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Métodos cromatograficos
especiais para a andlise de liquido ruminal, silagem e leite em ruminantes

1. Resumo

O perfil de acidos graxos de cadeia curta (AGCCs) ou &cidos graxos volateis (AGVs) na
silagem, fornece informacdes significativas sobre o seu padrdo fermentativo ruminal,
as suas condicOes de armazenamento e o seu potencial aproveitamento pelo animal.
O presente capitulo descreve uma metodologia para extrair, identificar e quantificar
AGVs em silagem, utilizando a cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa
acoplada ao detector de arranjo de diodos (RP-HPLC-DAD). O método envolve a ex-
tracdo sélido-liquido dos AGVs em amostras de silagem. O extrato aquoso de silagem
obtido é misturado com acido fosférico 0,85% m/m, onde o extrato final é analisado
por RP-HPLC-DAD apés microfiltracdo. Os AGVs sdo quantificados pelo método de pa-
drdo externo.

2. Introducgao

Os sistemas de produgdo de ruminantes em todo o mundo sdo fortemente baseados
naingestdo de forragens (Reis et al., 2014). Além disso, sabe-se que as condi¢des clima-
ticas (principalmente temperatura e distribuicao de chuvas) influenciam o crescimen-
to e a produtividade das pastagens (Lima et al., 2021). Assim, mudangas nas condigdes
climaticas ao longo do ano determinam a disponibilidade de forragens com qualidade
nutricional adequada para a producdo de ruminantes. Essa condicdo pode prejudi-
car a producdo, salde e reproducdo do ruminante. Desta forma, o uso de técnicas de
conservagao de forragens é uma estratégia comum nos sistemas de produgdo de ru-
minantes para superar sua limitacao de disponibilidade durante o ano todo (Coblentz
and Akins, 2018).

Uma das técnicas de preservacao da forragem mais
comuns utiliza uma combinacdo de ambientes
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ensilagem e o alimento produzido é definido como si-
lagem (Silva e Santos, 2016). O processo de ensilagem
pretende preservar a qualidade nutricional da forra-
gem original, ampliando a disponibilidade nutricio-
nal de forragem para diferentes periodos do ano. A
qualidade nutricional das silagens pode ser avaliada
utilizando diferentes parametros. Dentre esses para-
metros, a avaliagdo do perfil de acidos graxos vola-
teis (AGVs) constitui uma escolha adequada para a
avaliagao de qualidade de uma silagem devido a que



Capitulo 2
Protocolo para a extracdo, identificagdo e quantificagdo de acidos graxos volateis (AGVs)

o perfil de AGVs, os componentes nutricionais da silagem e a produtividade animal
estdo fortemente correlacionados (Wanapat et al., 2015; Lian et al., 2022).

Nas silagens, o perfil de AGVs esta composto principalmente pelos acidos lactico,
acético, propidnico e butirico, cuja concentragdo pode mudar de acordo com a fonte
de forragem ou potenciais tratamentos fisicos ou quimicos aplicados durante a en-
silagem. Assim, este capitulo tem como objetivo descrever um método para extrair,
identificar e quantificar os AGVs na silagem, utilizando a cromatografia liquida de alta
eficiéncia em fase reversa acoplada ao detector de arranjo de diodos (RP-HPLC-DAD)
como técnica de identificacdo, separacao e quantificacdo.

3. Reagentes

3.1. Solugdo de extragdo

3.1.1. Solugdo de dcido ortofosforico 0,85% (m/m) (solu¢do de trabalho): adicionar cui-
dadosamente 1 mL de acido ortofosférico 85% m/m (Sigma Aldrich®) usando pipeta
volumétrica a um baldo volumétrico de 100 mL. Completar a volume de 100 mL com
agua destilada.

3.2. Componentes de fase movel para a analise cromatografica

3.2.1. Fase A: solugdo tampdo de fosfato de sédio 10 mM (pH = 2,6) (1 L): pesar 0,78 g de
dihidrogenofosfato de sédio dihidratado (Sigma Aldrich®) e mistura-los com 0,34 mL
de acido ortofosforico 85% v/v em um béquer. Adicionar 10 mL de agua Milli-Q® a
mistura e transferi-la para um baldo volumétrico classe A de 1L. Completar o volume
para 1L com agua Milli-Q®.

