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Analytical Methods Used for the Determination of Lipids in Human Milk: A
Review

Abstract: Human milk is considered the ideal and most complete food for the neonate, due to its
balanced nutritional composition, which contributes to the full physical and neurological development
of the infant. The lipids present in human milk are sources of saturated, monounsaturated and
polyunsaturated fatty acids. The polyunsaturated fatty acids of the omega-6 series, such as linoleic
acid and omega-3 series, such as a-linolenic acid, are essential and are also precursors of long-chain
polyunsaturated fatty acids, such as arachidonic acid, eicosapentaenoic acid and docosahexaenoic
acid, which are involved in a number of functions, such as the development of the nervous system
during childhood and the increase in the intelligence quotient of the infant. Due to the lipid
importance of human milk, the aim of this review article was to present the analytical methods that
are currently being employed to determine its lipid composition. There are few scientific advances
in lipid extraction methods and to date, most studies have evaluated the composition of fatty acids
by gas chromatography. Liquid chromatography and mass spectrometry have been widely used to
identify and quantify different classes of lipids of human milk.
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Resumo

O leite humano é considerado o alimento ideal e mais completo para o neonato, devido a sua composi¢do
nutricional equilibrada, contribuindo para o pleno desenvolvimento fisico e neuroldgico do lactente.
Os lipidios presentes no leite humano sdo fontes de acidos graxos saturados, monoinsaturados e poli-
insaturados. Os acidos graxos poli-insaturados da série 6mega-6, como o acido linoleico e da série
Omega-3, como o a-linolénico, sdo essenciais e também sdo precursores de acidos graxos poli-insaturados
de cadeia longa, como o acido araquiddnico, acido eicosapentaenoico e acido docosahexaenoico, que
estdo envolvidos no desenvolvimento do sistema nervoso e no aumento do quociente de inteligéncia
do lactente. Devido a importancia lipidica do leite humano, o objetivo deste artigo de revisdo foi
apresentar os métodos analiticos que tém sido atualmente mais empregados para determinar sua
composicao lipidica. H4 poucos avancos cientificos quanto aos métodos de extragdo lipidica e até o
presente momento, grande parte dos estudos avaliaram, a composigdao em acidos graxos, a partir de
cromatografia em fase gasosa. A cromatografia liquida e a espectrometria de massas tém sido utilizadas
para identificacdo e quantificagdo de distintas classes lipidicas presentes no leite humano.

Palavras-chave: Leite humano; composigdo lipidica; identificagdo; quantificacdo; métodos analiticos.

*Universidade Estadual de Maringda, Departamento de Quimica, Av. Colombo, 5790, CEP 87020-900, Maringa-PR, Brasil.

M jesuiv@gmail.com
DOI:10.21577/1984-6835.20200013

Rev. Virtual Quim. |Vol 12| |No. 1| |no prelo|


http://rvq.sbq.org.br
http://dx.doi.org/10.21577/1984-6835.20200013

Volume 12, Numero 01

Janeiro-Fevereiro 2020

Revista Virtual de Quimica
ISSN 1984-6835

Métodos Analiticos Utilizados para a Determinagao de Lipidios em
Leite Humano: Uma Revisao

Adriela A. Rydlewski,? Jessica S. Pizzo,® Luciana P. Manin,? Caroline D.
Zappielo,® Marilia B. Galuch,” Oscar de O. Santos,*"*< Jesui V. Visentainer®><*

@ Universidade Estadual de Maringa, Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncia de Alimentos, Av.
Colombo, 5790, CEP 87020-900, Maringa-PR, Brasil.
b Universidade Estadual de Maringa, Programa de Pés-Graduagdo em Quimica, Av. Colombo, 5790, CEP
87020-900, Maringda-PR, Brasil.
¢ Universidade Estadual de Maringa, Departamento de Quimica, Av. Colombo, 5790, CEP 87020-900,
Maringa-PR, Brasil.

*jesuiv@gmail.com

Recebido em 1 de Maio de 2019. Aceito para publicacéio em 21 de Janeiro de 2020

1. Introdugao

2. Delineamento do Estudo

2.1. Critérios de inclusdo de referéncias

2.2. Fontes de informacao

3. Lipidios Presentes no Glébulo de Gordura do Leite Humano
3.1. Selecao da andlise de lipidios em leite humano

3.2. Extragdo e posterior dosagem lipidica do leite humano

3.3. Métodos analiticos instrumentais comumente utilizados para a determinacdo de

lipidios do leite humano
3.4. Métodos cromatograficos

3.5. Cromatografia em Fase Gasosa (GC)

3.6. Cromatografia Liquida (LC)
3.7. Espectrometria de Massas (MS)

4. Conclusoes

1. Introdugao

O leite humano (LH) é a fonte nutricional mais
adequada e completa para os neonatos, além de
possuir papel protetor contra doencas infecciosas
e otites, principalmente nos primeiros seis meses
de vida.*? Os efeitos protetores do LH estdo
relacionados com a dura¢do da amamentacdo,
sugerindo um potencial efeito cumulativo, devido

a “programacao metabdlica” prevenindo contra
obesidade, diabetes tipo 2 e leucemia na vida
adulta.®> Evidéncias consistentes indicam que
criangas que receberam LH também possuem
melhor desempenho em testes de inteligéncia e
maior nivel de escolaridade, quando comparados
a lactentes que ndo foram amamentados.®’

Até o 72 dia apds o parto, o LH é considerado
colostro, entre o 8° e 14° dia pbs-parto é
considerado leite de transicao e apds o 15° dia
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pds-parto passa a ser considerado leite maduro.?
O LH é composto por mais de 150 componentes
diferentes como agua, vitaminas, minerais,
substancias imunocompetentes, hormonios,
fatores troficos ou moduladores de crescimento,
além de carboidratos, proteinas e lipidios.?

Os lipidios sdo um amplo e complexo grupo
de compostos sollveis em solventes organicos
e insollveis em agua, podendo ser divididos
em distintas classes lipidicas com base em
suas estruturas quimicas.® Dentre os principais
lipidios do LH encontram-se os triacilglicerdis
(TAGs), diacilglicerdis (DAGs) e monoacilglicerdis
(MAGSs).%°Os TAGs representam majoritariamente
a composicdo lipidica do LH, variando de 97,6 % no
colostro a 99 % no leite maduro, sendo a principal
fonte de energia do neonato e também de acidos
graxos (AGs) poli-insaturados, monoinsaturados e
saturados.n*°

Demais componentes lipidicos como fosfolipidios
e colesterol estdo presentes em menores
proporgdes fazendo parte do glébulo de gordura do
LH, representando no maximo 2 % do total lipidico,
apesar de possuirem fungbes importantes.! Os
fosfolipidios desempenham papel anti-inflamatério
na resposta imune dos neonatos. Também estdo
envolvidos na sinalizacdo neuronal e parecem
atenuar os efeitos das doencas relacionadas a idade,
sendo que suas concentracdes sao mais elevadas
no colostro (1,10 %) do que no leite de transi¢do
e maduro (0,80 % e 0,60 %, respectivamente).'?
Dentre os fosfolipidios do LH, a esfingomielina é
presente exclusivamente na membrana do gldbulo
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de gordura e é capaz de modular a atividade da
lipase intestinal, contribuindo positivamente no
desenvolvimento da microbiota intestinal infantil.*®
O colesterol também é um dos componentes
das membranas celulares, e seu conteiddo no LH
é considerado alto quando comparado ao leite
de vaca, com teores variando de 10 a 20 mg/dL,
sendo mais elevado no colostro humano, quando
comparado ao leite maduro.1%'1 A elevada ingestdo
de colesterol pelo neonato tem sido sugerida como
um fator benéfico, principalmente nos primeiros
dias de vida, por estar envolvido na sintese de
mielina presente nos neurdnios, contribuindo para
o desenvolvimento do sistema nervoso central e por
possuir importante papel no metabolismo de acidos
biliares e esteroides.

