade do fluxo eletrosmaético (veor) como mostra a equacao 1, em geral de
grande magnitude, é responsavel pela conducdao dos solutos, sem distincdo de
carga, na direcao do detector, permitindo assim a analise simultdnea de amostras
contendo solutos catibnicos, anidénicos, neutros e ionizaveis. A mobilidade do fluxo

eletrosmatico (Ueor) € mostrada na equacéo 2.

ecE €C
VE0F=4_Tm (1) /uEOFzﬁ (2)

Onde ¢ é a constante dielétrica, G é o potencial zeta, E é a voltagem aplicadae n é a

viscosidade da solucao de eletrdlito utilizada.

O potencial zeta (Gg) é a medida do potencial elétrico entre a dupla camada

difusa quando particulas carregadas sdo submetidas a um campo elétrico (figura 5),
sendo, portanto, dependente da forca ibnica do tampao e da largura da dupla

_4rmoe

camada difusa (5 ) conforme a expressao e

, sabendo que e é a

carga por unidade de superficie de area do capilar.
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potencial zeta (0)
N
Concentragao
do tampao

v

Largura da dupla
camada difusa

Figura 5: Representacdo do comportamento do potencial zeta em relacéo a largura
da dupla camada difusa e a concentragcao do tampao.

A figura 6 mostra a superficie interna de um capilar, mostrando a dupla
camada formada, o plano imaginario que divide essas camadas (plano de
cisalhamento) e o perfil do fluxo eletrosmético.

: | ; : | ; : | ; : | ; : | ; \Paredeinterna do capilar
Sli Sli Sli Sli Sli
O-('D O-® O-G_) O-G_) Oé <-Camada compacta
------------------------------------------------------------------- Plano de cisalhamento

@ @ @ @ @ < Camada movel

ANODO CATODO
Fluxo eletrosmatico (EOF)

10
1 ()

(
(

Figura 6: Representacao da superficie interna de um capilar de silica fundida e perfil
radial do fluxo eletrosmético se deslocando do anodo para o catodo (fluxo normal).
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1.4.5. Moblidade eletroforética (EF do inglés electrophoretic mobility)

A separacao das espécies é possivel gracas a diferenca nas mobilidades
ibnicas dos analitos, que estao relacionadas com suas densidades de carga, isto é,
com a razao carga/raio. Desta forma, formam-se zonas de amostras distintas de
acordo com a mobilidade. A equagcao 3 mostra a velocidade eletroforética de uma
espécie e sua relacdo com a mobilidade eletroforética como pode ser observado
pela equacado 4. Logo, espécies pequenas e altamente carregadas possuem alta
mobilidade eletroforética. O tempo necessario para um composto percorrer o capilar

até o ponto de deteccao é chamado de tempo de migracao (SILVA et al, 2007).

Ve = Uy E (3)

q
— 4
Her 6mnr )

A mobilidade eletroforética é analoga a mobilidade eletrosmaética e possuem

as mesmas unidades (cm? V™. s).

Para analisar acidos graxos de cadeia longa por CE é necessario saber
algumas caracteristicas basicas destes analitos, tais como: baixa absorbancia no
UV-vis (AG saturados); pKa semelhante ao de acidos fracos e em torno de 5,
insoluveis em agua, além do fato de alguns acidos graxos apresentarem mesmo
comprimento de cadeia equivalente (CCE= n® atomos de carbono — 2.n® de duplas
ligacbes). Portanto, a analise por este método é realizada sob fluxo normal (fluxo
eletrosmético indo do anodo para catodo) em modo contra-eletrosmético
(mobilidades eletrosmotica e eletroforética na mesma direcéo, porém em sentidos
contrarios) mediante o uso de tampdes alcalinos que mantenham o pH do eletrélito

acima do pka das espécies para garantir que todas elas estardo na forma de anions,
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onde os acidos graxos com cadeias maiores eluem primeiro, sob deteccao indireta
por UV.

A ordem de eluicdo dos acidos graxos € de acordo com o tamanho da cadeia,
uma vez que todos os acidos analisados neste trabalho sdo monocarboxilicos e
como apresentam apenas uma carga negativa oriunda do grupo R-COQO, a
mobilidade eletroforética (razdo carga/raio) sera caracterizada apenas pelos
diferentes tamanhos dos acidos graxos, uma vez que a carga para todos eles sera a
mesma.

A mobilidade resultante entre analito e fluxo eletrosmoético € chamada de
mobilidade observada ou aparente (Uap OU Hopbs), Obtida pela soma vetorial
(equacgao 5) entre mobilidade eletroforética e mobilidade eletrosmotica, ou seja, para
analise de espécies negativamente carregadas que migram em direcdo ao anodo
enquanto o fluxo eletrosmético vai em direcdo ao catodo, as per € Peor €stdo em
sentidos contrarios e, portanto, o vetor resultante (usp) é a diferenca entre eles

resultando na migracdo no mesmo sentido do vetor maior valor (et OU HEOF)-

l_’iap= ﬁef+ ﬁeof (5)

Os &cidos graxos de cadeia mais longa resistem menos ao fluxo eletrosmético
que os acidos de cadeia mais curta, logo, acidos de cadeia hidrocarbonada maior
sao “arrastados” mais facilmente pelo fluxo eletrosmético, passando pelo detector

mais rapidamente, como ¢ ilustrado pela figura 7.
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Figura 7: Esquema do mecanismo de separacdo de AG de cadeia longa por
eletroforese capilar de zona em modo contra-eletrosmético.

3

v

Como ja foi mencionado anteriormente, os acidos graxos encontrados em
60leo e gorduras estdo, predominantemente, na forma de triacilglicerideos. No
entanto, os acidos graxos sao analisados por CE na sua forma livre, ou seja, sem
estarem ligados ao glicerol e carregados negativamente. Para que isso ocorra €
necessario que ocorra hidrélise dos glicerideos (amostras de éleo e/ou gordura) para
a formacdo de sais de acidos graxos. Tal reacdo, como exemplifica a figura 8,
consiste em uma hidrélise alcalina (saponificacéo), onde ha adicéo aos glicerideos
de uma base (normalmente solu¢cao de NaOH preparada em MeOH), em um banho
térmico com temperatura controlada de 75-80°C sob refluxo continuo em haste de
vidro, resultando na formacéo de glicerol e sais de acidos graxos (MORRISON &
BOYD, 1981).
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CHa-O-C-R
CH20OH RCOOTNa" \[
CHy-O-C-R’ _MaoH o AoH . R'COOTMNa”
1 RU'COOMNa’
CH2OH
CHo-O-C-R"
Slicerideo =licerol Zais de acidos graxos

{dleos, gorduras, etc. )
Figura 8: Esquema para reacao de hidrélise basica dos glicerideos.
1.4.6. Métodos para a estimativa da eficiéncia de uma coluna

Um prato tedrico pode ser considerado uma etapa de equilibrio no processo
de distribuicdo de um componente dado entre as duas fases (movel e estacionaria),
de forma analoga ao prato teérico de uma coluna de destilagdo. Quanto maior o
namero de pratos, mais etapas de equilibrio existiriam e, dessa forma, melhor seria a
separacao entre compostos no processo cromatografico. Entretanto, diferentemente
da cromatografia, a ndo existéncia de fase estacionaria em eletroforese capilar de
zona diminui o efeito de alargamento causado pelos percursos multiplos que uma
molécula pode encontrar através de uma fase estacionaria (A) e pela transferéncia
de massa entre as fases estacionaria e mével (C. e C,) como mostra a equacao de
Van Deemter (6), possibilitando a eletroforese capilar obter picos com alta defini¢do
e separagdes eficientes. Outro motivo da alta eficiéncia de separacdo por
eletroforese capilar € que a aplicagdo de voltagem ao sistema, e ndo de presséo,
evita variacdes na velocidade (u) ao longo da parede do capilar. Desta forma, o fluxo
eletrosmético é gerado uniformemente ao longo de todo o capilar e migra de forma
segmentada, diminuindo o alargamento dos picos.

H=A+ B + (C,+C_)u (6)
u
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A resolucdo da coluna capilar depende como em outras técnicas
cromatograficas, do nimero de pratos tedricos (N), da altura do prato (H), do tempo
de retencdo do analito e pode ser calculada pelo rearranjo da expressao 7,
fornecendo a expresséo 8.

o)
H=— 7
L (7)
¢ 2
N=16| — 8
W ®)

Onde t; € o tempo de retencao, W, é a largura do pico na base, L é o
comprimento da coluna e o® é a variancia de um pico (formato gaussiano atribuido
para o pico). Sabe-se que quanto maior o numero de pratos melhor sera a

separacao dos analitos.

1.5. Espectroscopia Raman

O Espalhamento de luz acontece quando fétons se chocam com moléculas de
uma amostra. Um féton que atinge uma molécula pode ser "espalhado", isto €, ter
sua direcao modificada, como uma bola de sinuca. Se a molécula, no choque, se
comporta como uma esfera rigida, sem movimentos internos, o féton espalhado
conserva praticamente toda a energia inicial que tinha antes do choque, chamado de
"espalhamento elastico" e é o mais comum quando fétons incidem sobre moléculas.
No entanto, a molécula ndo uma esfera rigida, logo, ap6s o choque o féton excita a
molécula, cedendo a ela parte de sua energia inicial, fazendo com que a energia do
féton, depois do espalhamento seja menor que a inicial, pois parte dessa energia foi
usada para vibrar a molécula, chamado de "espalhamento inelastico",

Espectroscopia Raman € uma técnica que utiliza como caracteristica principal

a propriedade da matéria de espalhar a luz inelasticamente. Neste processo, fétons
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incidentes sofrem espalhamento por moléculas e trocam com as mesmas uma

determinada quantidade de energia vibracional.

Quando essa luz espalhada tem a mesma freqténcia da luz que incidida, tem-
se o fenbmeno de espalhamento Rayleigh, analogo a colisbes elasticas entre
moléculas e fétons. Uma quantidade ainda menor de luz (em torno de 1 féton em
10”) é espalhada com freqiiéncia diferente da luz que entrou, como forma de
colisGes inelasticas entre moléculas e fétons, sendo chamado de espalhamento
Raman, em homenagem aos fisicos indianos Chandrasekhara Venkata Raman e K.
S. Krishnan em 1928, tendo recebido o Prémio Nobel de Fisica em 1932 por este
feito. O espalhamento Raman é interessante porque as variacées na energia dos
fétons que saem correspondem as variagdes nos niveis de energia quantizada das

moléculas na amostra (equacao 9).
AE(féton ) = AE (niveis de energia) 9)

Classicamente quando uma radiacdo monocromatica incide em uma
determinada amostra ocorre a interacdo do campo eletromagnético com a nuvem
eletrénica molecular. O campo elétrico oscilante polariza um momento de dipolo (P),
que pode ser decomposto em componentes que oscilam com a mesma freqténcia
do campo elétrico alternante. O vetor momento de dipolo induzido passa a ter uma
relagdo proporcional com o vetor campo elétrico e pode ser representado em
primeira ordem (GARDINER, 1989).

