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RESUMO

Este trabalho direcionou-se ao controle de qualidade de éleos vegetais e gorduras animais
pelo emprego de andlise de baixa massa molecular pela técnica EASI-MS utilizando a
ferramenta metabol6mica. As matérias-primas graxas (6leos e gorduras vegetais e animais) e
os produtos sintetizados a partir destes insumos sdo misturas complexas, com aplicacdes e
valores agregados variados como por exemplo para a nutrigdo humana, aplicagées industriais
na producao de lubrificantes, biodiesel, plasticidas, surfactantes, entre outros. As técnicas
disponiveis como Cromatografia gasosa (GC) com detector de ionizagdo de chama (FID) ou
acoplada a um espectrdmetro de massas (GC-MS) tem sido as técnicas mais utilizadas para
caracterizar 6leos e gorduras, através da determinacdo da composicao de acidos graxos.
Como a caracterizagdo da composi¢cao graxa destas matrizes sao muitas vezes restritas,
exigindo a necessidade de procedimentos laboriosos como extragcdes, purificacbes que
requerem muito tempo utilizamos neste trabalho uma recente técnica de ionizagcdo ambiente
de espectrometria de massas: EASI-MS (easy ambient sonic-spray ionization mass
spectrometry) na caracterizacdo de Oleos vegetais e gorduras animais que dispensa o
emprego de processos de derivatizagdo quimica e a separagdo cromatografica. Neste
trabalho aplicamos a metabolémica para elucidacdo de um conjugado de marcadores
taxonémicos de Oleos nunca observados ou analisados em conjunto antes, principalmente
acidos graxos e bifendis 0s quais podem ser extraidos de maneira simples e eficaz. Para a
caracterizacdo dos componentes existentes no metaboloma de 6leos de origem vegetal e
animal e para a caracterizacdo de azeites de oliva de diferentes procedéncias, uma simples
extragdo com uma solugéo hidroalcodlica foi utilizada. O extrato foi adicionados a uma
superficie de vidro para dessa forma, serem injetados para dentro do equipamento de
massas e entdo analisados. O equipamento utilizado foi um Q-Trap™ utilizando uma fonte de
EASI construida por pesquisadores do Laboratério ThoMSon de espectrometria de massas
(IQ/UNICAMP). Os espectros de massas obtidos demonstraram a presencga de acidos graxos
livres além de bifendis caracteristicos de cada tipo de 6leo ou gordura analisado. A presenca
na mesma analise (espectro) demonstrou que mesmo para amostras complexas, a técnica se
mostra aplicavel para a identificacdo, caracterizacdo e controle de qualidade de maneira
inequivoca para 6leos e gorduras.
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ABSTRACT

This work is directed to quality control of vegetable oils and animal fats by the use of low
molecular analysis of the EASI-MS technique using the metabolomics tool. Raw
materials greases (oils and vegetable and animal fats) and the products synthesized
from these inputs are complex mixtures, with varying applications and value added such
as for human nutrition, industrial applications in the lubrificants production, biodiesel,
plasticity, surfactants, among others. The available techniques such as chromatography
(GC) with flame ionization detector (FID) and coupled to a mass spectrometer (GC-MS)
has been the most widely used techniques to characterize oils and fats by determining
the fatty acid composition. To characterize the grease composition of these matrices are
often restricted, requiring the need of laborious procedures such as extractions,
purifications that require much time, in this work we used a recent technique ambient
ionization mass spectrometry: EASI-MS (Easy ambient sonic-spray ionization mass
spectrometry) in the characterization of vegetable oils and animal fats does not require
the use of chemical derivatization procedures and chromatographic separation. In this
work we have applied metabolomics to elucidate a combination of taxonomic markers
oils never observed or analyzed together before, mainly fatty acids and biphenols which
can be extracted in a simple and effective process. To characterize the metabolome of
existing components in vegetable oils and animal and for the characterization of olive
oils from different sources, a simple extraction with a water-methanol solution was used.
The extract was added to a glass surface to thereby be injected into the spectrometer
and then analyzed. The equipment used was a Q-Trap™ using a source of EASI built by
researchers at the Thomson Laboratory of mass spectrometry (Institute of Chemistry /
UNICAMP). The mass spectra obtained showed the presence of free fatty acids besides
biphenols characteristic of each type of oil or fat analyzed. The presence in the same
analysis (spectrum) showed that even for complex samples, the technique proves to be
applicable to the identification, characterization and quality control unequivocally for oils
and fats.



iNDICE

LISTA DE ABREVIATURAS.........coicirimnnisss s sssms s ssssssssssssss s s sss s s s smssssssssss snsnsnssssnsans Xii
LISTA DE FIGURAS.......cccoiiriitrnes s sssas s sss s sss s s sas s s sms s sss s sasssss s asss ssnsnsmnssnnsnsansas Xiii
1. INErOAUGAOD GIAL....ceurererrerarernssesnssssssssssssssssassnsanssssssnssssssnssssnsssssssnssssssnssssnssssssanssssssnsnssssnssnnns 14
1.1 Espectrometria de Massas e a Metabolomica em Alimentos.........ccoeerrrrnsnnrsersnssnnsanas 15
1.2 Técnicas de lonizagao aplicadas a AlIMENIOS.......c.cccceeeerermreseresersnsssesesassesesssassssesssnsasaens 18
1.3 Aplicagcoes da ionizacao por EASI (EASI-MS)........ccccvviemmrismmnnssmssssssnssssses s snsanes 23
1.4 Analise de Oleos pelo emprego de EASI-MS como Ferramenta Metaboldmica........ o4
1.5 Caracteristicas gerais de 6le0s € gorduras...........ccurmrrmrnsrrrssrsssrsssrsssesssssssssssssssnsnas 26
P 0 1o 1= LYo TN = - | 28
3, ObjetivOs ESPECITiCOS...ccuuiurrurrsmrrmrsnrsnrsssssmrsmsssssnssmssssssssssmss s s sn s ss s ssmssm s sasssnsnssmssnans 28
O 1 E= Y (=T g E= TR 1 1= o T (oS, 28
4.1. Reagentes € AMOSIIaAS.......cccuurrrmrsrusmrrisssmisnsssssssssssssssssssssssssssssssasss sasmssassssssssssnssssassasnssases 28
4.2. Procedimento Experimental........... s 29
4.2.1. Preparo das amostras...........curirceninsine st 29
4.2.2. Condicoes inStrumentais........coco e 30
5. ReSUItad0S € DiSCUSSAO.....cccurrrmrssmrssnrsmsssnssasssnsssasssasssnssssssssssssssssssssssssssnsssnsssnsssnssnsssnssnsssnnss 32
5.1. ASPECIOS GOIAIS. .. crrurrerrrmrrsmrssmrssnsssnrsnsssmsssnsssmsssm s s s s s ssnssas s sas s s s s s s n s e sn e e e e s m e nn e e rnnnan s 32
5.2. Caracterizacao dos O1e0S € GOrdUIAS.........ceeeerererererissssessssssssssssessssssssssssssssssssssensnens 36
5.3. Caracterizacao dos Azeites de Diferentes Origens........cccccccerrrnnrsmrnnsssmnssssssssnsnsnnns 38
5.4. Andlise Exploratoria dos Dados..........cccuremrirsmnrissmsinssmssssess s sssss s s ssnssssmnssses 40
TR 07 o T T 1= T 41
7. Referéncias BibliografiCas.........cccurmrirrminimninssrn s s 43