A distribuicdo das diferentes classes de lipidios
presentes no leite humano e suas principais
fungdes é apresentada na Figura 1.

A determinacdo de lipidios em LH requer o
emprego de métodos que considerem as variacoes
desses compostos, ja que tais variagdes podem
influenciar os resultados.® Portanto, é necessario
conhecer as caracteristicas dos compostos de
interesse (analitos) contidos no LH (matriz) a fim de
se escolher o método ideal a ser empregado. Além
disso, para a adequada aplicagdo de cada método,
geralmente, é necessdrio que amatrizsejasubmetida
a um processo de extragdo e/ou concentragdo, para
gue seja possivel a obtencdo e deteccdo dos analitos
através do método empregado.t’®

Anidlises quimicas de uma amostra engloba a
aplicacdo de métodos analiticos, qualitativos ou

Lipidios

TAGs, DAGs e MAGs: 98%
da gordura total do LH;
Fonte de energia.

Fosfolipidios: Atividade
antitumoral e anti-
infecciosa.

TAGs, DAGs e MAGs (98%)

m Fosfolipidios - Lipidios de membrana

(1-2%)

u Colesterol (0,5%)

i  Colesterol: Sintese de

i mielina; Desenvolvimento

do sistema nervoso i
central.

Figura 1. Distribuicdo das diferentes classes de lipidios do leite humano e suas principais fungdes
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guantitativos,afim deseidentificarede quantificar,
respectivamente, seus constituintes.®*® Tais
métodos analiticos tém-se destacado nos ultimos
anos, devido aos seus avancos tecnolégicos e por
contribuirem para a determinagdo de uma ampla
gama de substancias lipidicas.?°

Devido a importancia lipidica do LH para o
desenvolvimento do neonato, sua completa
constituicdo tem sido continuamente estudada.
Para tal finalidade, distintos métodos analiticos
tém sido aplicados e aprimorados ao longo dos
anos, envolvendo técnicas analiticas avancadas,
tais como a cromatografia em fase gasosa (gas
chromatography - GC), a cromatografia liquida
de alta eficiéncia (High Performance Liquid
Chromatography - HPLC) e a espectrometria de
massas (Mass Spectrometry - MS). 212 Portanto,
o0 objetivo deste trabalho é apresentar uma
revisdo bibliografica sobre os principais métodos
analiticos descritos na literatura, atualmente
utilizados para a realizacdo da determinacao de
diversas classes de lipidios do LH.

2. Delineamento do Estudo

O delineamento do estudo baseou-se em
uma revisdo bibliografica com delineamento
experimental, realizada em base de dados
eletronicos, buscando-se artigos cientificos sobre
o tema. Os idiomas utilizados na pesquisa foram o
portugués e o inglés, sendo os termos delimitados
em: 1 — Leite Humano; 2 - Composicao Lipidica do
Leite Humano; 3 - Acidos Graxos no Leite Humano;
4 - Lipidios do Leite Humano; 5 - Métodos; 6 -
Métodos Analiticos; 7 - Determinacdo Lipidica.

2.1. Critérios de inclusdo de referéncias

Foram incluidos estudos relevantes sobre
métodos analiticos utilizados na extracdo e
determinacdo de lipidios do LH.

2.2. Fontes de informacgdo

A pesquisa foi realizada envolvendo livros
da drea de quimica, quimica analitica e artigos
cientificos indexados nas bases de dados
eletronicas PubMed (US National Library of
Medicine), Scientific Electronic Library Online
Brasil (SciELO), Web of Science e Portal Capes.
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Foram selecionados 81 artigos que abordavam
sobre o tema do presente artigo.

3. Lipidios Presentes no Globulo de
Gordura do Leite Humano

O LH possui composicdo Unica em lipidios
que compode o gldbulo de gordura e alguns dos
beneficios destes compostos foram expostos na
introducdo. Estes lipidios apresentam-se na forma
de gldbulos emulsificados na fase aquosa do leite,
podendo ser de diferentes tamanhos, possuindo
um nucleo formado por lipidios apolares
constituidos principalmente por TAGs, DAGs,
MAGs e AGs livres.?* Apds a secrecdo do reticulo
endoplasmatico das células epiteliais mamarias
no citosol, o nucleo do glébulo de gordura é
coberto por uma membrana que consiste de
uma monocamada de fosfatidiletanolamina,
fosfatidilserina e fosfatidilinositol.?> Quando essas
goticulas lipidicas sdo excretadas das células
epiteliais mamarias para o espacgo alveolar, elas
sdao envoltas por uma camada da membrana
plasmatica apical, resultando na adicdo de uma
bicamada de lipidios anfipaticos, constituida
principalmente de fosfatidilcolina, esfingomielina
e colesterol, bem como cerebrosideos e peptideos
bioativos.>!* Esta membrana externa atua como
um estabilizante da emulsao lipidica,** conforme
apresentado na Figura 2.

A composicdo dos TAGs no LH ¢é de
aproximadamente 28 % de acidos graxos poli-
insaturados (AGPI), 31 % de &acidos graxos
monoinsaturados (AGMI) e 41 % de acidos graxos
saturados (AGS).! Os TAGs possuem um esqueleto
de glicerol de trés carbonos numerados como
sn-1, sn-2 e sn-3, aos quais trés AGs sdo ligados
a ele.® O modelo de uma molécula de TAG esta
apresentado na Figura 3.