3.2.2. Fase B: Acetonitrila grau HPLC (Sigma Aldrich®)

3.3. Preparacdo das curvas de calibrag¢do de AGVs para a
quantificacdo destes usando o método do padrdo externo

3.3.1 Preparacdo da curva de calibracdo no intervalo de concentragdo 2 a 10 mM de AGV,
utilizando uma mistura comercial de AGV (CRM46975, Sigma Aldrich®) - correspondente
aos dcidos acético, propidnico, butirico e demais AGVs, exceto o dcido Idtico:
Considerando que a concentragdo de cada AGV na mistura é igual a 10 mM, preparar
6 vials cromatograficos e adicionar a cada um deles, as quantidades de reagente
descritas na tabela 1, para preparar a curva de calibracao na faixa de concentracées
mencionada acima:


https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/supelco/crm46975?lang=pt&region=BR
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Tabela 1. Quantidades de reagentes a serem usados para preparar a curva de calibragdo de
AGV (acido acético, propionico, butirico e demais AGVs no Mix de AGV). Fonte: Autores.

Volume de agua

Nivel Concentragéc;ﬂ:na)l de cada AGV Volume de Mix(::;nercial [ [\ Milli-Q®
(pL)

1 2 200 800

2 4 400 600

3 5 500 500

4 6 600 400

5 8 800 200

6 10 1000 0
Notas:

a. O volume total para cada ponto de calibracdo é de 1000 L.

b. As curvas de calibragdo para cada acido graxo também podem ser obtidas usando
0s AGVs individuais. Sugere-se o Mix comercial de AGV por praticidade de operacao.

3.3.2. Preparag¢do da curva de calibragdo de 2 a
10 mM de dcido latico (Sigma Aldrich®): Antes de
preparar a curva de calibracdo para o acido lati-
co, é necessario preparar uma solucdo estoque de
10 mM de acido latico. Para isso, transferir 220 ulL
de uma solucdo de acido latico a 85% (p/p) (solu-
cdo A) para um baldo volumétrico classe A de 10 mL
e completar até 10 mL com agua Milli-Q® (Solugdo
B). Em seguida, transferir 400 plL da solucdo B para
um baldo volumétrico classe A de 10 mL e com-
pletar para 10 mL com agua Milli-Q® (Solugdo C). A
concentragdo de acido latico na solugdo C sera de
10,039 mM. Considerando que a concentracdo de
acido latico é aproximadamente igual a 10 mM,
preparar 6 vials cromatograficos e adicionar a cada
um as quantidades de dgua Milli-Q® e de Solugdo C,
conforme descrito na Tabela 2.

"""!‘VVH '
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Tabela 2. Quantidades de reagentes a serem usados para preparar a curva de calibracdo de
acido latico. Fonte: Autores.

Volume de solugao C

Concentragao de acido latico

Volume agua Milli-Q®

Nivel (mM) 13 éci(:tl)-)lético i
1 2,01 200 800
2 4,02 400 600
3 5,02 500 500
4 6,02 600 400
5 8,03 800 200
6 10,04 1000 0

4. Equipamento

a. HPLC equipado com autoamostrador, coluna Hypersil GOLD™ C18, pré-coluna
Hypersil GOLD™ C18, forno, e detector de arranjo de diodos.

b. Centrifuga (atingindo um minimo de 10.000 x G e 4 °C).

c. Ultrafreezer (temperatura minima de -20 °C).

d. Balanca analitica.

e. Tubos de centrifuga de pelo menos 5 mL de capacidade.

f. Liquidificador.

g. Micropipetas de 100 puL a 5 mL e suas respectivas pontas.

h. Pipeta volumétrica de 100 mL classe A.

i. Pera para pipeta.

j. Filtro de seringa e membrana (membrana PES), marca Whatman®, de 0,45 um.
k. Seringas de plastico de 5 mL.

l. Vials cromatograficos de 1,5-2,0 mL (&mbar) com septo e tampa.
m. Equipamento de filtragem a vacuo.

n. Cadinhos filtrantes do tipo PYREX™ Gooch.



