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Desenvolvimento de um método para determinac¢io de acidos graxos
utilizando a espectroscopia no infravermelho com transformada de

Fourier

Development of a method for determination of fatty acid using FT-

IR spectroscopy
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Resumo

No presente trabalho foi desenvolvida uma metodologia para a determinacdo de acidos graxos em meios
biolégicos utilizando a espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier. Este método
ndo precisa de reagente cromo6foro ou pré-preparo da amostra. O acido palmitico foi escolhido como
padrao, pois € o acido graxo encontrado em diversos meios biologicos. O espectro infravermelho do
acido palmitico mostrou duas bandas de absor¢éo na regido de 2852 ¢ 2920 cm™ devido ao estiramento
CH. Os resultados mostraram que estas bandas seguem a lei de Beer-Lambert numa ampla faixa de
concentragdo de acido palmitico (14 a 257 mmol L'). Como padrio interno foi utilizado o ferricianeto
de potassio (K,[Fe(CN)]). Diversos interferentes foram testados e somente o colesterol, o cloreto
férrico (maior concentragdo), a mistura de aminoacidos para a banda em 2919 cm™' (maior concentragio)
e o triacilglicerol mostraram-se interferentes ao método quando em concentragdo elevada. A nova
metodologia, portanto, é Vanta]osa por ser de baixo custo ¢ de facil realizagdo.

Palavras-chave: Acidos graxos. Acido palmitico. Meios biologicos. Espectroscopia no infravermelho.

Abstract

In the present paper a new methodology has been developed for determination of fatty acids in biological
systems using FT-IR spectroscopy. For this method is not necessary chromophore reagent or pre sample
preparation. Palmitic acid was chosen as standard, because it is found in several biological systems.
The FT-IR spectrum of palmitic acid showed two absorption bands in the region of 2852 and 2920
cm attributed to CH stretching. The results for these bands showed that the Beer-Lambert Law was
followed in wide range of concentration of palmitic acid (14 to 257 mmol L'). Potassium ferricyanide
(K,[Fe(CN),]) was used as internal standard. Several interferents were tested and only cholesterol, ferric
chloride (higher concentration), mixture of amino acids for the band at 2919 cm™ (higher concentration)
and triglyceride could be interferent if they appear in high concentration. Thus, this new methodology
has advantage to be not expensive and simple.
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Introducao

Diversas metodologias tém sido desenvolvidas
para a determinagdo de acidos graxos, tais como:
potenciometria (TURYAN; BEREZIN; SHENHAR,
1996); infravermelho proximo (ZHANG; LEE,
1997; MAN; MOH, 1998); fluorescéncia (STORCH;
LECHENE; KLEINFELD, 1991); espectrofotometria
no visivel (ITAYA; Ul 1965; FALHOLT;
LUND; FALHOLT, 1973; LOWRY; TINSLEY,
1976; BYNUM; SENYK; BARBANO, 1984) ¢
cromatografia (SUKHIJA; PALMQUIST, 1988;
GARCIA REGUEIRO; GIBERT; DIAZ, 1994).

Todas essas metodologias possuem vantagens e
desvantagens. Potenciometria € uma técnica simples,
mas tem a desvantagem de ser demorada, dificultando
sua utilizagdo para um grande numero de analises
(TURYAN; BEREZIN; SHENHAR, 1996). As
metodologias no infravermelho proximo possuem
a vantagem de ndo haver a necessidade de preparo
de um composto para ser analisado, no entanto, a
desvantagem estd nos espectros obtidos que sdo
complexos e algumas vezes de dificil interpretacao
(ZHANG; LEE, 1997; MAN; MOH, 1998). As técnicas
de espectrofotometria no visivel sdo usualmente
demoradas, pois envolvem a reacdo do acido graxo
com um cromoforo (FALHOLT; LUND; FALHOLT,
1973; LOWRY; TINSLEY, 1976). As metodologias
envolvendo cromatografia possuem como vantagem
a possibilidade de quantificar cada 4cido graxo, no
entanto, exigem uma etapa de preparo de um composto
esterificado, o0 mesmo problema que ocorre com a
técnica de fluorescéncia (SUKHIJA; PALMQUIST,
1988; STORCH; LECHENE; KLEINFELD, 1991;
GARCIA REGUEIRO; GIBERT; DIAZ, 1994).

A espectroscopia no infravermelho analisa os
movimentos vibracionais das moléculas/e ou grupos
das mesmas. Esta técnica espectroscopica ¢ muito
utilizada no estudo da conformagao, identificagdo e
interacdo com outras moléculas (COLTHUP; DALY;
WIBERLEY, 1964).