AFigura 4 apresenta a distribuicdao dos principais
AGs encontrados no LH. Dentre eles, os AGPIs da
série 6mega-6, como o acido linoleico (AL, 18:2n-
6) e da série 6mega-3, como o a-linolénico (ALA,
18:3n-3), sdo essenciais, ou seja, ndo podem ser
produzidos pelo metabolismo humano e, portanto,
necessitam ser adquiridos a partir da alimentacao.
Estes AGPIs apresentam importantes funcgdes,
como a formacao de prostagladinas e leucotrienos,
gue possuem importantes fun¢des de crescimento
e manutencdo da pele, do sistema imunoldgico
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Figura 2. Representagdo esquematica do gldbulo de gordura do leite humano
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Figura 3. Molécula de triacilglicerol (TAG)

e central. Também sdo precursores de 4cidos
graxos poli-insaturados de cadeia longa (AGPI-
CL), como o acido araquidbnico (AA, 20:4n-6), o
acido eicosapentaenoico (EPA, 20:5n-3) e o acido
docosahexaendico (DHA, 22:6n-3).%% Todos estes
AGPI-CL, principalmente o DHA, estdo relacionados
a maturagdo neuronal, sinaptogénese e expansdo
da substancia cinzenta do cérebro, durante o
ultimo trimestre da gestacdo e intensamente até o
segundo ano de vida. Portanto, a dieta da gestante
deve conter 300 mg/dia de DHA para atender as
necessidades metabdlicas fetais e 200 mg/dia
no periodo de lactacdo, para transferir para o LH
um teor de 0,3 % do total de AG, pois 0 heonato
nao possui capacidade totalmente desenvolvida
para converter os AGPl em AGPI-CLs, devido a
imaturidade fisiolégica.542>28

A gestagdao e os primeiros dois anos de vida,
conhecidos como os 1000 dias, sdo criticos para
o crescimento da crianga e, por esta razdo, é tdo
importante que o neonato receba estes AGPI-
CL em quantidades adequadas para seu pleno
desenvolvimento.?

O acido oleico (AO, 18:1n-9) é o AG
predominante dentre os acidos graxos
monoinsaturados (AGMIs) do LH, sendo

considerado um AG marcador do leite maduro,
utilizado pelo neonato principalmente como
fonte energética, além de favorecer a absor¢do de
gordura pelo intestino delgado e a mielinizagdo
dos axonios. 22102530

Dentre os acidos graxos saturados (AGSs) do
LH, o acido palmitico (AP, 16:0) é o majoritario.
Este AG apresenta efeitos analgésicos por elevar
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os niveis de anandamida, neurotransmissor
responsdavel pela ligagdo enddgena que ocorre
em receptores canabindides do cérebro, podendo
produzir sedacdo.3

Dos trés AGs ligados ao glicerol nos TAGs do LH,
mais de 50 % do AP estd localizado na posi¢do sn-
2, enquanto as posi¢cdes sn-1 e sn-3 sao ocupadas
por AO e AL, o que facilita o processo de hidrdlise
destes ultimos AGs pela lipase pancreatica, sendo
AP aborvido junto com os sais biliares. Ja no
leite de vaca e nas formulas infantis, o AP esta
nas posi¢des sn-1 e sn-3, que ao ser hidrolisado
no intestino, forma um complexo com célcio e
magnésio, dificultando a absorcdo destes minerais
e de gordura 1?73

3.1. Seleg¢do da andlise de lipidios em leite
humano

Antes de serem realizadas as andlises
quimicas, devem-se conhecer as caracteristicas
dos diferentes lipidios presentes no LH que
se pretende identificar e/ou quantificar, para
posteriormente, serem selecionados os métodos
analiticos adequados.*18

Devido a grande variedade e caracteristica
hidrofébica dos lipidios, ha certa dificuldade de se
realizar analise lipidica abrangente. Desta forma,
como os lipidios apresentam-se na forma de
glébulos de gordura emulsificados na fase aquosa
do leite, para a devida aplicacdo de cada técnica
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analitica, é necessario que a amostra de leite
passe por processo de extragao, que é uma etapa
essencial para se obter a maxima quantidade
lipidica que esteja presente na amostra.!* Além
disso, é importante que os lipidios de interesse
estejam concentrados de uma maneira que sejam
detectaveis pela técnica escolhida, de forma a
garantir a exatiddo e a reprodutibilidade dos
resultados.>*3¢

3.2. Extragao e posterior dosagem lipidica do
leite humano

A extracdo dos lipidios presentes no LH para
posterior determinacdo do seu teortotal ou analise
de sua constituicdo é uma etapa importante no
procedimento analitico e, portanto, deve ser
realizada com acurdcia. Isto porque fatores como
a co-extracdo de substancias ndo-lipidicas e a
oxidacao indesejada podem afetar a exatiddao dos
resultados futuramente obtidos.®

Tratando-se da dosagem do teor total de
lipidios, a extracdo lipidica pode ser realizada
através de extracdo liquido-liquido, em que
utiliza-se solventes que sejam capazes de
solubilizar todos os compostos lipidicos, para
qgue o resultado encontrado seja o mais correto
possivel. Quando estes solventes sdo adicionados
ao LH, ha a formacdo de duas fases, uma aquosa
e outra organica. Os lipidios ficam dissolvidos na
fase organica, que é a fase inferior, enquanto os

Acidos Graxos
Poli - insaturados

Acidos graxos

Acidos Graxos
Saturados

(AGPI)

Acido Eicosapentaenoico
(EPA),

Acido Docosahexaenoico
(DHA),

(AGS)

Acido Palmitico (AP)

Acido Araquidonico (AA)

Desenvolvimento do
sistema nervoso “in ttero”,

Acidos Graxos
Monoinsaturados
(AGMI)

Relacionado aos niveis de
anandamida: efeitos
analgésicos no neonato.

1° e 2° anos de vida.

Acido Oleico (AO)

Favorece a agdo das lipases
digestivas: acidos graxos
livres no limen intestinal.

Figura 4. Esquema de alguns importantes dcidos graxos presentes no leite humano e suas
respectivas funcoes
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carboidratos, sais e a agua ficam solubilizados
na fase aquosa, superior. Desta forma, é possivel
coletar os lipidios extraidos de maneira eficaz e
dosa-los utilizando métodos gravimétricos.3”®
Nestes métodos, é realizada a evaporacdo total do
solvente e a dosagem lipidica é quantificada pela
diferenca do peso da vidraria vazia ao se iniciar
a analise e vidraria com a fase lipidica, apds a
extracdo lipidica.*

Dentre as metodologias amplamente
empregadas para a extracdo lipidica, destaca-
se o procedimento proposto por Soxhlet (1879),
que utiliza a extragao a quente com o refluxo de
solvente puro, que pode ser éter de petrdleo,
éter dietilico ou n-hexano. Porém, este método
deve ser evitado para a extragdo lipidica de LH,
pois contribui para que ocorra processos de
peroxidacdo e hidrdlise lipidica. A ocorréncia
destas reagOes pode comprometer a identificagdo
e a quantificagdo posterior de lipidios sensiveis ao
calor, como os AGs de cadeia curta.3**

O método mais amplamente empregado para
extracdo de lipidios em LH é o proposto por Folch
et al. (1957), no qual é utilizada uma mistura
de cloroférmio:metanol 2:1 (v/v). Os autores
desenvolveram este método a partir de tecidos
animais, que tornou-se aplicavel a qualquer
escala desejada, com minimas perdas de lipidios,
além de produzir um extrato que pode ser seco
sem formacao de espuma e sem divisdao de
proteolipidios.*

