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

1. Resumo

Em animais ruminantes, os acidos graxos volateis (AGVs) ou acidos graxos de cadeia
curta (AGCCs) séo derivados da fermentacado de proteinas e carboidratos pelo micror-
ganismo ruminal. Assim, a determinacdo de AGV no liquido ruminal permite avaliar
a qualidade nutricional de uma dieta, bem como seu potencial impacto na compo-
sicdo quimica do leite e da carne de ruminantes. Desta forma, no presente capitulo,
apresenta-se um protocolo para extrair, identificar e quantificar os principais AGVs no
liquido ruminal, utilizando a técnica de cromatografia liquida em fase reversa acopla-
da a detector de arranjo de diodos (RP-HPLC-DAD). O método envolve a extracao li-
quido-liquido de AGVs em liquido ruminal usando acido fosférico 0,85% m/m, cujo
extrato € analisado por RP-HPLC-DAD apds microfiltracdo. Os AGVs sdo quantificados
pelo método de padrdo externo.

2. Introducao

Os ruminantes obtém os nutrientes dos alimentos para a producao de leite, carne e 3.
Mas a utilizacdo de nutrientes das racoes implica a atividade de diferentes processos
digestivos, nos quais os microrganismos de rimen desempenham um papel central
(Berchielli et al., 2011). Quando o ruminante consome forragem ou concentrado, as
moléculas de carboidratos e proteinas sdo inicialmente catabolizadas pela a¢do de
enzimas secretadas por bactérias, fungos e protozoarios ruminais (Gomez-Insuasti et
al., 2021). Dentre os produtos maioritarios deste processo catabélico, estdo os acidos
graxos volateis (AGVs), mais comumente, o acido acético, propionico e butirico. Mas
podem ser encontrados outros, tais como o acido isobutirico, valérico e caproico.

Estes AGVs sdo absorvidos pelo epitélio ruminal e
uando o ruminante convertidos por processos anabdlicos a nivel tissu-

consome forragem lar em carboidratos, proteinas e lipidios, os quais sdo
ou concentrado, incorporados em grande parte em leite e carne (Van
as moléculas de Soest et al,, 1994). Assim, a determinacdo da con-
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cas, o descobrimento de novos compostos organi-
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cos, bem como o aumento da acuréacia na determinacdo da concentracao dos ja co-
nhecidos, tem aumentado nos Ultimos anos (Ferlay et al., 2017). Dentre estas técnicas,
a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), posiciona-se como uma técnica po-
derosa de separacdo, identificacdo e quantificacdo de compostos organicos em matri-
zes complexas, baseada nas propriedades fisico-quimicas dos compostos organicos.
Desta forma, o objetivo deste capitulo é descrever um método rapido para extrair,
identificar e quantificar AGVs em amostras de liquido ruminal, utilizando RP-HPLC-DAD
como técnica de separacdo e quantificacao.

3. Reagentes

3.1. Solugdo de extrag¢do

Solugdio de dcido ortofosférico 0,85% (m/m) (solugGo de trabalho): adicionar cuidado-
samente 1 mL de acido ortofosforico 85% m/m (Sigma Aldrich®) usando pipeta volu-
métrica a um baldo volumétrico de 100 mL. Completar a volume de 100 mL com agua
destilada.

3.2. Componentes de fase movel para a andlise 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 ortofosférico 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. Preparagdo da curva de calibrag¢do de AGVs para a
quantificagdo destes usando o método do padréio externo

3.3.1 Preparacdo da curva de calibragdo no intervalo de concentracdo 2 a 10 mM
de AGVs, utilizando uma mistura comercial de AGVs (CRM46975, Sigma Aldrich®):
considerando que a concentracdo 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 calibragdo na faixa de
concentragdes mencionadas acima:
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Tabela 1. Quantidades de reagentes a serem usados para preparar a curva de calibracdo.
Fonte: Autores

oot 0oy o i
(mM) (HL) 15
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 pL.

b. As curvas de calibracdo para cada acido graxo também podem ser obtidas usando
0sAGVsindividuais. Sugere-se o mix comercial de AGVs por praticidade de operacao.

4. Equipamento

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

Q

O

. Centrifuga (atingindo um minimo de 4.000 rpm).