- -

P=qE (10)
Sendo a a polarizabilidade da molécula, P o momento dipolo e E o campo elétrico.

O momento de dipolo induzido (;’) esta relacionado diretamente com a
radiacao eletromagnética, mostrando o quanto uma molécula consegue modificar a
sua nuvem eletrbnica na presenca de um campo elétrico (polarizabilidade da
molécula). Os estados inicial, final de energia e um conjunto de estados virtuais nao
possuem um valor limite de energia, fato que dificulta o calculo da intensidade, uma
vez que seria necessario considerar infinitos estados virtuais para a polarizabilidade

eletrbnica.
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Na espectroscopia Raman a fonte utilizada é monocromatica, normalmente
um laser de alta poténcia, no qual a sua radiacéo incide diretamente na amostra
para que se consiga perturbar os elétrons da molécula. Durante a irradiagdo, o
espectro da radiacdo espalhada é medido em certo angulo utilizando um

refratbmetro apropriado.

A radiacao emitida é de trés tipos: espalhamento Stokes, espalhamento anti-

Stokes e espalhamento Rayleigh, como mostra a figura 9.

Espalhamento Espalhamento Espalhamento

Rayleigh Stokes anti-Stokes
Estados
A virtuais de
energia
Energia de
excitacao
- 4
3
Estado
2 fundamental de
. 4 ] energia
vy = V- Vg
0
Vo= Vs Vg~ Vg Vo =My

Figura 9: Modos de espalhamento elastico (Rayleigh) e inelastico (Stokes e anti-
Stokes) presentes no efeito Raman. Onde vy, € frequéncia (ou energia) da radiacao
excitante, v¢ é frequéncia da radiacdo espalhada e v, é frequéncia da radiacao
vibracional.

No espalhamento Rayleigh o féton com energia hvg colide com a molécula no
estado fundamental, passando-a para um novo estado denominado virtual (ou
intermediario), voltando posteriormente para o mesmo nivel de energia inicial, sem
nenhuma modificacdo de valores na sua freqiéncia espalhada. No espalhamento
Raman Stokes a molécula no estado de menor energia sofre a colisdo do féton com

energia hvg alcancando o estado virtual. Em seguida a molécula decai para um
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estado excitado, de energia (hvo - e,), portanto o féton passa a apresentar uma
energia menor do que a incidente. J& no espalhamento Raman anti-Stokes a
interacdo do féton com a matéria acontece em um estado ja excitado e apds esta
interacdo ocorre a transicdo do sistema para o estado virtual, resultando em seguida
0 seu decaimento para o estado fundamental. Neste efeito ocorre um acréscimo de
energia para o féton espalhado na ordem de (hvo + ey). O que deve ficar bem
enfatizado é que o estado virtual recebe este nome justamente pelo fato do mesmo
nao pertencer a nenhum dos estados estacionarios da molécula, sendo considerado
como um novo sistema formado pela contribuicdo proveniente da nuvem eletrénica

da molécula estudada e a radiacao eletromagnética incidente.

Em resumo, podemos dizer que no efeito Raman ocorre o envolvimento dos
estados inicial, final e um conjunto de estados virtuais nos quais as suas energias
nao possuem um valor limite dificultando o calculo da intensidade, uma vez que
seria necessario considerar infinitos estados virtuais para a polarizabilidade
eletrénica. Com o intuito de contornar este fato em 1934, G. Placzek publicou sua
obra fundamental sobre a teoria do efeito Raman, baseada no desenvolvimento da
teoria da polarizabilidade. Em seu trabalho, que ficou conhecido como aproximacéao
de Placzek ou ainda como teoria da polarizabilidade do efeito Raman, o autor
considera apenas a polarizabilidade do estado fundamental. Nesta aproximagédo séo
impostas algumas condicées como a energia do féton de excitacdo deve ser muito
menor que a energia correspondente a transi¢do eletrénica mais baixa da molécula.
Para satisfazer esta imposicao utilizam-se lasers de excitacao distantes da regidao do
visivel, mais comumente lasers de alta poténcia com radiacdo no infravermelho.
Quando estas condicdes sao satisfeitas o fenbmeno de espalhamento passa a
receber o nome de efeito Raman normal ou ainda efeito Raman ordinario. A
espectroscopia Raman apresenta uma série de vantagens que a torna bastante
atrativa perante as outras técnicas espectroscopicas. Por exemplo, pode-se evasiva,
ou seja, nao destrutivel o que garante a preservacdo da matriz analisada
(SALA, 2004).
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1.6. Cromatografia Gasosa (GC)

A cromatografia gasosa € uma técnica de separagao baseada na distribuicao
dos componentes de uma mistura entre um fluido gasoso inerte (fase mével) e um
adsorvente (fase estacionaria). Na cromatografia por adsorcdo as separacdes
ocorrem através de interacdes eletrostaticas e forcas de Van Der Waals entre a fase
estacionaria sélida e os componentes da mistura volatilizados na fase mével gasosa,
chamado de cromatografia gas-sdlido (GSC). A natureza da fase estacionaria sélida
pode ser diversa, nomeadamente silica gel, alumina ou celulose. A cromatografia
gasosa de particao, também conhecida como cromatografia gas-liquido (GLC), é
baseada nas diferencas de solubilidade dos componentes da fase estacionaria
liguida adsorvida em um suporte sélido inerte e dos componentes de interesse
volatilizados na fase mével gasosa (MILLER & McNAIR, 2009).

Em 1906, Mikhail Tswett's descreveu as primeiras separagcdes
cromatograficas. Entretanto, somente em 1952, Martin e James desenvolveram a
técnica de cromatografia gas-liquido, fato que rendeu-lhes um Prémio Nobel de
Quimica no mesmo ano, usando como fase movel o gas nitrogénio e como fase
estacionaria o acido estearico suportado em celite na separacao dos acidos
etandico, propandico e butandico. Desde entdo, a cromatografia gasosa foi se
desenvolvendo e mudou o cenario de quimica analitica em diversas areas de
pesquisa. As colunas capilares foram introduzidas em meados de 1958 por Golay
como uma alternativa mais eficiente que as colunas empacotadas utilizadas até
entdo. E com o crescente desenvolvimento da técnica, novas colunas mais robustas
e mais resistentes a altas temperaturas foram introduzidas, seja de silica pura ou
com fase estacionaria ligada a parede interna do capilar
(BRAITWAITE & SMITH, 1999).
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1.6.1. Coeficiente de Distribuicao (K)

A eficiéncia da separacdo que pode ser conseguida numa coluna
cromatografica depende das velocidades com a quais as diversas espécies
atravessam a coluna (em outras palavras, a velocidade com que cada espécie é
eluida). Essas velocidades sao determinadas pelas magnitudes das constantes de
equilibrio das reacdes que regem as distribuicoes das diversas espécies entre a fase
moével e a fase estacionaria. Frequentemente, o tipo de equilibrio envolvido em
cromatografia pode ser descrito por equacdes simples, descrevendo o fendmeno de
transferéncia de um soluto entre a fase movel e a fase estacionaria.

A constante de equilibrio K para essa reagdo é chamada de coeficiente de
distribuicdo ou coeficiente de particdo, e pode ser definido como

C
K: fe 1 1
c (11)

f.m

Onde C¢e e Ctm representam as concentragcdes molares de um composto nas fase

estacionaria e movel, respectivamente.

1.6.2. Calculo do tempo de Retencao (tg)

O tempo de retencdo é o tempo gasto por um componente desde a sua
injecdo na coluna até a sua deteccado na saida do sistema. O tempo de retengao
engloba todo o tempo que um componente fica no sistema cromatografico, seja
diluido na fase mével, seja retido na fase estacionaria. Na cromatografia gasosa,
esse tempo também pode ser determinado por alguma perturbagédo de pressao no
sistema no momento da injecdo, que aparece no cromatograma como uma
perturbacao na linha de base, de forma similar ao pico indicado na figura 10. Para a
determinacao dos tempos de retencao ajustados (tgr’) € necessario conhecer o
tempo que uma molécula da fase mével que néo interage com a fase estacionéria
leva para alcancar o detector (tm) , uma vez que a corregédo € feita simplesmente

descontando o seu valor do valor do tempo de retencéo.

26



INTRODUCAO
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Figura 10: Representacdo de cromatograma genérico mostrando tempo de retengao
de uma analito.

Onde tg = Tempo de Retencao (tempo decorrido entre a injecdo e o apice do
pico cromatografico), ty = Tempo de Retencdo do Composto Nao-Retido (tempo
minimo para um composto que ndo interaja com a fase estacionaria atravesse a
coluna) e tg’ = Tempo de retencdo ajustado (tempo médio que as moléculas do

analito passam sorvidas na fase estacionaria).

A separacao dos analitos por GC é dada de acordo com o tempo de retengao
de cada componente da mistura, ou seja, a amostra é volatilizada (sem
decomposicdo) e injetada juntamente com o gas de arraste inerte (fase movel)
percorrendo a coluna. Os analitos que possuem uma menor afinidade pela fase
estacionaria, seja ela sélida ou liquida suportada, eluem mais rapidamente da coluna
enquanto aqueles com uma afinidade maior eluem depois. A interacdo do analito
com a fase estacionaria e o tempo de eluicdo de cada composto podem ser
racionalizados de acordo com a Lei de Raoult e com a relacdo entre pressédo de

\

vapor e entalpia de vaporizagao 1ﬂ(PO) = _ﬁ +C, sendo p® a pressdo de

vapor, AH, entalpia de vaporizacdo, R constante dos gases e T temperatura da
coluna e C é constante. A regra geral é que os tempos de retencdo se

correlacionam com pontos de ebulicdo dos compostos de interesse.
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1.6.3. Resolucao

Para determinar a resolucao entre dois picos adjacentes (admitindo que sao
gaussianos), consideram-se as larguras dos picos W; na linha de base, bem como os
respectivos tempos de retencao tr,. A equagao 12 mostra a formula para calculo da
resolucao entre dois picos adjacentes.

