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RESUMO

Os ovos sao considerados essenciais para uma dieta balanceada em funcéo
de sua composicado protéica de alta qualidade, grande variedade de aminoacidos
essenciais, acidos graxos, vitaminas e minerais. A busca por alimentos de maior
qualidade fez com que ovos enriquecidos com acidos graxos poliinsaturados da
familia dos 6mega 3 e com vitamina E passassem a ser produzidos. No entanto
nenhuma diferenga visual é encontrada entre ovos enriquecidos e naturais, e uma
duzia de ovos enriquecidos pode custar até 2,0 vezes o pre¢o pago por uma duzia
de ovos naturais.

Por ainda haver espacgo consideravel para a viabilidade de novas propostas
para andlise de acidos graxos poliinsaturados em alimentos € que este trabalho teve
como objetivo principal o desenvolvimento de metodologia por eletroforese capilar
capaz de diferenciar ovos enriquecidos e naturais usando o perfil de acidos graxos w
como marcador quimico.

No presente trabalho foi desenvolvida metodologia de analise para a
diferenciacao qualitativa entre os ovos enriquecidos e naturais através do perfil de
acidos graxos 6mega por eletroforese capilar com detecgao direta por UV em 200
nm. O eletrélito consistiu de 12,0 mmol/L de tampao tetraborato (pH 9,2), 12,0
mmol/L de Brij 35, 17% de acetonitrila e 33% de metanol. O perfil de acidos graxos
6mega 3 foram analisados em amostras de ovos por eletroforese capilar e
confirmado por espectrometria de massas com quadrupolo simples e ionizacédo por
electrospray, apés preparo das amostras pelo método de Folch.

Os resultados mostraram que o perfil de acidos graxos w analisados podem
diferenciar ovos naturais de ovos enriquecidos em 10 minutos de corrida. O método
desenvolvido apresenta como vantagens: curto tempo de analise, baixo custo,
auséncia de passos de derivatizacdo no preparo das amostras e facil interpretacao
de dados.

Palavras-chave: 6mega-3, ovos, eletroforese capilar, acidos graxos.



ABSTRACT

Eggs are considered essential feed for a balanced diet due to their high protein
composition associated with a wide variety of essential amino acids, fatty acids,
vitamins and minerals. In order to achieve a healthier diet, modified eggs have been
produced by addition of omega 3 polyunsaturated fatty acids and vitamin E through
hens’ diet  changing. However no visual difference is found between enriched and
natural chicken eggs, and a dozen enriched eggs can cost up to 2.0 times the price
paid for a dozen natural eggs.

By still having a considerable room for the viability of new proposals for
analysis of polyunsaturated fatty acids in foods is that this work has as the main
objective the development of a methodology by cappilary electrophoresis able to
differentiate enriched and naturals eggs using the w fatty acid profile as a chemical
marker.

In the present work it was developed a methodology for the analysis of
qualitative differentiation between enriched and naturals eggs through omega 3 fatty
acid profiles by capillary electrophoresis under direct UV detection at 200 nm. The
electrolyte background consisted of 12.0 mmol/L tetraborate buffer (pH 9.2) mixed
with 12.0 mmol/L Brij 35, 17% acetonitrile and 33% methanol. Omega 3 fatty acid
profile in egg samples were analyzed by capillary electrophoresis system and
confirmed by single-quadrupole mass spectrometry with an electrospray ionization
after the preparation sample of the sample by the Folch method.

The results showed that w fatty acid profiles analyzed can differentiate
naturals eggs from the and enriched eggs with time of run 10 minutes. The
developed method the present as advantages short analysis time, low cost, absence
of derivatization steps for sample preparation and easy data interpretation.

Key-words: omega 3, eggs, cappilary electrophoresis, fatty acids.
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1 - Introducao

1 — INTRODUCAO

Existe ainda hoje um grande tabu com relagdo a inclusdao de ovos numa
alimentacdo considerada mais saudavel. Seu consumo diminuiu em muitos paises
desenvolvidos nas ultimas quatro décadas devido a pesquisas com conclusdes
equivocadas feitas sobre ingestdo de gordura saturada e do colesterol
(MCNAMARA, 2000). Entretanto, acredita-se hoje que nao existe relacdo entre o
colesterol consumido via dieta e a boa saude, ou seja, ndo ha relacéo direta entre os
niveis plasmaticos de lipideos e o consumo de ovos (HARMAN et al, 2008; HU et al,
1999).

Atualmente os ovos sdo considerados essenciais para uma dieta balanceada
em funcdo de sua composicdo protéica de alta qualidade, além de conter uma
grande variedade de aminodacidos essenciais, acidos graxos (AG), vitaminas e
minerais. A ingestao de ovos deve ser estimulada, pois ele pode ajudar no controle
do peso, na manutencao da forca muscular e redugédo da perda de massa muscular,
na saude da visdo e numa gestacao saudavel por ser uma grande fonte de colina,
que também é muito importante para a funcao cerebral em adultos (HU et al, 1999;
MAJUMBER e WU, 2009; SHIMIZU et al, 2001).

A busca por alimentos de maior qualidade fez com que ovos enriquecidos
passassem a ser produzidos. A dieta das poedeiras foi alterada para que aos ovos
fossem incorporados AG poliinsaturados e também vitamina E. A racao diferenciada
consiste de 560Kg de milho, 277Kg de farelo de soja, 53Kg de farinha de carne,
83 Kg de calcario, 3 Kg de sal, 20 Kg de 6leo de linhaca e 4 Kg de um complexo
vitaminico (SOUZA et al, 2008; TESEDO et al, 2006; U.S. Patent, 1999).

O consumo de acidos graxos polinsaturados tem sido amplamente estudado e
discutido, e cada vez mais existem alimentos com adicdo deste tipo de gordura
(margarina, maionese, biscoito, leite em pd). No caso dos ovos, o valor agregado
aos que sao enriquecidos com AG polinsaturados chega a ser o dobro dos ovos
comuns, e visualmente ndo é possivel diferencia-los. Sendo assim, este trabalho
busca uma metodologia de andlise que diferencie ovos comuns de o0vos
enriquecidos, que possa ser utilizada no controle da qualidade dos produtos
acabados.
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2 - Os acidos graxos

2 — 0S ACIDOS GRAXOS

2.1 — OLEOS E GORDURAS

Os 6leos e gorduras sao substancias insoluveis em agua e podem ser de
origem animal, vegetal ou microbiana, formadas predominantemente pelo produto da
condensacao entre glicerol e acidos graxos, chamados triacilglicerideos. A diferenca
entre 6leos e gorduras esta em seu aspecto fisico; as gorduras apresentam aspecto
sélido na temperatura ambiente (p.f. > 20 °C, com predominancia de acidos graxos
saturados ligados ao glicerol), enquanto que os 6leos, por haver predominancia de
acidos graxos mono e poliinsaturados ligados ao glicerol, sao liquidos a temperatura
ambiente. (MORETTO e FETT, 1989).

2.2 — DEFINICAO DE ACIDO GRAXO

Os acidos graxos (AG) sao acidos carboxilicos, geralmente monocarboxilicos,
alifaticos, nao ramificados, saturados ou insaturados, apresentando, na maioria das
vezes, cadeia hidrocarbonada longa com numero par de atomos de carbono
(MORETTO e FEET, 1989). Os AG incomuns apresentam numero impar de atomos
de carbono, ou ramificacdes, ou ainda, sustentam grupos funcionais distintos (-OH, -
CO, etc). O grupo carboxila constitui a regiao polar dos AG, enquanto que o restante
da cadeia é apolar (CURI et al, 2002).

2.3 — CLASSIFICACAO

O tamanho da cadeia hidrocarbénica determina a classificagdo dos AG em
(CURI et al, 2002):
e (Cadeia curta: de dois a quatro &tomos de carbono
e (Cadeia média: de seis a dez 4tomos de carbono

e (Cadeia longa: acima de doze atomos de carbono

17



2 - Os acidos graxos

A presencga ou nao de insatura¢des na cadeia hidrocarbénica classifica-os como:
e Saturados: que ndo possuem insaturacdes na molécula
e Insaturados: que possuem uma (monoinsaturados) ou mais (poliinsaturados)

insaturacdes

2.4 — A ESTRUTURA QUIMICA

A cadeia hidrocarbénica de um AG saturado existe, geralmente, sob a forma
estendida, uma vez que esta conformacao linear, flexivel é o estado de menor
energia, ou seja, a cadeia estando estendida minimiza as repulsdes entre 0os grupos
metila vizinhos (SOLMONS e FRYHLE, 2006). Tal conformacéao linear permite um
melhor empacotamento do mesmo, fazendo com que suas moléculas figuem mais
préximas, aumentando assim a interacao entre as espécies. Em contraste, os AG
insaturados contém dobramentos rigidos em suas cadeias carbdnicas, pois as
duplas ligacbes nao giram e uma angulacdo de 30° é produzida para cada dupla
presente na conformacao cis. Como conseqiéncia, os AG saturados possuem
pontos de fusdo maior que AG insaturados, como mostra a figura 1.

COOH Acido oleico
cis, C18:1
Ponto de fusdo = 13°C

Acido estearico

NN NS ACOOH c18

Ponto de fusdo = 70°C

Figura 2.1: Exemplo de AG saturado e insaturado cis - trans.

A presenca de insaturacdes restringe a rotacdo da cadeia hidrocarbdnica,
fazendo com que ocorra isomeria em torno da dupla ligagdo. O isdmero chamado cis
tem os dois hidrogénios ligados aos atomos da dupla ligacdo do mesmo lado de um
plano imaginario tracado paralelamente a insaturacdo, enquanto que no isémero

trans esses hidrogénios se encontram em lados opostos, figura 2.2.

18



2 - Os acidos graxos

acido cis-9-octadecenoico acido trans-9-octadecenoico

(acido oléico) (acido elaidico)

Figura 2.2: Estrutura esquematica de isémeros cis - trans.

2.5 - NOMENCLATURA

Os acidos graxos podem ser identificados por nomes comuns, que
geralmente sdo derivados da fonte de origem do acido, ou por nomes quimicos que
se baseiam em regras estabelecidas internacionalmente pela Unido Internacional de
Quimica Pura e Aplicada, do inglés International Union of Pure and Applied
Chemistry — IUPAC (IUPAC, 1976).

O nome sistematico completo de um AG sempre sera iniciado pela palavra
acido, seguido por um prefixo referente ao nimero de carbonos da maior cadeia
hidrocarbdnica que contenha a carboxila e por fim, o sufixo dico, como ocorre com
todos os acidos carboxilicos. Por exemplo, para o acido oléico, que possui 18
carbonos, seu nome sisteméatico seria: acido - cis 9 - octadecandico. Os atomos de
carbono dos &cidos graxos sdao enumerados a partir do grupo carboxila, € a
nomenclatura sistematica pode ser abreviada. Sendo assim poder-se-ia referir ao
acido oléico como 18-1 A9, onde o 18 indica o numero de carbonos, o 1 0 niumero
de insaturacdes e o A9 a localizagao da insaturacao (CURI et al, 2002).

Existe ainda uma outra forma de se referir aos AG insaturados, conhecida
como “familia dos acidos Omega”. Neste caso, a enumeracdo da cadeia
hidrocarbbnica comeca a partir do primeiro carbono da extremidade oposta a
carboxila (ao contrario das regras da IUPAC). Por exemplo, o acido linolénico pode
ser abreviado como: C18:3 A9,12,15 ou como C18:3 w-3, especificando apenas a
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2 - Os acidos graxos

dupla ligacao localizada no carbono de numero 3 contado a partir do ultimo carbono
da cadeia (HIRAYAMA, 2006; SOLOMONS e FRYHLE, 2006), como mostra a
figura 3:

Numeracao 6mega (C18:3 w-3) 0
2 4 6 8 10 12
3 14 16
1 / 5 \7 9/ 11 13 13
15
17 15 13 11 9 7 5 3 1 OH
18 16 14 12 10 8 6 4 )

Numeracao IUPAC (C18:3 A9,12,15)

Figura 2.3: Abreviagdes para o acido linolénico.

Ao enumerar os carbonos a partir do carbono mais distante do grupo
carboxilico, é possivel agrupar os diferentes AG em “familias” de acordo com a
posicao que estes apresentam a primeira dupla ligagdo em suas estruturas (CURI et
al, 2002).

Os principais representantes dessa classe sao o acido oléico (w-9) (AOL), o
acido linoleico (w-6) (ALI) e o acido linolénico (w-3) (ALN). As fontes predominantes
de AG w-3 sdo 6leos vegetais e 6leos de peixes; o AG mais importante da familia
dos w-6 é o ALI que é encontrado em 6éleos vegetais como de soja, de girassol e de
milho (BENATTI et al, 2004).

2.6 — A FAMILIA w

A importancia dos lipidios na nutricao e desenvolvimento humano é
reconhecida hd muitas décadas. Os AG sao constituintes estruturais das membranas
celulares, cumprem fungdes energéticas e de reservas metabdlicas, além de
formarem horménios e sais biliares (VALENZUELA e NIETO, 2003). Dentro da
diversidade dos AG, existem aqueles que o0 organismo humano tem capacidade de
sintese, porém outros nao. Esses AG cuja biossintese € inadequada devido a
caréncia de enzimas dessaturases, que sao capazes de inserir ligacdo dupla entre
os carbonos 3-4 e 6-7, sdo denominados acidos graxos essenciais AGE. Sao eles: o
ALN (w-3) e 0 ALI (w-6). O ALN da origem ao acido eicosapentaendico (AEP), que
pertence a classe dos 6mega 3, enquanto que o ALI, depois da biossintese gera o
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acido araquidénico (AAR). Para suprir as necessidades fisiolégicas, os mesmos
devem estar em quantidades suficientes na alimentacao (HIRAYAMA, 2006).

As familias de acidos graxos w-3 e w-6 competem entre si pela enzima
dessaturase. Logo, devido a essa natureza competitiva, cada acido graxo pode
interferir no metabolismo do outro, apresentando implicagées nutricionais. Um
excesso de w-6 ir4 reduzir o metabolismo de w-3, levando possivelmente a um
déficit de seus metabdlitos, incluindo o acido docosahexaendico (ADH),
comprometendo o sistema imunologico.

Entretanto, o aumento exagerado de w-3 reduz a relacdo desses acidos
graxos (w-6:w-3) a niveis baixos, de 3:1, propiciando assim alteracdes indesejaveis
na coagulagdo sanguinea. Devido ao fato dos acidos graxos essenciais
necessitarem da mesma enzima para serem convertidos, ressalta-se a importante
manutengao da proporcao 5:1 entre w-6 e w-3 na dieta oral e enteral, pois esta
proporcado pode influenciar na formacdo de neurotransmissores e prostaglandinas,
fatores que sao vitais para manter a funcao cerebral normal (GUNSTONE, 2004;
HIRAYAMA, 2006).