Bligh e Dyer (1959) desenvoveram um
procedimento baseado em Folch, utilizando
menores propor¢des dos solventes extratores
(cloroféormio, metanol e 4d4gua) e ambos
0os métodos sdo realizados sem o uso de
aquecimento.**? Uma vantagem apresentada
pelo uso do cloroférmio e do metanol é a
capacidade destes solventes extrairem tanto
os lipidios neutros como os lipidios polares,
obtendo-se resultados mais eficientes, quando
comparados ao método proposto por Soxhlet.3
Tanto no método de Soxhlet, quanto nos
métodos de Folch e Bligh-Dyer, o teor total de
lipidios é quantificado gravimetricamente.?®

Lucas et al. (1978), desenvolveram o método
denominado Crematdcrito, que separa a porgdo
de creme por centrifugacao de umaamostrade LH.
Esta porcdo lipidica, ou “creme”, é rotineiramente
utilizada para a realiza¢do do calculo do percentual
de gordura de amostras de leite em Bancos de
Leite Humano brasileiros, a partir da utilizacdo de
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uma férmula especifica.”® Rydlewski et al. (2019)
estimaram o conteido de gorduraem poolsde leite
colostro, leite de transicdo e leite maduro através
do método Crematdcrito e os resultados obtidos
foram comparados com o método de extragdo
de Folch. Os resultados do conteudo de lipidios
totais apresentaram diferengas significativas
entre os mesmos pools, em todas as fases do LH
avaliados por ambos os métodos, confirmando a
maior eficiéncia de extracdo lipidica pelo método
Folch.*

Outros métodos de extracdo, baseados em
Folch et al. (1957) e em Bligh e Dyer (1959), foram
desenvolvidos posteriormente, com o intuito
de substituir e reduzir o volume dos solventes
téxicos, como o cloroféormio, além de aumentar
o rendimento da extracdo e otimizar o tempo
de anadlise.*“® Uma destas técnicas utiliza o éter
metil-terc-butililico, baseando-se também na
separacao de fases e tem sido utilizada para a
analise de lipidios contidos no LH.%

A extracdo em fase sélida (SPE) também pode
ser utilizada na extracdo de diferentes classes
de lipidios, utilizando-se cartuchos contendo
uma fase sélida para a extracdo dos lipidios,
que sdao posteriormente eluidos com solventes
organicos adequados, enquanto os interferentes
permanecem retidos na fase sdlida, promovendo
a separacdo das fases de interesse.’**"* Kallio et
al.(2017) utilizaram a SPE paraisolar TAGs e Pérez-
Cejuela et al. (2018) para extrair fosfolipidios,
utilizarando cartuchos a base de silica gel e os
resultados de ambos os trabalhos mostraram-se
eficientes para tais objetivos.3%3’

Ja Garwolinska et al. (2017) empregaram a
técnica de micro-extracdo em fase solida (SPME)
para a extracdo de lipidios, com o objetivo de
identificar glicerofosfolipidios, glicerolipidios e
esfingolipidios. Os autores concluiram que este
método demonstrou ser rapido e simples, além
de permitir a extracdo de uma ampla faixa de
lipidios de LH, sem o uso de solventes téxicos,
como o cloroférmio.*

3.3. Instrumentos analiticos instrumentais
comumente utilizados para a determinagao de
lipidios do leite humano

A escolha da técnica analitica deve levar
em consideracdo aspectos técnico-cientificos
e econdmicos, como por exemplo, o analito de
interesse presente no LH e suas caracteristicas
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fisico-quimicas (solubilidade, pKa, estado fisico
- sélido, liquido ou gasoso), tempo de andlise,
resposta analitica satisfatéria e custo por analise.?
Além disso, devido a complexidade, uma analise
completa de todos os lipidios presentes na
amostra de LH requer mais de um instrumento e,
portanto, a escolha deste instrumento depende
dos objetivos do estudo.??>°

A GC é bastante utilizada para a determinagdo
da composicio em AG, e com o avanc¢o da
tecnologia, outras técnicas como a LC e a MS
também passaram a ser utilizadas na realizagdo
da andlise de outras classes lipidicas do LH.>%5!

3.4 Métodos cromatograficos

A cromatografia € um método fisico-quimico
de separagdao dos componentes presentes em
uma amostra, realizada através da distribuicdo
dos constituintes entre duas fases que estdao em
contato, a fase mével e a fase estacionaria.”> A
fase estacionaria pode ser sdlida, liquida, ou
guimicamente ligada, enquanto a fase movel
pode ser liquida, gasosa ou um fluido supercritico.
Quando a fase estacionaria for mais polar do que a
fase mével a cromatografia é dita em fase normal,
e quando a fase estacionaria for mais apolar que
a fase movel, é classificada como fase reversa.'’
Os métodos cromatograficos comumente
utilizados para a realizacdo de analise lipidica em
LH sdao a GC e a LC; destacando-se sistemas de
HPLC e de UHPLC (cromatografia liquida de ultra
eficiéncia).®® As principais caracteristicas destas
técnicas cromatograficas estdo apresentadas na
Tabela 1.
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3.5 Cromatografia em Fase Gasosa (GC)

A determinagao da composicdo em AGs de LH
é comumente realizada por GC, porém, antes da
anadlise cromatografica, uma etapa envolvendo a
derivatizacdo lipidica é empregada a fim de tornar
volateis os compostos de interesse. Todavia,
tal processo pode eliminar muitas informacdes
estruturais sobre espécies lipidicas como
glicerofosfolipidios, esfingolipidios, TAGs, DAGs,
MAGs e ésteres de colesterol, ndo sendo eficiente
para a identificacdo destas moléculas lipidicas.>?

Em GC, o gas de arraste utilizado tem a
funcdo de arrastar o analito através da coluna
cromatografica.®® As colunas capilares de
cianopropil variando de 30a 60 m de comprimento
sdo bastante empregadas em andlises de AGs
de LH por ser uma fase estaciondria polar,
proporcionando maior seletividade e poder de
resolucdo na separacgdo dos isbmeros.*’>!