2(tr,- tr, )
(W,+ Wg)

Rs, s = (12)

O valor deste parametro reflete o grau de perfeicdo com que dois picos sédo
separados, tendo em conta a contribuicdo da eficiéncia e da seletividade. O efeito da
resolucdo no grau de separacdo dos picos esta ilustrado na figura 11.
Para que a separacao seja considerada completa e a quantificacdo dos analitos nao
seja sub ou superestimada, a resolucdo entre os picos deve ser no minimo 1,50
((MILLER & McNAIR, 2009).
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4+ ‘v

Tempo (min)

Figura 11. Figura de um cromatograma genérico, explicitando o grau de resolucao
entre dois analitos de interesse.
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2. Objetivos

Considerando o significativo aumento do consumo de produtos
industrializados que utilizam em sua formulacdo GVH e a necessidade de monitorar
a qualidade dos alimentos, ainda ha um grande espaco na comunidade cientifica
para o desenvolvimento de metodologias alternativas de separacdo capazes de
quantificar gordura trans em matrizes alimenticias. Portanto o presente trabalho teve
como objetivo o desenvolvimento e otimizagdo de metodologia alternativa para a
determinacdo de 4&cido graxo trans, C18:1 9t (acido elaidico) em amostras
alimenticias por eletroforese capilar, a qual oferece como vantagens: curto tempo de
analise, simples preparo de amostra e auséncia de colunas especificas.

2.1. Objetivos especificos

Seguem abaixo os objetivos estabelecidos no projeto de mestrado:

1. Otimizar metodologia proposta no presente trabalho, além de sua aplicacédo
para analise em amostras, tais como gordura vegetal hidrogenada, manteiga,
margarina e requeijao.

2. Utilizar planejamento de experimentos como ferramenta auxiliar na otimizagao
do método de forma multivariada e sistematica.

3. Empregar metodologia oficial AOCS Ce 1h-05 para determinacdo do trans
total em amostra de gordura vegetal hidrogenada e comparar os resultados
com a metodologia otimizada por eletroforese capilar.
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3. Materiais e métodos

3.1. Reagentes e solucoes para CE

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico e a agua foi
purificada por deionizagdo (Sistema Milli-Q, Millipores, Bedford, MA, USA).
Solventes, etanol, metanol e ACN foram obtidos da Vetec (Rio de Janeiro,
Brasil), 1-octanol da Fluka (Germany) e Brij 35 e SDBS foram obtidos da Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA). Os padrdées de acido pentadecandico (C15:0),
acido palmitico (C16:0), acido estearico (C18:0), acido oléico (C18:1 cis-9), e
acido elaidico (C18:1 trans-9) foram obtidos da Sigma-Aldrich.

Solugdes estoques dos componentes do eletrdlito foram preparadas com
concentragdo de 100,0 mmol L™, exceto o Brij 35, que a solucdo estoque foi
preparada com concentragdo de 50,0 mmol L.

Todos os tampdes utilizados, listados na tabela 1, foram preparados com
quantidades equimolares dos sais (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil)
correspondentes de fosfato (em baldo volumétrico de 250,0 mL e completado o
volume com agua deionizada e com valor de pH em torno de 6,80.

Tanto as solugdes dos tampdes fosfato quanto a solugéo de Brij 35 foram
mantidas sob refrigeracdo (20°C) para evitar a formacdo de mofo. Solugdes
estoques individuais dos acidos graxos foram preparadas em metanol na
concentragdo de 20,0 mmol L e estocadas em congelador até o momento das
analises. Mistura de padrdes na concentragdo de 0,5 mmol L™ foi preparada no
dia da injecao a partir da diluicado adequada dos estoques em metanol.
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Tabela 2: Tampdes fosfato utilizados no estudo RAMAN

Tampoes fosfato

KH.PO, / KzHPO,
NaH.PO, / Na;HPO,
NH4H2PO4 / (NH4).HPO,
KH.PO, / Na;HPO,
KHoPO4 / (NH4).HPO,
NaH2PO, / (NH4)2HPO,
NaH,PO, / KzHPO,
NHsH.PO, / Na;HPOy,

NH4H2PO4 / KoaHPO,

3.2. Reagentes e solucoes para GC

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico e a agua foi
purificada por deionizagdo (Sistema Milli-Q, Millipores, Bedford, MA, USA).
Reagentes com grau analitico: cloreto de aménia, metanol, acido sulfarico, éter
de petréleo.

Gas de arraste hidrogénio ultra puro (99,999%) para coluna capilar e
gases auxiliares para o DIC: nitrogénio, hidrogénio (pureza 99,999 %) e ar super
seco (livre de hidrocarbonetos).

Padrées de referéncia: mistura de ésteres metilicos de acidos graxos ou
padroes individuais com os seguintes ésteres metilicos de acidos graxos
(FAME) 13:0, FAME 14:0, FAME 16:0, FAME 18:0, FAME 18:1 cis-6, FAME 18:1
cis-7, FAME 18:1 cis-8, FAME 18:1 cis-9, FAME 18:1 cis-11, FAME 18:1 cis-12,
FAME 18:1 cis-13, FAME 18:1 trans-6, FAME 18:1 trans-7, FAME 18:1 trans-8,
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FAME 18:1 trans-9, FAME 18:1 trans-10, FAME 18:1 trans-11,
FAME 18:1 trans-12, FAME 18:1 trans-13, FAME 18:1 trans-14,
FAME 18:2 cis-9, cis-12 foram obtidos da Sigma-Aldrich.

3.3. Instrumentacao

3.3.1 Eletroforese Capilar (CE)

Os experimentos foram realizados em um equipamento de eletroforese
capilar (Agilent Technologies, modelo HP3D CE; Palo Alto, CA, USA) disponivel
na Universidade Federal de Juiz de Fora, equipado com DAD (diode array),
comprimento de onda em 224nm, temperatura controlada no interior do cartucho
em 25°C e aquisicao e tratamento dos dados em software (ChemStation Versao
A.06.01). Capilar de silica fundida com revestimento externo de polimida
(Polymicro Technologies, Phoenix, AZ, USA), com comprimento total de 48,5 cm
e comprimento efetivo de 40 cm, 75um de diametro interno e 375 um de
didmetro externo, foram retirados 2,0 cm do revestimento das pontas do capilar
para evitar problemas de adsorcdo. As amostras foram injetadas
hidrodinamicamente a 12,5 mbar durante 5 segundos. O sistema eletroforético
foi operado em polaridade normal e voltagem constante de +28 kV.

3.3.2. Espectroscopia Raman

Os testes espectroscopicos com os eletrolitos foram realizados em um
equipamento Raman com transformada de Fourier Bruker RFS 100 disponivel
na Universidade Federal de Juiz de Fora, equipado com laser de Nd* /YAG
operando em 1064 nm e detector CCD resfriado com nitrogénio liquido. Boa

razao sinal/ruido foi obtida utilizando 1000 scans acumulados por um periodo de
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aproximadamente 30 minutos e 100 mW de poténcia de laser, usando 4 cm™
como resolucao espectral.

3.3.3. Cromatografia Gasosa (GC)

O equipamento utilizado para anélise de gordura vegetal hidrogenada foi
um cromatégrafo gasoso Shimadzu (modelo GC 17A), com detector de
ionizagdo de chama (FID),equipado com uma coluna capilar de silica fundida
com fase estacionaria composta por cyanopropylpolysiloxano (CP-7420™, 100
m x 0,25 mm id, 0.25 um espessura do filme — Varian, USA), disponivel no
INSTITUTO ADOLFO LUTZ em S&o Paulo. As condicées de andlise foram:
temperatura da coluna mantida isotermicamente a 180°C, temperatura do injetor
e detector mantida a 250°C; gas de arraste hidrogénio ultra puro e pressao de
170kPa exercida na coluna (AOCS Ce1h-05, 2005).

3.4. Preparo das amostras

3.4.1. Preparo das amostras para analise em CE

As amostras de gordura vegetal hidrogenada foram obtidas através das
industrias fabricantes do produto e as amostras de requeijao, margarina e
biscoito recheado foram obtidas no mercado local. Foram pesadas aliquotas de
200 mg para GVH, 500 mg para requeijao e margarina e 300 mg para biscoito
recheado (somente recheio).

Foram adicionados 2,0 mL de solugdo de NaOH/MeOH (0,5 mol L) para
realizacdo do procedimento de saponificacdo, onde as amostras permaneceram
em banho de aquecimento, sob refluxo, a 75-80°C por 25 minutos para que o0s
acidos graxos ligados ao glicerol pudessem estar na forma livre. Apds o término
da saponificacdo o conteudo dos balées de fundo redondo foi transferido para
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um baldao volumétrico de 10,0mL e o volume completado com metanol. As
diluicbes em metanol foram as seguintes: 1/25 para GVH, 1/5 para requeijao,
1/15 para margarina e 1/6 para biscoito recheado. Segue abaixo o esquema de

preparo da amostra, conforme descrito.

T T Refluxo -l'
2.0mL

NaOH/MeOE = banho- maria» —
& 75/80°C &
AMOSTRA (25min)
(X mg) o
Diluicao

Injecéo _I'
no CE :ii

Figura 12: Esquema de preparo de amostra para analise de acido graxo trans
por eletroforese capilar.

Abaixo esta a foto do banho térmico utilizado para saponificacdo das
amostras, disponivel nas dependéncias do laboratério de quimica analitica da
UFJF.
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v "\‘.31‘: ;i.ii-lf
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Figura 13: Fotografia do esquema utilizado para preparo de amostras contendo
acidos graxos. 1- tubo de vidro; 2 - garra; 3 - septo de silicone; 4- baldo de fundo
redondo de 25 mL; 5 - term6metro; 6 - banho de aquecimento.

3.4.2. Preparo das amostras para analise por GC

O preparo da amostra e analise cromatografica foram realizados no
INSTITUTO ADOLFO LUTZ em Sao Paulo, pelo analista técnico responsavel,
portanto, nao foi possivel acompanhar as anéalises pessoalmente. Cabe ressaltar
que o instituto em questdao € uma referéncia na area de andlise de alimentos,
sendo laboratério credenciado da ANVISA. Todos os reagentes utilizados no
processo de metilagdo, bem como o géas utilizado na andlise foram gentilmente
cedidos pelo préprio instituto.

O procedimento de preparo da amostra de gordura vegetal hidrogenada
foi realizado de acordo com HARTMAN & LAGO, onde 1,0 mL de NaOH/MeOH
(0,5 mol L) foi adicionado a uma massa de aproximadamente 20,0 mg de
gordura vegetal hidrogenada, a mistura foi mantida em aquecimento sob refluxo
por 5 minutos. Logo depois, uma aliquota de 3,0 mL do reagente de

esterificagéo# foi adicionada; a mistura foi aquecida por mais 3 minutos e

36



Resultados e discussao

transferida para um funil de separacdo com 5,0 mL de éter de petréleo e 10,0 mL
de agua deionizada. ApoOs agitacdo e separacdo de fases, a fase aquosa foi
descartada e foi adicionado mais 5,0 mL de agua deionizada. A mistura foi
agitada novamente e, apds a separacao das fases, a aliquota da fase orgéanica
foi coletada e o solvente foi evaporador em um rotavapor € os residuos
removidos sob fluxo de nitrogénio. Os metil ésteres foram solubilizados em
n-heptano e injetados no cromatégrafo gasoso sob as condicées descritas no
item 3.3.3.