xi



AG
EASI - MS

ESI

L

Ln

M
MALDI

MH* / MH
Mo

MS
m/z

o

P

PC
PCA
Po

PT
Qouq

SSI

LISTA DE ABREVIATURAS

Acidos graxos

Easy Ambient SonicSpray lonization — Mass Spectrometry -
Espectrometria de massas com ionizagdo por Easy ambient sonic
spray.

Electrospray lonization — ionizacao por electrospray

linoleic — linoléico

linolenic - linolénico

myristic — miristico

Matrix Assisted Laser Dessorption lonization — lonizagdo e Dessorcéo a
Laser assistida por matriz

Molécula ionizada (protonada / desprotonada)

myristoleic — miristoléico

Mass Spectrometry - Espectrometria de Massas

razao massa carga

oleic — oléico

palmitic - palmitico

Principal component — Componente principal

Principal Component Analysis — Analise por componente principal

palmitoleic — palmitoléico

pentadecilic — pentadecilico

Quadrupolo

Stearic — estearico

Sonic Spray lonization — ionizagao por spray super sonico

xii



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Ferramentas omicas na nutricdo e saude. Gendmica, proteébmica e
metabolémica integradas na Ciéncia da Nutricdo e na promog¢ao de saude.

(e To 0= g aToTo [1T07=To F= T [0 F= 1 o o N 14
Figura 2: 10nizac0 por MALDL...cccceeeeeiiiiissmssssrnssssssss s sssssssss s s ss s s snsssss s 20
Figura 3: Mecanismo de [0nizaga0 por ESl.. i 21
Figura 4: Espectro da proteina A de peso molecular 45.000 Da......ccceeeerrssssannes 22
Figura 5: Equipamento de ESI-MS/MS..... e 23
Figura 6: Exemplo de uma molécula de triacilglicerideo (TAG), derivado da reagéo

do glicerol com trés moléculas de acido dodecanBiCo........cceeeruieeeeriieiiiieeeeeiieeeeereees 26
Figura 7: Uma foto ilustrativa do equipamento Q-TRAP (acima) e um

esquema da configuragao interna do equipamento (2baiIX0)...uummmeeeerrrrrrrrrrrsnsnnnas 30

Figura 8: Uma foto da fonte EASI utilizada nas analises: A) posicdes de

ajustes (XYZ), B) tubulacao do gas de nebulizacao (N2), C) cadmera, D)

dispositivo de Sonic Spray, E) Luz, F) orificio do cone, G) capilar de Sonic

Spray em aco inox, H) anteparo de vidro onde a amostra € disposta, 1) Capilar

de silica e J) Conector para acoplamento da SEriNQa...uuuueereererssssssssssannnnnnannnnnnes 31

Figura 9: Esquema da analise em fonte EASL...cccccvecmmiiiniccssmmrnrcsseemnnsennnes 31

Figura 10: Espectros obtidos de extratos secos por EASI(-)-MS de (A) 6leo de

oliva, (B) 6leo de améndoa, (C) bleo de soja, (D) 6leo de semente de uva, (E)

6leo de canola, (F) manteiga € (G) banha de POrCO.....curramrmsrrsmsesnsasssesmsasassesnsnsas 34
Figura 11: Espectros obtidos de extratos secos de Oleos de oliva de diferentes
procedéncias por EASI(-)-MS de (A) Portugal, (B) Italia, (C) Espanha (D)

(] 0= L o T = T = 1 = - 35
Figura 12: PCA para confirmar o que observou na inspecao visual com

intervalo de confianca de 100% do EASI (-)-MS de dados dos cinco diferentes
tipos de azeites analisados a partir de: PT: Portugal, O: ltalia, Es: Espanha,

Lib: LIban0 € Gre: GréCiA..mmmmmmmmmmmmnnnnnssssssssssssssssssssmmsnnmmmssmnssssssssssssssssssssssnssnnnnns 41

xiil



1. Introducao Geral

No século passado, os alimentos eram tidos apenas como fontes de substancias
essenciais para preencher os requisitos nutricionais basicos do organismo humano ou
animal. Hoje, sabe-se que os alimentos oferecem muito mais, sdo fontes de
substancias bioativas que proporcionam beneficios adicionais a saude. As
investigacdes nesse sentido foram estimuladas principalmente, pelos avangos
cientificos que proporcionaram evidéncias convincentes ligando dieta e saide a uma

nova e importante area chamada de metabol6mica.

O surgimento da nutrigendbmica foi favorecido pelo impressionante
desenvolvimento das ferramentas omicas ocorrido na ultima década, muito em parte
devido ao Projeto Genoma Humano.'? Alguns autores definem, inclusive,
nutrigendmica como a aplicacdo de ferramentas de genémica funcional na area de
nutricdo®*. Dentre essas, destacam-se as que possibilitam a anélise do transcritoma

(transcritdmica), proteoma (protedmica) e metaboloma (metabolémica) (Figura 1).

MetabolSmica

Genes informagao Proteinas atividade Metabdlitos composicio Qrganismao fendtipo

infarmagao ) funcao ) satde

Figura 1: Ferramentas omicas na nutricao e saude. Gendmica, protedmica e metabolémica

integradas na Ciéncia da Nutricdo e na promog¢ado de saude. Figura modificada de

Fialho E. 8
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Diferentemente do genoma (conjunto do material genético), que se modifica
lentamente, ao longo de geragbes, o transcritoma, o proteoma e o metaboloma
(conjunto em um dado momento de transcritos, proteinas e metabdlitos,
respectivamente) sofrem alteragbes constantes, em resposta a diferentes fatores

ambientais, incluindo a alimentacéo’.