O GC acoplado ao detector por ionizacao
em chama (Flame lonization Detector - FID) é
o0 método de separacdo e determinagcdo mais
utilizado por ser mais barato, além dos ésteres
metilicos de acidos graxos (EMAGs ou FAMEs -
fatty acid methyl esters) poderem ser facilmente
identificados e detectados, sendo o FID robusto,
barato (quando comparado a outros detectores)
e de facil manutencdo.”? A identificacio dos
EMAGs é feita baseando-se na ordem de eluicdo
e no tempo de retencdo destes analitos e
comparando-os com padrdes.” De acordo com
Simionato et al. (2010) quando a determinagao
de AG é realizada utilizando-se padrdo interno,
ha maior confiabilidade na interpretacdo

Tabela 1. Caracteristicas das técnicas cromatograficas (GC, HPLC e UHPLC)

Técnica

- Tipo de uso
cromatografica P

Caracteristicas da

Matrizes

re Tempo de anilise
analiticas P

coluna

Separagdo e identificagdo de
compostos organicos volateis,
facilmente volatilizaveis ou
termicamente estaveis

Cromatografia em fase
gasosa (GC)

Separacdo e identificagdo
de compostos organicos,
inorganicos, bioldgicos,
moleculares e idnicos

Cromatografia liquida
alta eficiéncia (HPLC)

Separacdo e identificagdo
de compostos organicos,
inorganicos, bioldgicos,
moleculares e iGnicos

Cromatografia liquida
de ultra eficiéncia
(UHPLC)

comprimento: 5 a

Diametro interno:

0,1-5mm; Sélidas, liquidas e

gasosas

Moderado
100 m

Diametro interno: 3,0-
4,6 mm; FE: particulas
com 3-10 pm; pressao

Liquidas Rapido

de 100 Mpa

Diametro interno: 1,0-

2,1 mm; FE: particulas

menores do que 2 um;
pressdo de 134 Mpa

Liquidas Muito rapido

Fonte: o autor, 2020.
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dos resultados obtidos por este método. A
determinacdo de AG também pode ser realizada
por métodos de normalizagcdo, expressos como
porcentagem de peso de AG, em rela¢do a todos
os AGs encontrados no cromatograma.>* A GC-FID
possui a desvantagem de ser restrita a amostras
volateis e termicamente estdveis. Para analitos
nao volateis, uma etapa prévia de derivatizacdo é
necessaria, a fim de transforma-los em compostos
volateis. Além disso, esta analise pode degradar
lipidios sensiveis a altas temperaturas, que
consequentemente ndo serdo identificados.>®

O FID é o detector mais sensivel para
hidrocarbonetos, sendo adequado para a detec¢ao
de AG, que sdo acidos carboxilicos com longas
cadeias de hidrocarbonetos. Os EMAGs respondem
diferencialmente no FID, isto porque a combustao
de compostos de carbono produz ions e, esta
resposta depende do tamanho de cadeia e da
presenca de grupos funcionais substituidos por AG
em um hidrocarboneto, que reduz sua eficiéncia
de combustdo. Assim, é necessario utilizar fatores
de corregao para os EMAGs, em rela¢do ao padrao
interno.>* De acordo com Visentainer 2012, para
se determinar a composi¢cao em AG por GC-FID de
forma eficiente, é necessario utilizar os fatores de
resposta usando o nimero de carbono efetivo e
conversdo de EMAGs para acido graxo. Estes fatores
sdo o experimental (fator de correcdo empirico -
FCE) e o fator de correcdo tedrico (FCT).>®

Manin et al. (2019) compararam as
composicoes em AG do leite colostro, leite
de transicao e leite maduro pasteurizados e
liofilizados por um periodo de seis meses, a partir
da analise em GC-FID, utilizando uma coluna
capilar CP-7420 e um injetor split/splitless. A
temperatura do detector foi de 250 °C e do injetor
230 °C. O gas de arraste utilizado foi o hidrogénio
(H,), o gés make-upfoi o nitrogénio (N,), e os
gases da chama foram o H, e ar sintético. O
forno do GC-FID foi programado para 65 °C por
4 minutos, depois aquecido a 185 °C a 15 °C por
minuto e mantidos nesta temperatura durante 12
minutos. Em seguida, a temperatura foi elevada
para 235 °C por 20 minutos e mantida durante
14 minutos. Neste trabalho foram identificados
25 AGs em todas as diferentes fases de LH, que
ndo apresentaram diferencas significativas na
gualidade lipidica entre os diferentes métodos de
conservacao, dentro dos tempos avaliados.>”

Sokol et al. (2015) utilizaram a GC-FID para
comparar o perfil de AGs em amostras de LH, leite
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de vaca e da férmula infantil Lacprodan®PL-20. A
coluna utilizada na GC-FID foi a capilar de 60 m de
comprimento por 0,25 mm de didmetro interno.
O hélio (He) foi utilizado como gas de arraste e a
temperatura doinjetor e do detector foram de 250
e 260 °C, respectivamente. Os autores observaram
que o LH e o Lacprodan apresentaram perfil
semelhante em AGs, com niveis mais elevados de
AGs insaturados, quando comparados ao leite de
vaca.”!

Em um estudo realizado Saphier et al. (2013)
foi determinada a composicao em AGs do LH de
mulheres israelenses por GC-FID, com o objetivo
de compara-los com substitutos de leite para
0 neonato. Os AGs foram separados em uma
coluna capilar de silica fundida RTX-2330 (40
m de comprimento por 0,18 mm de didmetro
interno), com fase estacionaria constituida por
biscianopropil cianopropilfenil polisiloxano. A
temperatura doinjetor e do detector foram de 250
°C e 270 °C, respectivamente e o He foi utilizado
como gas de arraste. Os resultados mostraram que
cerca de 31 % dos AGs totais encontrados no LH
foram o acidos oleico, 21 %, acido palmitico e 20
%, acido linoleico; o total de AGS representou 42
% do total de AGs. J4 o contelido de AGMI foi de 33
%. Também foi observado que a composi¢cdo dos
AG mais abundantes presentes nos substitutos do
leite, sio semelhantes aos encontrados no LH.>®

Gardner et al. (2017) investigaram se as
proporcdes de AGs no LH mudam em resposta a
infeccGes da mae e do neonato, através da analise
de GC-FID, utilizando-se uma coluna capilar de
0,32 mm de didametro interno, revestida com
BPX-70. A temperatura do injetor foi de 250 °C e
do detector de 300 °C. O gés de arraste utilizado
foi o He. No total, foram identificados quinze
AGs, sendo que as proporc¢oes de acido caprico e
ldurico foram significativamente menores, e o do
acido palmitico foi maior quando as maes estavam
doentes, em comparagdo com amostras de maes
saudaveis. As proporcdes do acido estearico foram
maiores quando a criancga estava doente, mas nao
foram relacionadas a saide materna.>®

Jiang et al. (2016) investigaram a composicdo
em AGs em LH de colostro, leite de transicao e
leite maduro em lactantes de trés regiGes da
China e a relagdo com a ingestdo de alimentos
por estas lactantes durante o periodo de
lactacdo, por GC-FID. Neste trabalho foi utilizada
uma coluna capilar de silica fundida (60 m
comprimento e 0,25 mm didmetro interno),
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0 gas de arraste utilizado foi o nitrogénio e as
temperaturas tanto para inje¢ao quanto para
deteccdo foi de 270 °C. Os resultados mostraram
que a composicao em AG do leite variou com o
periodo de lactacdo e com as regides geograficas
da China. Os AGs caprico e laurico aumentaram
ao longo do periodo de lactagdo. Ja os AGMI
aumentaram significativamente do colostro
(34,50 %), para o leite de transicdo (37,06 %),
enquanto que os AGPI foram encontrados em
maiores concentragdes no colostro (29,58 %).
O conteldo destes AGs apresentaram diferenca
significativa entre as regi6es da China, sendo que
a diferenca de habitos alimentares foi um fator
influenciador destes resultados.*’