# Reagente de esterificacao: mistura de 2,0g de cloreto de aménia, 60,0 mL

de metanol e 3,0 mL de acido sulfarico concentrado.

1 mL NaOH/MeOH 5 mL de éter de petréleo
(0.5mol L) 3 mL de reagente +10 mL de 4gua

l de esterificagio”™ deionizada

l

g lu,_ Aquecimento ;'*?J",-_ﬁ,_,l;., Aquecimento

' ‘ sob refluxo’ | sob refluxo
—_—_— —

U 5 minutos w L) 3 minutos

50,0 mgde
GVH

Fase
organica
coletada

Metil ésteres

solubilizados
Injecao no em n-heptano

cromatografo —

Figura 14: Esquema de preparo de amostra de gordura vegetal hidrogenada
para analise por GC. Realizado pelo Instituto Adolfo Lutz — Sao Paulo.

Os compostos foram identificados por meio de comparagdo dos valores
do tempo de retengdo dos analitos com os dos padrbes levando em
consideragcdo o padrao interno FAME 13:0. O fator de resposta adequado foi
obtido por meio da conversdo da area de cada FAME em fungédo do percentual
massa. A resposta correta para cada FAME foi calculada teoricamente, expressa
em termos da resposta do metil palmitato (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2005).
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3.5. Procedimento Analitico para eletroforese capilar

Quando o capilar novo foi utilizado, este foi condicionado por flush de
pressdo com solugéo aquosa de NaOH 1,0 mol L™ (30 min), agua deionizada (10
min) e solugéo de eletrdlito (15 min). Entre as corridas, o capilar foi condicionado
com solucdo aquosa 0,20 mol L™ (2 min), &gua deionizada (2 min) e solucdo de
eletrdlito (3 min).

4. Resultados e discussao

4.1. Estudo dos eletrdlitos utilizando espectroscopia Raman

Realizou-se estudo preliminar com diferentes sistemas de eletrdlito
constituido pelas seguintes combinacdes de sal e acido para os tampdes:
KH.PO, / KyHPO4; NaHPOs / NagHPO4; NH4HPOs /0 (NH4)2HPOy;
KH,POs / NaxHPO4; KHoPOs /  (NHg)oHPO4; NaHPOs /  (NH4)2HPOy;
NaH,PO4 / KoHPOg4; NH4H2PO4 / NaoHPO,4 € NH4HPO4 / KoHPO4, todos com ph
em torno de 6,80.

TODOS os tampdes citados acima estavam na concentracdo de
15,0 mmol L e aditivados com 4,0 mmol L™ de SDBS, 10,0 mmol L™ Brij 35,
2,0% n-octanol e 45,0% de acetonitrila (OLIVEIRA et al, 2003).

A investigacao consistiu na avaliagao alternativa do contra ion para o
fosfato da mistura tampao com o intuito de estudar o comportamento dos
diferentes cations no eletrélito. Primeiro, realizaram-se analises de mistura de
padroes de acidos graxos por CE com os nove tampdes, onde o perfil qualitativo
apresentado pelos eletroferogramas A, B e D foram os mais satisfatérios
(Figura 15), levando-se em consideracéo o perfil dos picos do C18:1 9t e C13:0.
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Figura 15: Eletroferogramas de padrdes 1- C18:1 9t e 2- C13:0 (padrao interno)
utilizando diferentes tampdes. A- NaH.PO, / NaxHPO4, B- KH2PO,4 / Ko:HPO,, C-
NHsHoPO4 / (NH4)2HPO4, D- KHoPO4 / NagHPO4, E- KHoPO4 / (NH4)2HPO,, F-
NaH2P04 / (NH4)2HPO4, G-NaH2P04 / K2HPO4, H- NH4H2PO4 / NagHPO4, -
NH4sH.POs / KoHPO4. Todos os eletrdlitos foram aditivados com
4,0 mmol L' de SDBS, 10,0 mmol L Brij 35, 2,0% n-octanol e 45,0% de
acetonitrila. Condicées de analise: injecdo 5s a 12,5 mbar, +28 kV de
voltagem, deteccdo indireta a 224 nm e 25°C temperatura no interior do
cartucho.
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Para um melhor entendimento do comportamento diferenciado de cada
cation do tampéo e como isso poderia alterar o perfil de separacdo dos acidos
graxos de interesse, realizou-se um estudo envolvendo espectroscopia Raman
onde houve o monitoramento da intensidade do sinal correspondente a banda da
agua com os eletrélitos utilizados nos experimentos A, B e D da figura 15, uma
vez que estes eletroferogramas escolhidos apresentaram um melhor aspecto

eletroforético relacionado a estabilidade da linha base e perfil dos picos.

Os resultados evidenciaram que dependendo do céation presente no
tampéo utilizado no eletrdlito ocorre formagdo de micro-ambientes no meio
(REIMERS, 1999), ou seja, a mudanga da intensidade do modo vibracional CN
da acetonitrila na vizinhanca de moléculas de agua (2257 cm™) é favoravel a
incorporacdo de maior fracdo de solvente organico ao eletrélito, o que se
acredita poder acarretar em ganho na resolucdo do par critico
C18:1 9t/ C18:1 9c, uma vez que estes acidos graxos de cadeia longa sao

soluveis em solvente organico.

Vale ressaltar que os sinais de intensidade da banda correspondente ao
modo de estiramento CN da acetonitrila (2254 cm™) foram normalizados de
modo que o aumento do modo vibracional da ACN na vizinhanga de moléculas
de agua pudesse ser comparado entre cada eletrélito. Logo, péde-se concluir
que o tampao KH>PO, / Na,HPO4 foi o0 mais indicado para o sistema em
questdo, uma vez que 0 mesmo apresenta menor banda de estiramento CN da
ACN na vizinhanca de moléculas de agua. o que sugere uma maior incorporacao
de solvente organico no meio, fato que corrobora para a melhoria da separacao
analitica dos acidos em questao.

A figura 16 mostra o espectro Raman descrito, com énfase na regido de
2252 a2 2260 cm™.
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Figura 16: Espectros referentes a intensidade Raman obtidos por cada eletrélito
no estudo com Raman. Na legenda: branco refere-se ao eletrolito formado por
4,0 mmol L' de SDBS; 10,0 mmol L™ Brij 35; 2,0% n-octanol; 45,0% de
acetonitrila e volume final completado com agua deionizada para 10,0 mL. Os
demais espectros sao referente aos eletrélitos compostos pelos aditivos citados
anteriormente para cada tampéao correspondente.
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4.2. Planejamento de experimentos para Brij 35 e n- octanol

O planejamento fatorial € uma ferramenta estatistica que vem sendo
muito utilizada em estudos e pesquisas envolvendo a otimizacao de sistemas
complexos, contendo duas ou mais variaveis e que se deseja saber sobre a
presenga ou nado de efeitos interativos (sinergia ou antagonismo), que
eventualmente podem levar a resultados que nao seria possivel conseguir por
métodos univariados. Além disso, o planejamento fatorial € uma ferramenta
auxiliar interessante capaz de ajudar o usuario a planejar sistematicamente os
experimentos antes da execugdo de maneira a obter os dados de forma
organizada e concatenada, no formato de tabelas com todas as informacdes
necessarias sobre o experimento, facilitando a explicacdo, entendimento e a
redacao de relatérios para o estudo proposto. Os métodos estatisticos requerem
que as observagdes, ou os erros, sejam variaveis aleatorias distribuidas
independentemente. Os experimentos, com suas réplicas, devem ser realizados
de forma aleatéria, de modo a garantir a distribuicdo equanime de todos os
fatores n&o considerados (NETO, 2007).

Apés o estudo realizado por espectroscopia Raman, o passo seguinte foi
verificar o comportamento do tampao KH.PO, / Na,HPO,4 na presenca de Brij35
e n-octanol, uma vez que estes componentes ja apresentavam alta significancia
no sistema (OLIVEIRA, 2003). Entdo, decidiu-se realizar um planejamento
fatorial para otimizar os niveis adequados dos fatores citados acima. Demais
variaveis como: voltagem, temperatura no interior do cartucho, dimensdes do
capilar, comprimento de onda, bem como a composicdo dos outros constituintes

do eletrélito permaneceram inalterados.

Para executar um planejamento fatorial precisa-se em primeiro lugar
especificar os niveis em que cada fator sera estudado, isto &, os valores dos
fatores que serdo empregados nos experimentos. Um planejamento fatorial
requer a execucao de experimentos em todas as possiveis combinacdes dos
niveis dos fatores. Em geral, se houver ny niveis do fator 1, np do fator 2,..., e n

do fator k, o planejamento sera um fatorial nyx nox ... x nx. A representacao (-)
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correspondeu aos valores do nivel inferior, a representacédo (+) correspondeu

aos valores do nivel superior e 0 (0) aos valores do ponto central.

Tomando como base caracteristicas ja& conhecidas do sistema em
questao e utilizando como fundamento o estudo realizado por Oliveira et al onde
as proporcoes utilizadas de Brij 35 e n- octanol eram, respectivamente,
10,0 mmol L e 2% v/v (OLIVEIRA, 2003), foi possivel estabelecer faixas de
concentragdes favoraveis a otimizagdo. Por exemplo, a adicdo de n-octanol
acima de 2,5% v/v néo era favoravel, uma vez que proporcionava formacao de
microbolhas, ocasionando ruido intenso, queda de corrente e,
consequentemente, impossibilitando a analise. Logo, optou-se por trabalhar em
niveis proximos ao estabelecido anteriormente por Oliveira et al tanto para

Brij35 quanto para o n-octanol.

Para estudar o efeito de qualquer fator sobre a resposta € preciso fazé-lo
variar e observar o resultado dessa variacdo. O parametro analisado para o
eletroferograma de cada ensaio foi a razdo entre nimero de pratos teéricos do
acido graxo C18:0 pelo ruido normalizado (razdo entre desvio padrao do sinal e
a média do sinal). Sendo o numero de pratos calculados a partir da equacao 8

citada anteriormente e mostrada abaixo.

N=16| &

(8)

Foram utilizados acido tridecandico (C13:0) e acido pentadecandico
(C15:0) como opcoes de padrao interno, uma vez que acidos graxos impares
nao sao encontrados normalmente nas amostras, mas apresentam

caracteristicas semelhantes ao acidos graxos analisados.

A tabela 3 mostra a matriz de planejamento 32 (3 niveis e 2 fatores) com
triplicata auténtica no ponto central e a resposta para razdo entre numero de

pratos teéricos (N) e ruido normalizado (R).
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Tabela 3: Planejamento experimental para escolha do eletrdlito.

