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RESUMO

No presente trabalho séo apresentados os resultados obtidos da comparacdo de metodol ogias adotadas
nas andlises de &cidos graxos saturados em laboratérios brasileiros. Foram comparados dois procedimentos
de preparacao de ésteres metilicos de &cidos graxos apartir doslipidiosextraidos (IUPAC 2301 e Hartman
el ago) edoismétodos de cél culo paraexpressar aconcentracao de acidos graxos saturados em g/100g de
amostra (calculo com padrdo interno ou com normalizacdo de area multiplicada por fator de converséo
tedrico). As andlises foram feitas por cromatografia gasosa. Foram analisadas seis amostras, sendo: ovo,
biscoito recheado, biscoito amanteigado, extrato de soja, mistura para cappuccino e café. Paraavaliar as
diferencas entre os procedimentos foi aplicadaaANOVA, e no caso de valorescom p<0,05foi utilizado o
testede Tukey (nivel de confiancade 95%). Comparando os processos de preparacao de ésteres metilicos
néo foi observada diferenca significativa entre eles paratodas as matrizes (considerando mesmo método
de célculo); com relagéo ao método de cal culo observou-se diferencas estati sticamente significativas para
as amostras de café e cappuccino. Os resultados mostram que é necesséria a utilizacdo de um padréo
interno para determinacdo quantitativa dos acidos graxos nos alimentos e que estudos mais abrangentes
devem feitos paraverificar aaplicacdo dosfatorestedricos nos cal cul os de acidos graxos, principal mente,
em produtos com ingredientes diversos.

Palavr as-Chave. &cidos graxos saturados, rotulagem nutricional, andlise por cromatografiaem fase gasosa,
ésteres metilicos de &cidos graxos.

ABSTRACT

The present paper describes the data observed in comparing procedures for determining saturated fatty
acids for nutritional labeling by GC/FID. Two procedures to prepare the fatty acids methyl esters[acold
base-catalyzed with KOH 0,2 molL* methanolic, and abase and acid - combined procedure (Hartman and
Lago)] were compared. Also, two methods were evaluated for calculating the fatty acid concentration,
expressed in grams per 100 grams of food (by means of internal standard, and by normalization of area
multiplied by theoretical conversion factors). Six sampleswere analyzed: egg, two types of cookies, soya
extract, cappuccino powder, and coffee powder. Variance analysisand Tukey test (p< 0,05%) were applied.
No significant difference was observed between the methylation procedures. On the other hand, significant
differencewas observed in cal culating both method for determining the saturated fatty acidsin cappuccino
and coffee samples. The results point out that it is necessary to useinternal standard to quantify the fatty
acids in foodstuffs, and further studies should be done to evaluate the use of theoretical factors to
calculate fatty acids composition in foodstuffs containing several ingredients.

Key Words. saturated fatty acids, nutritional labeling, GC analysis, fatty acids methyl esters.
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INTRODUCAO

A adocdo de hébitos alimentares saudaveis € um dos
grandes desafios dahumanidade, especia mente no que serefere
a ingestéo de alimentos ricos em gorduras. Nos paises do
ocidente sio consumidos diariamente de 100 a200g de gordura,
0 que corresponde acercade 35 a45% daenergiatotal dadietal.
As gorduras, tanto de origem animal como vegetal, sdo
constituidas por &cidos graxos saturados einsaturados, osquais
desempenham importantes funcdes metaboli cas no organismo,
como transporte de vitaminas, sintese de horménios, entre
outras®. Entretanto, de acordo com diversos estudos realizados
em animais e em seres humanos, aingestdo de alimentos ricos
em acidos graxos saturados aumenta o risco de
desenvolvimento de doencas coronarianas, devido a elevacéo
dosniveisde colesterol plasmético*. Com afinalidade de orientar
o consumidor na escolha de alimentos saudaveis, a Agéncia
Nacional deVigilanciaSanitaria(ANVISA) estabel eceu, através
daResolucdo RDC n°40/01, normasparaainformagdo nutricional
na rotulagem de alimentos e bebidas embalados. Uma das
informagBes obrigatdrias era a declaragdo do teor de &cidos
graxos saturados®. Estalegislacdo esteve em vigor até dezembro
de 2003, quando foi substituida pela Resolugdo RDC n° 360/03,
aqua determinaquetambém sedeclareaconcentracdo de &cidos
graxos trans no rétulo dos produtos alimenticios. As empresas
tém o prazo até 31/07/06 para se adequarem a este novo
regulamento’. CabeaoslaboratdrioscredenciadospelaANVISA,
afuncdo de verificar asinformagdes declaradas através daandise
destes alimentos.