Barreiro et al. (2018) utilizaram a GC equipada
com o FID como detector e uma coluna capilar
DB-Was (60 m de comprimento e 0,25 um de
didametro interno) para comparar o perfil de AGs
em LH com férmulas infantis. O hidrogénio foi
utilizado como gés de arraste e a temperatura do
injetor e do detector foram de 260 °C. Os autores
também confirmaram que os niveis de AGs nas
férmulas sdo inferiores aos niveis encontrados no
LH, com excecdo das férmulas fortificadas. Além
disso, os resultados obtidos demonstraram que,
apo6s 1 ano de lactagdo, o LH ainda é boa fonte de
AGs essenciais e de AGPI para o neonato.>®

No estudo realizado por Chuang et al. (2013)
foram comparadas as concentra¢des de AGs livres
presentes no LH de maes taiwanesas de neonatos
prematuros e nascidos a termo, com férmulas
infantis. Neste estudo, a GC foi acoplada ao MS.
Os resultados mostraram que os niveis de AGs
livres no LH das maes taiwanesas estao de acordo
com os resultados para diferentes populacdes
geograficamente distintas. No entanto, o
conteudo de AGs livres nas formulag¢Ges infantis
se mostraram inferiores aos encontrados no LH.®°
O maior teor de AGs livres no LH é extremamente
favoravel ao neonato, que os utiliza como fonte
de energia direta, ja que a imaturidade enzimatica
nestes neonatos é um fator presente.®

Villasefior et al. (2014) utilizaram a GC-MS
para caracterizar AGs utilizando uma coluna 122-
5332G DB5 (30 m de comprimento e 0,25 mm de
didametro interno). A fase estacionaria consistiu
em 95 % de dimetil e 5 % de difenil polissiloxano.
O gas de arraste utilizado foi o He. A temperatura
do injetor foi mantida a 250 °C. Os resultados
mostraram que as concentragdes dos acidos
oleico, palmitoleico e linoleico aumentaram nas
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amostras coletadas na quarta semana, quando
comparados com aquelas coletadas nos primeiros
sete dias apds o parto.??

Apesar da GC ser amplamente utilizada
para determina¢do de AGs, Beggio et al. (2018)
desenvolveram e validaram um método para
quantificar o teor de colesterol em amostras de
LH com o uso da GC-FID. Eles observaram que o
teor de colesterol, durante as fases de lactacao,
diminuiu ligeiramente ao longo do tempo de 13,1
mg/100 g no 1° més para 11,3 mg/100 g 120 dias
apos o parto.®*

3.5.1. Derivatizagdo lipidica para a analise da
composi¢cdo em acidos graxos

Apds a extracdo dos lipidios das amostras
de LH, a composicdo em AGs é comumente
determinada por GC, empregando-se como
preparo de amostra a hidrélise dos TAGs seguida
de derivatizacdo (transformacdo lipidica) dos AGs
livres resultantes, formando-se uma mistura de
EMAGs ou de ésteres etilicos de acidos graxos
(EEAGs ou FAEEs - fatty acid ethyl esters), quando
metanol e etanol sdo utilizados, respectivamente.
Os EMAGSs ou EEAGSs sdo volateis, portanto, estdo
na forma adequada para serem identificados e
quantificados através da GC. Para lipidios que ndo
sdo volateis ou facilmente volatilizaveis, a HPLC
pode ser aplicada.??*

Um procedimento de derivatizagdo que pode
ser empregado em analises de AGs em LH é o
da esterificacdo e transesterificacdo utilizando
a catdlise acida com os reagentes trifluoreto de
boro (BF,) em metanol, acido cloridrico (HCI) em
metanol ou acido sulfdrico (H,S0,).*** O BF,, em
metanol, é um reagente muito reativo devido
a sua alta eIetropoIaridade_61 Porém, o BF, é
extremamente tdxico, apresenta custo elevado
e possui um tempo de vida util limitado.* O HCI
é de baixo custo e facilmente disponivel, porém
algumas classes lipidicas, como os TAGs, ndo se
solubilizam no reagente HCl em metanol sendo
necessario o acréscimo de um outro solvente,
como o cloroférmio.>®Ja o H,SO,, quando utilizado
em excesso, ndo deve ser empregado para a
metilacao de AGPI devido ao poder oxidante do
H,SO,, porém, este reagente também é de baixo
custo e possui a vantagem de ser menos toxico do
que o BF,®

Através da metodologia de esterificacdo e
transesterificacdo utilizando catdlise acida e basica
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descrita por Hartman e Lago (1973), é possivel se
obter os EMAGs utilizando-se aproximadamente
50 mg de amostra de lipidios, que sdo diluidos em
solucdo de hidréxido de sddio (NaOH) e metanol.
Como reagente esterificante utiliza-se uma
mistura preparada a partir de cloreto de amoénio,
acido sulfurico e metanol. A desvantagem deste
método é que se utiliza agquecimento a 100
°C, por 10 minutos, durante a realizagdo do
procedimento completo.® Elevadas temperaturas
podem degradar os AGs de cadeia curta, como os
acidos butirico (4:0), capradico (6:0), caprilico (8:0)
e caprico (10:0) presentes na amostra de LH, que
consequentemente, ndo serdo identificados por
métodos subsequentes de determinacdo de AGs.
A temperatura elevada é o principal fator que
influencia na geracao de produtos de degradacao,
e também favorece a conversdo a derivados
metoxilados em posicdes alilicas.

Na metodologia padronizada ISO 2002, em
gue se utiliza hidréxido de potdssio (KOH) como
catalisador basico, ha a vantagem da reacdo ser
realizada a frio, além de ser simples, rapida e
passivel de ser aplicada em lipidios em LH, ja que
este possui contetdo pequeno de AGs livres.® Por
outro lado, na utilizacdo de catalisadores basicos
ha a possibilidade de ndo ocorrer a completa
metilacao dos AGs presentes no LH, o que pode
levar a erros de quantificacdo.>

3.6 Cromatografia Liquida (LC)

A LC é uma técnica de separacdo, na qual a
fase movel empregada é liquida enquanto que a
fase estaciondria pode ser sélida ou liquida. Como
fase movel, pode ser empregado um solvente
ou uma mistura de solventes, por exemplo,
metanol, acetonitrila e dgua. Fases estacionarias
solidas sdo materiais adsorventes, como a silica,
enquanto que fases estacionarias liquidas podem
estar depositadas sobre um suporte sdlido ou
guimicamente ligadas a este.>” A separacdo
lipidica em LH é mais frequentemente realizada
empregando-se coluna com fase estacionaria
C18, mas outras fases estacionarias, como a
C8, também podem ser utilizadas na separagdo
de todas as classes de lipidios e fosfolipidios,
respectivamente.’”!®