Metabolébmica representa a andlise quali e quantitativa do conjunto total de
metabdlitos de baixo peso molecular (<1500Da) em um dado sistema bioldgico e
determinado momento®®. As moléculas incluem peptideos, amino&cidos, &cidos
nucléicos, carboidratos, acidos organicos, vitaminas, polifendis, alcaléides, minerais,
bem como qualquer outra substéncia quimica ingerida ou sintetizada por uma célula ou

organismo’.

A andlise metabolébmica é bastante complexa visto que o metaboloma varia de
acordo com o tempo e localizagdo bioldgica. Nesse sentido, 6rgaos, células em um
orgao e compartimentos intracelulares apresentam metabolomas distintos, que podem
ser influenciados por fatores como género, genétipo, estado hormonal, exercicio fisico,

estresse e alimentagao'®.

1.1 Espectrometria de Massas e a Metabolémica em Alimentos

% 10 & o desenvolvimento de novas e

Avancos recentes em instrumentacao
revolucionarias técnicas revitalizaram acentuadamente a Espectrometria de Massas
(MS), que se constitui hoje em uma das mais abrangentes técnicas instrumentais em
ciéncia, com amplas aplicagbes em diversas plataformas “omicas” como gendmica,
transcriptbmica, protebmica e outras. Com seus novos horizontes e amplas

perspectivas de desenvolvimento, a MS vem se consolidando como uma ferramenta
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extremamente versatil e essencial em ciéncia. Desde pesquisas aplicadas até as mais
fundamentais, a MS tem exercido papel de grande destaque, com crescente atuacao
na area da mais nova “omica”, a metabolémica'’.

A metabolébmica corresponde a andlise das moléculas do metaboloma. O
metaboloma é o conjunto dos produtos finais resultante da diversidade das atividades
enzimaticas integrando as respostas aos estimulos exteriores (mecanicos ou quimicos)
num tecido ou conjunto de células especificas'?, ou seja, o conjunto das moléculas de
baixo peso molecular geradas pelo metabolismo primario e intermediario dos seres
Vivos.

Uma vez conhecida a composi¢gao dos metabdlitos através de diferentes técnicas,
poderemos prever, por exemplo, a ativacdo de determinados genes (nos casos de
regulagdo conhecida), avaliar o risco imediato para determinadas substancias tdxicas
em alimentos, ou identificar novos biomarcadores que serdo utilizados na
rastreabilidade da origem e no conhecimento de novos constituintes nutricionais. '

A Metabolémica em alimentos ocupa um lugar de destaque na era moderna.™ A
preocupacido em relacdo aos alimentos deixou de ser apenas a prevencado de sua
deterioragcédo e extensdo de sua vida de prateleira, mas se concentra hoje nos macro
nutrientes e micronutrientes que os compdem (agua, carboidratos, proteinas, lipidios,
vitaminas e sais minerais). As evidéncias crescentes que demonstram uma estreita
relagéo entre a dieta e as doengas humanas tém levado a grandes investimentos em
paises desenvolvidos e intensas atividades de pesquisas em metabolémica, tanto
governamentais como particulares.' '° As propriedades médico-preventivas, além do
valor nutricional dos constituintes naturais dos alimentos, de um lado, e os efeitos
toxicos de constituintes e contaminantes do outro, tornaram prioritario o conhecimento
da total composi¢cdo quimica dos alimentos através do emprego das mais diferentes

técnicas instrumentais utilizando a ferramenta émica.’® Nos paises cujo o coeficiente
16



de desenvolvimento é maior, hoje ndo é mais permitida a comercializacao de alimentos
sem que a sua composicao seja do conhecimento do consumidor. Os beneficios
decorrentes da diminuigdo do sofrimento humano e dos gastos com medicamentos e
atendimento hospitalar, aliados a maior produtividade que resulta em uma populacéao
mais sadia, retribuem os investimentos nas pesquisas visando proporcionar uma dieta
adequada e saudavel para a populacao, esforcos que requerem aplicacao constante
da ferramenta metabolémica em alimentos'.

Um pais que deseja entrar na modernidade e garantir seu lugar em um mercado
internacional cada vez mais competitivo deve ter grupos de pesquisa e
desenvolvimento capazes de realizar andlises essenciais para garantir a qualidade e a
segurancga dos alimentos, avaliar e desenvolver métodos analiticos adequados para as
necessidades do pais e a natureza dos seus produtos e de gerar um banco de dados
sobre o0s diversos metabdlitos existentes nos alimentos comercializados ou
potencialmente comercializaveis. Esta infra-estrutura garante a populacao alimentos
nutritivos, seguros e de alta qualidade, além de evitar a rejeicdo dos produtos
exportados. A analise metabolbmica € também o primeiro passo para utilizacao
eficiente das riquezas naturais.™

Dados sobre os diversos metabdlitos existentes nos alimentos tem como usuarios
industrias, institutos governamentais, instituicio de ensino e pesquisa, hospitais,
servicos de informacdo a comunidade, sendo necessarios as atividades profissionais
de milhares de pessoas envolvendo cientistas, engenheiros, tecndlogos, nutricionistas,
médicos, farmacéuticos, economistas, professores e profissionais de marketing. '* '°

No Brasil existe escassez de dados em pesquisa de metaboldmica como
ferramenta para o controle e a rastreabilidade de alimentos.'® A populacdo esta,

portanto, exposta ao consumo de alguns alimentos de qualidade nao controlada,
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inclusive quanto ao valor nutricional e presenca de contaminantes toxicos. Portanto, o
uso da andlise metabolémica suportada por técnicas instrumentais rapidas com alta
precisdo, exatidao e versatilidade tornam-se indispensaveis na area de alimentos. As
técnicas de MS ocuparam um papel de destaque na ultima década, por exatamente
preencherem tais requisitos.® Assim aliar a metabolémica & técnica de MS torna-se

uma tarefa de suma importancia tecnolégica e econémica para o Brasil.