"Experimentos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
‘BRW35mMM) 1+ 4 4 o0 ©O0 o 1t 1 1 0 0
n-octanol (%) -1 0 1 -1 0 1 -1 0 1 0 0

N/R (10%) 101,5 69,8 67,8 29,3 32,3 54,8 20,8 32,2 0* 27,1 28,6

Brij 35: (-1) 8,0 mmol L', (0) 10,0 mmol L™, (1) 12,0 mmol L’

n-octanol:(-1) 1,5%, (0) 2,0%, (1) 2,5%.
*Nao foi possivel calcular a razdo N/R, uma vez que houve formacado de

microbolhas ocasionando uma queda brusca na corrente e impossibilitando a
corrida.

A analise da tabela acima, permite notar que variacées no nivel de Brij35
(experimentos 1 e 7) em nivel constante de n-octanol ocasiona uma diferenca
significativa na resposta, fato que nao ocorre para inverso (experimentos 2 e 3,
por exemplo), evidenciando uma possivel significancia do Brij35 frente ao n-
octanol na composicao do eletrélito

A figura 17 mostra os eletroferogramas obtidos com o planejamento fatorial
32 utilizado.
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Figura 17: Eletroferograma de padrées 0,5 mmol L' A- C18:0, B- C18:1 9t, C-
C18:1 9c, D- C16:0, E- C18:2 cc, F- C15:0, G- C13:0, Eletrdlito constituido por:
15,0 mmol L' KH,PO, / NaoHPOy; , SDBS 4,0 mmol L, acetonitrila 45% v/v,
Brij e n-octanol nas proporcdes indicadas para cada experimento na tabela 1.
Condicoes de analise: injecao 5 segundos a 12,5 mbar, voltagem de +28Kv ,
temperatura do cartucho de 25°C e deteccéo indireta em 224 nm.
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Pelos resultados obtidos no planejamento experimental, verifica-se que a
variagdo dos niveis de n-octanol (-1, 0, +1) para valores fixos de
Brij35 no nivel baixo (-1, -1,-1) ou alto (+1, +1, +1) evidencia um aumento de
ruido e um decréscimo do niumero de prato quando Brij35 passa do nivel baixo
(experimentos 1, 2 e 3) para o nivel alto (experimentos 7, 8 e 9), resultado que
ndao favorece a analise. Para variacbes no nivel de n-octanol
(-1, 0, +1) no nivel intermediario de Brij 35 (0, 0, 0) os resultados obtidos nao
apresentaram variagcdes muito significativas e pouco representativas frente as
outras variacoes. Observa-se ainda que a interagdo entre Brij35 e n-octanol é
sempre negativa quando estes se encontram em niveis contrarios, ou seja,
maior alargamento do pico de C18:0 e menor separacao do par cis/trans (analise
visual) quando os fatores se encontram alternadamente nos niveis +1 e -1
(experimentos 3 e 7). Além disso, quando Brij35 e n-octanol foram mantidos no
nivel alto (1,1), como mostra o experimento 9, houve a formacao de
microbolhas, fato que impossibilita a analise e mostra que os dois fatores em
nivel alto ndo sao satisfatérios para o sistema. Cabe ressaltar que os niveis de
Brij35 e n-octanol foram escolhidos a partir do estudo desenvolvido por
Oliveira et al (OLIVEIRA, 2003) e nao seria interessante trabalhar com niveis
extremamente diferentes daqueles selecionados. Logo, o maior valor de
resposta foi obtido quando Brij35 e n-octanol foram mantidos em niveis baixos,

concomitantemente, ou seja, o experimento 1.

Além disso, no estudo realizado foram testados dois possiveis padroes
internos, o acido tridecandico (C13:0) e o &acido pentadecandico (C15:0).
Analisando os fatores como tempo de analise e estabilidade da linha base, o
C15:0 foi escolhido como melhor opcdo, uma vez que alcanca o detector com
um tempo menor que o C13:0 promovendo uma andlise mais rapida,
apresentando uma menor perturbacao da linha base apés sua saida.
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4.2.1. Calculo dos coeficientes do modelo

Os coeficientes (bo, by, bz, b11, bao, b12) calculados para o modelo séo
estimativas dos valores populacionais (Bo, B1, B2, B11, B22, B12), uma vez que para
o calculo desses valores populacionais o niumero de experimentos seria infinito.
Tais coeficientes estimados (estimadores) sdo calculados a partir da relagao
(X*™X)'(X'Y) através do método dos minimos quadrados. Os erros padrées para

estes coeficientes, considerando que sé existe réplica no ponto central, sdo

, onde s? é desvio padrdo na

calculados a partir da relagéo \/(X‘X)’l.sz(agmp)
triplicata auténtica do ponto central (NETO, 2007). A matriz de contraste é
montada a partir dos resultados obtidos com o planejamento de experimento,

como mostra a tabela 4.

2
Tabela 4: Coeficientes de contraste para um fatorial 3 . A Ultima coluna contém

os valores da razao entre numero de pratos teéricos C18:0 e ruido normalizado.

Média X1 X2 x1° x2° X1X2  N/R(10))
1 1 1 1 1 1 101.4615
1 . 0 1 0 0 69.7680
1 1 1 1 1 . 67.8107
1 0 1 0 1 0 29.3203
1 0 0 0 0 0 32.3709
1 0 1 0 1 0 54.8360
1 1 1 1 1 . 20.8024
1 1 0 1 0 0 32.1736
1 1 1 1 1 1 0
1 0 0 0 0 0 07.1432
1 0 0 0 0 0 28.5702
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As matrizes utilizadas para calculo dos coeficientes do modelo sao
mostradas abaixo:

I -1 -1 11

1 101,46
I -1 0 1 00 69.77
1 -1 1 1 1-1 67.81
1 0 -1 0 10 29.32
1 0 0 0 00 32,37
X=|1 0 1 0 10 Y= | 54,84
I 1 -1 1 1-1 20,80
1 1 0 1 00 32,17
I 1 1 1 11 0
1 0 0 0 00 27,14
1 0 0 0 00 28,57
0,2632 0 0 -0,1579 -0,1579 0O
0 0,1667 0 0 0 0
o 0 0 0,1667 0 0 0
(X'X) =
—-0,1579 0 0 0,3947 -0,1053 O
—-0,1579 0 0 —0,1053 0,3947 0
0 0 0 0 0 0,25
464,247
—186,064 32,765
28,938 -31,011
(X'Y)= o ~4,823
292,016 (X' X)) (XY=
13,099
274,231 4.207
12,848 3.212
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Calculando o valor da variancia para a triplicata no ponto central, obtém-se
um valor de s®= 7,3018. Logo, o erro para cada coeficiente é alcancado a partir

da diagonal principal como é indicado abaixo:

0,2632 0 0 0,1579 -0,1579 0
0 0,1667 0 0 0 0
0 0 0,1667 0 0 0
ERRO = | 7,3018.
| -0,1579 0 0 0,3947 0,1053 O
-0,1579 0 0 -0,1053 03947 O
0 0 0 0 0 0,25

O modelo proposto a partir dos coeficientes fornecidos relagédo
(X*X)"(X'Y) mostrada anteriormente é dado por:

y=32,765(+1,386)—31,011(+1,103)x, —4,823(+1,103)x, +
13,099(%1,698)x,” +4,207(%1,698)x,” + 3,212(1,351) x, x,

4.2.2. Analise da variancia para ajuste do modelo

Para saber se 0 modelo proposto pode ser realmente usado como um bom
modelo de previsao para sistema estudado deve-se realizar analise da variancia
e verificar se ha evidéncias de falta de ajuste neste modelo matematico.

A andlise da variancia do modelo foi realizada utilizando método dos
minimos quadrados e o0s estimadores dos parametros foram analisados

conforme resultados apresentados na tabela 5:

49



Resultados e discussao

Tabela 5: Tabela de andlise de variancia para o ajuste, pelo método dos minimos
quadrados de um modelo linear nos parametros. Onde: n= n° total de observacgdes,

p= n°® de parametros do modelo, m= n? distintos de niveis da variavel independente

Fonte Soma Quadratica N2 g.l. Média Quadratica

Regresséo

—Z Z( reiso Y)SQR= 6547217 P-1  MQ, =1309,443

Residuos SQ_ Z Z( )~ (WW())[) SQ. = 1554479 n-pP  MQ, =310.896

Falta de \

_N _ SQ =1539,875 m-p MQ, = 513,291
aJUSte SQfaj - Zl: Z( (previsto) Y) p
Efro puro Z Z (¥, — 2) SQ,, =14,604 ., MQ, =7302
M Q 1 *(p=6; n=11; m=9 )
F — a] F — 16
calc M Q o tab(a:0,0l;v=3,2) %,

A andlise da variancia do modelo foi calculada e, como o valor de F
calculado (70,29) foi menor que o de F tabelado (99,16), pode-se afirmar que
para o intervalo de confianca de 99%, nao ha evidéncia de falta de ajuste no
modelo. Logo, o modelo proposto pode ser usado como uma boa previsdo do
comportamento do sistema dentro do intervalo estipulado.

Com o aumento do intervalo de confianca (99%) o célculo dos efeitos de
interacéo entre Brij 35 e n-octanol, neste caso, perde o sentido, uma vez que 0s
resultados nao seriam proveitosos (intervalo muito amplo, resultados pouco
significativos). Porém, os valores dos coeficientes ddo idéia a respeito da

importancia de cada fator sobre o sistema.

O coeficiente linear by referente ao fator Brij35 é bem maior que o
coeficiente b, referente ao n-octanol, isso indica que o fator Brij35 é mais
significativo que o fator n-octanol para a resposta analisada (N/R). Tal
informacgdo é util no que diz respeito a interagéo de cada fator e sua importancia

na composicao do eletrélito.
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Uma vez implementado o modelo matematico e, verificado que ndo ha
evidéncia de falta de ajuste para o modelo no de intervalo de confianca
estipulado, pdde-se implementar uma superficie de resposta e uma curva de
nivel que ajudam a delinear o planejamento proposto, como mostram as figuras
18 e 19.

080-100
———————  m60-80
- m40-60
[=]
= H20-40
x H0-20
2
-1
&
paﬂ"
0 1 <
Brij 35 i
Figura 18: Superficie de resposta para o planejamento fatorial 3.
— m80-100
2
5 = 60-80
3 B 40-60
c m20-40
m0-20

-1 -08 06 -04 02 0 02 04 06 08 1
Brij 35

Figura 19: Curva de nivel para planejamento fatorial 3%. A resposta é a razéo

entre numero de pratos teéricos (N) e ruido normalizado (R).
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Apés a andlise dos resultados obtidos pelo planejamento de
experimentos, conclui-se que o fator Brij35 afeta o sistema com maior impacto
que o fator n-octanol, fato que pode ser comprovado analisando os valores da
razdo N/R e os coeficientes do modelo proposto. Em nivel intermediario de Brij,
ndo ha variagbes muito significativas a medida que os niveis de n-octanol
variam. Niveis altos de Brij e n-octanol ocasionaram a formagéo de microbolhas
no sistema, impossibilitando a realizagao da corrida. A interacdo Brij35 e n-
octanol é sempre negativa quando estes fatores se encontram simultaneamente

em niveis contrarios.