Na HPLC, utilizam-se fases estacionarias de
particulas muito pequenas, sendo necessario
0 uso de uma bomba de alta pressdo para a
eluicdo da fase moével, e ha inimeras colunas
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cromatograficas disponiveis no mercado.Z? O
solvente a ser utilizado como fase moével deve
ser compativel com o detector utilizado, nao
deve decompor ou dissolver a fase estacionaria,
deve ser de alto grau de pureza e ter polaridade
adequada para permitir a separacdo dos
componentes da amostra.>

A UHPLC é um avanco da técnica de
HPLC, utilizando os mesmos principios que a
HPLC, porém, com mais vantagens. As fases
estacionarias possuem particulas menores que
2 um, e devido a sua instrumentacdo (bombas,
injetores e detectores) pode operar em pressoes
muito altas, além de se utilizar menores volumes
de amostra. Estas caracteristicas, juntamente
com a alta velocidade da fase moével, aumenta a
resolucdo e a capacidade de detec¢do da técnica,
além de diminuir o tempo de analise.®” Devido a
grande variedade de lipidios no LH, varias fases
estacionarias e combinagdes de solventes sdo
empregadas na HPLC e na UHPLC, dependendo
do tipo de lipidio de interesse.?

A LC de fase reversa possibilita a separagao
de lipidios intactos e de AGs livres baseados na
polaridade, no grau de saturagcao e no comprimento
da cadeia, enquanto que a LC em fase normal pode
ser empregada para separar lipidios, tais como
glicerofosfolipidios, pela sua classe.%

A HPLC em fase reversa tem sido amplamente
utilizada para a separagdo e identificacio de
TAGs, porque fornece uma boa resolugao destas
moléculas. Desta forma, estes compostos sdo
separados de acordo com o comprimento da
cadeia e com o grau de insaturacdo dos AGs.>®
Neste tipo de anadlise, geralmente tem sido
utilizado um gradiente binario de acetonitrila
e isopropanol ou um gradiente ternario de
acetonitrila, diclorometano e acetona. No
entanto, este Ultimo gradiente pode levar a baixa
resolucdo dos picos de TAGs.*

Garwolinska et al. (2018) utilizaram HPLC
acoplada a MS (HPLC-MS) para a caracterizagdo de
glicerofosfolipidios, glicerolipidios, esfingolipidios
e esterdis, e mostraram que o método utilizado
é rapido, livre de solventes toxicos e adequado
para a analise qualitativa da composicdo lipidica
de amostras de LH.?

A HPLC-MS é uma técnica que pode ser
utilizada para a caracterizagdo e quantificacdo
de fosfolipidios do LH, podendo estes serem
separados por uma coluna C18 em classes
como fosfatidilinositol, fosfatidiletanolamina,
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fosfatidilserina, fosfatidilcolina e esfingomielina.?
Tavazzi et al. (2018) utilizaram HPLC-MS/MS
em fase normal para quantificar estas classes
mais abundantes de fosfolipidios em LH,
demonstrando que este equipamento possui
alta sensibilidade capaz de detectar compostos
de baixo peso molecular.®® Villasefior et al.
(2014) utilizaram a LC-MS e para a separacgdo
dos componentes de interesse foi utilizada uma
coluna de fase reversa C8. Dentre os lipidios
identificados neste trabalho, foram encontrados
glicerofosfolipidios, esfingolipidios, TAGs, MAGs,
DAGs e ésteres de colesterol.??

3.7 Espectrometria de Massas (MS)

A MS é comumente associada a métodos
cromatograficos, podendo fornecer resultados
guantitativos e qualitativos dos lipidios do
LH, sendo bastante eficiente para a andlise
de glicerofosfolipidios, esfingolipidios, TAGs,
DAGs, MAGs e ésteres de colesterol. A adicdo
de padrGes internos apropriados é necessaria
para a analise lipidémica quantitativa destas
classes lipidicas. A MS é utilizada para identificar
compostos ionizados, baseando-se na sua razao
massa e carga (m/z).22 O espectrometro de
massas possui maior sensibilidade e especifidade
quando comparado a outros sistemas de
deteccdo, ndo sendo necessdria a derivatizacdo
da amostra lipidica do LH para a realizacdo da
analise de identificacdo de possiveis TAGs.>? Além
disso, neste método, utiliza-se pouco volume
de amostra e o tempo de analise leva de 5 a 10
minutos, por replicata.”!

Apds a realizacdo da andlise, os dados sdo
exibidos como espectros de massas e sao
processados para desotipagem, seguido de
identificacdo e quantificacdo de espécies lipidicas
individuais, por métodos de processamento de
dados ou software exclusivo para as técnicas
analiticas utilizadas. E fundamental corrigir os
efeitos dos aglomerados isotépicos do pico
de anions sobre a intensidade do seu pico
monoisotopico para desotipagem espectral de
massa, a menos que padrdo(s) interno(s) seja(m)
utilizado(s), além de curva de calibracdo para
espéciesindividuais, no caso de analises realizadas
em LC-MS. Os dados qualitativos e quantitativos
de lipidios devem ser processados utilizando-se
dados de bioinformatica.®”°

Algumas fontes de ionizacdo s3o mais
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frequentemente usadas na MS para anadlise
lipidica. Dentre elas, a ionizagdo por electrospray
(Electrospray lonization -ESI) é uma técnica de
ionizagdo na qual os ions sdo produzidos através
da aplicacao de uma alta voltagem, que produz
um campo elétrico na superficie de um tubo
capilar através do qual passa a solucdo liquida
da amostra. Este forte campo elétrico dispersa a
solucdo da amostra em um jato fino de goticulas
carregadas, formando os ions, auxiliados pelo
fluxo de nitrogénio.”*”2

A ESI-MS operando em modo positivo tem
sido aplicada para se obter informacao estrutural
de moléculas polares como TAGs, fosfolipidios e
glicolipidios.” Kallio et al. (2017) utilizaram a MS
e MS/MS para andlise de TAGs com ionizacdo
por electrospray, no modo positivo. A eluicao de
seis pares de TAGs regioisdmeros, representando
diferentes combinacdes de AGs, ocorreu de acordo
com seus numeros de carbono equivalentes (NCE)
(LLLn/LLnL NCE = 40; OOC/OCO ECN = 42; ooL/
OLO, NCE = 46; PPM/PMP NCE = 46; OOP/OPO,
NCE =48 e 0O0S/0SO NCE =50), onde C representa
acido caprico, L: acido linoleico, Ln: acido alfa-
linolénico, M: acido miristico, O: acido oleico, P:
acido palmitico e S: acido estearico. Além disso,
os pares de TAGs regioisoméricos das mesmas
combinagGes de AGs tiveram retencdo idéntica e
ndo se separaram um do outro.”’