Métodos cromatograficos
especiais para a andlise de liquido ruminal, silagem e leite em ruminantes

o

5. Procedimento

5.1. Extragdo de AGVs na silagem

5.1.1. No dia da andlise, descongelar as amostras de silagem fresca a temperatura
ambiente (20 °C).

5.1.2. Pesar 10 g de silagem fresca em balanca analitica e transferi-la para o vaso do
liquidificador.

5.1.3. Adicionar 100 mL de agua Milli-Q® (medida usando uma pipeta volumétrica clas-
se A ao vaso do liquidificador).

5.1.4. Liquidificar a mistura durante 30 s a velocidade intermediéria.

5.1.5. Filtrar a mistura resultante utilizando um equipamento tipo PYREX™ Gooch e
um equipamento de filtragem a vacuo. Guardar o filtrado.

5.1.6. Transferir 2 mL do filtrado para tubos de centrifugacdo de plastico de 6 mL e
adicionar 2 mL de solucdo de extracao (ver secao 3.1).

5.1.7. Agitar a mistura em Vértex durante 30 s a velocidade intermediéria.
5.1.8. Centrifugar a mistura a 10.000 x g por 15 min a 4 °C.

5.1.9. Recuperar a fase liquida ap6s centrifugacdo usando uma seringa plastica e fil-
tra-la usando o filtro de membrana PES de 0,45 um. Coletar pelo menos 500 plL do
filtrado em um vial cromatografico.

5.2. Andlise cromatografica

5.2.1. Andlise cromatografica da curva de calibragdo

5.2.1.1. Preparar a curva de calibragdo conforme descrito na se¢do 3.3 de reagentes.

5.2.1.2. Analisar cada ponto da curva por RP-HPLC-DAD.

O (o) 5.2.1.3. Identificar e integrar os picos cromatograficos resultantes.

5.2.2. Anélise cromatogréafica das amostras de silagem
5.2.2.1. Colocar 500 L do extrato final em um vial cromatografico.
5.2.2.2. Analisar por RP-HPLC-DAD.

5.2.2.3. Identificar e integrar os picos cromatograficos resultantes.
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5.2.3. Condi¢Ges cromatograficas
a. Temperatura da coluna: 30 °C.
b. Volume de injegao: 20 pL.

c. Fase estacionéria: Coluna Hypersil GOLD™ C18 (dimensdes: 150 x 4,6 mm) equipada
com coluna de guarda Hypersil GOLD™ C18 (dimensdes: 10 x4 mm).

d. Comprimento de onda de trabalho: 210 nm.

e. Modo: gradiente, fluxo constante: 0,750 mL/min (Tabela 3).

Tabela. 3. Gradiente usado na corrida cromatografica (acido latico e Mix AGV). Fonte:

Autores.
Tempo (min) Fluxo Fase A Fase B
P (mL/min) (Tampao fosfato) (Acetonitrila)
Equilibrio
-2,000 0,750 95 5

Corrida cromatografica

0,000 0,750 95 5

6,500 0,750 60 40

16,500 0,750 60 40

16,501 0,750 60 40

18,000 0,750 95 5
Notas:

a. Emcasodequererseparare quantificarsomente os acidos latico, acético, propionico
e butirico (AGVs mais relevantes na silagem), o tempo da corrida cromatografica
pode ser mais curto, sugerindo-se usar o programa descrito na tabela 4.

b. Nas tabelas 3 e 4 se observa um tempo “negativo”. Este corresponde a um tempo
de equilibrio necessario para realizar a analise cromatogréafica. No software do
equipamento usado, deve ser inserido dessa maneira.

.
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Tabela. 4. Gradiente usado na corrida cromatografica (acidos latico, acético, propidnico e
butirico). Fonte: Autores.

. . Fase A Fase B
Tempo (min) ARG ol i (Tamp3o fosfato) (Acetonitrila)
Equilibrio

-2,000 0,750 95 5

Corrida cromatografica

0,000 0,750 95 5
6,500 0,750 60 40
12,000 0,750 60 40
12,001 0,750 60 40
13,000 0,750 95 5

6. Calculos (para cada AGV utilizando
o método de padrao externo)

6.1. Para os pontos da curva de calibragdo

6.1.1. Determinacdo 1: calcular a area de cada pico de AGV (para cada ponto de ca-

libracdo) nos diferentes padrées de calibragdo nos respectivos cromatogramas
(Figura 1). Para isto, usar o software do equipamento
e determinar area embaixo de cada pico mediante
integracao.