A técnicade cromatografiaem fase gasosa (CG) tem sido
utilizada com eficécianadeterminacéo dacomposicao de acidos
graxos de 6leos e gorduras comestiveis°. Entretanto, naandlise
de outros produtos alimenticios mais complexos, aindanao estédo
padronizados os procedimentos de extragdo da gordura,
preparacdo dos ésteres metilicos e célculo dos acidos graxos
para expressa-los em g/100g do alimento, os quais tém sido
empregados nos laboratorios brasileiros para a determinagéo
da composi¢ao de acidos graxos por CG.

Organizagdes internacionais de exceléncia em quimica
analitica como AOAC?® (Association of Official Analytical
Chemistry), A.O.C.S.” (American Oil Chemists' Society)’, 1.S.0.8
(International Organization for Standardization) preconizam a
determinacdo quantitativa dos acidos graxos por CG
empregando metodologia com adi¢cdo de padréo interno. O
padrédo interno € um composto de natureza quimica semel hante
ao composto que sera determinado e € adicionado a amostra,
sendo que o céalculo da composicao dos analitos de interesse é
feito emrelagdo a area e massa deste componente. Naandlise de
acidos graxos sdo utilizados padrdes de ésteres metilicos de
acidosgraxoscom nimero impar de carbono, umavez que muitos
destes néo sdo encontrados na gordura dos alimentos.

A A.O.A.C. recomendaum método em que agordurae
0s acidos graxos séo extraidos das amostras de alimentos por
hidrdlise (hidrdlise &cidaparaamaioriadas amostras, hidrélise
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basica para produtos lacteos e combinada para amostras de
gueijos). Antes da extracdo dos lipidios é adicionado um
padré&o interno de triacilglicerideo (C,, ,ouC . ). A gorduraé
extraida com éter (petroleo e etilico), entdo transformada em
ésteres metilicos de &cidos graxos, usando trifluoreto de boro
(BF,) em metanol. A gorduratotal € cal culadacomo somados
acidos graxos individuais, expressos como triacilglicerois
equivalentes®.

Na elaboracdo das tabel as de composi¢&o de alimentos
devérios paises sdo empregados fatores de conversao tedricos
para expressar a concentragdo dos acidos graxos em gramas
por cem gramas do alimento. O célculo da concentragdo dos
acidos graxos saturados e insaturados é feito por normalizacéo
deérea. A porcentagem em massaobtida para cadaéster metilico
de &cido graxo, no total dos &cidos graxos, € multiplicadapelo
teor de lipidios da amostra e por fatores de conversdo tedricos
de gordura para acidos graxos. Estes fatores ponderam a
contribuicdo das diferentes fragdes da gordura dos alimentos
(triacilglicerdis, fosfolipidios, entre outros) no fornecimento dos
acidos graxos, variando conforme o tipo de alimento®°1. Os
valores destesfatores foram determinados, com base em dados
daliteratura, para algumas classes de alimentos®*°.

Visando trazer subsidiostécnicos parao aprimoramento
dasandlises de acidos graxos, este trabal ho apresentaresultados
da comparacéo de metodologias que estdo sendo adotadas nas
determinacdes de acidos graxos saturados, utilizando a
cromatografiaem fase gasosa®'21314%5, Foram comparados dois
procedimentos de preparacdo de ésteres metilicos de &cidos
graxosapartir doslipidiosextraidos (IUPAC 2301 eHartman e
L ago) e dois métodos de calcul o paraexpressar a concentracao
de &cidos graxos saturados em g/100g de amostra (calculo com
padrdo interno ou com normalizagdo de &rea multiplicada por
fator de conversdo teorico).