Ainfusdo direta por ESI-MS é uma técnica rapida,
precisa e simples que pode ser utilizada para a
andlise lipidica de possiveis TAGs do LH.”*”®> Apesar
destas vantagens, ha a possibilidade de ocorrerem
alguns problemas associados a técnica, como por
exemplo: supressdo de ions, interferéncia isotdpica
e diferenciacdo de isébmeros. Estes problemas
podem dificultar a identificacdo exata da massa do
lipidio de interesse.”

Rydlewski et al. (2019) avaliaram o perfil
lipidico de pools de colostro, leite de transicdo
e leite maduro, em que os lipidios foram
obtidos por diferentes métodos de extracdo
lipidica. Foi utilizado um espectrébmetro de
massas triplo quadrupolo, com uma fonte ESI.
Os pools de LH foram introduzidos no sistema
por infusdo direta, operando em modo positivo
(ESI (+)). Neste trabalho, os autores utilizaram
apenas 50 mg de lipidio, que foram diluidos em
cloroférmio. Na sequéncia, 5 pL desta solucdo
foi diluida em 1 mL de metanol/cloroférmio 9:1.
Posteriormente, foram adicionados 20 upL de
formiato de aménio as amostras para formar
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adutos e, favorecer a ionizagdo via [TAG + NH,]*,
visando a reprodutibilidade do perfil lipidico.
Além disso, foi possivel identificar a provavel
composicao dos TAGs presentes nas diferentes
amostras analizadas, utilizando-se simulagao
computacional a partir de base de dados.*

Sokol et al. (2015) utilizaram a MS/MS para
identificar lipidios em amostras de LH, leite de
vaca e de Lacprodan’PL-20. Os autores também
adicionaram formiato de amonio as amostras.
Neste trabalho, foi possivel identificar 136
moléculas de lipidios de 6 diferentes classes,
dentre elas TAGs, fosfolipidios e esfingomielina. O
método demonstrou que o LH e o leite de vaca
sdo semelhantes ao nivel de classes lipidicas,
enquanto que o Lacprodan é, conforme indicado
pelo fabricante, enriquecido em fosfolipidios.
A anélise por MS/MS proporcionou a detecgdo
de ions fragmentados correspondentes a perda
neutra de AGs de cadeia curta (isto é, AGs com
4 a 10 atomos de carbono), que ndo poderiam
ser identificados pelo método de GC. Esta andlise
também revelou que as moléculas de TAG do LH
sdao compostas por AGs de cadeia mais longa e
insaturada, em comparacdo ao leite de vaca e ao
Lacprodan, que sdo compostos por uma maior
proporcdo de moléculas de TAG constituidos por
AGs saturados e de cadeia curta.*

Outras técnicas de ionizagdo também sdo
citadas na literatura e podem ser utilizadas para
realizacdo de analise lipidica, como a ionizagdo
e dessorcdo a laser assistida por matriz - MALDI
(Matrix Assisted Laser Desorption/lonization) e a
ionizagdo quimica a pressdo atmosférica — APCI
(Atmospheric Pressure Chemical lonization).”

A MALDI permite a andlise de moléculas
grandes ou labeis, podendo ser utilizada para
determinacao de quase todas as classes de
lipidios. Essa técnica envolve a incorporacdo de
analitos em uma matriz que absorve energia no
comprimento de onda do laser (infravermelho ou
ultravioleta). O laser pulsado irradia os analitos,
desencadeando a dessorcao, para facilitar a
ionizagdo das moléculas do analito, que serdo
analisadas e, posteriormente, detectadas.”® Em
nossa busca de dados, ndo encontramos trabalhos
gue utilizassem esta técnica de ionizacdo para
andlise de lipidios em LH. Apesar disso, Garcia
et al. 2012 utilizaram a MALDI-MS com o intuito
de revelar adulteracdo do perfil lipidico de leite
de vaca em pd, a partir da adicdo de 10 % de
Oleos vegetais (soja, palma e dendé) ou gorduras

Va

animais (sebo de vaca e banha de porco) e os
resultados obtidos pelos autores foram bastante
satisfatérios.””

A APCI é outra técnica de ionizacdo que utiliza
reacdes de moléculas de ions em fase gasosa a
pressdo atmosférica. A ionizagdo ocorre ao longo
de um eletrodo, onde as afinidades relativas de
prétons dos ions de gas reagente e as moléculas
de analito gasoso permitem a transferéncia ou
a formacdo de prétons para produzir os ions
moleculares. Esta técnica é aplicavel a compostos
apolares ou de média polaridade, volateis e
termicamente estaveis.”® Na APCI sdo formados
ions pseudo-moleculares intactos, [M+H]* no
modo positivo ou [M-H] no modo negativo, porque
a energia empregada nesta fonte de ionizag¢dao nao
é suficiente para gerar fragmentacdo significativa
das moléculas do analito.”

Em 2001, Mottram e Evershed realizaram
analises com leite de vaca e identificaram 120
espécies de TAG usando HPLC-APCI-MS.8° Gastaldi
et al. (2011) utilizaram HPLC-APCI MS/MS para
avaliar a composicdao de TAGs de leite de vaca
e LH revelando que o leite de vaca maduro
possui mais de 40 % de TAGs com numero total
de carbonos menor que 40. Estes achados se
devem a presenca de AGs de cadeia curta e estes
resultados contribuiram para que fosse possivel
distinguir o leite de vaca do LH, em posteriores
estudos de autenticac¢do.®!

4. Conclusoes

Até o presente momento, ocorreram poucos
avancos tecnoldgicos quanto ao desenvolvimento
de métodos de extracdo lipidica, ja que a maioria
dos trabalhos ainda utiliza os métodos antigos,
que requerem grandes volumes de solventes
toxicos. Os métodos analiticos disponiveis tém
sido capazes de auxiliar na maior compreensao
das caracteristicas dos lipidios do LH. Os
métodos cromatograficos (GC, HPLC e UHPLC)
e a ESI-MS s3o atualmente, os métodos mais
empregados para a identificagcdo, caracterizacdo
e quantificacdo de diferentes classes lipidicas.
Dentre os métodos cromatograficos, a GC-FID
pode ser considerada como método consagrado
na determinacao de AGs, por apresentar precisao
satisfatodria, além da possibilidade da utilizagdo de
diversos tipos de colunas disponiveis. Além disso,
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os resultados obtidos por este método podem
ser de facil reprodutibilidade, gracas a utilizagdo
dos fatores de correcdo empirico e tedrico,
gue proporcionam confiabilidade e permitem
comparacao entre resultados de diferentes
estudos. Os avancgos tecnoldgicos desenvolvidos
até o presente momento sdo capazes de
proporcionar uma amplitude no conhecimento
de caracteristicas lipidicas do LH, principalmente
na area de espectrometria de massas. Ressalta-se
gue avancos cientificos continuos sdo de grande
relevancia para a area, com o intuito de aprimorar
cada vez mais os métodos analiticos em relacdo ao
tempo de andlise, custos e qualidade tecnoldgica,
proporcionando, principalmente, a evolugdo
do conhecimento sobre as caracteristicas das
espécies lipidicas, nutrientes tdo importantes na
saude do lactente.
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