Desde 1980 diversos estudos tém investigado a importancia dos AG
polinsaturados na alimentacdo humana, pois eles auxiliam no desenvolvimento
cerebral e visual do bebé antes e ap6s o nascimento, contribuem para a diminuicao
dos niveis de triacilgilcerideos e colesterol total no sangue, prevenindo assim
enfermidades cardiovasculares, aumentam a fluidez do sangue e também séao
utilizados como mediadores de alergias em processos inflamatérios, em tratamentos
contra epilepsia, diminuem a pressado sanguinea, reduzem a agregacao plaquetaria
e o risco de cancer de célon. (VALENZUELA e NIETO, 2001 e 2003; GONZALES,
2002; ZEMDEGS, 2009; KRIS-ETHERTON, 2002).

Diante de tantas promessas, a industria da alimentacdo resolveu adicionar

w-3 em varios produtos alimenticios comumente consumidos pela populacao.

2.7 — METODOS DE ANALISE

Tradicionalmente, os AG sdo analisados por Cromatografia a Gas (CG)
(BRONDZ, 2002; SAMMAN et al, 2009; COLLINS et al, 1997; MAZZALLI e
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BRGAGNOLO, 2007) e por Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE)
(BROWNE e ARMSTRONG, 2000; GREEN e YAVIN, 1993). Em principio, os AG
podem ser separados por CLAE em fase reversa utilizando, por exemplo, uma
coluna de octadecilsilano, mas o longo tempo de analise e a baixa absortividade
molar dos solutos, no caso de detector de ultravioleta, torna dificil a quantificacao
direta, pois ha a necessidade de derivatizacdo visando a formacdo de adutos ou
derivativos que apresentem alta absortividade. Esta etapa pode gerar reagdes
incompletas ou produtos secundarios, que representa um dos agravantes no uso de
CLAE (OLIVEIRA et al, 2003 (a)).

Entretanto, a principal técnica utilizada para determinacéo do perfil de AG em
lipideos é a CG (BRONDZ, 2002; SAMMAN et al, 2009; COLLINS et al, 1997,
MAZZALLI e BRAGAGNOLO, 2007). Geralmente a metodologia permite a
separacao dos AG de cadeia curta sem a necessidade de passos de derivatizacao,
uma vez que estes acidos apresentam alta volatilidade. Entretanto, os de cadeia
longa, por apresentarem baixa volatilidade e estabilidade térmica, de maneira geral,
requerem etapa de derivatizagao, na qual os grupos carboxilicos sdo convertidos em
grupos mais volateis como trimetilsilil-ésteres ou metil-ésteres (NAGLI e
SMIDOVICNIK, 1997; DELMONTE e RADER, 2007).

Desde 1990 a eletroforese capilar (EC) tem ganhado espaco na comunidade
cientifica como uma técnica de separacao alternativa em meio liquido para a analise
de AG em éleos e gorduras. As grandes vantagens desta técnica frente aos métodos
classicos sdo: curto tempo de analise e auséncia de passos de derivatizacao
durante o processo de preparo das amostras (ERIM et al, 1995; OLIVEIRA et al,
2003 (b); BANNORE et al, 2008; OTIENO e MWONGEL, 2008). Os sistemas de
eletrolitos mais comuns sao compostos por tampdes, croméforos como p-anisato
(ROLDAN-ASSAD e GAREIL, 1995) ou dodecilbenzenosulfonato de sdédio
(OLIVEIRA et al, 2001; SUROWIEC et al, 2004, LIU et al, 2005), além de outros
aditivos como metanol (ROLDAN-ASSAD e GAREIL, 1995), etanol (BOHLIN et al,
2003), acetonitrila (LIU et al, 2005), 1-octanol (SUROWIEC et al, 2004, LIU et al,
2005), dodecilsulfato de s6dio — SDS (BIER, 1959), polioxietileno 23 lauril éter - Brij
35® (OLIVEIRA, 2001, LIU et al, 2005) e ciclodextrinas (BIER, 1959, BOHLIN et al,
2003).
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2.8 — TRATAMENTO DA AMOSTRA

A determinacdao de AG em alimentos engloba diversas etapas: extracdo da
fase lipidica em condicbes amenas, reacao de saponificacdo para se obter acidos
graxos livres (AGL) e, no caso da metodologia oficial de andlise, derivatizagdo dos
AGL para poderem ser analisados por cromatografia a gas (CURI et al, 2002).

O método para extracao de lipideos totais mais comumente usado baseia-se
nas diferencas de solubilidade dos lipideos nos solventes. A escolha do solvente
mais apropriado para a extragdo de lipideos é um dos passos mais criticos na
determinacdo de lipideos em matrizes alimentares. Normalmente os solventes
utilizados sao: éter etilico, éter de petréleo, cloroférmio/metanol, tetracloroetileno,
hexano e isopropanol. Todos esses solventes extraem triacilglicerol, esterois e AGL.
Solventes mais polares como cloroférmio/metanol extraem lipideos polares incluindo
fosfolipideos, esterdis, terpenos, ceras, hidrocarbonetos e outros materiais nao
lipidicos (KUS et al, 2009).

Ha um consenso que a mistura cloroférmio-metanol seja utilizada para a
caracterizacdo da fracdo lipidica, pois esterdis e colesterol ndo sdo destruidos
durante a extracdo. Esse método € aprovado pela Association of Official Analytical
Chemistry (AOAC) para a analise de lipidios em alimentos que ndo tém metodologia
especifica (IVERSON et al, 2001; CARPENTER et al, 1993). Os métodos mais
comumente usados com esses solventes sdao Folch (FOLCH et al, 1957) e Bligh e
Dyer, (BLIGH e DYER, 1959).

Segundo a literatura (MAZZALI e BRAGAGNOLO, 2007; IVERSON et al,
2001), o método de extracao de lipideos em amostras bioldgicas desenvolvido por
Bilgh & Dyer (BLIGH e DYER, 1959) nédo apresenta diferencgas significativas junto ao
método desenvolvido por Folch et al (FOLCH et al, 1957) quando a composi¢ao
lipidica da amostra nao ultrapassa o valor de 3,0%. Para quantidades lipidicas acima
deste valor, 0 método de extracdo desenvolvido por Folch € o mais indicado.

Considerando que a gema do ovo de galinha tem cerca de 30% de gordura
(MILINSK et al, 2003), optou-se entdo, por trabalhar com a extracdo desenvolvida
por Folch et al (FOLCH et al, 1957).

Depois de extrair a fase lipidica da amostra, é necessario que esta passe por
um processo de hidrélise alcalina, quando sédo formados sais dos AG que estavam
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anteriormente ligados ao glicerol. Tal reacao, como exemplifica a figura 2.4, consiste
em uma reacao de saponificagcdo, na qual ao extrato sdo adicionados alguns
mililitros de solucdo alcodlica de uma base (normalmente solucdo de NaOH
preparada em MeOH), em um banho térmico com temperatura controlada de 75-
80°C sob refluxo continuo em haste de vidro, resultando na formagéo de glicerol e
sais de acidos graxos (MORRISON e BOYD, 1981).

0
HoC o)J\ R
o)
CH,OH
)J\ (MeOH / NaOH) |
)7\ CH,OH
H,C——O R

Figura 2.4 : Esquema para hidrélise basica dos glicerideos.

Para que os &cidos graxos poliinsaturados possam ser analisados por CG,
seria ainda necessaria uma etapa de derivatizagdo, na qual os AG seriam
transformados em ésteres metilicos, que sdo mais volateis que seus compostos de
origem, caracteristica fundamental para analise por CG. Contudo, como a técnica
utilizada neste trabalho foi a EC, o tratamento da amostra se encerra quando o
residuo da hidrélise basica € transferido para um baldo volumétrico e adiciona-se

solvente suficiente para completar o volume do balo.
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3 - ELETROFORESE CAPILAR

3.1 — DEFINICAO

A Eletroforese Capilar (EC) é definida como uma técnica de separagao
baseada na migragao diferenciada de compostos que podem ser neutros, ibnicos ou
ionizaveis, através de uma solugao de eletrdlito contida no interior de um tubo capilar
de silica fundida, mediante a aplicacado de um campo elétrico da ordem de KVolts/m
(BAKER, 1995, TAVARES, 1996, SKOOG et al, 2006).

Historicamente, foi desenvolvida por Arne Tiselius, no inicio da década de
1930, para o estudo de proteinas no soro sanguineo. Por este trabalho, Tiselius
recebeu o Prémio Nobel de Quimica de 1948 (TAVARES, 1996, SKOOG et al ,
2006).

Por ser mais econdmica no sentido de consumo de reagentes e solventes
organicos, consequentemente a EC pode ser considerada mais ecologicamente
correta, e tem gradualmente se estabelecido como técnica suporte para a
Cromatografia a Liquido de Alta eficiéncia (ALTRIA, 1999; VEUTHEY, 2005). A
importancia da EC tornou-se evidente com o projeto genoma humano e o
sequenciamento de proteinas. A partir de entdo, tem sido utilizada em anélises de

rotinas farmacéuticas, forenses, clinicas e ambientais (ALTRIA e ELDER, 2004).

3.2 - MODOS DE ELETROFORESE

Esta técnica de separacao é muito versatil, existindo assim diversos modos
de EC, para diferentes aplicagbes, em matrizes e analitos de interesse distintos.
Pode-se destacar: EC de afinidade, EC de peneiramento, EC em gel, EC em meio
nao aquoso, eletrocromatografia capilar, isotacoforese capilar e EC de zona
(TAVARES, 1996).

No presente trabalho apenas o modo de EC de zona foi utilizado, portanto
seus fundamentos e aplicacdes serdo descritos em maiores detalhes.
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3.3 - ELETROFORESE CAPILAR DE ZONA (ECZ)

Em ECZ, a separacao dos analitos é conduzida em tubos capilares (canal de
migracao) com dimensdes que podem variar de 15 a 100 um de diametro interno, e
50 a 100 cm de comprimento. A geometria do capilar (elevada area superficial
interna em comparacgao ao volume) favorece a dissipacao do calor (oriunda do efeito
Joule), sendo possivel o estabelecimento de campos elétricos substancialmente
elevados (100 - 600 V/cm), resultando em separacdes de alta eficiéncia (geralmente
excede 10° pratos tedricos), alta resolugdo e curtos tempos de andlise (BAKER,
1995; TAVARES, 1996).

A amostra é introduzida no capilar contendo um eletrélito, geralmente
tamponado, como uma banda de pequena espessura, por métodos eletrocinético ou
hidrodindmico. Na injecao eletrocinética, um gradiente de potencial € estabelecido
ao longo do capilar de forma que a amostra é inserida de maneira néo
representativa, ou seja, a injecao é preferencial aos constituintes que migram mais
rapidamente. Na injecao hidrodinadmica utiliza-se um gradiente de pressao, que pode
ser estabelecido por diferentes mecanismos: pressurizagdo ou vacuo no reservatério
de solucdo, ou por gravidade, quando a amostra € introduzida por sifonagem. A
injecao hidrodinamica introduz no capilar uma aliquota representativa da composicao
do soluto na amostra. O volume injetado (na ordem de nL) depende do tempo de
injecdo, dimensdes do capilar, viscosidade da solugdo tampédo e da pressao
fornecida (BAKER, 1995; TAVARES, 1996).

Durante uma corrida, uma fonte de corrente continua de alta tensdo € usada
para estabelecer o campo elétrico constante ao longo do capilar, com valores tipicos
de voltagem no intervalo de -30 a 30 kV e corrente de -100 a 100 pA. O operador €
protegido contra o contato acidental com o sistema de alta voltagem pela inclusdo
deste sistema numa caixa de plastico, equipada com chaves de segurancga. A fonte
de alta tensdo é conectada ao sistema de analise através de eletrodos de platina,
imersos nos reservatérios de eletrolito, aos quais também ficam imersas as
extremidades do capilar. Assim, o circuito elétrico € fechado quando ha aplicacao da
voltagem, figura 3.1.
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Figura 3.1 : Representacdo esquematica da Eletroforese Capilar onde “E” representa o eletrodo. O

didmetro do capilar foi ampliado desproporcionalmente para facilitar sua visualizacao.

Quando o campo elétrico é estabelecido, cada zona (constituida de um
analito) migra com velocidade constante, mas diferenciada, em fungcdo da razao
carga/raio, proporcionando assim a separacao. Numa dada condi¢dao, quanto maior
for a carga e menor for o raio de um constituinte iénico, incluindo sua hidratagéo,
mais rapidamente este migrara, figuras 3.1 e 3.3 (BAKER, 1995; TAVARES, 1996).

Para minimizar efeitos térmicos, o cartucho onde € acomodado o capilar
possui uma abertura que permite a passagem de ar termostatizado, o que mantém a
temperatura constante durante as corridas. Os comandos para o controle do
equipamento e aquisicdo de dados sdo feitos mediante interface com um
computador.

Toda a analise é monitorada por um sistema de deteccao. Quando cada
analito passa por uma “janela” de deteccado, situada no préprio capilar préximo a
extremidade de saida, ele é acusado pelo sistema de deteccdo que indica a
presenca de uma banda de pequena espessura (pico). Isto gera um grafico do sinal
analitico em funcao do tempo, denominado “eletroferograma”.

Uma caracteristica importante em andlises por EC é a presenga de um fluxo
da solucao de eletrélito (geralmente no sentido introducao-deteccao). Nesta técnica
de separacao, além dos solutos, a solucao tampao contida no capilar também se
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move através do capilar sob a influéncia do campo elétrico aplicado, denominado
fluxo eletroosmatico - FEO.

Quando uma solucao de eletrélito é inserida no capilar, sua superficie interna
se torna eletricamente carregada, devido a dois fendbmenos: ionizacao ou adsorcao
(BAKER, 1995; TAVARES, 1996).

Em capilares de teflon o FEO ocorre em fungdo da adsorcdo dos ions
eletricamente carregados da solucao de eletrdélito na parede interna do capilar.

No caso dos capilares de silica fundida funcionalizada, os grupos silanéis (Si-
OH) da superficie interna que possuem carater acido (pK, 5,9) se ionizam formando
grupos silanatos (Si-O’), se o pH do eletrdlito for maior ou igual a trés. Quando uma
diferenga de potencial é aplicada os ions em solugao sao distribuidos, de forma néao
homogénea, nas proximidades da parede interna do capilar, formando a dupla
camada elétrica, que é composta pelas camadas fixa e mével.

bl =]
- |

gV VUV VR

‘ @O ‘ ‘ @O | ‘ | Camada Fixa
0-% 6 070
— — Plano de cisalhamento
0 0 0 0
2B &L B &L
0~ 099 O~ 080 camada Movel
020 o e o0 Og0

080

Fluxo eletrosmotico

Figura 3.2 : Representagao esquematica para a superficie interna de um capilar de silica fundida

A superficie negativamente carregada atrai cations da solugdo de eletrdlito,
formando uma camada interna de cations, denominada camada fixa. Esta camada
interna ndo tem carga positiva suficiente para neutralizar a superficie negativa do
capilar. Portanto, uma camada externa, chamada de camada mdével, é formada nas

proximidades da primeira camada, gerando a dupla camada difusa. Quando é
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aplicada a diferenca de potencial nas extremidades do capilar, os cations da camada
moével sdo empurrados em sentido ao catodo. Como estes ions estdo solvatados,
eles acabam arrastando o leito aquoso, induzindo entdo o FEO, figura 3.2 (BAKER,
1995; TAVARES, 1996).