0

Freezer (temperatura minima de -20 °C).

o

. Balanca analitica.

()

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

S

Micropipetas de 100 plL a 5 mL e suas respectivas pontas.

Filtro de seringa e membrana (membrana PES), marca Whatman®, de 0,45 um.

> @

. Seringas de plastico de 5 mL.

i. Vials cromatograficos de 1,5-2,0 mL (dmbar) com septo e tampa.
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5. Procedimento:

5.1. Coleta de liquido ruminal e preparagdo de amostras

5.1.1. De um ruminante fistulado, (bovino, ovino ou caprino), coletar no minimo 50 mL
de liquido ruminal e filtra-lo através de trés camadas de gaze. Fazer a coleta em uma
garrafa térmica pré-aquecida a 39 °C e transportar o liquido para o laboratério o mais
rapido possivel.

Notas:

a. Para o pré-aquecimento da garrafa térmica, encha-a com dgua pré-aquecida a 39°C
e esvazie-a no momento de coletar o liquido ruminal.

b. Aamostra de liquido ruminal deve ser obtida a partir da amostragem composta de
liquido ruminal de trés regides do rimen: frontal, metade do saco ventral e do saco
cranial (Zijderveld et al., 2011).

5.1.2. No laboratério, adicionar 2 mL do liquido ruminal previamente filtrado a um
tubo de centrifuga de 5 mL.

5.1.3. Agregar 2 mL de solugdo de extracdo (ver se¢do 3.1) ao tubo de centrifuga
contendo a amostra de liquido ruminal e agita-lo usando Vértex a velocidade média
por30s.

5.1.4. Congelar a amostra a -20 °C até a analise.

Nota:

Se a amostra forimediatamente analisada apds a coleta, refrigerar o tubo a 4 °C por 30
min para permitir a precipitacdo da proteina do liquido ruminal.

O 5.2. Extragdo de acidos graxos volateis do liquido ruminal

5.2.1. No dia da analise, descongelar a amostra a temperatura ambiente (20 °C) e
de forma controlada.

5.2.2. Centrifugar as amostras a 4.000 rpm por 10 minutos a temperatura ambien-
te (20°C).
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5.2.3. Recuperar a fase liquida ap6s a centrifugacdo usando uma seringa plastica e fil-
trar a fase liquida através de um filtro de membrana PES de 0,45 um. Coletar o volume
em um tubo plastico de 4 mL.

5.3. Andlise cromatografica

5.3.1. Anélise cromatografica da curva de calibragdo
5.3.1.1. Preparar a curva de calibragdo conforme descrito na se¢do 3.3.1 de reagentes.
5.3.1.2. Analisar cada ponto da curva por RP-HPLC-DAD.

5.3.1.3. Identificar e integrar os picos cromatograficos resultantes.

5.3.2. Analise cromatografica das amostras de liquido ruminal
5.3.2.1. Colocar 500 pL do extrato final em um vial cromatografico.
5.3.2.2. Adicionar 500 L de agua Milli-Q®.
5.3.2.3. Analisar por RP-HPLC-DAD.

5.3.2.4. |dentificar e integrar os picos cromatograficos resultantes.

5.3.3. CondigBes cromatograficas
a. Temperatura da coluna: 30 °C.
b. Volume de inje¢ao: 20 pL.

c. Fase estacionaria: 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 2).
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Tabela 2. Gradiente usado na corrida cromatografica (Mix AGV). Fonte: Autores.

Tempo (min) Fluxo (mL/min) Fase A (Tampao fosfato) Fase B (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. Em caso de querer separar e quantificar somente os acidos acético, propionico
e butirico (AGVs mais relevantes na dinamica ruminal), o tempo da corrida
cromatografica pode ser mais curto, sugerindo-se usar o programa descrito na
tabela 3.

b. Nas tabelas 2 e 3 se observa um tempo “negativo”. Este corresponde a um tempo
de equilibrio necessario para realizar a analise cromatogréfica. No software do
equipamento usado, deve ser inserido dessa maneira.

Tabela 3. Gradiente usado na corrida cromatogréfica (acidos acético, propionico e butirico).
Fonte: Autores.