1.2 Técnicas de lonizacao aplicadas a Alimentos

Embora a espectrometria de massas esteja consolidada ha varios anos pelo
desenvolvimento de técnicas de ionizagao por elétrons e ionizagdo quimica, elas eram
limitadas quanto a aplicacdo em biomoléculas em alimentos.

A espectrometria de massas € uma ferramenta analitica utilizada para a medida da
massa molecular de substancias quimicas (que devem estar eletricamente carregadas).
Permite também identificar, quantificar e elucidar as propriedades estruturais de
moléculas e atualmente € uma técnica indispensavel em diferentes areas, como
quimica, biologia, ciéncias médicas, tecnoldgicas e inimeras outras.

O principio basico da espectrometria de massas consiste em gerar ions a partir de
compostos (organicos ou inorganicos) por meio de um método de ionizacao apropriado,
separa-los através de sua relacdo massa-carga (m/z) em um analisador de massas, e
detectar quali e/ou quantitativamente os compostos a partir da relagdo massa-carga dos
ions (m/z) e suas respectivas abundancias por meio de um detector, que “conta” os
ions e transforma o sinal em corrente elétrica. A magnitude do sinal elétrico em funcao
da relacdo m/z € convertida por um processador de dados, que gera o espectro de
massas correspondente.’’

No inicio dos anos 90, duas técnicas de ionizagdo foram desenvolvidas, o que
18



ampliou muito a gama de aplicagcbes de MS. Estas duas técnicas foram chamadas
lonizacdo e Dessorcao a Laser assistida por matriz(MALDI) e electrospray (ESI)*'%'8 12
Através de conceitos simples, mas revolucionarios, moléculas termolabeis, ions em
solugédo, complexos organometdlicos, polimeros e moléculas de elevadas massas
moleculares (até 1 MDa ou mais), enfim espécies antes ndo adequadas as técnicas
classicas de ionizacdo em MS, podem hoje ser analisadas com facilidade por MALDI-
MS e/ou por ESI-MS.™®

Massas moleculares de proteinas e outras macromoléculas tem sido determinadas
com alta precisdao, além de inUmeras novas aplicacées para moléculas menores de
diversas classes. Estas novas técnicas de ionizagdo tem assim projetado a MS
também na area de alimentos de forma nunca antes possivel.'

MALDI-MS: Para andlise de substadncias em alimentos, como exemplo de
aflatoxinas, ou de qualquer outro analito, prepara-se uma solu¢cdo da amostra e matriz
(pequenas moléculas organicas). O solvente é entdo evaporado resultando em uma
solucao sélido-sélido que é depositada sobre uma superficie chamada de anteparo de
amostra. Esta solugcédo é entao irradiada com laser (Figura 2), ocorrendo aquecimento
localizado e seletivo. A matriz por sua vez absorve fortemente a radiagdo do laser e por
consequéncia ocorre a evaporacao rapida da matriz e da molécula ionizada (ex: MH"),
que é entdo liberada para a fase gasosa, e acelerada pelo potencial aplicado a sonda

em direcdo ao analisador de massas.?
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Figura 2: lonizag&o por MALDI *

ESI-MS: A Figura 3 descreve o mecanismo de ionizagdo com a transferéncia dos
ions positivos das gotas do spray para a fase gasosa. O processo de ionizagao ESI é
inovador, pois ions sdo formados em solu¢do e ndo mais na fase gasosa, eliminando-
se entao os problemas de volatilizagdo de substancias termolébeis e macromoléculas.
A solugédo pode conter ions resultantes da dissolugdo de sais ou ions formados por
protonagao ou desprotonagédo (ou complexagao com cations) de substancias acidas ou
basicas com ampla faixa de pesos moleculares como proteinas. Em electrospray no
modo positivo, a solugdo é entdo submetida a um spray eletrolitico que oxida os ions
negativos, deixando as gotas produzidas no spray com excesso de ions positivos, ou
alternativamente através da reducdo dos ions positivos, com excesso de ions
negativos (ESI negativo). Através de contra-corrente de nitrogénio aquecido, evapora-
se 0 solvente e reduz-se o volume das gotas. Ocorre entao repulsdo crescente entre
ions de mesma carga, com possivel subdivisdo das gotas, e estes ions sao

eventualmente transferidos para a fase gasosa em um processo brando e eficaz. A
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partir desta etapa, operam os processos normais de anadlise, selecdo e deteccao de

ions na fase gasosa por MS.%
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Figura 3: Mecanismo de lonizacao por ESI

A Figura 4 mostra espectros de ESI de uma macromolécula (proteina A de peso
molecular 45.000 Da). Em solugéo acida ocorre a multiprotonagao da macromolécula,
com formacdo de fons multicarregados MH™" com diferentes quantidades de cargas
positivas. Obtém-se entdo o espectro na forma de envelope de ions centrado em torno
de m/z 1000. Outra grande vantagem da técnica ESI € que podem ser utilizados
analisadores convencionais de m/z para determinagdes de altas massas. Portanto, os
ions deste envelope sédo todos formados por moléculas da mesma proteina, mas com
cargas variadas. Medindo-se o espagamento entre os picos do envelope formado de
diferentes razbes massa-carga (m/z), calcula-se entdo a massa da proteina.
Alternativamente, pode-se obter o espectro de ESI-MS de ions negativos através de

desprotonagao em meio basico. %
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Figura 4: Espectro da proteina A de peso molecular 45.000 Da®

A ESI é também revolucionaria por permitir a MS o acesso e o estudo da quimica
e estrutura de uma ampla variedade de ions antes inacessiveis por MS classica com
ionizacdo EI/CI.'® Como exemplos podemos citar aminoacidos, peptideos, proteinas,
carboidratos e compostos bioativos em geral e diversas substancias termolabeis,
ionizadas em solugé@o nas suas formas protonada, desprotonada ou complexada com
cations metalicos. A auséncia de dissociagdo devido a formagao de ions "frios" em
solucdo é vantajosa para a analise de massas moleculares, mas dificulta a anélise
estrutural detalhada. A combinacdo de ESI com técnicas de MS/MS (Figura 5) se

mostra entdo ideal e completa, pois, por exemplo, moléculas mono- ou multi-
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protonadas como € o caso das proteinas e peptideos, podendo ser selecionadas pelo
primeiro analisador de massas Q1 de um equipamento triploquadrupolar, dissociadas
por CID em Q2, e os fragmentos analisados entdo por Q3, possibilitando o
sequenciamento de peptideos através da espectrometria de massas® %