HEo

—_——

——— «— —

Figura 3.3 : Representacdo da migragdo de moléculas neutras e ions de diferentes cargas e

tamanhos no interior do capilar.

O FEO é caracterizado por um perfil radial constante da velocidade, nao
contribuindo, portanto, para o alargamento das bandas. Esta peculiaridade diferencia
a EC dos métodos cromatograficos em fase liquida, que apresenta uma variacao
parabdlica para o perfil da velocidade dentro da coluna, caracteristica do fluxo
induzido por pressao. O controle adequado do FEO é de grande importancia para a
eficiéncia da separagao, por isso as propriedades fisico-quimicas da solugdo de
eletrolito devem ser controladas. Entre estas propriedades destacam-se o pH,
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concentracdo e forga ibnica do tampéo, viscosidade, adicdo ou ndo de solvente
organico e a temperatura de trabalho.

A velocidade aparente (v ,,) de um analito no interior do capilar, quando um

campo elétrico é aplicado esta diretamente ligada ao FEO, figura 3.3. A velocidade
aparente &€ a soma vetorial da velocidade eletroforética — movimento préprio do
analito, pois dependendo da carga, ele pode ser atraido pelo anodo ou pelo catodo —

com a velocidade eletroosmética — movimento do fluxo eletroosmético, ou seja:

Vap =Ver T Ve (Equacéo 3.1)

onde V. € a velocidade eletroforética do analito e vy, € a velocidade do

fluxo eletroosmético.
Uma maneira de se expressar o quanto um analito ou o fluxo eletroosmotico
se movimenta considerando-se o campo elétrico envolvido é através do conceito de

mobilidade, dado pela Equacéao 3.2:

v L

Ef
E Vv

Ve

Hep =

(Equacéo 3.2)

onde, E é o campo elétrico aplicado, obtido a partir da voltagem V sobre o
comprimento total do capilar L. Da mesma maneira se calcula a mobilidade

eletroosmotica, u,,. A relacdo da mobilidade eletroforética de um soluto com sua

carga e seu raio € dada pela expressao:

_q
67nr

H gy (Equacgao 3.3)

onde q € a carga do soluto, r € 0 seu raio e i é a viscosidade do eletrélito. Desta

expressao, é possivel entender que, em fungéo da carga, a mobilidade eletroforética
de cations sera positiva, a de anions sera negativa e a de compostos neutros sera

nula (figura 3.3).
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Dependendo da magnitude de u,,, é possivel que determinados analitos

sejam arrastados no sentido injecao-deteccdo, mesmo que tenham tendéncia em
migrar no sentido contrario (analitos que possuem carga de mesmo sinal do eletrodo

da extremidade da saida), ou seja, se u,, for maior do que o moédulo de 4, . Dessa

forma, numa mesma corrida eletroforética € possivel, de maneira ilustrativa, analisar
anions e cations, com uma Unica banda de compostos neutros (caso houver) no
centro do eletroferograma, juntamente com o sinal do fluxo, entre o grupo de cations
e o grupo de anions (BAKER, 1995; TAVARES, 1996).

3.4 — ANALISE DE ACIDOS GRAXOS POR ECZ

Os AG de cadeia longa (acima de 10 carbonos) apresentam caracteristica
semelhante a de acidos fracos cujo pKa € em torno de 5, e portanto, de maneira
geral, para estes AG a separacdo € realizada em contra-fluxo (velocidades dos
fluxos eletrosmético e eletroforético na mesma dire¢do, porém em sentido contrario),
em tampao com pH 8 (para manté-los em sua forma anibnica), mediante detecgéo
indireta por UV. Varios croméforos tém sido considerados para a andlise indireta por
UV, dentre o0s quais destacam-se o0 p-anisato, dietilbarbiturato e o
dodecilbenzenossulfonato de sodio. Normalmente, utiliza-se grande porcentagem de
solventes orgéanicos no intuito de aumentar a solubilidade dos AG no meio condutor
(ROLDAN-ASSAD e GAREIL, 1995, OLIVEIRA et al, 2001, SUROWIEC et al, 2004,
LIU et al, 1995, BIER, 1959, BOHLIN et al, 2003).

A ordem de eluicdo dos AG saturados de cadeia longa é do C18 para o C10,
pois quanto maior o tamanho, menor € a resisténcia ao fluxo eletrosmético, logo
maior € a velocidade aparente deste AG. Contudo, quando na amostra estao
presentes AG saturados e insaturados nao é tao simples prever a ordem de eluicao,
pois as insaturagbes modificam o tamanho da cadeia do AG insaturado, se este for
comparado ao AG saturado com o mesmo numero de carbonos na cadeia. Pode-se
ter, todavia, uma previsao da ordem de eluicao através do célculo do comprimento
de cadeia equivalente (CCE):
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CCE=N,.-2N__ (Equagéao 3.4)

onde N. e N correspondem ao numero total de carbonos e ao numero total de

duplas ligagdes, respectivamente.

Fonte de alta tenséo
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Figura 3.4 : Esquema do mecanismo de separacao de AG poliinsaturados por ECZ.

Entao, por exemplo, os acidos C22:6 w-3 e C20:5 w-3 estivessem presentes
numa mesma analise, pode-se prever que eluiriam bem préximos pois possuem o
mesmo CCE (=10), figura 3.4 (GUTNIKOV, 1995). Contudo, esta € apenas uma
estimativa, pois ambos possuem muitas insaturacdes, o que faz com que suas
cadeias sejam enoveladas, figura 3.5, e ndo estendidas como ocorre com AG
saturados. Para a andlise simultdnea de AG saturados e insaturados com tamanho
entre 10 e 20 carbonos, incluindo espécies cis-trans, utilizam-se ciclodextrinas
modificadas (atuam como discriminadores entre isdmeros geométricos cis) e
tensoativos (anibnicos e/ou neutros), além de solventes organicos para facilitar a
separacao (OLIVEIRA et al, 2003 (a); CARDOZO et al, 2002; BALESTEROS et al,
2007; CASTRO et al, 2010, OTIENO, 2008; DRANGE e LUNDANES, 1997;
OLIVEIRA et al, 2001 e BANNORE et al, 2008).
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Figura 3.5 : Estrutura espacial para AG polinsaturados.

Como ja foi mencionado anteriormente, os acidos graxos encontrados em
Oleos e gorduras estdo, predominantemente, na forma de triacilglicerideos. No
entanto, os acidos graxos sao analisados por EC na sua forma livre, ou seja, sem
estarem ligados ao glicerol e carregados negativamente. Para que isso ocorra €

necessario que se faca o tratamento adequado da amostra.
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4 - ESPECTROMETRIA DE MASSAS (EM)

A espectrometria de massas é uma poderosa ferramenta que foi usada, no
principio, para determinacdo de massas atbmicas sendo empregada, na atualidade,
na busca de informacdes sobre a estrutura de compostos organicos, na analise de
misturas organicas complexas, na analise elementar e na determinagdo da
composicao isotopica dos elementos. Esta técnica fornece informacbes para
profissionais de diversas areas como quimicos, bidlogos, farmacéuticos, fisicos entre
outros (CROTTI et al, 2006).

Solvente

(A

Computador

Pressao atmosférica

Figura 4.1 : Componentes de um espectrometro de massas com infusdo direta (Adaptado de VIEIRA,
2011).

41 — |INTRODUCAO DA AMOSTRA E IONIZACAO POR
ELECTROSPRAY (IES)

As amostras podem ser introduzidas em um espectrobmetro de massas de
varias maneiras, sendo que a infusdo direta e a infusdo através de uma coluna
capilar sdo as mais comuns. A infusdo capilar pode introduzir pequenas quantidades

da amostra no espectrdmetro de massas sem destruir o vacuo. Esta técnica
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4 — Espectrometria de massas

geralmente esta acoplada a outras técnicas de separacao incluindo a CLAE e a CG,
qgue primeiramente separam os componentes de uma mistura para posterior analise.

Existem varias técnicas de ionizacdo, e isso se deve a grande variedade de
amostras e espécies de interesse. Amostras sélidas, liquidas ou gasosas, contendo
espécies volateis, ou ndo, e com interesses que englobam desde a analise
elementar até a determinacdo da composicdo de proteinas, requerem diferentes
processos de ionizagao.

Dentre as técnicas de ionizagao, |IES destaca-se como uma alternativa para
geracao de ions a partir de espécies pouco volateis presentes em fase liquida. Em
1984, Yamashita e Fenn, demonstraram a aplicabilidade da fonte de electrospray
como um método de ionizagdo branda. Embora seja normalmente considerada como
uma fonte de ionizacéo, o electrospray €, na realidade, um processo de transferéncia
de ions pré-existentes em solucdo para a fase gasosa. Pode-se dizer que a efetiva
ionizacao € um efeito secundario (MORAES e DO LAGO, 2003).

Durante a ionizacao por electrospray, trés tipos de ions podem ser gerados:
ions moleculares, moléculas protonadas/desprotonadas e moléculas cationizadas ou
anionizadas. Reacdes redox produzem ions moleculares [(M*) ou (M™)]; reagbes
acido/base resultam na formacdo de moléculas protonadas [(M+H)"] ou
desprotonadas [(M-H)] e coordenacdo com cations, geralmente da familia dos
metais alcalinos, ou anions, principalmente cloretos, leva a formacao de moléculas
cationizadas [(M+Na)*], ou anionizadas [(M+Cl)"]. Substancias que apresentam
grupamentos basicos, principalmente aminas, amidas e ésteres, normalmente sdo
analisadas no modo positivo, dada a relativa facilidade com que as mesmas sao
protonadas. Por outro lado, substancias contendo fungdes acidas, tais como acidos
carboxilicos e fendis, sdo mais facilmente desprotonadas e, consequentemente, sao
analisadas no modo negativo (CROTTI et al, 2006).

A |IES envolve a formacao de um “spray’ eletrostatico, a partir do qual sao
geradas pequenas gotas carregadas e destas sao liberados os ions. Uma
representacdo esquematica da IES é apresentada na figura 4.2. Toda a regidao da
fonte estd a pressdo atmosférica. Quando um potencial positivo, por exemplo, é
aplicado na solucéo, os ions positivos tendem a se afastar para uma regido menos
positiva, isto é, em direcdo ao contra-eletrodo. Assim, a gota sendo formada na
ponta do capilar estara enriquecida em ions positivos. Este tipo de separacédo de
carga é chamado de processo eletroforético. Conforme a densidade de carga
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4 — Espectrometria de massas

aumenta na gota, o campo elétrico formado entre o capilar e o contra eletrodo
aumenta provocando a deformacdo da gota. A gota ganha a forma de um cone que
€ denominado de cone de Taylor (MORAES e DO LAGO, 2003).

T
4]
4]

e

Figura 4.2 : Esquema para IES — a) capilar, b) contra-eletrodo, c) cone de amostragem.

Esta gota na forma de cone permanece “presa” ao capilar até o0 momento em
que a densidade de carga na superficie da gota e o aumento da repulsdo entre os
ions vencam a tensdo superficial do liquido, ocorrendo entdo a liberacdo de
pequenas gotas com alta densidade de carga. A freqliéncia deste processo depende
da magnitude do campo elétrico, da tensdo superficial do solvente e da
condutividade da solugéo.

4.2 — ANALISADORES DE MASSAS DO TIPO QUADRUPOLO

Os analisadores de massas separam os ions de acordo com a relacédo
existente entre suas massas e cargas, ou seja, a razao m/z. O quadrupolo linear é o
analisador de massas mais popular devido a sua simplicidade, preco relativamente
baixo e facilidade de ser entendido e operado. O quadrupolo € composto de quatro
barras de metal cilindricas, figura 4.3. Um par de barras € mantido em um potencial
elétrico positivo, enquanto o outro a um potencial negativo. Uma combinacao de
corrente continua (DC) e radiofrequéncia (Rf) é aplicada nas barras. O par positivo
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4 — Espectrometria de massas

de barras atuara como um filtro para massas mais elevadas, enquanto que o par

negativo agira para massas pequenas (VIEIRA, 2011).

ions ndo ressonantes

jon ressonante

voltagem

Figura 4.3 : Analisador de massa do tipo quadrupolo (Adaptado de VIEIRA, 2011).

Os quadrupolos operam a uma resolucéo constante, mantendo a razao Rf/DC
constante. Considerando-se uma dada amplitude Rf e DC, somente os ions que
apresentarem determinada razao m/z, a qual esteja em ressonéncia com o campo
aplicado, irdo passar pelas barras do quadrupolo e serdo detectados. Os demais
ions que entrarem no quadrupolo terdo suas trajetérias instaveis e, como
consequéncia, atingirao as barras e serdo eliminados pela bomba de vacuo
(MORAES e DO LAGO, 2003; VIEIRA, 2011).
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5 - PLANEJAMENTO DE EXPERIMENTOS

Em qualquer area de pesquisa, existe o interesse de se alcancar pelo menos
melhoramentos em algum estudo que se esteja realizando, bem como saber quais
variaveis sao importantes para o sistema que se trabalha.

O planejamento fatorial € uma ferramenta estatistica que vem sendo muito
utilizada em estudos e pesquisas envolvendo a otimizagao de sistemas complexos,
contendo duas ou mais variaveis e que se deseja saber sobre a presenga ou nao 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 execucao 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 explicagéo,
entendimento e a redacdo de relatérios para o estudo proposto. Os métodos
estatisticos requerem que as observacdes, ou 0s erros sejam variaveis aleatérias
distribuidas independentemente. Os experimentos com suas réplicas devem ser
realizados de forma aleatéria, de modo a garantir a distribuicdo equanime de todos
os fatores nao considerados (NETO et al, 2007).

Para executar um planejamento fatorial precisa-se em primeiro lugar
especificar os niveis em que cada fator sera estudado, isto é, os valores dos fatores

que serdo empregados nos experimentos (“+” para o nivel alto e para o nivel
baixo). Um planejamento fatorial completo requer a execucao de experimentos em
todas as possiveis combinacdes dos niveis dos fatores.

Em geral, se houver ny niveis do fator 1, n, do fator 2,..., e nx do fator k, o
planejamento serd um fatorial ny x nz x ... X nk, ou seja, se forem trés fatores, com
dois niveis cada um, entdo serdo realizados 2° experimentos, isto &, oito
experimentos no total. Esse € o numero minimo necessario para um planejamento
fatorial completo. Pode-se querer todavia, estimar o erro experimental a partir de
ensaios repetidos, e nesse caso precisar-se-ia de mais experimentos, que na tabela
1 estdo representados pelo zero, que corresponde a valores intermediarios para

ambos 0s niveis.
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Tabela 5.1 — Matriz de contrastes de um planejamento 2° com triplicata no ponto central.