Nos tltimos anos a espectroscopia no infravermelho
vem sendo muito utilizada para fins analiticos, e esta

sendo muito utilizada na determinacdo de acidos
graxos livres em diferentes meios: extratos brutos de
6leo de soja (LANSER et al., 1991), acidos graxos em
tecido adiposo de porco (RIPOCHE; GUILLARD,
2001; OLSEN et al., 2008), acidos graxos trans em
oleos comestiveis (VAN DE VOORT et al., 2008;
SHERAZI et al., 2009), acidos graxos em mucosa oral
(YOSHIDA et al., 2008) e na analise de lubrificantes
(VAN DE VOORT et al., 2008).

Uma das grandes vantagens da espectroscopia no
infravermelho ¢ que em algumas das metodologias
propostas ndo ha necessidade de um pré-preparo da
amostra para andlise, ou seja, podemos economizar
grande quantidade de reagentes, reduzir o tempo
e o pessoal para as analises (OLSEN et al., 2008;
YOSHIDA et al,, 2008; SHERAZI et al., 2009).
Outra vantagem de algumas das metodologias de
infravermelho ¢ que elas ndo sdo destrutivas (OLSEN
et al., 2008; YOSHIDA et al., 2008).

Assim, o objetivo deste trabalho foi desenvolver
uma metodologia geral utilizando a técnica de
infravermelho para a determinagdo de acidos graxos
livres totais.

Materiais e Métodos
Reagentes

Os seguintes reagentes foram utilizados no presente
trabalho, sendo que todos sdao de grau analitico P.A:
ferricianeto de potassio (Merck), acido palmitico
(Across), heptano (Synth), (Nuclear),
cloroformio (Synth), brometo de potassio (Merck).

metanol

Preparo do padrao interno

Para cada 1,00 g de brometo de potassio foi
adicionado 20 mg de ferricianeto de potassio
(K,[Fe(CN),]) como padrdo interno, sendo que os
solidos foram misturados até a homogeneizacao
utilizando um gral de agata e pistilo.
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Curva analitica

Como padrdo foi utilizado acido palmitico (2,00
mmol L'). Foram pipetados, em duplicatas, os
seguintes volumes do padrdo de acido palmitico: 50,
100, 150, 200, 300, 450, 600, 750, 900 mL, entdo
foram acrescentados 1,0 mL de tampao fosfato (pH
6,20) e 6,0 mL de solugdo extratora (cloroférmio: 45
mL; n-heptano: 45 mL; metanol: 10mL) e agitou-se
por 2 minutos. Apos 15 minutos de repouso as amostras
foram centrifugadas por 20 minutos a 2.000 r.p.m., a
fase aquosa foi descartada e 5 mL da fase organica foi
utilizada para a analise utilizando a espectroscopia no
infravemelho.

Interferentes

Para testar as possiveis substancias interferentes
do método, foram feitas analises em quadruplica,
contendo 300 uL de solucdo padrdo de acido palmitico
em cada. Na solucao considerada como branco, apenas
0 padrao foi pipetado. Nas demais, para verificar a
possivel interferéncia, foram adicionadas as seguintes
medidas nas amostras: 50 e 100 uL de solugao contendo
aminoacidos [Gly, Ala e Cys (5 mg mL")]; 25 ¢ 50 uL
de heparina (5000 U.ImL"); 50 ¢ 100 uL de colesterol
(2,00 mg mL1); 25 e 50 pL de triacilglicerol (2,00 mg
mL1); 25 ¢ 50 uL de solucdo contendo cobre (4,5 mg
mL": 25 e 50 puL de solugao de FeCl3 (4,5 mg mL");
150 € 500 puL de mistura de sais mistura de sais [cloreto
de sodio (28,56 g L), cloreto de magnésio (3,88 g
L"), sulfato de magnésio (1,79 g L), sulfato de célcio
(1,31 g L), sulfato de potassio (0,83 g L), brometo
de potassio (0,1 g L1)]; 150 e 500 uL de glicose (2,00
gmL™).