Porém pode ocorrer supressao iénica em ESI para analise de misturas, sendo
muitas vezes necessario aliar a técnica de cromatografia liquida para eliminar tal efeito.
Utilizando normalmente gradientes diferentes de solventes como acetronitrila / agua

em conjunto com colunas Cig, entre outras, diminui-se o efeito de supressao idnica,

pelo alto poder de separacdo que a técnica fornece®.
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Figura 5: Equipamento de ESI-MS/MS?®

1.3 Aplicacé6es da ionizacao por EASI (EASI-MS)

Recentemente, o laboratério ThoMSon de Espectrometria de massas publicou
uma nova técnica de dessorgao/ionizagao para analise ambiente em espectrometria de
massas: easy ambient sonicspray ionization (EASI).?* Esta técnica requer pouco ou
nenhum preparo de amostra e pode ser realizado diretamente em varios tipos de
amostra. EASI usa o spray super sénico para criar microgotas de solvente carregadas

24, 25

devido a distribuicao estatistica ndo-balanceada de cations e &anions. Essas
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goticulas carregadas bombardeiam a superficie causando o fenbmeno de dessorcéo e
a ionizagao do analito. A vantagem do EASI é que ndo requer preparo de amostra
complexo (apenas uma simples preparagao) e a ionizacao é branda de forma levando
a formacao de espécies moleculares intactas o que facilitam uma analise de misturas
com menos ruido.*

EASI-MS tem sido aplicado com sucesso na andlise de uma variedade de analitos
e matrizes, tais como, comprimidos,* perfumes®e surfactantes®’. Recentemente, EASI
tem sido acoplado a espectrometria de massas por insercdo via membrana (EASI-
MIMS, do inglés membrane introduction mass spectrometry) > e cromatografia em
camada fina (EASI-TLC-MS)?®. Como EASI-MS é baseado em SSI, é a técnica mais
suave de ionizacdo em espectrometria de massas ambiente, gerando ions do analito
intactos, sem ou com muito pouca dissocia¢do. Esta caracteristica do EASI ¢ util na
analise de moléculas frageis e misturas complexas, pois para cada molécula é formado
apenas um fon no espectro.?® Uma vez que ndo se aplica alta voltagem nem
aquecimento no capilar do spray, transformacgdes térmicas ou eletroquimicas que
ocorrem em outras técnicas sdo minimizadas ou eliminadas. EASI por ser facil de usar

e implementar, parece ser ideal para analises em campo.

1.4 Analise de Oleos pelo emprego de EASI-MS como Ferramenta

Metabolomica

Adulteracdo de Oleos vegetais de alto preco com Oleos de baixo pregco para
aumentar a lucratividade € uma pratica comum, largamente empregada e ilegal. Essa
pratica é especialmente adotada para os 6leos de oliva, que sdo adulterados
geralmente com 6leo de améndoas (devido a sua composicao similar) ou éleo de soja

(devido ao baixo custo e a alta disponibilidade). 2> *°
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Por ser a autenticidade do 6leo importante por questdes de saude e por questoes
comerciais, é constante a busca por métodos simples, rapidos e eficientes para tipificar
e controlar adulteragdes ou falsificagdes.®

Oleos vegetais apresentam triglicérides caracteristicos na sua composicéo, perfil
de acidos graxos livres e outros constituintes naturais como bifendis. Esses
constituintes naturais sdo marcadores quimiotaxonémicos para o metaboloma de 6leos
vegetais, para a classificacdo e controle de pureza.’' Estes perfis sdo comumente
obtidos por métodos cromatograficos como cromatografia a liquido de alta eficiéncia
(CLAE) ou cromatografia a gas (CG), precedidos por vezes por métodos de hidrélise e
derivatizagdo.%** Infusdo direta por electrospray por espectrometria de massas (ESI-
MS) e lonizagao e dessorgao a laser assistida por matriz (MALDI-MS) foram utilizados
para a andlise de fingerprint metabdlico, tipificacdo e controle de qualidade com
excelentes resultados para 6leos.> %

Foi demonstrado recentemente, por diferentes tipos de 6leos vegetais, que uma
infusdo direta [ESI(-)-MS] de um extrato de 6leo extraido através de uma mistura de
uma solucao contendo agua:metanol com 0,1% de hidréxido de aménio foi efetivo para
caracterizar o perfil quimico de &cidos graxos livres e bifendis. Esta mesma técnica
demonstrou ser capaz de verificar a adulteracéo de 6leo de oliva por 6leo de soja. *°

As adulteracbes sao amplamente empregadas para aumentar a lucratividade,
porém as mesmas sao consideradas um risco a saude publica. Os métodos existentes
até o momento sao seletivos, porém, extremamente trabalhosos, envolvendo gastos de
reagentes e muito tempo de analise. O desenvolvimento e a implementacao de
métodos simples, seletivos e eficazes sdo necessarios para auxiliar no controle de

qualidade de produtos.
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1.5 Caracteristicas gerais de oleos e gorduras

Oleos e gorduras sdo constituidos principalmente por uma mistura complexa de
triacilglicerideos (aproximadamente 95-98%), que atuam como fonte de reserva
energética para animais e plantas. Os 6leos também atuam como solvente para os
demais componentes minoritdrios como esterdis, vitaminas lipossoluveis
(principalmente tocoferdis/tocotriendis), pigmentos incluindo clorofila e carotendides,
compostos fendlicos, fosfolipidios, acidos graxos livres, mono e digliceridios.’

Os triacilglicerideos sao ésteres formados a partir da reagao do glicerol com trés

unidades de acidos graxos, como mostra o exemplo na Figura 6.

Figura 6: Exemplo de uma molécula de triacilglicerideo (TAG), derivado da reagao

do glicerol com trés moléculas de acido dodecandico.

As gorduras animais e o0s 0leos vegetais sdo misturas de triglicerideos, que
diferem na sua composicao em &cidos graxos e, consequentemente, no seu ponto de
fusdo. Os TAGs das gorduras animais sao ricos em acidos graxos saturados, o0 que
atribui a esse lipideo uma consisténcia sélida a temperatura ambiente; os de origem
vegetal, ricos em &cidos graxos insaturados, sao liquidos. Os TAGs podem ser

hidrolisados, liberando &cidos graxos e glicerol. *
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Dentre os 6leos vegetais comestiveis comercializados mundialmente, o azeite de
oliva € um dos mais importantes e antigos do mundo, sendo largamente usado nos
paises que margeiam o Mediterraneo. E raro existir, dentre os 6leos vegetais nao

refinados, um "flavour" mais apreciado do que o do azeite de oliva virgem*®.