MATERIAL E METODOS

Material

Foram analisadas seis amostras de alimentos de
diferentestipos, colhidas no comércio da cidade de Séo Paulo,
sendo: ovo, biscoito recheado, biscoito amanteigado, extrato
de sojaem po, mistura para cappuccino e café torrado e moido.

Méodos
Extracdodelipidios

Com o objetivo de ndo alterar acomposi¢do original dos
acidos graxos foram utilizados diferentes métodos de extragéo
de lipidios de acordo com o tipo de alimento. Para as amostras
de biscoito recheado, biscoito amanteigado, extrato de soja e
café, os lipidios foram obtidos pelo método de Soxhlet* paraa
determinacdo do teor de gordura e da composicao de acidos
graxos. Nas amostras de ovo foi utilizado o método de Folch'?
para a extracéo de lipidios e para a analise dos &cidos graxos.
Para o cappuccino foi utilizada a hidrélise &cida (AOAC) para
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obtengdo do teor de lipidios, e extracdo afrio com éter etilico
para analise de acidos graxos®4,

Prepar acdo de éster esmetilicosde acidos gr axos

Dois procedimentos de preparagéo de ésteres metilicos
de acidos graxos a partir dos lipidios extraidos foram
comparados, sendo um de acordo com |UPAC 2301* e outro
segundo Hartman e Lago™*>(Figural).

Andlisecromatogr éfica

Os ésteres metilicos foram analisados em cromatografo
a gas, marca Shimadzu, modelo GC-17A, com detector de
ionizacdo de chama. Os componentes foram separados em
coluna capilar de silicafundida DB 23 de 60 m com diémetro
interno de 0,25 mm e espessurado filme de 0,20 um. Ascondi¢cdes
deoperacdo foram: temperatura programadadacoluna: 60 °C (2
min), taxade aguecimento 15 °C/min até 135°C (1 min), taxade
aguecimento 3°C/minaté 215°C (10 min.); temperaturado injetor:
230 °C; temperatura do detector: 240 °C; gas de arraste:
hidrogénio; velocidade linear do gés de arraste de 20 cm/s;
razdo de divisdo da amostra 1:50. Foi empregado um padréo
certificado de umamisturade ésteres metilicos de &cidos graxos,
variando de 4 a24 atomos de carbono, tanto paraidentificacdo
dos &cidos graxos por comparagdo com os tempos de retencao,
guanto paraadeterminac&o dos fatores de resposta do detector
de ionizacdo de chama. Os fatores de correcéo de resposta do
detector deionizag&o de chamaforam calculadosapartir deum
cromatograma daamostra de padrdes certificados nas mesmas

condicOes de analise da amostra e cal culados com relagdo ao
C,,, Paraexpressar aporcentagem de écidos graxos saturados
em g/100g de amostraforam utilizados dois métodos de calculo.
Em um dos métodosfoi adicionado um padré&o interno de éster
metilico tridecandico (C13:0, marcaSigma, 98% de pureza), apos
a extragdo dos lipidios*. A quantificag8o foi feita com base
nas rel agdes de area de cada écido graxo com aareado padréo
interno, utilizando osfatores de corregéo de respostado detector
deionizacdo de chama(DIC) ede conversdo de metil ésteresde
acidos graxos para acidos graxos. Os valores das somas dos
acidos graxos saturados, foi multiplicado pelo teor de lipidios
da amostra para expressar o resultado em gramas de acidos
graxos por cem gramas do alimento®”81617. No outro método, o
calculo da concentragéo dos acidos graxos saturados foi feito
por normalizaco de érea, determinando osfatores de correcéo
de resposta para cada acido graxo no detector de ionizacdo de
chama. A porcentagem em massa obtida para cada éster metilico
deacido graxo foi multiplicadapelo teor delipidiosdaamostra
e por fatores de conversao teoricos (FCT) de gordura para
acidos graxos, variaveis conforme o tipo de alimento®*. Foram
feitas cinco repeticles para cada amostra a partir da etapa da
extracdo doslipidios.

Andliseestatistica

Para avaliar se havia diferenca significativa entre os
procedimentosfoi aplicadaandisedevaridncia(ANOVA), eno
caso devalorescom p<0,05 foi utilizado o teste de Tukey (nivel
de confiangade 95%).