Ensaio X4 Xo X3 Resposta
1 + + + R+
2 - + + Rz
3 + - + Rs
4 - - + Ra4
5 + + - Rs
6 - + - Re
7 + - - R7
8 - - - Rs
9 0 0 0 Ro
10 0 0 0 R1o
11 0 0 0 R

O numero de ensaios necessarios para se fazer um planejamento fatorial

completo aumenta rapidamente com o niumero de fatores:

ne=n (Equagéo 5.1)

onde ne é o numero de experimentos, n € 0 numero de niveis € k 0 numero de
fatores.

Em muitos casos ndo se conhece, a priori, a relagdo completa de todas as
variaveis que poderiam afetar significativamente a resposta do sistema. Para nao
correr o risco de excluir fatores que poderiam vir a ser importantes, deve-se estudar
nesse estagio inicial, o maior numero possivel de variaveis. Pode-se fazer isso
usando fatoriais fracionarios em vez de fatoriais completos (NETO et al, 2007).

Nestes casos, 0 numero de experimentos € dado por:

k_
ne=n"" (Equagéo 5.2)

onde p € um numero inteiro que indica o quao fracionado sera o planejamento

experimental.
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5 — Planejamento de experimentos

As variaveis que se mostram estatisticamente significativas num estudo
exploratério, como no caso do planejamento fatorial fracionario, podem ser
novamente submetidas a um novo planejamento experimental, mantendo-se fixas as

variaveis que nao se mostraram importantes.

40



6 — Validacio

6 — VALIDACAO

A necessidade de mostrar a qualidade de medi¢cdes quimicas, através de sua
comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade, é cada vez mais reconhecida e
exigida. Dados analiticos ndo confiaveis podem conduzir a decisdes incorretas e
consequentemente a prejuizos irreparaveis, quer sejam financeiros ou ndo. Para
garantir que um novo método analitico gere informacdes confiaveis e interpretaveis
sobre a amostra, ele deve sofrer uma avaliagdo denominada validagdo (RIBANI et al,
2004).

Existem varias definicbes de validacdo de métodos e pode-se dizer que 0s
conceitos continuam evoluindo. Segundo a ANVISA: “A validagdo deve garantir,
através de estudos experimentais, que o método atenda as exigéncias das
aplicacoes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados” (ANVISA, 2003).

Dois tipos de validacdo podem ser descritos, a validagao no laboratério e a
validacdo completa. O primeiro procedimento € utilizado nas etapas preliminares do
desenvolvimento de uma metodologia e na publicacdao de artigos para revistas
cientificas, em que sdo avaliadas todas as caracteristicas de desempenho da
validacdo da metodologia, porém sem verificar a reprodutibilidade. O segundo tipo, a
validacdo completa, envolve todas as caracteristicas de desempenho e um estudo
interlaboratorial, que é utilizado para verificar como a metodologia se comporta com
uma determinada matriz em varios laboratérios, estabelecendo a reprodutibilidade
da metodologia. S6 assim o método desenvolvido pode ser aceito como uma
metodologia oficial para uma determinada aplicacdo (FARIA et al, 2008; RIBANI et
al, 2004).

As caracteristicas de desempenho analitico tipicas que devem ser
consideradas na validagao sao: seletividade (estudo do efeito de matriz), linearidade
e faixa de aplicacdo, repetitividade, exatiddo, limite de detecgdo, limite de
quantificacao e robustez.

Neste trabalho, apenas algumas destas caracteristicas de desempenho foram
avaliadas, foram elas: linearidade, repetitividade, limite de deteccdo e limite de

quantificagéo.
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6.1 — LINEARIDADE

A linearidade de um método analitico & a sua capacidade de demonstrar que
os resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracao do analito na
amostra, dentro de um intervalo especificado (ANVISA, 2003).

Recomenda-se que a linearidade seja determinada pela analise de, no
minimo, cinco concentracdes diferentes. Havendo relagdo linear aparente, R?
proximo de 0,9, os resultados dos testes deverdo ser tratados por métodos
estatisticos apropriados para determinacéo do coeficiente de correlacéo, interseccéao
com o eixo Y, coeficiente angular, soma residual dos quadrados minimos da
regressao linear e desvio padrao relativo (ANVISA, 2003).

A linearidade pode também ser verificada através da aplicagdo do teste de

hipotese de linearidade a priori, que compara o desvio padrao residual, s,,, com o

y:x?

desvio padrdo dos valores y,; em relagéo as suas médias y,;, que € dado por s,

(Equacéo 5.1). O teste é realizado pela comparacao entre Fiaita de ajuste € F criticorana ge
auste (a; f=p-2; 2=mp)s S€ Fralta de ajuste S F Criticomna de ajuste (a; fi=p-2: f2=m-p)y O Modelo é
considerado linear e sem evidéncias de falta de ajuste, podendo entdo ser usado na
quantificacdo dos analitos nas amostras (DANZER e CURRIE, 1998).

P Zp:m /P 2)

F = VX = =1
S

b m;
Y z yU Yi / _p)

i=1 j=h

(Equacéo 6.1)

onde m; é o numero de medidas de cada ponto, p € o nimero de pontos e mé o
produto entre p e m;.

6.2 — REPETITIVIDADE

A precisdo € a avaliacao da proximidade dos resultados de testes individuais
obtidos em uma série de medidas de uma amostragem multipla de uma mesma

amostra, ou seja, amostra homogénea (ANVISA, 2003). E geralmente expressa
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através da estimativa do desvio padrao relativo, também conhecido como coeficiente
de variacao (CV).

CV(%) =2 x100 (Equagao 6.2)
X

onde s € o desvio padrao dos resultados e x € a média dos resultados.

6.3 — LIMITE DE DETECCAO

Limite de deteccao é a menor quantidade do analito presente em uma
amostra que pode ser detectado, porém nao necessariamente quantificado, sob as
condigdes experimentais estabelecidas. No caso de métodos instrumentais a
estimativa do limite de detec¢do pode ser feita com base na relagédo de 3 vezes o

ruido da linha de base e pode ser determinado pela equacao 5.3 (ANVISA, 2003).

Sruido X Ca
Hméx - Hmin

LD=3x (Equacéo 6.3)

onde Suio € a estimativa do desvio padrdo da linha base (ruido), C, é a
concentracao do analito, Hpsx € a altura maxima do pico do analito e Hnqin € a altura

minima do pico do analito.

6.4 — LIMITE DE QUANTIFICAGCAO

Limite de quantificacdo € a menor quantidade do analito em uma amostra que
pode ser determinada com precisdo e exatiddao aceitdveis sob as condi¢cdes
experimentais estabelecidas. Pode ser determinado por meio do ruido, da mesma
forma que o limite de detecg¢édo. Neste caso, determina-se o ruido da linha de base e
considera-se como limite de quantificacdo aquela concentracdo que produza relacéao
sinal-ruido superior a 10:1 (ANVISA, 2003).
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Sruido X Ca

LQ=10x 7 (Equacao 6.4)

méx_Hmin
onde Suio € a estimativa do desvio padrdo da linha base (ruido), C, é a

concentracao do analito, Hnsx € a altura maxima do pico do analito e Hnqin € a altura

minima do pico do analito.
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7 - OBJETIVOS

O presente trabalho teve como foco a implementacdo de metodologia
analitica alternativa para andlise do perfil de acidos graxos poliinsaturados, por
eletroforese capilar de zona, capaz de diferenciar ovos naturais de ovos

enriquecidos.

7.1 — OBJETIVOS ESPECIFICOS

Seguem abaixo os objetivos propostos no projeto de mestrado:

i - Otimizar e validar a metodologia proposta no presente trabalho, além de sua
aplicacao para andlise em amostras de ovos, naturais e enriquecidos.

ii - Utilizar planejamento de experimentos como ferramenta auxiliar na otimizagéo do
método de forma multivariada e sistematica.

iii - Empregar espectrometria de massas para verificar inequivocamente a presenca

dos analitos nas amostras analisadas.
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8 - MATERIAIS E METODOS

8.1 — REAGENTES E SOLUCOES

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico e a agua foi purificada
por deionizacdo (Sistema Milli-Q, Millipores, Bedford, USA). Metanol (MeOH),
acetonitrila (ACN), cloroféormio (CLO), tetraborato de sédio (TBS) e hidroxido de
sédio (NaOH) foram obtidos da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). Polioxietileno-23-
dodeciléter (Brij 35) foi obtido da Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). Os padrdes de
acido oléico (C18:1 cis-9), acido elaidico (C18:1 trans-9), acido linoleico (C18:2 cis-
9,12), acido linolénico (C18:3 cis-9,12,15), acido eicosapentaendico (C20:5 cis-
5,8,11,14,17) e acido docosahexaendico (C22;6 cis-4,7,10,13,16,19) foram obtidos
também da Sigma-Aldrich (St. Louis, USA).

Solugdes estoque de Brij 35 e TBS foram preparadas na concentracdo de
100,0mmol/L. A solucdo de Brij 35 foi mantida sob refrigeracéo a 5°C para evitar a
formacao de mofo.

Solucdes de estoques individuais dos acidos graxos foram preparadas em
metanol na concentracao de 20,0 mg/g e estocadas no freezer até o momento das
analises. Mistura dos padrdes foram preparadas no dia da injecao a partir da diluicao
adequada dos estoques em metanol.

Solucdes de NaOH foram preparadas nas concentracdoes de 0,5 mol/L para
lavagem do capilar entre corridas e de 1,0 mol/L para condicionamento inicial do
capilar. Foi preparada também solugdo metandlica de NaOH na concentracao de 0,5

mol/L para saponificacdo das amostras.

8.2 — INTRUMENTACAO

a) Eletroforese Capilar

Os experimentos foram realizados em um equipamento de eletroforese capilar
(Agilent Technologies, modelo HP3D CE; Palo Alto, USA) disponivel no

46



8 - Materiais e métodos

Departamento de Quimica da Universidade Federal de Juiz de Fora, equipado com
detector de DAD. Para as analises foi utilizado comprimento de onda em 200nm,
temperatura controlada no interior do cartucho em 27°C e controle, aquisicao e
tratamento dos dados em software (ChemStation Versdao A.06.01). Capilares de
silica fundida com revestimento externo de polimida (Polymicro Technologies,
Phoenix, USA), com comprimento total de 48,5 cm e comprimento efetivo de 40 cm,
50 e 75um de didmetro interno e 375 um de didmetro externo. As amostras foram
injetadas hidrodinamicamente a 12,5 mbar durante 5 segundos para capilar de 75um
e 7,5 segundos para capilar de 50um. O sistema eletroforético foi operado em
polaridade normal e voltagem constante de +27 kV.

Quando um capilar novo era utilizado, este era condicionado por fluxo de
solucdo aquosa de NaOH a 1,0 mol/L durante 30 minutos, agua deionizada por 15
minutos e solucado de eletrdlito por 15 minutos. Entre as corridas, o capilar foi
condicionado com solug¢ao aquosa de NaOH a 0,5 mol/L por 2 minutos (para evitar a
adsorcao da amostra na superficie interna do capilar), agua deionizada por 2
minutos e solucdo de eletrdlito por 3 minutos. No fim do dia o capilar era
condicionado por flush de 5 minutos de NaOH a 1,0 mol/L e em seguida, agua
deionizada por 5 minutos, apds esse procedimento o capilar era guardado para
posterior utilizagao.

b) Espectrdmetro de massas

Com o intuito de verificar inequivocamente a presenca dos acidos graxos da
familia dos w-3 na amostra de ovo enriquecido, utilizou-se a espectrometria de
massas com fonte de ionizacao electrospray via infusdo direta. O espectrdmetro de
massas utilizado (Waters Micromass, modelo ZQ 2000 LC/MS, Manchester, UK)
encontra-se no Instituto de Tecnologia em Farmacos FarManguinhos, Fundacao
Oswaldo Cruz e é equipado com analisador do tipo quadrupolo simples. A voltagem
aplicada no capilar foi de 2,5 kV e a voltagem aplicada no cone de amostragem foi
de 30 kV. A dessolvatagéo ocorreu na temperatura de 150°C e a andlise sob o modo
negativo de ionizacédo. O fluxo do gas de dessolvatagdo, do gas de nebulizacéo (a
80 psi) e do cone gas foram 160, 50 e 50 L/h de N, respectivamente.
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8.3 — PREPARO DAS AMOSTRAS

a) Eletroforese Capilar

As amostras foram adquiridas no comércio local. Em um tubo de vidro
temperado de 30 mL (com rosca e tampa) foram pesados 200 mg de gema de ovo.
A ele foram adicionados 5,0 mL de uma mistura 2:1 cloroférmio:metanol (FOLCH et
al, 1957). Para ser homogeneizada a mistura foi levada por 5 minutos ao banho
ultrassénico. Em seguida foi filtrada para um baldao de fundo redondo e levada ao
rotaevaporador até que todo o solvente fosse evaporado. Ao residuo foram
adicionados 1,5 mL de solucao metandlica de NaOH a 0,5 mol/L para que ocorresse
a hidrélise basica das moléculas de triacilglicerol (reagdo de saponificagao). O balao
permaneceu sob refluxo, em banho-maria, a temperatura de 80°C por 20 minutos.
Apébs o término da reacado, o produto foi transferido para um baldo volumétrico de
5,0mL e avolumado com MeOH. Em seguida, 20uL do extrato foram diluidos em
baldo de 1,0 mL para posterior injecdo no equipamento de eletroforese capilar.
Segue um esquema elucidando o processo de preparo de amostra descrito acima.

200mg de

gema com

5,0mL de A amostra ;

; O solvente fo
mistura 2:1 foi filtrada otaiments.
CLO:MeOH para baldo
) evaporado

por 5min no de fundo

ultrassom redondo

o > o >

<=
Apds
diluigbes
. adequadas o
extrato foi )
injetado no : O residuo
equipamento ~ sofreu hidrélise
de EC bésica pela

adicao de 1,5mL
de NaOH/MeOH

Figura 8.1 : Esquema para o preparo da amostra, extra¢do da fase lipidica e saponificagao do
triacilglicerol, procedimento otimizado.
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b) Espectrdmetro de massas

Em um tubo baldo de fundo redondo foi pesada 1,0g de gema de ovo, a ele
foram adicionados 25,0 mL de uma mistura 2:1 cloroférmio:metanol (FOLCH et al,
1957). Para ser homogeneizada a mistura foi levada por 20 minutos ao banho
ultrass6nico. Em seguida foi filtrada para um baldo de fundo redondo e levada ao
rotaevaporador até que todo o solvente fosse evaporado, o extrato foi dissolvido em

metanol e injetado no equipamento de espectrometria de massas.
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9 — RESULTADOS E DISCUSSAO

Para encontrar uma solugédo de eletrdlito capaz de detectar e posteriormente
separar os acidos graxos da familia dos w-3 foi feito um levantamento bibliografico e
em seguida alguns testes.