O azeite de oliva é um tipo de 6leo produzido Unica e exclusivamente a partir de
azeitonas, fruto de uma arvore chamada oliveira. O nome "azeite de oliva" ndo pode
ser utilizado nas misturas de azeite com outros 6leos (esses sdo chamados de 6leos
compostos) e o azeite é o 6leo de oliva obtido através de métodos fisicos. Portanto

nem todo 6leo de oliva pode ser considerado azeite. *°

Existem cerca de 270 tipos de azeitonas e somente 24 sado regularmente utilizadas
na producao de azeites. Cada pais tem seu tipo caracteristico, a exemplo, na Espanha
existem os tipos Alberquina, Picual e Empeltre enquanto em Portugal encontra-se o

tipo Galega®'.

O Azeite de Oliva é classificado com base nas suas caracteristicas organolépticas
(sabor e aroma), analiticas (acidez e outros dados quimicos) e pelo processo extrativo

e pode ser dividido, basicamente, em 3 tipos:

AZEITE EXTRA VIRGEM: Obtido através da extracdo por processo de prensagem
mecéanica das azeitonas, com aroma e sabor impecavel, apresenta menos de 1% de
acidez.

AZEITE VIRGEM: Obtido através da extragdo por processo de prensagem mecanica

das azeitonas, com acidez abaixo de 2%.
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AZEITE PURO: Composto por azeite refinado e azeite virgem, apresentando menos

de 1,5% de acidez.

2. Obijetivo Geral

Analisar substancias de baixa massa molecular provenientes do metabolismo vegetal
ou animal para estudo utilizando a técnica EASI — MS (easy ambient sonic-spray
ionization mass spectrometry) para identificacdo de marcadores taxonémicos contidos
nos diferentes tipos de 6leo de origem vegetal e animal e verificar a possivel
adulteracao de Oleos de oliva de diferentes procedéncias (paises de diferentes

origens).

3. Objetivos Especificos

1) Caracterizacdo de componentes existentes no metaboloma (ou seus derivados) em
Oleos de soja, oliva, améndoa, semente de uva, canola, manteiga e banha de

porco.

2) Caracterizacao de componentes de azeite de diferentes paises produtores.

4. Materiais e Métodos

4.1. Reagentes e Amostras

Hidroxido de amdnio e metanol grau HPLC foram adquiridos da Merck SA (Rio de

Janeiro, Brasil). Agua ultrapura foi obtida do sistema de purificacdo MilliQ (Millipore).

28



Para a primeira parte do trabalho, ou seja, para a caracterizacao de componentes
existentes no metaboloma, um total de 15 (quinze) amostras de 6leos de origens vegetal
e animal foram obtidos de fornecedores confiaveis e a autenticidade foi evidenciada por
EASI(+)-MS através do perfil de triacilglicerideos (TAGs) (perfil ndo mostrado neste
trabalho). Os 6éleos analisados foram 6leo de oliva (A), 6leo de améndoas (B), 6leo de
soja nao refinado (C), 6leo de semente de uva (D), 6leo de canola (E), manteiga (F) e

banha de porco (G).

Para a caracterizagdo dos componentes nos diferentes azeites, 30 (trinta)
amostras de azeite extra-virgem com acidez inferior a 0,5% de paises diferentes (dos
paises Portugal, Espanha, Grécia, ltalia e Libano) foram adquiridos. Para cada
procedéncia foram adquiridos 6 azeites.

As amostras estavam dentro do prazo de validade e apresentavam identificacdo
no rétulo, sem sinais de adulterag¢do ou falsificagéo.

4.2. Procedimento Experimental

4.2.1. Preparo das amostras

A uma aliquota de 100 uL de amostra de 6leo/gordura foram adicionados 200 pL
de uma solugdo de metanol:agua (1:1) contendo 0,1% de hidréxido de amdnio. 40uL da
fracao hidro-alcodlica foi disposta sobre um anteparo de vidro, aguardando-se a completa
secagem em temperatura ambiente deste material sobre o anteparo. Posteriormente, a
amostra seca foi colocada na parte frontal da fonte EASI, para que fosse analisada por

EASI(-)-MS.
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4.2.2. Condicoes instrumentais

Os experimentos foram feitos em um espectrémetro hifenado do tipo triplo
quadrupolo e ion trap, sendo o ultimo quadrupolo (Q3) um jon trap linear (Figura 7). O
equipamento utilizado foi Q-Trap™ (Applied Biosystems) utilizando uma fonte de EASI
(Figura 8) construida pelo laboratério ThoMSon de espectrometria de massas, por
meio do uso de uma fonte comercial de nano-ESI como plataforma basica. Um
esquema geral do processo de exposicao do anteparo na fonte EASI esta ilustrada na

Figura 9.

Ol

;_//

Figura 7: Uma foto ilustrativa do equipamento Q-TRAP (acima) e um esquema da

configuracao interna do equipamento (abaixo)*?
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Figura 8: Uma foto da fonte EASI utilizada nas analises: A) posi¢oes de ajustes (XYZ),
B) tubulacao do géas de nebulizacao (N,), C) camera, D) dispositivo de Sonic
Spray, E) Luz, F) orificio do cone, G) capilar de Sonic Spray em ago inox, H)

anteparo de vidro onde a amostra é disposta, |) Capilar de silica e J) Conector

para acoplamento da seringa.

Solvente

/ Presséo
f Atmosférica

( {

Extrato de 6leo Skimmer

Figura 9: Esquema da analise em fonte EASI
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O espectrobmetro de massas operou no modo negativo. As condicoes EASI(-)-MS
foram as seguintes: Na bomba de seringa, utilizou-se um fluxo de 20uL/min de
metanol:agua (1:1) contendo hidréxido de ambnio, pressao do gas de nebulizagao (N»)
foi de cerca de 30bar, Pressao do gas de cortina (curtain gas) de 5 bar, potencial do
declustering de 100V, distancia do anteparo de vidro foi de aproximadamente 2mm do
skimmer e o angulo do capilar foi de 30graus. O experimento de fragmentagcao
(MS/MS) foi realizado através da selecdo de um ion precursor no Q1, que foi
dissociado no g2 através de colisdo induzida com auxilio de nitrogénio e a analise do
ion produto foi realizada no Q3. A energia de colisdo variou entre 10 e 40 eV,

dependendo do perfil de dissociagdo do ion precursor.