Espectros infravermelhos

A solugdo (5,0 ml da fase organica) foi misturada
com 200 mg de KBr, evaporada com a ajuda de lampada
de 200 w e entdo submetida ao pastilhamento para a
analise no espectro de infravermelho. Os espectros FT-
IR foram obtido com o equipamento Shimadzu FT-IR
8300, utilizando pastilhas de KBr e com uma resolugao

de 4 cm!, cada espectro foi obtido apds 180 aquisigdes.
Os espectros foram obtidos na faixa de 400 até¢ 4000 cm'™
¢ a absorbancia foi medida considerando a diferenga
entre absorbancia no pico menos a absorbancia medida
na linha base. Os espectros foram analisados utilizando
o programa Origin (5.0, 2001).

Resultados e discussao

O acido palmitico € um acido graxo saturado de
cadeia longa formado por 16 carbonos cuja formula
quimica ¢ CH,(CH,) ,COOH. O mesmo foi escolhido
como padrao no presente estudo visto que ¢ o acido
graxo em maior concentragdo no plasma sanguineo
e também em muitos outros meios biologicos ou
alimentos (CURI et al., 2002; NEY; TORRES;
TRUGO, 2004).

A figura 1 mostra os espectros utilizando a
espectroscopia no infravermelho do padrdo do acido
palmitico e do padrio de 4cido palmitico mais o
padrido interno de ferricianeto de potassio. O acido
palmitico tem duas bandas absorcao na regido de 2852
e 2920 cm-1 devido ao estiramento C-H (Figura 1-A
e 1-B) (COLTHUP; DALY; WIBERLEY, 1964). O
ferricianeto de potassio possui uma banda de absorgdo
intensa em 2118 cm? devido ao estiramento CN
(Figura 1-B) (COLTHUP; DALY; WIBERLEY, 1964).
Ambos os espectros mostram bandas de absor¢do na
regido de 2350 cm! que sdo devido ao CO2 presente no
ar que se altera durante a aquisicao dos espectros, desta
forma ndo sdo subtraidos do espectro de referéncia
(COLTHUP; DALY; WIBERLEY, 1964). Este
composto foi escolhido como padrao interno visto que
na regido onde o mesmo apresenta uma banda absorgao
intensa, o acido palmitico ndo possui nenhuma banda
de absor¢ao. O sulfato de sodio também foi estudado
como padrdo interno, no entanto, os coeficientes de
correlacdo da reta obtidos eram inferiores do que
aqueles obtidos com ferricianeto de potassio.

A figura 2 mostra as curvas analiticas para
as bandas de absor¢do na regido de 2852 e 2920
cm!. Foram obtidas as seguintes equagles da reta
para as figuras 1A e 1B: Y =0,0011 X + 0,09 [Y =
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(Absorbancia do 4cido palmitico em 2851 cm/
Absorbancia do ferricianeto de potassio em 2118 cm
1, X = concentragdo do acido palmitico em mmol
L-1, coeficiente de correlagdo =0,9496] e Y = 0,0015
X + 0,15 [Y = (Absorbancia do acido palmitico em
2920 cmr!/Absorbancia do ferricianeto de potassio
em 2118 cm™), X = concentra¢do do acido palmitico
em mmol L', coeficiente de correlagdo =0,9507],

0.4 -

2820

Absaorbancia

0.3 4

2852

0.1

respectivamente. A lei de Beer-Lambert para ambas as
bandas ¢ seguida numa ampla faixa de concentragdo
de 4cido palmitico (14-257 mmol L") (Figura 2).
Como podemos verificar, pelas equagdes da reta, a
banda de absorgdo em 2920 cm apresentou maior
absortividade molar do que a banda de absorg¢do em
2851 cm’.

300a
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Figura 1. Espectros infravemelhos do acido palmitico (A) e acido palmitico mais o padrdo ferricianeto de potassio
(B). O ferricianeto de potassio (K,[Fe(CN),]) foi adicionado ao brometo de potéassio (KBr) na concentragdo de 20 mg
g'!. A concentragdo de 4cido palmitico é de 60,0 umol L.
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Figura 2. Curva analitica do 4cido palmitico. Absorbancia versus concentragdo de acido palmitico, em pmol L. A:
Absorbancia relativa 1= (Absorbancia do acido palmitico em 2851 cm''/Absorbancia do ferricianeto de potassio em
2118 cm), B: Absorbancia relativa 2= (Absorbancia do acido palmitico em 2920 cm™'/Absorbancia do ferricianeto
de potassio em 2118 cm™).
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A tabela 1 mostra o estudo de diversas
substancias que poderiam interferir com a
metodologia proposta. Colesterol, triacilglicerol,
cloreto férrico (na maior concentragdo) ¢ a
mistura de aminoacidos (na maior concentragao
para a banda de absor¢@o em 2919 cm™) foram as
substancias que apresentaram interferéncia para a
metodologia proposta (p<0,05). Para o colesterol
etriacilglicerol, estainterferéncia é devida ao fato
de que estas substancias apresentam uma banda
de absorcao no infravermelho proxima da banda
de absorg¢do do acido palmitico, que foi utilizada
na presente proposta (figura ndo mostrada);
devemos salientar que as concentragdes de
colesterol e triacilglicerol utilizadas no presente
trabalho sdo maiores que as encontradas no
plasma sanguineo (colesterol: 68 mg/100 mL;
triacilglicerol: 81 mg/100 mL; WAYNFORTH,
1980), portanto, estas substancias ndo serdo
interferentes na metodologia proposta. No caso