Normal UPAC 2.301 modificada:

100 mg daamostra
!

adicdo de 3mL den-hexano + 0,2 mL
de solugdo metandlicade KOH 2N

|

agitacdo vigorosa por 30 segundos
!

adicéo de soluco saturada de NaCl
!

separacdo das fases

|

utilizacdo dafase organica
naandlise cromatogréfica

M é&odoHartman eL agomodificado
por Maia®:

30a100 mg deamostra
!
adicdo de3mL den-hexano+2,0a5,0 mL
solucdodePl (C13:0) emn-hexanoe
4mL deNaOH 0,5N (agitacdo)

!
banho-mariaa60-70°C (3a5min)

!

resfriamento

l
5mL solugdo esterificante (10 g NH4Cl em

300 mL demetanol e 15mL deH2S04)

(agitacdo, aquecimento eresfriamento)
l

4 mL de solucgdo saturadade NaCl + 3mL den-
hexano (agitacdo por 30segundos)
l
utilizacdo dafase orgénicana
andlise cromatogréfica

Figura 1. Fluxogramados procedimentos de preparacéo de ésteres metilicos de &cidos graxos.
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RESULTADOS E DISCUSSAO Na Figura 2 estéo descritos os resultados do estudo

estatistico para a comparagéo daguel es procedimentos.
A Tabela 1 apresenta os dados obtidos pelos diferentes Comparando os procedimentos de preparacao de ésteres
procedimentos para a composi¢ao de acidos graxos saturados  metilicos, para todas as matrizes, ndo foi observada diferenca
nas amostras. significativa entre os métodos |UPAC 2301 e Hartman e L ago,

Tabela 1. Composicéo de &cidos graxos saturados em diferentes produtos alimenticios, g/100g.

Produto Método Hartman e Lago Método IUPAC
Padr&o Interno Normalizagéo Padr&o Interno Normalizagcdo
(C13.0) Fator de (C13.0 Fator de
Conversao Tedrico Conversdo Tedrico
média dp média dp média dp média dp
Ovo (FCT =0,830) 295 0,16 2%A 007 284 013 286 014
Biscoito recheado 432 032 4,62 014 444 031 459 01073
doceleite (FCT = 0,956)
Biscoito amanteigado 527 0,27 510 017 524 022 503 004
(FCT =0,956)
Cappuccinno 431 038 516 011 441 0,16 505 004
(FCT =0,945)
Extrato de soja 335 027 346 o004 322 012 339 003
(FCT =0,956)
Café(FCT=0,956) 383 018 497 04 316 026 478 002
FCT = Fator de Conversao Teorico®.
QOvo I Biscoito recheado Biscoito amanteigado
£ | — e P R |
2 2 I ! 2
) @ ° i
20 T 3.8 ; : : : 46 . -
4 1 £ L 4 8 [ 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
Métodos Métodos Métodos
Capuccino Extrato de soja Cafe
1
#4 [ ¥ 36 + a7 =
| Do | ooy
EX - ] 30 . ' T \ 25 T 1
Métodos Métodos Métodos
1-Método Hartman e Lago / Padr&o Interno (C13:0). 3-Método IUPAC modificado / Padr&@o Interno (C13:0).
2-Método Hartman e Lago / Direto-Fator Tedrico’. 4-Método 1UPAC modificado / Direto-Fator Tedrico .