O planejamento propiciou também a escolha dos niveis de Brij35 e n-
octanol mais favoraveis ao sistema, ou seja, os niveis inferiores nos dois fatores
(8,0 mmol L de Brij 35 e 1,5% de n-octanol) correspondem & maior resposta
(N/R). Sendo, portanto, o eletrélito otimizado nas condicdes: 15,0 mmol L™
KH,PO, / Na;HPO,; Brij 8,0 mmol L, SDBS 4,0 mmol L™, n-octanol 1,5% v/v,
acetonitrila 45% v/v.

O estudo envolvendo planejamento fatorial foi de extrema importancia na
escolha dos niveis “6timos” dos fatores em questdo, uma vez que foi possivel
variar os dois fatores ao mesmo tempo e entender a importancia de cada um no
sistema estudado. Entretanto, mesmo com a melhora no perfil eletroforético do
sistema apds a otimizacdo das varidveis Brij35 e n-octanol, o objetivo de
separacao ainda nao havia sido completamente atingido, pois a resolugcéo do par
critico (C18:1 9/ C18:1 9c) ainda nao tinha alcancado o valor minimo aceitavel
de 1,50.

A primeira estratégia empregada na tentativa de melhorar a resolucao foi
diluir a amostra saponificada no préprio eletrélito, mas o houve um aumento
consideravel no ruido da linha base e ndao demonstrou nenhuma evolucéo
significativa no perfil de separacdo do par critico analisado, como mostra o

eletroferograma abaixo:
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25 mAu

A\ 6 7 8
Tempo, min

Figura 20: Eletroferograma de amostra de GVH diluida em eletrdlito constituido
por: 15,0 mmol L™ KH,PO, / NazHPO,; Brij 8,0 mmol L™, SDBS 4,0 mmol L™,
n-octanol 1,5% v/v, acetonitrila 45% v/v. Picos: 1- C18:0, 2- C18:1 9t, 3- C18:1
9c, 4- C16:0. Condicoes de analise: injecdo 5 segundos a 12,5 mbar, voltagem
de +28Kv , temperatura do cartucho de 25°C e detecgéo indireta em 224 nm.

Outra estratégia levou em consideracdo o estudo realizado por
espectroscopia Raman, onde a possibilidade de adicdo de maior proporcao de
solvente orgéanico ao eletrélito condutor foi evidenciada na presenca do tampéao
KH>PO,4 / NaoHPO4. Sendo assim, optou-se por acrescentar metanol ao eletrdlito
jA que as amostras e os padroes eram diluidos neste solvente. A adicao de
etanol também foi avaliada, uma vez que sua toxicidade é menor que a do
metanol e, se o resultado fosse favoravel, o uso desse solvente seria mais

benéfico ao usuario.

Optou-se por testar pequenas quantidades de solvente organico,
utilizando as proporgdes de 5% v/v, 8% v/v e 10% v/v de metanol acrescidas ao
eletrélito constituido até entdo por: 15,0 mmol L' KH,PO4 / Na,HPOy; Brij 8,0
mmol L, SDBS 4,0 mmol L™, n-octanol 1,5% v/v, acetonitrila 45% v/v.

Os eletroferogramas da figuras 21, 22 e 23 apresentam uma amostra de
gordura vegetal hidrogenada (GVH) analisada com eletrdlito citado
anteriormente acrescido de 5%, 8% e 10% v/v, respectivamente, de metanol.
Observa-se que nao houve melhora significativa na separacao do par critico em
questao nos eletroferogramas das figuras 21 e 23. Entretanto, a visualizacdo do
eletroferograma correspondente a figura 22 mostra que a separacao dos pares
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elaidico e oléico alcangca a linha base, fato que até entdo nado tinha sido

alcangado com nenhum outro eletrélito testado.

A

A

15mAu

5 5.5 6 6.5
Tempo, min

Figura 21: Eletroferograma de amostra de GVH diluida em metanol (1) C18:0,
(2) C18:1 9t, (3) C18:1 9c, (4) C16:0. Eletrélito constituido por: 15,0 mmol L™
KH2PO4 / NaHPOy; Brij 8,0 mmol L™, SDBS 4,0 mmol L™, n-octanol 1,5% v/v,
acetonitrila 45% v/v e 5% metanol v/v. Condi¢gdes de analise: inje¢cdo 5
segundos a 12,5 mbar, voltagem de +28Kv , temperatura do cartucho de 25°C e
deteccéo indireta em 224 nm.
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Figura 22: Eletroferograma de amostra de GVH diluida em metanol (1) C18:0,
(2) C18:1 9t, (3) C18:1 9c, (4) C16:0. Eletrélito constituido por: 15,0 mmol L™
KH2PO,4 / NaHPOy; Brij 8,0 mmol L', SDBS 4,0 mmol L™, n-octanol 1,5% v/v,
acetonitrila 45% v/v e 8% metanol v/v. Condicoes de andlise: injecao 5
segundos a 12,5 mbar, voltagem de +28Kv , temperatura do cartucho de 25°C e

deteccdo indireta em 224 nm.

A c
|
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Figura 23: Eletroferograma de amostra de GVH diluida em metanol (1) C18:0,
(2) C18:1 9t, (3) C18:1 9c, (4) C16:0. Eletrédlito constituido por: 15,0 mmol L™
KH2PO4 / NagHPOy; Brij 8,0 mmol L™, SDBS 4,0 mmol L™, n-octanol 1,5% v/v,
acetonitrila 45% v/v e 10% metanol v/v. Condicbes de andlise: injecdo 5
segundos a 12,5 mbar, voltagem de +28Kv , temperatura do cartucho de 25°C e

deteccéo indireta em 224 nm.
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Tomando como base o bom resultado obtido com o eletrdlito acrescido de
8% de metanol, fez-se um teste com a mesma proporcdo de etanol na
expectativa de que os resultados fossem semelhantes no intuito de trabalhar
com um solvente menos téxico. Entretanto, a utilizacdo do etanol néo
apresentou resultados vantajosos, pois promoveu a formacao de um precipitado
gelatinoso logo apds o processo de saponificacdo impossibilitando a analise e,
com relagdo a composicao do eletrélito, o acréscimo de etanol ndo melhorou a
separacao do par critico (picos 2 e 3) como mostra o eletroferograma da figura
24.

20 mAu
P

6 7 8 9
Tempo, min

Figura 24: Eletroferograma de amostra de GVH diluida em metanol (1) C18:0,
(2) C18:1 9t, (3) C18:1 9c, (4) C16:0. Eletrélito constituido por: 15,0 mmol L™
KH2PO4 / NasHPOy; Brij 8,0 mmol L™, SDBS 4,0 mmol L™, n-octanol 1,5% v/v,
acetonitrila 45% v/v e 8% etanol v/v. Condi¢des de analise: injecdo 5 segundos
a 12,5 mbar, voltagem de +28Kv , temperatura do cartucho de 25°C e deteccao
indireta em 224 nm.

Como ja foi dito anteriormente, o melhor eletroferograma foi obtido com
adicéo de 8% de metanol ao eletrdlito (figura 22). Entretanto, para confirmar que
realmente ocorre melhor separacdo com o eletrélito em questdo, deve-se
verificar a resolu¢cdo do par critico acido elaidico/ acido oléico, utilizando a

expressao matematica mostrada na equagaoi2.
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2(tr0 eico tre aidico )
Rselaidico/oleico = (W 1 + \Kl, d (12)

elaidico oleico )

O valor obtido para resolucao entre o par acido elaidico e acido oléico
encontrado foi de 1,51, ou seja, o valor encontrado foi maior que o minimo
aceitavel para uma separacao completa entre dois picos adjacentes, fato inédito
na analise destes acidos utilizando esta metodologia. Sendo assim, a adicao de
8.0% de metanol ao eletrdlito possibilitou a separagao total para o par critico em
questdo, com ruido aceitavel, boa estabilidade de linha base e curto tempo de
analise (Figura 25). Estabelecendo, portanto, a condigdo étima com 15.0 mmol
L' de KH,PO4/NasHPO,, 4.0 mmol L-' SDBS, 8.0 mmol L™ Brij35, 45%v/v

ACN, 1.5% v/v n-octanol e 8% v/v metanol.

A
=
<t
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o
o™
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v 1 4 5
55 6.5 7.5
Tempo, min

Figura 25: Eletroferograma de padrdes de acidos graxos 1- C18:0, 2- C18:1 9,
3- C18:1 9c, 4- C16:0, 5- C15:0 (PI), todos com concentragdo de 0,50 mmol L.
Eletrélito constituido por: 15,0 mmol L' KH,PO4 / NasHPO4; Brij 8,0 mmol L™,
SDBS 4,0 mmol L™, n-octanol 1,5% v/v, acetonitrila 45% v/v e 8% metanol V/v.
Condicoes de analise: injecao 5 segundos a 12,5 mbar, voltagem de +28Kv ,
temperatura do cartucho de 25°C e deteccéo indireta em 224 nm.

57



Resultados e discussao

4.3. Calculo do fator de resposta e verificacao da falta de ajuste do modelo

Uma vez otimizada a metodologia que permitiu a separacao eficiente dos
acidos graxos elaidico (C18:1 9t) e oléico (C18:1 9c) em padrdes, a etapa
seguinte foi calcular o fator de resposta utilizando uma curva de calibracéo,
verificar a linearidade do modelo matematico proposto e, se 0 modelo nao
apresentar falta de ajuste, aplica-lo na analise de amostras alimenticias
amplamente consumidas pela populacao e que ja possuam um histérico de trans

em suas formulagdes.

Sendo assim, a proposta de quantificacdo do teor de trans total nas
amostras de gordura vegetal hidrogenada, requeijao e margarina foi baseada no
calculo de um fator de resposta (R;), descrito pela equacao matematica 13.

AC18:1t — R AC15:0 (13)
[C18 :1t] "[C15:0]

Onde: Ac1s.1t € a area correspondente ao C18:1t, Acis:0 € a area correspondente
ao padrao interno (PIl) C15:0, [C18:11] é a concentracdo de C18:1t em mmol/L e

[C15:0] é a concentragao do padrao interno (Pl).

Para calculo do fator de resposta, elaborou-se uma curva de calibracao
com padroes de elaidico preparados em cinco niveis de concentracao:
1- 0,30; 2- 0,40; 3- 0,50; 4- 0,60; 5- 0,70 mmol L™ e a utilizagdo do &cido
pentadecandico (C15:0) como padrao interno, cuja concentracao foi fixada em
0,50 mmol L™,

O modelo descritivo foi obtido a partir de triplicatas auténticas para cada

nivel de concentragdo da curva e forneceu como resultado uma curva analitica
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para a razao das areas (Acis:1t/ Acis:0) versus a razdo das concentragdes
([C18:1t])/ [C15:0]) como mostra a figura 26.