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

Corrida cromatogréfica

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

6.1. Para os pontos da curva de calibragdo

6.1.1. Determinagdo 1: Calcular a drea de cada pico de AGV (para cada ponto de calibra-
¢do) nos diferentes padrdes de calibragdo nos respectivos cromatogramas (Figura 1).

Para isto, usar o software do equipamento e determinar area embaixo de cada pico
mediante integracao.

Figura 1. Cromatograma de mistura padrdo de 10 mM de AGV. No respectivo
cromatograma, mostra-se também o acido adipico, o qual pode ser usado como padrao
interno de quantificagdo. Detalhes do método de padrdo interno aplicado a amostras de
liguido ruminal podem ser encontrados em Vargas et al. (2020). Fonte: Chromeleon™ 7.2
Chromatography Data System (CDS) Software
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6.1.2. Determina¢do 2: Definir a concentracdo de cada composto nos diferentes pa-
droes de calibracdo (0, 2, 4, 5, 6, 8 e 10 mM neste protocolo).



Capitulo 1
Extracdo, identificacdo e quantificacdo de acidos graxos volateis (AGV)

6.1.3. Realizar uma representacdo linear da area de pico versus concentragdo para
cada um dos compostos (curva de calibracdo), e ajustar a melhor reta aos mesmos,

usando o método dos minimos quadrados. A partir desse processo, obter a equacao
da reta.

6.2. Para as amostras

6.2.1. Determinacdo 3: Identificar os AGVs de interesse mediante seu respectivo pico
no cromatograma (Figura 2) e usando a mistura padrdao com picos conhecidos.
Apbs isso, determinar a area de cada pico, mediante integracdo usando o software
do equipamento.

Figura 2. Cromatograma de amostra real de liquido ruminal de bovino, apresentando a
identificacdo de diversos AGVs. No respectivo cromatograma, mostra-se também o acido
adipico, o qual pode ser usado como padréo interno de quantificagdo. Detalhes do método
de padréo interno aplicado a amostras de liquido ruminal podem ser encontrados em
Vargas et al. (2020). Fonte: Chromeleon™ 7.2 Chromatography Data System (CDS) Software
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6.2.2. Utilizando a determinagdo 3, calcular a concentracdo do AGV usando a curva de
calibracdo feita no item 3.3.1.

6.2.3. O resultado derivado da etapa 6.2.2 deve ser multiplicado pelo fator de diluicéo
adequado (i.e, FD = (4/2) * (1000/500) = 4 neste protocolo). Esta sera a concentrac¢éo
do AGV no liquido ruminal em mmol/L ou mM.



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

7. Tempo de analise

Para 5 amostras:
a. Preparacdo da fase movel e reagentes: 10 min
b. Preparacdo da amostra: 15 min.

c. Preparacdo da curva de calibracdo: 100 min (uma curva de calibracao para todas as
amostras analisadas).

d. Configuracdo e estabilizagao do HPLC-DAD: 15 min.

e. Tempo de execugdo da analise cromatografica: 18 min (mix AGV) ou 13 min (somente
acido acético, propidnico e butirico).

f. Analise de dados: 5 min.

8. Comentarios adicionais

8.1. De acordo com o fabricante da coluna Hypersil GOLD™ C18, a faixa segura de pH de
uso de tampao esta entre 2 e 8. Portanto, em caso de otimizacado futura deste método
cromatografo usando a mesma coluna, o uso de solventes ou fases méveis com um pH
fora dessa faixa deve ser evitado, para assim preservar a atividade da fase estacionaria.

8.2. A coluna utilizada no método proposto nao permite o uso de fases méveis 100%
aquosas (exemplo: o uso de solugdes de acidos inorganicos). Portanto, em caso de
otimizacdo futura deste método, deve-se evitar o uso de uma fase mével 100% aquosa
(exemplo usar somente o tampao como fase movel).

Portanto, em caso de 8.3. Dependendo do volume de amostra do liquido ruminal
otimizacgao futura deste utilizado, as quantidades de reagentes a serem usadas durante
método cromatdgrafo a extracdo de AGVs podem ser proporcionalmente reduzidas,
usando a mesma coluna, sem efeitos significativos sobre a separagdo cromatografica.
o uso de solventes ou

fases moveis com um

pH fora dessa faixa deve 0. Agradecimentos
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