Foram preparados eletrélitos que utilizavam tampao fosfato de sddio
(NaH2PO4/Na,HPQ,) (CASTRO et al, 2010), 1-octanol (SUROWIEC, 2004), Brij 35 e
ACN (LIU et al, 1995), MeOH (ROLDAN-ASSAD e GAREIL, 1995), tampao tris/HCI e
TBS (TAVARES et al, 2003) e dodecilbenzenosulfonato de sédio (OLIVEIRA et al,
2001). Todas as solugbes de eletrdlito foram utilizadas injetando-se solugdo de
mistura de padrdes de acidos graxos insaturados na concentracao de 0,5 mmol/L.

Dos testes realizados, o que se mostrou mais promissor foi o eletrdlito
utilizado por Tavares em 2003 na andlise de acidos graxos insaturados em 6leo de
peixe. Sua composicao consistia de: 10mmol/L de Brij 35, 10mmol/L de TBS, 25%
de MeOH e 25% de ACN.

O eletroferograma obtido neste teste, figura 9.1, apresenta quatro picos, no
entanto, a mistura dos padrdées de AG continha AOL, ALI, ALN, AEP e ADH.
Observando-se o eletroferograma pbéde-se verificar que no quarto pico parecia haver
coeluicao de dois AG. Para descobrir quais AG estavam coeluidos foi feita uma série
de injecbes com mistura de padrées e enfim descobriu-se que a coeluicao era
devida aos ALN e AEP, enquanto que os outros picos eram relativos ao AOL, ADH e
ALL, respectivamente.

Como nao se conhecia muito a respeito do sistema lancou-se mao de um
Planejamento Fatorial de carater exploratério e qualitativo. Dessa forma poder-se-ia
obter informacgdes a respeito dos fatores que mais influenciavam na estabilidade do
sistema e possivelmente trilhar um caminho para a busca da separagdo do ALN com
o AEP.

Foram selecionados como fatores do Planejamento a concentragéo do Brij 35,
pois ele auxilia na separacdo de compostos com ligagcdo do tipo cis, também a
concentracdo do TBS que é a substancia que define o pH aparente do eletrélito,
voltagem e temperatura aplicadas ao sistema, que estao diretamente ligadas ao
fluxo eletroosmoético e a viscosidade do eletrélito, respectivamente e ainda, a
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proporcdo de solventes MeOH:ACN (mantendo-se fixa a porcentagem total), sua
adicao contribui para a solubilizagcdo dos AG no eletrélito, evitando que estes formem

micelas.

30 - 2 4
S 20 1 3
£
10 1 1
O ) ) ) ]
8 9 10 11 12
tempo, min

Figura 9.1 : Teste com eletrélito de TAVARES, 2003. 1 — acido oléico, 2 — acido docosahexaendico, 3

— acido linoleico, 4 — acido linolénico e acido eicosapentaendico coeluidos.

Visto que foram selecionados cinco fatores e quanto maior o numero de niveis
por fator, maior o numero de experimentos que devem ser feitos, optou-se por dois
niveis para cada fator selecionado. O planejamento a ser feito seria entdo um
Planejamento Fatorial 2°, que levaria a 32 experimentos. Como o objetivo desta
série de experimentos era conhecer o sistema que se estava trabalhando, de forma
qualitativa, optou-se por fazer um Planejamento Fatorial Fracionario 2°”, ou seja, a
fracdo meia do Planejamento Fatorial Completo 2°, onde o nimero de experimentos
cairia pela metade, de 32 para apenas 16.

A fracdo meia foi obtida ao se construir um planejamento 2* completo para os
fatores 1, 2, 3 e 4, e atribuindo ao fator 5 os sinais do produto das colunas 1, 2, 3 e
4, ou seja, para encontrar o nivel de solvente que sera usado no experimento basta
multiplicar os sinais dos outros fatores, por exemplo, para o experimento 6: “+ vezes
— vezes + vezes — = +”, portanto, no experimento 6, deve-se utilizar 27% de MeOH e
23% de ACN, tabela 9.1.

Para estipular quais seriam o0s niveis estudados dos fatores escolhidos,

pensou-se em avaliar o comportamento do sistema frente a variacao acima e abaixo

51



9 - Resultados e discussao

dos valores obtidos na literatura (TAVARES et al, 2003). Por exemplo, para o TBS
foi utilizada a concentracdo de 10,0 mmol/L, logo, os niveis escolhidos para serem
experimentados foram 8,0 e 12,0 mmol/L. A matriz de contrastes, bem como os
niveis selecionados para cada fator estdo apresentados na tabela 9.1.

Foram escolhidas como respostas do experimento, a resolucao do par critico
(ALN e AEP), calculada através da equacao 9.1, e também o tempo de eluicdo dos
compostos pela coluna capilar. Na tabela 9.1 a resolucéo foi considerada com valor
igual a zero quando os picos coeluiram totalmente.

(235/2)x(t.,; — t;)
Wsoi T Wiojus

R=

(Equacéo 9.1)

onde R é a resolucao na meia altura, tj € o tempo de saida do primeiro pico, ti.1 € 0
tempo de saida do segundo pico, wsg a diferenca de tempo na meia altura do
primeiro pico e wspi,1 a diferenca de tempo na meia altura do segundo pico.

A partir do planejamento realizado, poderiam ser calculados os efeitos e quais
deles seriam significativos para o sistema, porém, como parte da resposta escolhida
para avaliar o sistema foi uma resposta qualitativa, a influéncia dos fatores foi
estudada caso a caso, comparando os eletroferogramas com a matriz de contrastes,
bem como as resolucdes calculadas, presentes na tabela 9.1.

O eletroferograma A da figura 9.2 é representativo para os experimentos 1, 2,
5, 9, 11, 13, 14 e 15, pois estes apresentaram perfil semelhante, ndo havendo
portanto qualquer separacao entre o par critico. O eletroferograma B representa os
experimentos 3, 6, 7 e 10, onde houve minima separacao do ALN e AEP. Por fim, o
eletroferograma C é representativo para os ensaios 4, 8, 12 e 16, sendo que estes
foram os que apresentaram as melhores separagbes, todos com resolucdes

préximas de 0,7.

52



9 - Resultados e discussao

28

£ 5-

o

E 4 -

<«

e

o 24

(2]

o]

<O | J | J | ]
6 8 10 12

tempo, min

S 8-

£

. 6 -

o

(8]

5§47

e

o 24

[72]

Q

<O | J | J | ]
6 8 10 12

tempo, min

. 2 4

<=):=8

E 6. 3 5

)

<E 1

o 24

2]

e}

<0 | ] | ] |
5 7 9 11

tempo, min

Figura 9.2 : Eletroferogramas representativos do planejamento fatorial fracionario para padroes de
AG a 0,1mmol/L, 1 — AOL, 2 — ADH, 3 — ALI, 4 — ALN e 5 — AEP. Condi¢des da andlise: inje¢éo 5,0s a
12,5 mbar, detecgéo direta em 200nm.
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A analise da tabela 9.1 permite notar que todos os ensaios onde foi possivel
observar uma pequena melhora na separagao do ALN e AEP (4, 8, 12 e 16) estao
com niveis altos tanto para Brij quanto para TBS. Comparando-se os ensaios 4 € 16,
onde os componentes do eletrdlito se mantiveram constantes e apenas a voltagem e
a temperatura variaram, percebe-se que nao houve diferenca significativa na
separacdo. O mesmo ocorre quando se compara os ensaios 8 e 12. Contudo, ao
comparar-se 0s tempos de eluicdo dos compostos nestes quatro ensaios, percebeu-
se que o0 ensaio 16 possui um tempo de saida de cerca de 7 minutos, com
temperatura e voltagem em niveis altos, enquanto que nos ensaios 4, 8 e 12 0
tempo de saida foi de cerca de onze minutos para os trés casos onde a temperatura
ou a voltagem estavam no nivel baixo. Logo, escolheu-se o ensaio 16 como o
melhor para a separacao do par critico.

Como conclusdes gerais sobre o Planejamento Fatorial Fracionario, péde-se
perceber que niveis mais altos de TBS e Brij 35 indicavam melhor separacao do par
critico, niveis baixos de voltagem e temperatura comprometiam o tempo de eluicao,
e ainda, que a relacao percentual dos solventes pareceu influenciar na separacéo do
ALN e AEP.

Testes para avaliar o efeito da concentragdo em niveis mais altos de Brij 35 e
TBS foram realizados, mas nenhuma melhora significativa do sistema foi
encontrada.

Para verificar melhor a influéncia do percentual de solvente orgéanico no
sistema, foram feitos nove experimentos, tabela 9.2, mantendo-se constante todas
as outras condicoes obtidas no ensaio 16 do Planejamento Fatorial Fracionario feito
anteriormente.

Dos nove experimentos da avaliagdo do solvente na composicao do eletrdlito,
o ensaio 1 foi o que proporcionou a melhor separacéo entre o ALN e o AEP, figura
9.3. Pbde-se perceber, analisando os eletroferogramas, que quanto maior a
qguantidade de MeOH e menor de ACN, melhor era a separagao do par critico, ALN e
AEP. Para verificar se esta tendéncia melhoraria ainda mais a separacgao, resolveu-
se extrapolar o experimento representado pela tabela 9.2 no sentido de aumentar a
porcentagem de metanol e consequentemente, diminuir a de ACN, até se obter 50%
de MeOH e 0% de ACN, contudo, a separacao do par critico ficou novamente
comprometida. Sendo assim, decidiu-se que o ensaio 1, da avaliacao do percentual

de solvente organico no eletrdlito foi o 6timo obtido experimentalmente.

55



9 - Resultados e discussao

Tabela 9.2 — Avaliacdo do percentual de solvente orgénico no eletrdlito.

Experimentos 1 2 3 4 5 6 7 8 9
% MeOH 33 31 29 27 25 23 21 19 17
% ACN 17 19 21 23 25 27 29 31 33
10 - 2 3
2
g 87 1 5
)
g 6 - .
<§ 4 i
J
8 2
<
0 L) L) L) v L]
4.5 5 5.5 6 6.5 7
tempo, min

Figura 9.3 : Eletroferogramas de padrdes de acidos graxos, 1 — AOL 0,2mmol/L, 2 — ADH
0,05mmol/L, 3 — ALI 0,1mmol/L, 4 — ALN 0,05 mmol/L e 5 — AEP 0,01mmol/L. Condi¢des da andlise:
capilar de 50pm de diametro interno, 360um de diametro externo, 48,5cm de comprimento total e
40,0cm de comprimento efetivo, injegdo 7.5s a 12,5mbar, detecgéo direta em 200nm, voltagem 27KV,
temperatura 27°C, 12,0mmol/L de Brij, 12,0mmol/L de TBS, 33% de MeOH e 17% de ACN.

Para verificar se o resultado da separacdo se repetiria o eletrélito cuja
composigao era de 12,0 mmol/L de Brij 35 e TBS, 33% de MeOH e 17% de ACN,
obtido do ensaio 1 presente na tabela 9.2, foi preparado trés vezes e injetado duas
vezes cada um, verificou-se que a separacao se repetiu com os padrées, mas, pode-
se verificar também que o tempo de saida dos compostos nao foi reproduzido, o que
€ comum de acontecer na técnica de eletroforese capilar.

Uma das solucbes que podem ser implementadas para tentar corrigir este
problema é fazer uso de um padrao interno (Pl). Como se sabe, a escolha do Pl é
muito importante e deve ser feita com cuidado, pois a substancia escolhida deve
comportar-se de forma semelhante aos analitos, contudo, ndo pode estar presente
na amostra, além de ter que estar, obrigatoriamente, separada de todos os outros

compostos presentes.
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Segundo a literatura (MAZALLI e BRAGAGNOLO, 2007; MILINSKA et al,
2003; HUANG et al, 1990), acidos graxos trans nao estao presentes em ovos, sejam
enriguecidos ou ndao com acidos graxos da familia dos w-3.

Com a metodologia ja otimizada para os padroes, resolveu-se aplica-la nas
amostras. Primeiramente pensou-se em injetar a amostra apenas realizando uma
reacdo de hidrélise basica como tratamento da mesma (CASTRO et al, 2010).
Todavia, isso nao foi possivel, pois no produto da saponificacdo estavam presentes
muitos residuos sélidos que se acredita que fossem as proteinas, abundantes nesse
tipo de alimento. Foi entdo necessario um cuidadoso estudo a respeito de extracao
de gordura em amostras biolégicas, bem como em alimentos.

A literatura reporta (MAZZALI e BRAGAGNOLO, 2007; IVERSON et al, 2001)
que para amostras com grande percentual de gordura a extracdo mais indicada é a
extracdo que utiliza mistura de cloroférmio e metanol (FOLCH et al, 1957). Ao
aplicar-se esta metodologia, figura 9.4, verificou-se que com a adicdo de solugao
aquosa de KCI ao extrato, foram necessarias cerca de duas horas para se alcancar
a separacao das fases organica e aquosa, Resolveu-se entdo testar a extracdo com
CLO e MeOH sem a adicao da solucao salina aquosa. Os eletroferogramas obtidos
desse teste estdo apresentados na figura 9.5.

Ao comparar-se os eletroferogramas apresentados na figura 9.5 pdde-se
perceber que a metodologia desenvolvida consegue facilmente diferenciar ovos
enriquecidos de ovos naturais.

O mesmo procedimento realizado para ovos enriquecidos e naturais foi
repetido, a titulo de curiosidade, para diferentes amostras de ovos, figura 9.6 E 9.7.
Todos os ovos analisados apresentaram perfil de AG semelhante entre si, a Unica
excecao, como era de se esperar foi o perfil de AG obtido para os ovos enriquecidos.

Em cada uma das amostras os picos foram identificados por adicao de
padrao, contudo, nado foi encontrado na amostra de ovo enriquecido, figura 9.5 A,
pico relativo ao AEP.
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Pesou-se 1,0g Adicionou-se Homogeneizou-se
de gema em —_ 20mL de — a mistura que foi
baldo de fundo solugdo 2:1 de transferida para
redondo CLO:MeOH funil de separacao
Esperou-se a Adicionou-se
separacao das 100mL de
fases e filtrou-se a solucao
fase organica para aquosa de KCI
baldo de fundo e agitou-se
redondo

Figura 9.4 : Esquema da extragdo segundo o método de Folch.
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Figura 9.5 : Eletroferogramas para A) amostra de ovo enriquecido com AG w-3 e B) amostra de ovo

vermelho natural.
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Figura 9.6 : Eletroferogramas para A) amostra de ovo de codorna, B) amostra de ovo caipira e C)

amostra de ovo branco.
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Figura 9.7 : Amostras analisadas: A) ovo vermelho, B) ovo branco, C) ovo de codorna, D) ovo caipira
e E) ovo enriquecido com AG w-3.
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Para verificar de forma inequivoca a presenca dos AG w-3 na amostra de ovo
enriquecido, e principalmente se o AEP estaria presente, decidiu-se injetar a amostra
em um equipamento de espectrometria de massas. No espectro de massas obtido,
figura 9.8, foram encontrados todos os AG insaturados que vinham sendo
analisados por EC.