A equacao obtida a partir do modelo, bem como os erros para cada
parametro foram calculados pelo método dos minimos quadrados. Sendo
y(£0,025)= 0,642(+0,023)x + 0,003(+0,026) a equacdo e apresentando um

coeficiente de correlacdo (r) igual a 0,992.

0 T T t t 1
0.5 0.7 0.9 1.1 1.3 1.5

[C18:1t)/[C15:0])

Figura 26: Curva analitica de calibracédo para a razao das areas (Acis:1¢/ Acis:0)
versus a razao das concentracées ([C18:1t)/ [C15:0]).

Para que o modelo possa ser usado de maneira correta na quantificacao
das amostras, sua linearidade deve ser verificada e ndo apresentar falta de
ajuste. Para isso, utilizou-se Teste de hipétese a priori recomendado pela IUPAC
(DANZER & CURRIE, 1998).

— X _ _i=l (14)

calculado 2
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Onde: m; = numero de medidas de cada ponto (mi=3); p = numero de pontos
(p=5); m =m; x p (m=15).

Se o valor calculado de Fcaic (p-2, m-p) for menor que o valor de Fiapelado
dentro do intervalo estimado, ndo havera falta de ajuste no modelo e o
coeficiente angular da equacao obtida podera ser usado como fator de resposta

para quantificacéo de trans em amostras.

Os resultados obtidos para cada réplica e utilizados para verificagdo da
falta de ajuste do modelo estdo reunidos na tabela 6 mostrada abaixo.

Tabela 6: Resultados do teste de hipétese a priori.

Acis:1t/ Acis:o  Acis:1t/ Acis:o  Acis:t/ Acis:o
[C18:1]/[C15:0]

12 réplica 22 réplica 32 réplica
0.6 0,39 0,38 0,38
0.8 0,49 0,52 0,49
1 0,65 0,68 0,67
1.2 0,76 0,79 0,82
1.4 0,90 0,87 0,88

Fiabelado (0,05; 3,10) = 3,71; Fealculado (0,05; 3,10) =3,46

Como o valor de F calculado (3.46) foi menor que o de F tabelado (3.71),
pode-se afirmar que para o intervalo de 95% estimado, ndo ha evidéncia de falta
de ajuste no modelo implementado e, portanto, o fator de resposta (Rf) 0,642
pode ser utilizado para quantificar trans total em amostras alimenticias de acordo

com a equacao (13).
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Apés a implementacéo da curva de calibracado com padrdes, obtengcéo do
fator de resposta e verificacao da linearidade do método proposto, as seguintes
amostras alimenticias foram analisadas: gordura vegetal hidrogenada (marcas A
e B), margarina de uso culinario, requeijao com gordura vegetal hidrogenada A,
requeijdo com GVH e biscoito recheado sabor morango (analise somente do
recheio). Segue abaixo, na figura 27, a fotografia tirada das amostras analisadas

no dia das analises realizadas por eletroforese capilar.

Figura 27: Fotografia das amostras analisadas por eletroforese capilar. 1-
Margarina de uso culinario, 2- Biscoito recheado sabor morango, 3- Gordura
vegetal hidrogenada A (GVH - A), 4- Requeijao cremoso com GVH — A.
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A presenca de elaidico na amostra de gordura vegetal hidrogenada foi

confirmada por adicdo de padrdao, como mostra o eletroferograma abaixo.

20 mAu

55 6 6.5 [4
Tempo, min

Figura 28: Eletroferograma para confirmagdo da presenga de elaidico na
amostra de GVH (pico 2). Eletroferograma em preto ¢é referente a amostra e
eletroferograma em vermelho é referente a amostra dopada com padrao de
C18:1 ot. Eletrolito: 15 mmol L KH.POs  / NasHPOQOy,
SDBS 4,0 mmol L, Brij35 8,0 mmol L', ACN 45% v/v, MeOH 8% v/v e
n-octanol 1,5%. Condicoes operacionais: injecao de 5 segundos a 12,5 mbar,
voltagem aplicada de +28Kv, temperatura controlada no interior do cartucho a
25°C e deteccéao indireta em 224 nm.

Seguem abaixo os eletroferogramas obtidos para as amostras analisadas

utilizando o eletrdlito otimizado:

62



Resultados e discussao
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Figura 29: A- Eletroferogramas de padrdes de acidos graxos 1- C18:0, 2- C18:1
9t, 3- C18:1 9¢, 4- C16:0, 5- C15:0 (PI), todos com concentracao de 0,50 mmol
L. B- Eletroferograma da amostra de GVH A. C- Eletroferograma da amostra de
requeijao. D- Eletroferograma da amostra de margarina. Condicoes
operacionais: injecao de 5 segundos a 12,5 mbar, Voltagem aplicada de +28Kv,
temperatura controlada no interior do cartucho a 25°C e detecgéo indireta em
224 nm. Eletrdlito: 15 mmol L™ KH>PO4 / NasHPOy,,
4 mmol L' SDBS, 8 mmol L Brij 35, 45% v/v ACN, 8% v/v MeOH e 1,5% n-

octanol.
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Figura 30: E- Eletroferograma da amostra de margarina 4*- C18:2 cc (em 206
nm), F- Eletroferograma da amostra de GVH B . Condicoes operacionais:
injecdo de 5 segundos a 12,5 mbar, Voltagem aplicada de +28Kv, temperatura
controlada no interior do cartucho a 25°C e detecgédo indireta em 224 nm.
Eletrélito: 15 mmol L KHsPO4 / NasHPOy,
4 mmol L' SDBS, 8 mmol L Brij 35, 45% v/v ACN, 8% v/v MeOH e 1,5% n-
octanol.

Nao foi possivel analisar réplicas da amostra de biscoito recheado devido
a problemas no equipamento, logo, ndo foi possivel calcular desvio padrdao da
medida e estabelecer comparacdo com o valor de referéncia, sendo tomado
como um estudo exploratorio. Entretanto, a andlise foi realizada e mesmo com
o ruido da linha base acima do ideal, a resolucao entre o par critico elaidico /
oléico foi maior que o minimo desejavel para uma separagdao completa
possibilitando a quantificacao do teor de trans. Na lista de ingredientes presentes
no biscoito recheado contém gordura vegetal hidrogenada e a tabela nutricional
presente no rotulo refere o teor de trans como 1,70 g trans/ porcdo de 30 g de
biscoito. O valor encontrado na analise por CE fornece o teor de trans como
1,59% trans / porgdo, indicando que o método pode ser eficiente na
quantificacao de trans total em matrizes bem distintas. As réplicas para esse tipo

de amostra ser&o feitas em momento oportuno.

A figura abaixo mostra o eletroferograma obtido na analise do biscoito

recheado.
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Figura 31: Eletroferograma de amostra de biscoito recheado sabor morango
1- C18:.0, 2- (C18:1 9t 3- C18:1 9c, 4- (C16:.0, 5 C15:0 (Pl).
Eletrdlito: 15 mmol L KH2PO4 / NasHPOQO4,
4 mmol L' SDBS, 8 mmol L Brij 35, 45% v/v ACN, 8% v/v MeOH e 1,5% n-
octanol. Condicoes operacionais: injecdo de 5 segundos a 12,5 mobar,
voltagem aplicada de +28Kv, temperatura controlada no interior do cartucho a
25°C e deteccédo indireta em 224 nm.

O percentual de trans total em amostras alimenticias pode ser calculado

através de um rearranjo da equacao 1, resultando na equacgéo dada por:

AC18:12"[C;15:O]'V'MMC18:11‘ 1 OO (1 5)
Rf'AC15:O'm

%ftrans =

Onde: Acis:1t € a area correspondente ao C18:1t, Acisi0 € a area
correspondente ao padrao interno (Pl) C15:0, [C18:1t] € a concentragdo de
C18:1t em mmol L, [C15:0] é a concentracdo do padrdo interno fixada em
0,5 mmol L™, MMcs.1: € a massa molar do &cido elaidico em g/mol, m é a massa
de amostra pesada em miligramas, v é o volume utilizado para diluir a massa de
amostra em litros e Rf é o fator de resposta obtido pela curva do modelo

descritivo obtido com padrdes.
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E importante ressaltar que, do ponto de vista pratico, a utilizagdo do
calculo do fator de resposta € de grande utilidade no procedimento de
quantificacao de trans (elaidico) em diferentes matrizes, uma vez que basta a
utilizacdo de C15:0 como padrdo interno na concentragdo 0,50 mmol L™
adicionado na amostra para que a concentracdo do analito de interesse seja
obtida utilizando a relagdo matematica (15), ndo havendo necessidade da

implementagédo de uma nova curva de calibragdo para cada amostra distinta.

Uma informacao que deve ser considerada em relacdo ao processo de
integracdo dos picos para obtencdo das areas dos acidos graxos e que auxilia
na parametrizacao (padronizag¢ao) da integracdo para todas as amostras, € que
a largura dos picos medida a meia altura (width), exemplificado na figura 32, foi
em torno de 0,05 para o acido elaidico e de 0,04 para o acido pentadecandico

em todas as amostras quantificadas.

>

<«—\WVidth

Resposta do detector

v

Tempo

Figura 32: Largura dos picos medida a meia altura (width) em um
eletroferograma genérico.

A Tabela 7 resume algumas informagcbes a respeito das amostras

analisadas em réplicas auténticas.
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Tabela 7: Resultados da quantificagédo, calculo da resolucao entre o par critico e

namero de pratos teérico do 4cido elaidico.

. Resolucao N2 de
Trans Desvio
~ & LOQ do par pratos/m
Amostras °/t°nt17:n Padrao™ nolL")  c18:t/  C18:t
° C18:1c (10%
18,99 1,03 0,215 1,51 41,98
GVH A
28,68 1,77 0,547 1,55 53,82
GVH B
) 8,71 0,74 0,538 1,52 51,80
Margarina
. 0,90 0,04 0,202 1,51 56,90
Requeijao A
Requeijao B 3,89 0,09 0,351 1,51 47,60
Biscoito recheado™ 5,29 - 0,586 1,51 25,90

7

réplicas auténticas

*Biscoito recheado sabor morango (apenas o recheio foi analisado). Apenas uma

medida foi realizada.

4.4. Comparacao entre a metodologia otimizada por CE e o método oficial
AOCS Ce 1h-05

Apébs a otimizagdo da metodologia por CE, fez-se a compara¢dao com o
método oficial Ce 1h-05 aprovado e recomendado pela agéncia internacional
American QOil Chemist’s Society (AOCS) para amostra de gordura vegetal
hidrogenada (GVH).