5. Resultados e Discussao

5.1. Aspectos Gerais

As analises foram conduzidas sem o uso de preparacao complexa das amostras.
O método de EASI-MS vem sendo aplicado para a analise de farmacos e cosméticos e
foi desenvolvida inicialmente para a caracterizagdo de compostos com estrutura
simples 2* 26%” Contudo, quando se aplicou para 6leos e gorduras neste projeto, além
da vantagem de evitar elaboradas preparacées de amostras, outro fator a se destacar
€ que este tipo de ionizagdo tem um carater mais brando quando comparado com ESI,
possibilitando andlises de moléculas instaveis.

Quando as amostras sao preparadas por meio de solubilizagdo e transferéncia de
uma aliquota de ambas as solugbes para o anteparo inerte, forma-se uma camada de
amostra que tende a se cristalizar no centro do anteparo, quando seca a temperatura e
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pressao ambiente, o que acarreta na formacao de um filme homogéneo promovendo a
obtencao de espectros de massas reprodutiveis.

Os espectros de massas de 6leos e gorduras obtidos por EASI-MS mostram
perfis tipicos de acidos graxos e bifendis, e apresentam sinais de 100 a 600 m/z
conforme ilustrado pelo espectro de massas dos 6leos analisados neste trabalho e

mostrados nas figuras 10 e 11 a seguir.
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Figura 10: Espectros obtidos de extratos secos por EASI(-)-MS de (A) 6leo de oliva,
(B) éleo de améndoa, (C) 6leo de soja, (D) 6leo de semente de uva, (E) 6leo de

canola, (F) manteiga e (G) banha de porco.
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Figura 11: Espectros obtidos de extratos secos de azeites de diferentes
procedéncias (6 amostras de cada procedéncia) por EASI(-)-MS de (A) Portugal,

(B) ltalia, (C) Espanha (D) Libano e (E) Grécia.

Os ions no intervalo de m/z 250-300 correspondem a maioria dos acidos

graxos (AG) livres encontrados neste trabalho detectados principalmente como
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fons desprotonados [AG-H] .

Os ions na faixa de m/z 100-250, bem como 300-650 correspondem em
sua maioria aos bifen6is.>® *°

Varios trabalhos existentes na literatura analisam os acidos graxos e
bifendis separadamente, contudo neste trabalho observamos os mesmos de
maneira simultanea.*®°" %3%°

No mecanismo de fragmentacdo, € interessante ressaltar que os acidos
graxos em experimentos de MS/MS, mesmo utilizando-se uma energia muito alta
de colisdo, ndo fragmentam, sendo necesséria a alta resolucdo para identificar

cada ion. Ja os bifendis perdem predominantemente agua e CO,, facilitando a

identificacao por MS/MS em complementacao com a utilizacédo de alta resolucao.

5.2.Caracterizacdo dos Oleos e Gorduras

A Figura 10 compara os espectros de massas por EASI-MS dos 6leos de
oliva, améndoa, soja, semente de uva, canola, manteiga e banha de porco.

E interessante notar que cada 6leo apresenta um espectro de massas com
um perfil tipico de acidos graxos que permite sua caracterizacao rapida e facil,
conforme descrito a seguir.

O fingerprint do 6leo de oliva (Figura 10A) destaca principalmente os acidos
graxos palmitico (P), linoléico (L) e oléico (O) caracterizado através dos ions de
m/z 255 (P), 279 (L) e 281 (O). Este resultado estd de acordo com a tipica
composigao do 6leo de oliva que contem entre 15-30% de &cido palmitico, 20-46%
43-44

de acido linoléico e 80-100% de acido oléico.

O o6leo de améndoa nédo muito comum no Brasil, mas extensamente
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utilizado na Comunidade Européia (Figura 10B) tem entre 75-100% de &cido

oléico™ *° e é muito semelhante quimicamente com o 6leo de oliva sendo utilizado
como solvente adulterante do mesmo, contudo neste trabalho verificamos que este
6leo é caracterizado principalmente pela inexisténcia dos ions correspondentes
aos bifendis, exatamente por passar pelo processo de refino e estes dados sao
observados no espectro de massas e servem para rapida diferenciacdo dos
mesmos na técnica aqui proposta*

O 6leo de soja é um dos insumos mais produzidos no Brasil (Figura 10C),
por sua vez, &€ constituido principalmente por acidos linoléico (80-100%) e oléico
(30-60%),*3¢ & exibe os jons m/z 255 (P), m/z 277 linolénico (Ln), m/z 279 (L) e
m/z 281 (O) como os mais abundantes. Observa-se que 6leo de soja também é
utilizado para adulteracdo do 6leo de oliva e apresentam os mesmos acidos
graxos diagnésticos do 6leo de oliva, e desta maneira, a diferenciagdo entre eles
se promove através da andlise das abundéancias relativas entre os ions e da
presenca de bifendis. A medida que o 6leo de oliva é mais rico em acido oléico do
que o Oleo de soja, o ion de m/z 281 (O) € mais intenso no oliva. O mesmo ocorre
em relacao ao acido linoléico que é mais abundante no éleo de soja, de modo que
0 espectro de massas mostra os ions m/z 279 (L) mais abundante no 6leo de soja
e a auséncia de bifendis.

O dleo de semente de uva (Figura 10D) é caracterizado por dois acidos
graxos insaturados (linoléico e oléico) e um saturado (palmitico), uma vez que o
acido linoléico é o principal componente do 6leo de semente de uva com
(aproximadamente 80%).**

Ja o 6leo de canola é um 6leo bem semelhante quimicamente com os

6leos de oliva e aveld,”® principalmente pela predominancia do acido oléico
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observado também em nosso estudo (Figura 10E).

Nas gorduras analisadas neste trabalho representadas pelas figuras 10F e
10G oriundas de manteiga e banha de porco apresentam o acido oléico como
acido graxo predominante e acidos graxos de cadeia curta, registrados em
trabalhos anteriores por cromatografia gasosa.***°
A técnica parece ser muito interessante para anadlise rapida de 6leos e

gorduras mostrando resultados muito semelhantes aos obtidos por cromatografia

gasosa.