(6) 2s5.3
100 7 100 100
] 1 1 (o)
il i 2813 , 2813
b < - 2533 R
1 7 1134 2834 1 (a) 2834
279.3
0 W—l—?“fﬁr“f

100 an0 100 200 300 280
m{Z miZ m{Z

Figura 9.8 : Espectro de massas para a amostra de ovo enriquecido. (¢€) ALN, (8) AOL, (6) AEP, (a)
ALl, (o) ADH.

Com a ionizagdo no modo positivo, o sinal com relacdo massa/carga (m/z) em
302,2 indica a presenga do ALN com um ion s6dio aduto e intensidade relativa de
20%. No modo negativo da ionizacao, os sinais encontrados puderam comprovar a
presenca dos outros quatro acidos. O sinal com relacdo m/z em 171,1 pode
identificar o AOL ap6s quebra na sua insaturacdo, sua intensidade relativa foi de
10%. O ALI foi identificado no sinal de relacdo m/z de 279.3 apds a perda de um ion
H*, sua intensidade relativa foi de 40%. O AEP foi identificado no sinal com m/z de
255,3 e intensidade relativa de 80%, e finalmente, o ADH foi identificado no sinal
com m/z de 281,3 e intensidade relativa de 75%, ambos sofreram descarboxilacdo
seguida da perda de uma molécula de H..
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A literatura (MAZZALI e BRAGAGNOLO, 2007) reporta valores baixos de
concentragcao para o AEP em amostras de ovos enriquecidos, cerca de 15mg/100g
de gema, logo, o que se pode concluir € que o AEP esta presente na amostra,
todavia em quantidades abaixo do limite de deteccdo da metodologia desenvolvida.

Sabendo-se que o método consegue separar o AOL, ALI, ALN e ADH
presentes na amostra, partiu-se entao para a etapa de quantificacdo dos mesmos.

Por preencher todos os pré-requisitos necessarios de um padrao interno,
para o caso em questdo, como comportar-se de forma semelhante aos analitos e
nao estar presente na amostra, foram feitos testes e o acido estearico (AES — C18:1,
9t) pbéde ser utilizado como padréao interno (PI) para a construcao da curva analitica.

A equagao 9.2, utilizada no calculo da concentragdo do analito na amostra
quando se tem o sinal do analito e do padrao interno em solu¢cdes de concentracéao
conhecida, define a relacdo existente entre o padréo interno e o analito, ou seja, o
fator de resposta. Mesmo que haja pequenas variagdes no sistema, ambas as
substancias sao afetadas, e a relacdo mantém-se constante.

Aa _ F, A (Equacao 9.2)

onde Aa é o sinal do analito, [A] a concentragdo do analito, Fgr o fator de resposta,
Ap| 0 sinal do padrao interno e [PI] a concentracdo do padrao interno.

Quando se constréi uma curva analitica utilizando o padrdo interno em
concentracao constante, e se esta curva estiver bem ajustada, ou seja, o ajuste
linear ndo apresentar evidéncias de falta de ajuste, o coeficiente angular pode ser
usado como fator de resposta (BALESTEROS et al, 2007; CASTRO et al, 2010).

Sendo assim, foram construidas curvas analiticas para os acidos AOL, ALI,
ALN, e ADH. As curvas de calibracdo foram preparados em cinco niveis de
concentracdo e em triplicatas auténticas, tabela 9.3. A concentracdo do AES foi
mantida constante em 0,057mg/g em todos os pontos das quatro curvas analiticas
obtidas.
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Tabela 9.3 — Niveis de concentragdo dos AG nas curvas de calibragao.

Niveis de concentracao (mg/g) C18:1 (C18:2 (C18:3 (C22:6
0.65 0,38 0,30 0,07
0,91 0,64 049 0,21
1,30 0,88 0,70 0,39
149 131 0,85 0,51
190 160 1,07 0,65

a b WO NN =

A tabela 9.4 apresenta os valores usados para se obter os modelos de
regressao para os AG. Os valores dos sinais mostrados na tabela sdo os sinais
corrigidos, ou seja, o sinal da amostra dividido pelo sinal do padrao.

Tabela 9.4 — Valores usados na implementacdo do modelo de previsao.

Acido graxo [AJ/[PI] Sinal 12 réplica Sinal 22 réplica Sinal 32 réplica

C18:1 0,65 0,54 0,93 0,59
0,91 0,69 0,75 0,80
1,30 1,03 0,92 0,93
1,49 1,04 1,13 1,12
1,90 1,34 1,44 1,30
C18:2 0,38 1,33 0,82 0,92
0,64 1,45 1,77 1,90
0,88 2,39 1,94 2,08
1,31 3,39 3,54 3,13
1,60 3,45 3,78 3,45
C18:3 0,30 1,00 1,23 1,28
0,49 1,93 1,67 1,91
0,70 2,85 2,95 2,67
0,85 4,17 3,20 2,53
1,07 3,68 3,99 4,17
C22:6 0,54 0,44 0,43 0,54
1,43 1,21 1,36 1,43
2,52 2,50 2,39 2,52
4,41 3,44 2,95 4,41
3,71 4,60 4,52 3,71

Utilizando o método dos minimos quadrados pode-se obter a regressado da
curva analitica e consequentemente a equacao da reta bem como o coeficiente de

correlacao (r) para cada um dos AG analisados neste trabalho.
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Tabela 9.5 — Resultados estatisticos para os modelos de previséo.

Curva Coeficiente angular  Coeficiente linear R Fsig Ftaita de ajuste Fr

C18:1 0,64 £ 0,03 0,15+ 0,04 0,986 459,59 0,23 0,64
c18:2 2,06 £0,13 0,31 £0,13 0,979 254,52 0,42 2,06
C18:3 3,69 £ 0,35 0,10 £0,26 0,946 111,29 0,25 3,69
C22:6 6,76 + 0,47 -0,04 £ 0,19 0,970 209,35 0,38 6,76

FCFitiCOsig 0,05,1,13 = 4,67
Fcritlcofalta de ajuste 0,05, 3;10 = 3a71

Tendo obtido os modelos de previsdao, estes s6 podem ser utilizados
corretamente se sua linearidade for verificada e ainda, se nao apresentarem
evidéncias de falte de ajuste, equacao 6.1. Na verificacdo da falta de ajuste, se o
valor de Fiaita de ajuste fOr menor que o valor de Fcriticosig, dentro do intervalo estimado,
ndao havera evidéncias de falta de ajuste do modelo. Ja na verificacdo da
significancia da regressdo, o valor de Fsy deve ser pelo menos cinco vezes maior
que o valor de Fcriticosig. Se o resultado para ambos os testes obedecerem as
regras estatisticas, o coeficiente angular da equacéao obtida pode ser usado como Fg
para a quantificacdo do respectivo AG nas amostras.

Como o valor de Faia ge ajuste fOi menor que o valor de Fcriticosig para todas as
curvas de calibracdo obtidas e também o valor de Fgq4 foi pelo menos vinte vezes
maior que o Fcriticosg, pode-se afirmar com 95% de confianga que para o intervalo
estimado, ndo ha evidéncia de falta de ajuste nos modelos implementados, bem
como, suas regressdes sao significativas, portanto, os Fr encontrados podem ser
utilizados para quantificar os AG da série dos w em amostras de ovos de acordo

com a equacao 9.3, que € um rearranjo da equagao 9.2.

AP

[Al=
FaAp,

(Equacéo 9.3)

Antes de quantificar a amostra pensou-se em avaliar se a forma que a
extragdo vinha sendo feita estava correta e se a adicdo de solucédo salina faria ou
nao diferenca no resultado final. Para isso foi realizado um planejamento fatorial

misto.
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Os fatores avaliados foram quantidade de solvente, nos niveis 3,0; 5,0 e
7,0 mL. A quantidade de solvente € importante de se avaliar, pois pouco solvente
pode ser insuficiente para a extracao total da fase lipidica, e quantidades maiores
pode acabar gerando desperdicio. Também foi avaliado o tempo que a amostra
ficava no banho ultrassénico nos niveis 3,0; 5,0 e 7,0 minutos, se o tempo é curto,
pode ndo ser suficiente para promover a interacao da amostra com o solvente, tendo
como conseqliéncia uma extragdo parcial da gordura presente na amostra. Todavia,
tempos longos nao sao desejaveis se este tipo de procedimento for utilizado em
analise de rotina, além disso, também pode proporcionar a degradacao dos analitos.
O ultimo fator analisado foi a adicdo ou ndo de solucéo salina aquosa de KCI, nos
niveis “+” e ““, ou seja, presente e ausente. Com a adicdo da solugcado salina, o
tempo do preparo da amostra aumenta consideravelmente, logo, se a ndo adigéo
levasse a resultados similares aos de quando a solucao é adicionada, o primeiro
resultado seria o preferido.

Para realizar este experimento foram utilizadas quatro gemas de ovos
enriquecidos, elas foram separadas das claras e passaram por uma peneira que
além de homogeneiza-las, também ajudou a separar a membrana que envolve as
gemas.

Para avaliar os resultados do planejamento misto, tabela 9.6, escolheu-se
como resposta a soma das massas dos AG da familia dos w-3 monitorados pela
metodologia desenvolvida (ALN e ADH). Esta soma (M) foi encontrada através da

equacao 9.4:

([ALN] + [ADH]) x m
100

M = (Equagao 9.4)

onde [ALN] é a concentracdo de acido linolénico encontrada em 100g de gema,
[ADH] é concentracao de acido docosahexaendico encontrada em 100g de gema e

m é a massa média de gema em 100g de ovo liquido (clara + gema).
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A massa média de gema em 100g de ovo liquido foi obtida pesando-se seis
ovos enriquecidos (clara e gema) e posteriormente as gemas apenas. Em seguida
foi feito um célculo simples de propor¢gdo que gerou como resultado a massa de
26,79 de gema em 100g de ovo liquido.

Segundo a figura 9.9, estdo presentes o total de 393mg de AG w-3 em 100 g
de ovo enriquecido liquido da marca analisada. Contudo, a metodologia
desenvolvida no presente trabalho avalia apenas a presenca dos AG w-3 ALN e
ADH, logo, a existéncia de outros AG também da série dos w-3 néo foi incluida na

Ultima coluna da tabela 9.6.

Figura 9.9 : Composigao nutricional dos ovos analisados, declarada pelo produtor no rétulo da
embalagem.

Quando o valor é comparado com os resultados apresentados na ultima
coluna da tabela 9.6, verifica-se que valores abaixo de 300mg/100g podem ser
descartados pois 0 ALN e o ADH séao os majoritarios para AG w-3 na composicao
dos ovos enriquecidos. Restam entdo os experimentos 2, 8, 12, 13, 14, 15 e 18.

O experimento 15 ultrapassou o valor de referéncia e o 8 chegou proximo a
ele, como se sabe, o ALN e o ADH n&o sao os unicos w-3 presentes na amostra,
logo, a soma da massa destes acidos nao deveria se aproximar tanto do valor de
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referéncia. Além disso, a concentragcdo do AOL para os experimentos 8 e 15, bem
como para o 18 estao muito altas, discrepantes em relagdao aos outros experimentos,
por isso os trés foram descartados.

Os experimentos 2, 12, 13 e 14 concordam entre si quanto aos resultados
para os AG w-3, como também para os outros acido. Dentre estes experimentos
descartou-se 0 que gastava mais solvente, experimento 12. E dentre os que
restaram, escolheu-se o0 que apresentou menor tempo de extracéo, ou seja, aquele
onde nao foi necessaria a adicao de solucdo salina, experimento 2.

Apés a implementacao das curvas de calibracdo com padrdes, obtengédo dos
fatores de resposta e verificacao da linearidade do método proposto, além do estudo
a respeito do procedimento de extracdo, amostras de ovos enriquecidos foram
analisadas.

Duas gemas de ovos enriquecidos foram pesadas e misturadas e as amostras
preparadas em trés réplicas auténticas, ou seja, foram feitas trés extragdes da
mesma amostra seguindo o procedimento de extracdo do ensaio 2 do planejamento
fatorial misto, ja descrito. Foram feitas as diluicbes necesséarias e o extrato foi
dopado com 0,057mg/g de padrao interno, mesma concentracao utilizada na

construgao da curva da calibragéo.

18 1 34
3 2
£
.‘j 12'
o
= 1
<¢>B 5
o 6-
3
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0 L] L] L] L] L] L]
6 7 8 9 10 11 12
tempo, min

Figura 9.10 : Eletroferograma da amostra de ovo enriquecido, 1 —PIl, 2 - AOL, 3—-ADH, 4 - ALle 5 -

LNA. Condicoes da andlise: capilar de 75um de didmetro interno, 360um de didmetro externo, 48,5cm

de comprimento total e 40,0cm de comprimento efetivo, inje¢cdo 5,0s a 12,5mbar, deteccdo direta em

200nm, voltagem 27KV, temperatura 27°C, 12,0mmol/L de Brij, 12,0mmol/L de TBS, 33% de MeOH e
17% de ACN.
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Como a amostra foi dopada com Pl foram observados cinco picos e por
adicéo de padrao pode-se comprovar que os picos eram relativos ao AEL (PI), AOL,
ALI, ALN e ADH respectivamente.

Para os quatro AG que foram detectados na amostra foi possivel calcular o
limite de deteccéo, o limite de quantificacdo e a precisdao (SKOOG, 2006; ANVISA,
2003):

Tabela 9.7 — Resultados da quantificagdo dos AG na amostra de ovo enriquecido.
Analito Concentracdo na amostra (n=3) LD?® LQ?® CV%’

C18:1 8912,83 + 38,18 2,05 6,83 0,11
C18:2 3235,33 + 40,92 0,58 1,93 0,31
C18:3 597,13 £ 9,70 0,35 1,16 0,67
C22:6 426,28 + 7,35 0,11 0,38 0,35

® _mg/100g; ° — CV values of migration times for sample (n = 10).
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10 — CONCLUSOES

Foi proposta deste trabalho a otimizacdo de metodologia alternativa por ECZ
capaz de diferenciar ovos comuns de ovos enriquecidos sob deteccao direta por UV-
Vis. Estudos da composicao do eletrélito foram realizados com o intuito de se
alcancar a separacao do par critico ALN:AEP. No sentido de auxiliar e orientar a
execucao dos experimentos, ferramentas da Quimiometria foram utilizadas.

Apoés ter sido obtida a separacao do par critico, modelos de previsao foram
implementados e testados estatisticamente, para sé entdo ser utilizado na
quantificacdo dos analitos nas amostras.

O presente trabalho comprova o potencial da ECZ para a analise de acidos
graxos insaturados por detecc¢éao direta no UV-Vis.

A metodologia otimizada apresenta baixo custo e curto tempo de analise se
comparada com a técnica oficial, apresenta também boa freqiéncia analitica, cerca
de cinco inje¢cdes por hora, além disso, ndo necessita de passos de derivatizacdo no
preparo da amostra e a analise de seus resultados sdo de facil interpretacao.