Figura2. Interval o de confianca de 95% para média das seguintes amostras: ovo, biscoito recheado, biscoito amanteigado, extrato
de soja, mistura para o preparo de capuccino e café.
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ondefoi considerado o mesmo método de célculo. Com relagéo
a este foram observadas diferengas estatisticamente
significativas paraas amostras de caf é e cappuccino. No método
de calculo que emprega os fatores de conversao tedricos,
utilizou-se para as amostras de café o fator 0,956, cujo valor é
aplicado a alimentos que contém principalmente gordura de
origem vegetal, umavez que ndo esta estabel ecido um fator de
conversdo para este produto (Tabela 1). Naprimeira verso da
TabelaBrasileirade Composi¢cdo de Alimentos, um procedimento
similar ao descrito acima, foi utilizado para o célculo da
composicao de &cidos graxosem amostrade cafél. O cafééum
dos produtos que possui em sua rotulagem a declaracéo de
gordurasaturadaigual azero, poisosteores de gordura saturada
naporcdo final aser consumidaséo insignificantes. Entretanto,
o teor de lipidios (extrato etéreo) das amostras de p6 de café é
consideravel e diversos produtos podem ter o café como
ingrediente, como € o caso do cappuccino. Para as amostras de
cappuccino, no calculo dos acidos graxos saturados foi
empregado o fator calculado para leite (0,945), ja que este
ingrediente € o que contribuiu com a maior quantidade de
gorduranaamostra. A amostrade cappuccino analisadacontinha
como ingredientes majoritarios: aglcar (cercade 50%), leiteem
po integral (30%), leite em p6 desnatado (10%), café sollvel
(8%), cacau (1,5%) e outros diversos componentes minoritarios.
O procedimento que utiliza fatores teoricos, para o célculo
quantitativo de &cidos graxos em alimentos como capuccino ou
café pode induzir a erro. Entretanto, neste trabalho utilizamos
tais fatores, para estes produtos como um alerta, uma vez que
estetem sido o procedimento adotado em diferentes|aboratorios
brasileiros que realizam adeterminacdo dacomposi¢éo de &cidos
graxos em alimentos. O resultado obtido por aquele método,

—+— Ovo

40

—0— BiscRec
—— BiscAman
20 | —o— Capucc
—x— Extr soja
—e— Café

-20

Porcentagem em relagido ao método 2
o

-40

Métodos

3- Método IUPAC modificado/
Padr&o Interno (C13:0)

4- Método IUPAC modigficado/
Direto-Fator teérico

1- Método Hartman e Lago/
Padrdo Interno (C13:0)
2- Método Hartman e ngo/

Direto-Fator Tedrico

Figura 3. Resultados obtidos pelos diferentes procedimentos
em relacdo ao método 2 de acordo com avariagdo de+ 20%,
toleradapelaRDC 360/03 (ANVISA/MS).

apesar de simples, ndo é aplicavel aqualquer tipo de alimento,
especia mente em alimentos de composi¢do complexa, ou sgja,
com diversos ingredientes. Nos alimentos para os quais 0s
fatores de conversao ndo estéo estabelecidos € necessaria a
utilizag&o do célculo com padréo interno.

Apesar de existirem diferencas estatisticamente
significativas para as amostras de cappuccino, isto &, os
métodos ndo sdo equivalentes do ponto de vista analitico, os
resultados obtidos pel os dois métodos estariam dentro dafaixa
detolerénciade + 20%, aceita pela Resolucdo RDC 360/03, se
considerarmos 0 método 2 como referéncia. A Figura3 apresenta
os resultados obtidos pelos diferentes procedimentos em
comparagao ao método 2, referente & metilagéo por Hartman e
Lago com célculo utilizando fatores tedricos, considerando a
tolerancia da legislacdo em vigor. Este procedimento foi o
empregado na primeira versdo da Tabela Brasileira de
Composicdo de Alimentos™ e, portanto, foi considerado como
referéncia

CONCLUSAO

O método da IUPAC para a preparacéo dos ésteres
metilicos de &cidos graxosé maisrapido, barato e empregamenor
volume de solvente, sendo, portanto, uma boa alternativa para
os laborat6rios que realizam analises de &cidos graxos em sua
rotina.

O procedimento que emprega os fatores de conversdo
tedricos no cél culo dos &cidos graxos € 0 maissimples, entretanto
suaaplicacdo paradeterminar os &cidos graxos se restringe aos
alimentos que possuem fatores de conversao teoricos ja
definidos.

O método que utiliza padrfesinternos paraadeterminagéo
de &cidos graxos em alimentos é o preconizado pelas
organizagBesinternacionais de excelénciaem quimicaanalitica
e, portanto, é o que deve ser adotado nos laboratorios.

Ha a necessidade de um estudo mais abrangente, com
amostras de referéncia ou certificada, para avaliar os
procedimentos de extracdo de lipidios, preparacdo de ésteres
metilicos de acidos graxos e métodos de calculo, visando a
determinacédo de acidos graxos nos alimentos.
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