5.3.Caracterizacao dos Azeites de Diferentes Origens

Ap6s a realizagdo do trabalho com os Oleos e gorduras verificamos
experimentalmente que os Oleos de oliva apresentavam diferencas entre si
segundo a regido de origem que era facilmente caracterizada pelos ions
correspondentes aos bifendis, permitindo assim uma tipificacao rapida e simples
(Figura 11).

O espectros de massas dos éleos de oliva extra virgens apresentam ions
[M-H] na faixa de m/z 100-600, sendo que os Oleos sé&o oriundos de ltalia,
Portugal e Grécia possuem um espectro com maior similaridade entre si.

Os Odleos originarios de Portugal (Figuras 11A) sédo constituidos,
principalmente, por AGs e bifendis. Os ions de m/z 281 (O) e m/z 255 (P) sdo mais
abundantes sendo que, a relacdo entre os ions mais abundantes é de
aproximadamente 2:1. O espectro de massas do 6leo portugués exibe também
ions que foram identificados como bifendis e vitaminas com m/z 137 (tirosol), m/z
195 (2-(4-hydroxyphenyl) ethyl acetate), m/z 319 (decarboxylated-oleuropein
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aglycon), m/z 377 (oleuropein aglycon) e m/z 471 (a-tocopheryl acetate),
mostrando ser um éleo rico em constituintes funcionais.

O fingerprint do éleo de oliva Italiano (Figura 11B) é caracteristico, pois 0s
bifendis sdo escassos, ndo tanto quanto o 6leo Libanés, mas bem préximo. Nota-
se que o0s poucos bifendis identificados sdo o tirosol (m/z 137), e 1-
acetoxypinoresinol (m/z 415) este ultimo por sua vez somente encontrado neste
Oleo italiano e no grego, podendo ser sugerido como um tipico biomarcador para
estes Oleos.

Destaca-se no azeite espanhol a presenca de quase todos os constituintes
identificados neste trabalho que auxiliam na tipificacdo e determinacao de origem
do mesmo. Embora este azeite espanhol e os 6leos estudados exibam ions na
mesma faixa de m/z, verifica-se que o azeite espanhol possui um perfil diferente
que é caracterizado principalmente por bifendis.

O azeite grego (Figuras 11E), muito famoso até pelas suas propriedades
terapéuticas, € bem semelhante ao portugués, contudo apresenta menos
constituinte que o azeite espanhol (Figuras 11C).

Outro ponto a ser abordado, refere-se ao azeite Libanés que apresenta
quase que exclusivamente apenas acidos graxos livres comuns a todo e qualquer
6leo de oliva seja ele refinado ou extra virgem (Figuras 11D).

Consequentemente sugerimos a partir dos dados obtidos de que no azeite
espanhol possa haver maior atividade funcional, contudo para confirmar esta

hipdtese seriam necessarios estudos in vitro e in vivo mais aprofundados.
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5.4.Analise Exploratéria dos Dados.

Para confirmar e ilustrar o desempenho da técnica EASI-MS na
classificagdo dos azeites de oliva de diferentes origens, os dados foram tratados
por meio da analise de componentes principais (PCA).

A andlise de PCA é uma metodologia empregada na caracterizacdo de
amostras, onde € necessario extrair informacdo de um grande numero de
variaveis. Trata-se de uma ferramenta util na analise e classificacdo de um grupo
de amostras, pois permite visualizar os dados obtidos a partir das amostras em um
gréafico bi ou tridimensional. >’

Os componentes principais (PC) sao obtidos em ordem decrescente de
variancia, onde o componente principal (PC1) detém mais informacao estatistica
que o PC2, e assim por diante. Portanto a janela PC1 x PC2 é a mais importante
estatisticamente (scores). PCA também pode ser usada para ver quais variaveis
(loadings) tém maior importancia no agrupamento das amostras. Quando ha um
numero grande de variaveis, o uso do PCA tridimensional, onde visualizamos a
janela PC1 x PC2 x PC3, pode ser mais adequado *?

A Figura 12 mostra o grafico de PC1 (Fator 1) versus PC2 (Fator 2) para
os espectros EASI-MS das amostras de azeite de diferentes regides (cujos ions
estdo na mesma regidao de m/z observada). Os fingerprints foram expressos como

as intensidades dos principais ions [AG-H] de cada amostra.
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Figura 12: PCA para confirmar o que observou na inspecao visual com intervalo de
confianga de 100% do EASI (-)-MS de dados dos cinco diferentes tipos de azeites
analisados a partir de: PT: Portugal, O: ltalia, Es: Espanha, Lib: Libano e Gre:

Grécia

O gréfico bidimensional PC1 versus PC2 foi capaz de cobrir 95% da
variancia dos dados, de maneira que cada um dos quatro tipos de azeites foi
claramente agrupado e separado. O azeite proveniente do Libano estd mais
isolado na parte inferior do PCA por nao possuir praticamente bifendis, ja o azeite
oriundo da Espanha apresenta maior nimero de compostos bifendis o que faz com

que ele também se diferencie facilmente na parte superior do PCA.

Conclusao

A técnica EASI-MS permite a analise direta de acidos graxos e bifendis nos

6leos e gorduras vegetais e animais estudados.
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Os espectros de massas por EASI-MS mostram que cada 6leo e gordura
possuem um padrdo caracteristico (fingerprint), de maneira que foi possivel
elaborar um banco de dados das amostras avaliadas, de acordo com os ions
diagnésticos e suas abundancias relativas, bem como de possibilitar o
rastreamento de origem.

E necessario destacar também as vantagens da espectrometria de massas
EASI-MS aplicada neste trabalho, na caracterizagdo de 6leos e gorduras, pois,
além de ser uma técnica pioneira, complementa as informacdes obtidas pelas
técnicas cromatogréficas, a partir de um procedimento direto, rapido e simples.

Enfim, o procedimento desenvolvido dispensa o emprego de complexidade
na preparacdo de amostra e permite a obtencao de resultados mais reprodutiveis.
A técnica se mostra aplicavel para a identificacao, caracterizagdo e controle de
qualidade e rastreabilidade de 6leos e gorduras.

Existe a perspectiva futura de estender a técnica para caracterizacao de

outros dleos e gorduras, bem como emprega-la nos estudos de produtos de

oxidacao de 6leos e gorduras de diferentes espécies e origens.
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