O método pode ser utilizado como ferramenta auxiliar, atuando como técnica
screening, ajudando desta forma as agencias governamentais de monitoramento e
identificacdo de fraude (Ministério da Agricultura, por exemplo), ou ainda, no controle
de qualidade da producéo, pois diferencia de forma clara ovos enriquecidos de ovos
naturais.

Os resultados obtidos nesta dissertacao resultou em publicagdo de um artigo
na revista Analytical Sciences (Anexo) em maio deste ano e possui grande potencial

para aplicagdo em outras amostras.
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11 — PERSPECTIVAS

A comparagdo da metodologia desenvolvida no presente trabalho com a
técnica oficial de analise de AG, a CG, sera ainda realizada. Por problemas devidos
a importacado de componentes do equipamento de EC, que ficou sem funcionamento
por seis meses ao longo do desenvolvimento deste trabalho, é que esta etapa do
trabalho ndo pode ser concluida a tempo.

Além da comparacdao da metodologia otimizada com a CG, pretende-se
também aplicar o método a amostras alimenticias como margarinas, 6leos vegetais
e peixe enlatado, além de utiliza-la na determinacao de trans total também em

amostras alimenticias.
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Analysis of Omega 3 Fatty Acid in Natural and Enriched Chicken
Eggs by Capillary Zone Electrophoresis

Brenda Lee Simas Porro,* Marcus Vinicius Nora de Souza,** and

Marcone Augusto Leal de OLIVEIRA*?

*Departamento de Quimica, Instituto de Ciéncias Exatas, Universidade Federal de Juiz de Fora,
Cidade Universitdria CEP 36036-330, Juiz de Fora, MG, Brazil
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Qualitative differentiation between natural and enriched chicken eggs through omega (@) 3 fatty acid profiles by capillary
zone electrophoresis (CZE) under direct UV detection at 200 nm 1s proposed. The electrolyte background consisted of
12.0 mmol L tetraborate buffer (pH 0.2) mixed with 12.0 mmol L' Brij 35, 17% acetonitrile (ACN) and 33% methanol

(MeOH).

Omega 3 fatty acid profile in chicken egg samples were analyzed by CZE system and confirmed by

single-quadrupole mass spectrometry with an electrospray ionization probe set to negative lonization mode after sample
preparation by the Folch method. The results showed that @ fatty acid profiles analyzed by the CZE approach can be used
to chemical markers to monitor fraud, presenting simplicity, short analysis time (10 min) and low cost as advantages.

(Received April 17, 2010; Accepted March 3, 2011; Published May 140, 2011}

Infroduction

Eggs are considered essential for a balanced diet due to their
high protein composition associated with a wide varety of
essential amino acids, fatty acids, vitamins and minerals. Thus,
eggs Ingestion should be encouraged since it can help control
body weight, maintaining muscle strength and reduce loss of
muscle mass, Improve vision and brain function and support a
healthy.'

Omega 3 fatty acid (Fig. 1) eating has several health benefits
by helping to reduce triglyceride and total cholesterol blood
levels. It is also used as an allergy mediator in inflammatory
processes; 1t decreases blood pressure, reduces platelet
aggregation and increases blood flow. Furthermore, the acids
are essential to the human body, because we do not produce
them naturally.'® In the search for a healthier diet, modified
egas have to be produced by the addition of polyunsaturated
fatty acids from the omega 3 families and vitamin E by changing
the hens’ diet. In order to produce omega 3 eggs. the chickens
need to receive a different diet. A ton of feed must contain
560 kg of corn, 277 kg of soybean bran, 53.0 kg of meat bran,
83.0 kg of limestone, 3.00 kg of sodium chloride, 20.0 kg of
linseed oil and 4.00 kg of vitamin supplement.&?

In general, analyses of fatty acids in enriched chicken egg
samples are performed by gas chromatography (GC). However,
more volatile methyl or trimethylsilyl ester derivatives are
commonly required, especially for the longer chain fatty acids
solutes, although specifically designed columns that tolerate
high temperatures are also available and can be used for the

T To whom correspondence should be addressed.
E-mail: marcone. oliveira@ufjf.edu.br

analysis of fatty acid in a flame ionization detector. GC is
highly efficient, but analysis time is about 40 min becoming
longer in analyses of a large amount of sample.®!! Thus, the use
of a complementary analytical technique able to perform
screening of a large amount of sample in a rapid and cheap way
can be useful.

In recent years, capillary electrophoresis (CE) has been
strongly considered for the analysis of fatty acids in food,
presenting short analysis time, absence of derivatization step in

—Cou e ) o
! 4 7
Oleic zeid My =28244 Limoleic acid M, = 280241
HyT COH
7
Linglenic acid My =
HyC: COH
3
Eicosapentzenoic acid My, = 30222
HyC: COH
Docosahexaenoic acid My, =32824
Fig. 1 Omega fatty acids chemical structures.
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sample preparation and simplicity as advantages.'> Traditionally,
fatty acids are a group of compounds containing a saturated or
unsaturated hydrocarbon chain, consisting of more than 10
carbons and a carboxylic group. In general, these species
present pK, about 4.5, low solubility in water and low UV
absorbance. The fatty acid analysis by capillary electrophoresis
takes into account the following: the use of higher concentrations
of organic solvents such as acetonitrile and methanol in order to
avoid micelle formation among fatty acids: pH buffer above 7.0
to promote dissociation of the carboxylic group and thereby to
promote analysis in the anionic form; the use of a chromophore
agent in the electrolyte system or a chromophore buffer to
promote UV indirect detection: and the use of an additive to
help in the separation among geometric isomers such as cis or
cis-trans pairs by using cyclodextrins or non ionic surfactants.
However, mono or poly-unsaturated fatty acids (cis or trans
ones) present acceptable sensitivity at 200 nm for direct UV
detection. Dwue to the importance of these fatty acids in human
diet and the possibility of economic fraud, this work has as the
main objective to apply CE as an auxiliary analytical tool able
to distinguish between enriched and natural eggs using the @
fatty acid profile as a chemical marker.*® Such fraud can be
sertous, since no visual difference is found between enriched
and natural chicken eggs and. according to a price survey in the
local market, a dozen enriched eggs can cost up to 2.0 times the
price paid for a dozen natural eggs.

Experimental

Chemicals and solutions

All reagents used were of analytical grade. Water was purified
by a deionization (Milli-Q system: Millipore, Bedford, MA).
Methanol (MeOH), acetonitrile (ACN), chloroform, sodium
tetraborate (Na;B40;) and sodium hydroxide (NaOH) were
purchased from Vetec (Rio de Janeiro, RJ, Brazil).
Polyoxyethylene 23 lauryl ether (Brij 35%) was purchased from
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO).

Standard oleic (C18:1¢), linoleic (C18:2cc), linolenic (C18:3cce)
and eicosapenteinoic (C20:5cecec) acids were purchased from
Sigma (St. Louis, MO). Individual 20.0 mmol L fatty acid
stock solutions were prepared by dissolving appropriate amounts
of the selected standards in methanol: such solutions were
stored in a freezer until analysis. A mixture of all standards was
prepared at 0.3, 0.1, 0.1, (.05 and (.05 mmol L for oleic
(C18:1c), linolenic (C18:2cc), linolenic (C18:3ccc), elcosapenteinoic
(C20:5cceece)  and  docosahexaenoic  (C22:6ccecec)  acids,
respectivily, by appropriate dilution in MeOH.

The optimized working electrolyte solution was prepared by
appropriate dilution of stock solutions and incorporation of
solvents. The background electrolyte consisted of 12.0 mmol L
tetraborate (TBS) buffer (pH 9.2) containing 12.0 mmel L~ Brij
35, 17% ACN and 33% MeOH.

Sample preparation

Natural and omega-3-enriched chicken eggs were purchased
from the local market. Approximately 1.00 g of yolk of each
sample was weighed separately and lipid extraction was done
according to a procedure well established in the literature.®* The
sample residues were saponified separately with 2.5 mL of a
methanolic NaOH solution (0.3 mol L) at 75-80°C for
20 min in an aqueous heating bath in order to make hydrolysis
for analysis of the fatty acids released from glycerol. After that,
the material resultants from saponification were diluted in
methanol in a volumetric flask of 10.00 mL. Finally, 25.0 uL of

ANALYTICAL SCIENCES MAY 2011, VOL. 27

Table | Fractional factorial matrix 2+*! with encoded variables
Experiment X, Xz X; X4 X5 (12345)

1 -1 -1 -1 -1 1

2 1 -1 -1 -1 -1

3 -1 1 -1 -1 -1

4 1 1 -1 -1 1

5 -1 -1 1 -1 -1

6 1 -1 1 -1 1

7 -1 1 1 -1 1

8 1 1 1 -1 -1

9 -1 -1 -1 1 -1

10 1 -1 -1 1 1

11 -1 1 -1 1 1

12 1 1 -1 1 -1

13 -1 -1 1 1 1

14 1 -1 1 1 -1

15 -1 1 1 1 -1

16 1 1 1 1 1

1. TBS (mmol/L): (—1) 8.0: (+1) 12.0.

. Brij (mmol/Ly: (1) 8.0; (+) 12,0

. Positive voltage (kV): (=1) 23.0: (+) 27.0.

. Temperature (°C): (=1 23.0; (+) 27.0.
MeOH/ACN (%) (1) 23002700 (+) 27.0/23.0.

[ R EN P ]

each sample was diluted in a volumetric flask of 1.00 mL before
injection into the CE equipment. The procedures were
performed in genuine triplicate.

Instrumentation

CZE optimization experiments were conducted in a CE system
(HP3d CE, Agilent Technologies, Pale Alto, USA) equipped
with a DAD set at 200 nm, a temperature control device
maintained at 27°C, and data acquisition and treatment software
{(HP ChemStation, rev A.06.01). Samples were hydrodynamically
injected (25 mbar 7.5 s) and the electrophoretic system was
operated under normal polarity and constant voltage conditions
of +27kV. In the experiments were performed using a
fused-silica capillary (Polymicro Technologies, Phoenix, AZ)
48.5 em (40 em effective length) x 30 or 75 pm i.d. = 375 pm
o.d. was used.

Samples were analyzed using a Micromass (Manchester, UK)
Z() 2000 single-quadrupele mass spectrometer with an
electrospray ionization probe set to negative lonization mode.
The capillary voltage was set to 2.5 kV, and the sample cone
voltage was —30V. The desolvation temperature was set at
150°C. The desolvation gas (nitrogen) was set to 160 I/h, the
nebulizer gas (nitrogen) at 80 psi. and the cone gas (nitrogen) at
50 1.

Analytical procedures

When a new capillary was used, it was conditioned by a
pressure  flush of 1.00 mol L' NaOH solution (30 min),
deionized water (15 min) and electrolyte solution (15 min). In
between runs, the capillary was replenished with 0.20 mol L-!
NaOH solutions (2 min), deionized water (2 min) and fresh
electrolyte solution (3 min, pressure flush).

Results and Discussion
Oliveira et al.'"? developed a methodology using a tetraborate

buffer pH 9.2 combined with methanol (25% v/v), acetonitile
{25% wviv) and Brij 35 as electrolyte system. This and achieved
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Fig. 2 Electropherograms showing BGE optimization for standard mixture: (A) electropherogram
obtained using preview methodology, (B) electropherogram obtained for the best result found in
fractional factorial design 2y, (C) electropherogram showing the optima optimized conditions.
1, Cl&:1c: 2, C18:2¢cc: 3, C22:6ceccee: 4, ClB:3cec: 5, C20i5cecce. (A) 100mmol L of tetraborate
buffer pH 9.2 mixed with 10.0 mmol L' of Brij 35, 25% ACN and 25% MeOH. Operational conditions:
injection, 25 mBar. 7.5 s: voltage. +25 kKV: temperature, 25°C; 4 = 200 nm. Capillary dimensions:
455 cm total (40 cm effective length) = 50 um id. = 375 um od. (B} 12 mmol L-! of tetraborate
buffer pH 9.2 mixed with 12.0 mmol L of Brij 35, 27% ACN and 27% MeOH. Operational conditions:
injection, 25 mBar. 7.5 s: voltage. +27 kV: temperature, 27°C: A = 200 nm. Capillary dimensions:

485 em total (40 em effective length) = 50 pm i.d. = 375 um o.d.

(C) 12 mmol L' of tetraborate

buffer pH 9.2 combined with 12.0 mmol L' of Brij 35, 17% ACN and 33% MeOH. Operational
conditions: injection. 25 mBar, 7.5 s voltage, +27 kV; temperature, 27°C; A =200 nm. Capillary
dimensions: 48.5 cm total (40 cm effective length) > 50 um i.d. x 375 pm o.d.

Table 2 Experimental trial for organic solvent proportion
optimization

Experiment 1 2 3 4 5 3 7 8 9

%o MeOH 33 31 29 27 25 23 21 19 17
% ACN 17 19 21 23 25 21 29 31 33

partial separation of C18:2¢cc (@6), C18:3cce (w3), C20:5ccece
(3) and C22:6¢cecece (@3) in fish oil and algae samples after a
simple saponification procedure using 0.5 mol L' of NaOH
dissolved in methanol.'21%?  However, when the method was
used for fatty acid standard separation, the co-migration between
C18:3cce (03) and C20:5cccee (@3) was observed, according to
Fig. 2A.  In order to improve the separation between critical
pair C18:3cce (@3)C20:5cccee (@3), a fractional factorial
design 24! (Table 1) having as factors sodium tetraborate
(buffer), Brij 35 (non-ionic surfactant used for cis homologues
separation), voltage, temperature and methanol and acetonitrile
proportion (helps fatty acids solubilization inside back ground
electrolyte (BGE)) was perfomed. The generating relation
I = 12345 was proposed because the main effects were confused
with fourth order interactions (low significance), and there is no
confusion between the second order Interactions.  Other
experimental conditions such as capillary dimensions (48.5 cm
total (40 ¢cm effective length) x 30 um 1.d. x 375 pm  o.d.),
injection (25 mBar, 7.5 s), and wavelength (A = 200 nm) were
maintained fixed.

In the present case, the response evaluated for the experimental
set was the critical pair separation C18:3cce (@3)/C20:5cccee

(@3). The experiment 16 (Fig. 2B) was considered the better
result inside the experimental set performed, In spite of not
achieving the full critical pair separation. However, the results
obtained from the experimental set was possible to realize that
variation into solvent proportion (MeOH and ACN) should be
investigated. Therefore, a new experimental set was performed
as described in Table 2, maintaining constant other variables
such as TBS, Brij 35, voltage and temperature according to the
values fitted in experiment 16.