O método oficial Ce 1h-05 utiliza cromatografia gas/liquido (GLC) com
coluna capilar de silica de 100 metros com fase estacionaria composta por um
filme liquido de cyanopropylpolysiloxano com 0,25 um de espessura,

temperatura da coluna constante a 180°C e detector de ionizagdo de chama
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(FID). Todo o procedimento de analise foi realizado pelo INSTITUTO ADOLFO
LUTZ na cidade de S&o Paulo.

A amostra de GVH foi submetida a etapa de metilagdo de acordo com
HARTMAN & LAGO, conforme descrito no item 3.3.2. deste trabalho. As seis
réplicas auténticas foram injetadas no cromatégrafo gasoso de acordo com as
condicbes especificadas no método oficial. A figura 33 mostra um dos
cromatogramas obtidos para andlise da amostra.
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Figura 33: Cromatograma dos ésteres metilicos de acidos graxos da gordura
vegetal hidrogenada em analise por GC/FID. 1- 12:0; 2- 13:0 (padrao interno);
3- 16:0; 4- 18:0, # Regido de isbmeros cis/trans do 18:1; 5- 18:2 c/c.
# Expansao parcial do cromatograma da regiao cis/trans.
Condicbes cromatograficas: temperatura da coluna mantida isotermicamente a
180°C, temperatura do injetor e detector mantida a 250°C; gas de arraste
hidrogénio ultra puro e pressdo de 170kPa exercida na coluna, detector de
ionizagdo de chama, coluna capilar de silica fundida com fase estacionaria de
cyanopropylpolysiloxano (CP-7420™, 100 m x 0,25 mm id, 0,25 um).
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Os picos séao identificados por GC por comparagao entre os tempos de
retencdo da amostra e os padrdes metilicos (FAMESs), juntamente com a injecao
do padrdo interno (FAME 13:0) e por comparacdo com cromatograma de
amostras de referéncia de gordura vegetal hidrogenada (ver figura 5.16 do
Official Method AOCS Ce1h-05).

Fator de resposta apropriado foi calculado para converter as
porcentagens de area dos picos em porcentagem de massa dos componentes
da amostra (% m/m na amostra). O fator de resposta foi calculado teoricamente
para cada FAME, com a ajuda de um cromatograma obtido da analise da
mistura de padrdes de ésteres metilicos de composicdo conhecida, nas mesmas
condicbes de anadlise da amostra e expresso em fungdo do éster metilico do
acido palmitico (Kc1g) (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2005).

Os resultados obtidos por CE e por GC estdo resumidos na tabela abaixo.

Tabela 8: Resultados da comparacdo entre cromatografia gasosa (GC) e
eletroforese capilar (CE) para amostra de gordura vegetal hidrogenada.

Amostras GC CE
(replicas auténticas) (%m/m) (Y%om/m)
1 27,51 29,0

5 27,85 31,28

3 27,44 29,84

4 29,51 28,57

5 30,39 25,52

6 31,4 27,88
Média 29,02 26,65

Desvio padrao 1,67 1,77

69



Resultados e discussao

Antes de comparar os métodos, deve-se averiguar se 0os dados obtidos
seguem uma distribuicdo normal (gaussiana). Para verificar a normalidade dos

dados, utiliza-se o teste de Shapiro-wilk (n< 50).

v" Teste de normalidade (Shapiro-Wilk)

W = (Z a, (X(n+1)-i 'Xi)) (16)

calc Z (Xl-i)

Onde n é o numero de medidas, i varia de 1 a n/2 e a; € uma constante

tabelada.

% GC (Intervalo de 95% de confianca e n=6)
Weae = 0,867
Wiap = 0,788
p-value =0,25

% CE (Intervalo de 95% de confianca e n=6)
Weare = 1,457
Wiap = 0,788

p-value = 0,92

Para que os dados sejam considerados de acordo com uma distribuicao
normal, o valor calculado deve ser MAIOR que o valor tabelado para o intervalo
estimado ou p-value fornecido pelo software estatistico SPSS para normalidade
ser maior que 0,05 no intervalo estabelecido de 95%. Logo, tanto os valores
obtidos por CE quanto por GC seguem uma distribuicdo normal e testes
estatisticos paramétricos podem ser usados para comparacao.
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Como as amostras analisadas por GC e por CE sao as mesmas (aliquota
retirada do frasco e enviada para analise por GC), sabe-se que as amostras sao
independentes e a escolha do teste estatistico t-student deve levar em

consideracao a possibilidade de agrupar as variancias dos dois métodos.

v Teste F para verificar homocedasticidade (Intervalo de 95% de confianca)

SZ
Fcalc = 2CE (17)
S GC

’:’ Fca|c = 1 ,12
Ftab (5,5 = 5,05
p-value: 1,29

Para que as variancias possam ser agrupadas, o valor calculado de F
deve ser menos que o valor tabelado ou p-value fornecido pelo software
estatistico SPSS para homocedasticidade ser maior que 0,05 no intervalo
estabelecido de 95%. Como o valor de F calculado foi menor que o tabelado, as
variancias sao consideradas iguais e podem ser agrupadas de modo que o teste
estatisitico indicado para a comparacao entre os métodos de analise é o teste
t-student agrupado.

v' Teste t-student agrupado.

(= X (18)
¢ L.t
(n,-1)s,*+(n,-1)s,’ (19)

agrup

n,+n,-2
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‘:’ tcalc = 0,31 2
bab (0,05;5 = 2,751
p-value: 2,23

Como o valor de t-student calculado foi menor que o valor tabelado
(tcalc = 0,312 < hab 0,05:5= 2,751) e o valor do p-value correspondente fornecido
pelo software estatistico foi maior que 0,05 (p-value > 0,05) no intervalo
estimado de 95%, pode-se dizer que nao ha diferencas significativas entre os
resultados obtidos pelo método oficial AOCS Ce 1h-05 e o método otimizado
por eletroforese capilar neste trabalho. Os resultados obtidos pelos dois

métodos podem ser ressaltados pelo grafico mostrado na figura 34.

©

g / uGC

% 22 ) , B B _ . ) mCE

© 1 y

g | i 0T Lk u Média GC
S i~ | = Média CE
@ 15 -

o

= 10 -

£ 51

a“?‘ u T T T T T T 1

1 2 3 4 5 6
numero de réplicas de GVH

Figura 34: Grafico do teor de trans em amostras de GVH comparando o método

oficial por GC com o0 método implementado por CE.

Portanto, a metodologia otimizada neste trabalho apresentou excelentes
resultados para determinagcdo de trans total nas amostras alimenticias
propostas, ndo apresentou diferencas significativas quando comparado com o
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método oficial AOCS Ce 1h-05 para amostra de gordura vegetal hidrogenada e
oferece grande potencial para andlise de diferentes amostras. Cabe ressaltar,
que as amostras analisadas apresentam uma matriz com relevante grau de
complexidade e o método otimizado por CE apresenta como vantagens em
comparacado aos métodos classicos (GC), curto tempo de andlise (8 minutos),
auséncia de passos de derivatizacdo e uso de colunas capilares nao especificas.
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5. Conclusao

Foi proposta uma metodologia alternativa para quantificacdo do teor de trans
total em amostras alimenticias por CZE sob deteccao indireta por UV. Um estudo da
influéncia dos cations presentes na composicdo do tampéao fosfato foi realizado
mediante espectroscopia Raman, sendo que o estudo evidenciou que na presenga
do tampao KH.PO, / Nao,HPO,4 ocorre uma incorporacao diferenciada de solvente no
meio, formando “microambientes” ricos em solvente organico, fato de interesse, uma
vez que os acidos graxos em questdo sao solluveis em solventes organicos. Logo,
optou-se por trabalhar com o tampao KH.PO, / Na,HPO, na constituicdo do
eletrdlito.

Mesmo com a mudanca no tampao do eletrélito, a resolugdo do par cis/trans
ainda nao alcancava o valor minimo de 1,50, logo, alguns parametros do sistema
ainda deveriam ser otimizados para que a separacao total do acido elaidico e acido
oléico pudesse ser obtida. Utilizou-se, portanto, um planejamento fatorial completo
32 como ferramenta auxiliar na otimizagdo de dois componentes do eletrélito, Brij35
e n-octanol, uma vez que algumas caracteristicas do eletrélito em questao ja eram
conhecidas. A resposta analisada foi a razdo entre niumero de pratos teéricos do
C18:0 e ruido normalizado, sendo que ficou evidente que 0s niveis inferiores
(-1,-1) para ambos os fatores forneceram a melhor resposta (N/R=101,5 . 10%). Além
disso, a partir dos coeficientes do modelo proposto e da andlise da tabela 2 é
possivel perceber que o Brij35 é mais significativo que o n-octanol para a resposta
analisada na composicao do eletrélito. Os eletroferogramas do estudo envolvendo
planejamento de experimentos, também auxiliaram na escolha do melhor padrao
interno a ser usado, optando-se pelo acido pentadecandico frente ao acido
tridecandico.

Apés a escolha dos niveis de Brij35 e n-octanol e baseado na espectroscopia
Raman, optou-se por aumentar a fracao de solvente organico (acréscimo de 8% de
metanol) no eletrélito de modo a melhorar ainda mais a resolucéo do par cis/trans.
Sendo, portanto, o eletrélito otimizado composto por: 15 mmol L' KH,PO; /
Na;HPO,; 4,0 mmol L' de SDBS, 8,0 mmol L™ de Brij 35, 45% v/v ACN, 8% v/v
MeOH e 1,5% n-octanol.
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Com o eletrélito otimizado, realizou-se analise das amostras alimenticias de
gordura vegetal hidrogenada (GVH), margarina, requeijao e biscoito recheado,
obtendo valores de resolucao suficiente para a quantificacdo das amostras, além de
parametros como numero de pratos teoricos para o acido elaidico e limite de

quantificagéo.

O método otimizado foi comparado com a metodologia oficial AOCS Ce 1h-05
para amostra de gordura vegetal hidrogenada. A analise por cromatografia foi
realizada pelo Instituto Adolfo Lutz, sendo que os valores encontrados para os dois
métodos ndo apresentaram diferencas significativas para um intervalo estimado de
95% de confianca, evidenciando a potencialidade do método otimizado por
eletroforese capilar. Cabe ressaltar que a metodologia por CE ndo apresenta passos
de derivatizacao, faz uso de colunas nao - especificas e possui um curto tempo de

andlise (8 minutos).

Os resultados apresentados nesta dissertacdo ja renderam um artigo
publicado na revista Journal of Agricultural and Food Chemistry (ACS) e possui
grande potencial para outros trabalhos e publicacdes, inclusive como parte do meu
projeto de doutorado proposto. O artigo citado esta em anexo.

Portanto, o método otimizado neste trabalho mostrou-se eficiente na
quantificacdo do teor total de trans em diferentes amostras alimenticias sem passos
de extracdo e derivatizacdo, levando em consideracdo a alta complexidade das
matrizes envolvidas, mostrando-se como um método simples e muito promissor na

utilizacéo para controle da qualidade de alimentos.
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