6.1.2. Determinagdo 2: Definir a concentragdo de
cada composto nos diferentes padrdes de calibra-
¢d0(0,2,4,5,6,8e 10 mM neste protocolo).

6.1.3. Realizar uma representacao linear da area de
pico versus concentra¢do para cada um dos compos-
tos (curva de calibracdo), e ajustar a melhor reta aos
mesmos, usando o método dos minimos quadrados.
A partir desse processo, obter a equacdo da reta.
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Figura 1. Cromatograma de mistura padrdo de 10 mM de AGV usando o programa
apresentado na tabela 3. Fonte: Chromeleon™ 7.2 Chromatography Data System (CDS)
Software
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6.2. Para as amostras

6.2.1. Determinagdo 3: Identificar os AGVs de interesse mediante seu respectivo pico
no cromatograma (Figura 2) e usando a mistura padrao com picos conhecidos e pa-
drdo de acido latico. Apos isso, determinar a area de cada pico, mediante integracao
usando o software do equipamento.

6.2.2. Utilizando a determinacdo 3, calcular a concentracdo de cada AGV usando a
curva de calibracdo feita no item 6.1.3.

6.2.3. A concentracao final de cada AGV pode ser calculada, usando a seguinte equagao:

mg AGV/ g MS silagem

_ Concentragdo AGV (etapa 5) * 2 * 0,1 x Massa molar AGV em andlise
B massa silagem fresca (g) * MS silagem (%)

Onde 2 corresponde ao fator de diluigdo usado no método e 0,1 ao volume de dgua
Milli-Q® (100 mL) usada na extragdo. A Massa molar do AGV em analise deve ser usada
de maneira independente para cada AGV. Acido latico = 90,08 g/mol, 4cido acético =
60,05 g/mol, &cido propidnico = 74,08 g/mol e &cido butirico = 88,11 g/mol. MS da sila-
gem, corresponde a matéria seca da silagem (%).

A concentragdo de AGV na silagem sera expressa em mg AGV/g MS silagem.
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Figura 2. Cromatograma de amostra real de silagem de milho usando o programa
apresentado na tabela 2. Fonte: Chromeleon™ 7.2 Chromatography Data System (CDS)

Software
@0 Silagem milho [manually integrated] UV_VIS_1 WVL:210nm \
600-{| MAU
500
i Acido l4tico (pico maior) - esqueda
400 Acido acético (pico menor) - direita
300
i Acido butirico
200
1004
0
1 min
-98 r T 1
\\ 1,83 2,50 3,75 5,00 6,25 7,50 8,75 10,00 11,25 12,83

7. Tempo de analise

8.

. Preparacgdo da fase mével e reagentes: 10 min.
. Preparacdo da amostra: 30 min.

. Preparacdo da curva de calibragdo: 242 min (uma curva de calibragdo para todas as

amostras analisadas).

. Configuracdo e estabilizacdo do HPLC-DAD: 15 min.

. Tempo de execugdo daanalise cromatogréafica: 18 min (mix AGV) ou 13 min (somente

acido latico, acético, propionico e butirico). 13 min para a analise de acido latico.

Analise de dados: 5 min.

Comentarios adicionais

8.1. De acordo com o fabricante da coluna Hypersil GOLD™ C18, a faixa segura de pH
de uso de tampdo estéa entre 2 e 8. Portanto, em caso de otimizacdo futura deste mé-
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todo cromatografo usando a mesma coluna, o
uso de solventes ou fases moveis com um pH Portanto, em caso de
fora dessa faixa deve ser evitado, para assim pre- otimizagao futura deste
servar a atividade da fase estacionaria. método cromatografo
usando a mesma coluna,

8.2. A coluna utilizada no método proposto ndo  EEeRTTYeNe [=Xle L ale=t e t
permite 0 uso de fases moveis 100% aquosas EEENXE IV Relo o NI lgeRels!
(exemplo: o uso de solugdes de acidos inorga- fora da faixa (2 - 8) deve
nicos). Portanto, em caso de otimizagao futura ser evitado.

deste método, deve-se evitar o uso de uma fase
movel 100% aquosa (exemplo usar somente o
tampado como fase movel).
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