Among the nine experiments carried out, the experiment 1
presented the bets results (Fig. 2C). In order to verify the
separation repeatability, we prepared the BGE in five genuine
replicate and the standard was injected three times in each BGE.
We verified that the baseline separation was achieved, but the
migration time presented variations (not shown). Thus, in order
to significantly reduce the injection-related imprecision®® and
to ensure better reproducibility and greater control over the
sample amount injected, one should prefer the use of an internal
standard in the quantitative analysis. In this case, elaidic acid
C18:1t was chosen as an internal standard because is not present
in the sample and will migrate well separated from the other
fatty acids of interest.

Response factor (Rp) calculation and omega fatty acid
determination

The proposal of omega fatty acid quantification in the enriched
eggs was based on a statistical study including the response
factor (Rg) calculation by using C18:1t as the internal standard
(IS).135 In order to calculate Ry we obtained four analytical
curves taking into account a random experiment in genuine

triplicate using an C18:1c (@9), C18:2cc (wh), C18:3cce (@3)
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and C22:6ceccce (@3)  standard  solution  with  varying
concentrations and fixed elaidic acid (IS) concentration at
0.057 mg g, by means of the least-squares method (LSM)
through a priori test hypothesis (Eq. (1)). Table 3 shows the
values used in the regression model.

The regression model diagnosis'>57® was satisfactory with
no lack of fit (F lack of fit, Fiugorm) because the values of
Foosao and Fygsss caleulated were lower than Fyps s critical
(3.71) for C18:1¢, C18:3cce and C22:6ccccce and Foossg critical
(4.07) for C18:2cc according the data in Table 4. Besides, the
regression  significance values (F significance, Fg) were
acceptable, because all Fu, calculated values are at least five
times higher than Fygsy.; critical and Fygsg critical equal to
4.67 and 4.84, respectively.

. EmE-30(p-2)

Sy =
Fare =" =ya—— (1
¥ E ) (v — _\'iJQJ‘r(?H— Pl
i=1 =h

The guantification procedure involved the caleulation of R, as
described by the following mathematical expression:

Ax
[ Xiopa]

_p Ais
=R [1S] (2)

Here Ax is the individual omega fatty acid area, [Xiora] the
individual omega fatty acid concentration, R the response

Table 3 Values used for regression model implementation
. Signal st Signal 2nd  Signal 3rd
Fatty acid  [Xiora J/[IS] replicate replicate replicate
C18:1 0.65 0.54 0.53 0.59
0.91 0.69 0.75 0.80
1.30 1.03 0.92 0.93
149 1.04 1.13 1.12
1.90 1.34 1.44 1.30
Cl18:2 0.38 1.33 0.82 0.92
0.64 1.45 177 1.90
0.88 2.39 1.94 2.08
1.31 — — 313
L.60 3.45 3.78 3.45
C18:3 0.30 1.00 1.23 1.28
0.49 1.93 1.67 1.91
0.70 2.85 2.95 2.67
0.85 417 3.20 2.53
1.07 3.68 399 4.17
C22:6 0.07 0.54 0.44 0.43
0.21 1.43 1.21 1.36
0.39 2.52 2.50 2.39
0.51 4.41 344 2.95
0.65 3.71 4.60 4.52

Table 4  Statistical results for enriched egg samples quantification

ANALYTICAL SCIENCES MAY 2011, VOL. 27

factor, Ais the elaidic acid peak area and [IS] the elaidic acid
concentration at 0.037 mg g,

Since the regression model diagnosis was satisfactory, the
slope can be used as a response factor in Eq. (2), and as long as
the internal standard C18:1t at 0.037 mg g-! is used, the
concentration (mg g) of individual omega fatty acids remains
hidden. Individual omega fatty acid in the sample was carried
out through Eq. (3). obtained after rearranging Eq. (2):

_ Ax[C18:1t]d 100
[Xiora AisRr

(3)
where Ax is the area of individual omega fatty acids in the
sample, d the dilution factor, A the elaidic acid area, R the
response factor (fitted model slope) and [C18:1t] IS concentration
at 0.057 mg g™

Sample analysis

In order to apply the developed methodology to analyze real
sample, we tested the direct fatty acid saponification in yolk
eggs, but it did not achieve good results due to the large protein
amount present. Therefore, a study involving sample preparation
was necessary. After careful literature review and some
preliminary trials (not shown), we could conclude that the
Folch’s method used for lipid extraction was the most suitable
one for fatty acid analysis in eggs 81011212 By Jooking at the
electropherograms obtained from egg sample analysis, we
established that the majority of the fatty acids found for chicken
natural eggs were Cl8:1lc (@9) and C18:2cc (w6). while for
enriched chicken eggs they were Cl8:1c (@9), Cl8:2cc (b)),
Cl8:3cee (@3) and C22:6¢ccecee (3) (Fig. 4).  Since the
electrophoretic run was performed under normal polarity and
counter electrosmotic mode, the analytes were present in the
anionic form (all fatty acids containing one negative charge at
pH -9.2).  Fatty acid migration time in the samples was
confirmed by spiking with standard samples (not shown). A
complementary study by liquid chromatography-tandem mass
spectrometry (LC-MS/MS) was performed in order to detect the
unequivocal presence of @ fatty acids in samples through the
mass/charge (m/f7) attribution (Fig. 3). LC-MS/MS obtained
from enriched chicken eggs showed the signals of oleic, linoleic,
linolenic, eicosapentaenocic and docosahexaenoic acids. In the
positive ion mode there is a signal intensity with m/z at 302.2
that indicates sodium adduct ion of linolenic acid (C18:3cce @3)
and relative intensity of 20%. In the negative ion mode, the
peaks of the other four acids can be identified: oleic (C18:1c
@9) miz at 171.1 (after double bond breaking) relative intensitity
10%; linoleic (C18:2cc @6) miz at 279.3 (after loss of H*)
relative intensitity 40%: docosahexaenoic acid (C22:6ccecce
@3) miz at 281 .4 relative ntensitity 75% (after descarboxylation
and loss of Hz): and eicosapentaenoic acid (C20:5cccee m3) miz
at 255.3 relative intensitity 80% (after descarboxylation and loss
of Hy).

Curve Slope Intercept r F; Flo st Rp Amount found® (7= 3) LOD»  LOQ~ OV, %*
C18:1 0.15+004 0642003 0986 45959 0.68 0.64 8912.83 + 38.18 2.05 6.83 0.11
C18:2 0311013 2062013 0979 25452 1.01 2.06 323533 £40.92 0.58 1.93 031
C18:3 0.10+026 3691035 0946 111.29 0.76 3.69 597.13+£9.70 035 1.16 0.67
C22:6 0042019 6762047 0970 20935 1.15 6.76 42628 +7.35 0.11 0.38 0.35

Feriticaligonsia: = 4.67 (C18:1, C18:3 and C22:6), Feriticaligoosin = 4.84 (C18:2). Feriticalkermoos a0 = 3.71 (C18:1, C18:3 and C22:6),
Feriticalig agons 3e = 407 (C18:2). a mg 100 g, b CV values of migration times for sample (n = 10). Operational condition as in Fig. 4.
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Fig. 4 Electropherograms obtained for (A) enriched and (B) natural
egg samples. IS, Cl8:1t; 1, Cl8:1c; 2, Cl8:2cc: 3, C22:6cccoce
4,C18:3cce. BGE: 12 mmol L of tetraborate buffer pH 9.2 combined
with 12.0 mmeol L-' of Brj 35, 17% ACN and 33% MeOH. Operational
conditions: injection, 25 mBar, 5.0 s, voltage, +27 KV tenperature,
27°C. A=200nm. Capillary dimensions: 48.5cm total (40cm
effective length) = 75 wm i.d. % 375 pm o.d.

However, according to a literature report,'” the majorities are
the first four, i.e., even when the five are present in the sample,
the latter was not detected with the proposed method. Table 4
shows the statistical results obtained for omega fatty acids
quantification in enriched eggs samples, taking into account the
use of an internal standard in the quantitative analysis and Fig. 4
electropherogram for visual differentiation between enriched
and natural eggs.

Conclusions
The present work showed the potential of CZE for analysis in

chicken eggs under direct UV detection. The optimized CZE
methodology presents low cost, short analysis time, no

200
miZ

545

() 2553

(o)

. 2813 2813

miZ

Enriched egg samples mass spectra. (£) C18:3cce, () C18:1c. (8) C20:5ceccee, (o) C18:2cc,

derivatization steps for sample preparation and simple data
interpretation as advantages. Therefore, the methodology
applied was demonstrated to be suitable as an alternative
analytical technique of rapid primary exploratory analysis able
to identify differences between enriched and natural chicken
eggs with high rate of analysis by hour which can be useful for
government (Ministry of Agriculture) or supervisory agencies to
menitor fraud.
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Anexo

ANEXO - TABELA F

TABELA F ; VALORES CRITICOS PARA UM TESTE UNILATERAL (g = 0.05)

wl| 1 2 a 4 5 6 ] 8 2 10 12 15 | = | 24 | w0 | 0 | 80 | 120 | =
Ve L . |

1 1614 | 1965 | 2157 | 2248 | 2302 | 2340 | 2965 | 2989 | 205 | 219 | 2435 | 2459 | 2480 | 281 | 2800 | 2611 | 2522 | 2333 | 243 |
] 18,51 | 1900 | 1916 | 1925 | 19,30 | 1933 | 19,35 | 18,37 | 1938 | 1940 | 1941 | 1943 | 1945 | 1945 | 1945 | 1847 | 1948 | 1949 | 19,50 |
] W13 | 955 | 928 | 91T | 901 | B34 | BEY | BB | ®HT | B79 | 478 | &70 | &B6 | BB | BEZ | 959 | EBT | BEF | B53
& | 7m | 684 | 650 | 639 | 626 | 616 | 600 | S04 | SO0 | 556 | 591 | 586 | 580 | 577 | 575 | 572 | 589 | BEs | 863
5 661 | 579 | 541 | 5194 505 | 496 | 488 | 482 [ 4T | 474 | 4868 | 462 | 456 | 450 | 450 [ 446 | 443 | 440 | 436
] 559 514 476 | 453 4,39 4,28 4,21 4,15 4,10 4,08 4,04 3,94 3,47 3,84 3,81 3T 3,74 3 67
T 550 | 474 | 435 | 412 | 3%7 | 347 | 379 | 373 | 368 | 464 | 357 | 351 344 | 341 | 338 | 334 | 330 | 327 3,5
3 -4 446 0 AT | BBE D69 | GBS 350 - Jdd 339 335 | L8 BRI 416 L 303 0 a6 D asd | oaer o 297 | ok
& 612 | 426 | 285 | 363 | 48 | 337 | 335 | 333 | RI8 0 M 307 | R0l ) 284 4 250 ¢ 86 | 283 | RT3 | 276 | 4Tl
w0 486 | 410 | 371 | 348 | 33% | 322 | 314 | 307 | 302 | 254 | 2091 | R85 | LTT | T4 | BTD | 266 [ 262 | 256 | 454
11 484 | 398 | 359 | 336 | 320 | 300 | AN 256 | 290 | 28 | 2,99 | 372 265 | 261 | 257 | 253 | 249 245 | 240
12 | 475 | 389 | d48 | 326 | 311 | 00 | 281 | 285 | B0 | ATH | 266 | B62 | 44 | 251 | 247 | 243 | 236 | 294 | 230
13 487 | 381 | 341 | $36 | 303 | 282 | 283 | .70 271 | AT | 260 253 | 246 | 242 | 258 | 234 230 | 228 2
14 450 | 374 [ 234 | 301 | 296 | 285 | 276 | 2,70 | 268 | 60 | 2054 | 248 | 239 | 235 | 281 [ 227 | 222 | 208 | 218
15 45¢ | 858 | 820 [ 206 | &80 | 279 | 271 | 264 | 259 | L84 | 248 240 283 | 22 | 285 | 220 | 216 211 .07
15 443 | 363 | 324 | a0l 2BS | 274 | 286 | 2,59 | 254 | 249 | 242 | 2,35 b 319 § 215 | 211 506 | 2m
17 445 | 358 | 320 | 25 | k81 | 270, | 261 265 | 249 | 245 | 208 | 201 28 | 419 ) 215 § 200 | 206 | 200 186
14 441 | 355 | 315 | L53 | 77 | 286 | 258 | 261 | 246 | L4l 234 | 227 | 219 | 215 | 211 206 | a0 1,97 192
18 438352 A3 260 2T 288 | 254248242 286281283 216211207408 188158158
20- | 435 | 340 | 310 | AT | BT1 ZED | 251 | 245 | 239 | 235 | 228 230 | 212 | 208 204 189 Lo 1,50 L54
i | 4,32 | 34T | 807 | 284 | 268 | 257 | 249 ;| 242 | 237 | 232 | 2326 | %18 2410 | 206 20 1,96 192 187 1,81
2 430 | 844 | 205 | 2,82 | D66 | 285 | 246 | 240 | 234 | 23D | 223 | B4 | 207 KO | 196 | 194 | 18% | L84 | 1,78
23 4,28 | 342 | 303 | 380 | 284 | 53 244 2,37 2,32 227 2,30 212 2,08 201 196 151 1,E6 LEL 1,74
24 | 425 | 340 | 301 | 378 | 262 | 251 | 242 | 236 | 230 | 225 | 208 | 211 | 203 | 198 | 1pd | IS0 | 184 | 179 | 173
25 424 | 889 | 289 | 276 | 260 | 249 | 240 | 234 | 203 | 23 | LI 20 | 201 | 1,86 102 LaT 1,82 L7 1.1
20 423 | 3437 | 288 | B74 | 259 | 247 | 299 ¢ a2 | 2T | 3,22 | 15 | ROT | 189 | LGS | 190 | L,8F | 180 | L76 | 169
o) 421 | 535 | 296 | 73 | 257 | 246 | 3T | 301 | 225 | 20 103 | 206 a7 | 1,98 188 | LEd L7 | 173 167
2 420 | 334 | 285 | 271 | 255 | 245 | 336 | 229 | 224 | 19 | 212 § 204 | 196 | 191 | LSBT | 1A% | 177 [ 1,71 | 145
® | 413 | 33 | 28 | 270 | 155 | 243 | 235 | 228 | 293 | 208 | %00 | 203 | 184 | L8O | L85 [ 181 | LTS | 170 | 184
W | eLT | oEam | omIE | LA [ RS2 | 242 | 233 22T o4 | 306 | 200 | ROL | L83 | 189 | 184 | LT | L4 | 188 | LER
40 | 408 | 323 | 284 | 260 | 245 | 2,24 | 225 | 218 | o232 [ 208 ; 200 | 182 | L84 | 179 | L74 | 168 | 184 | 188 V10
& 400 | 316 | 276 | 253 | 237 | 225 | 247 | 200 | Ro4 | 199 | 182 184 1,76 1,70 L5 189 | 158 | 147 1,39
120 | 392 | 307 | 289 | 245 | 220 | 217 | 208 | 202 | 196 | 190 | 163 | L7S | 166 | L6l | 155 | 150 | 143 | L35 | 135
- 384 | 800 | 260 | 237 | 221 | 210 | 201 | 184 | Led | L8 | 1,75 | 167 | 157 | 152 | 146 | 139 | 132 | 2z | Lo
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