do cloreto férrico e da mistura de aminoacidos,
a interferéncia foi somente observada em altas
concentragoes.

Tendo em vista que na presente metodologia
geral desenvolvida n3o had necessidade de
um pré-preparo da amostra, como ocorre nas

metodologias envolvendo a cromatografia
(SUKHIJA; PALMQUIST, 1988; GARCIA
REGUEIRO; GIBERT; DIAZ, 1994), ¢

também ndo envolve nenhuma reagdo com um
croméforo como no caso das metodologias
utilizando a espectroscopia no visivel ou
fluorescéncia (ITAYA; UIl, 1965; FALHOLT;
LUND; FALHOLT, 1973; LOWRY; TINSLEY,
1976; BYNUM; SENYK; BARBANO, 1984;
STORCH; LECHENE; KLEINFELD, 1991) o
presente procedimento desenvolvido ¢ simples,
barato e de facil utilizagdo podendo ser adaptado
para inimeras aplicagdes.
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Tabela 1. Efeitos dos potenciais interferentes no método.

AGL (2 mmol L) +

*Absorbincia em

*Absorbincia em

g Adicdo 2852 cm! em 2019 cm! em
interferente
porcentagem porcentagem
Padrioc AGL
Branco 1000 £ 5,62 1000 £59
(2 mmol L)
T 50 uL 120,0 £ 183 1194 £17.3
Aminodcidos
100 nL 1278 £ 163 142 6 £ 1570
25 pL 761221 76,8204
Heparina
50 pL 1058+ 7.0 971038
30 pL 53884320 3107 £ 35,70
Colesterol
100 pL 89550 £ 8 4b 73511270
25 pL 53.1+12.1¢ 5381150
Triacilglicerol
50 nL 67.8£10.8b 9.4 £9_ 7t
25 pL 102.1+19.1 09 51+219
Cloreto de cobre
50 pL 9671122 986124
25 pL 126 5+ 8.7 1229+94
Cloreto fémrico
50 pL 127,53 £ 6,2 1282 £ 5.9¢
150 pL 8532117 85.1+117
Mistura de Sais
500 pL 1513394 1433+£374
150 pL B85+98 89798
Glicose
500 pL B7.4x 186 895197

Os resultados apresentados sdo expressos como média + erro padrdo da média de quatro amostras. *Todas as
absorbancias foram relativas ao padrdo interno de ferricianeto de potassio. AGL = acido graxo livre (acido palmitico);
aminoacidos: Gly, Ala e Cys (5 mg mL™"); heparina (5000 U.I mL"); colesterol (2,00 mg mL"); triacilglicerol (2,00
mg mL™"); cloreto de cobre (4,5 mg mL™"); cloreto férrico (4,5 mg mL'); mistura de sais: cloreto de sodio (28,56 g L"),

cloreto de magnésio (3,88 g L), sulfato de magnésio (1

,79 g L), sulfato de calcio (1,31 g L), sulfato de potassio

(0,83 g L"), brometo de potassio (0,1 g L) e glicose (2,00 g mL™"). Teste t-Student valores estatisticamente diferentes

a/b (p<0,05).

Conclusoes

O 4acido palmitico possui duas bandas de
absor¢do (2852 € 2920 cm™), devido ao estiramento
CH, que podem ser utilizadas para fins analiticos.
O ferricianeto de potassio mostrou-se adequado
como padrdo interno. A lei de Beer-Lambert, para

ambas as bandas de absor¢do, ¢ seguida numa
ampla faixa de concentragdo de acido palmitico. A
metodologia proposta esta sujeita a interferéncia de
altas concentragdes de colesterol ou triacilglicerois.
O método proposto é barato, rapido ndo exigindo o
pré preparo ou derivatizacdo da amostra.
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