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Objetivos

Desenvolver e validar um método bioanalitico
para quantificacdo de acidos graxos de cadeia
curta (acido acético, acido propidnico e acido
butirico) em amostras bioldgicas, utilizando
extragcdo solido-liquido com agua acidificada
como solvente, seguida de separagdo e
quantificacdo por cromatografia gasosa capilar
acoplada a detector de ionizagdo em chama
(GC-FID). Para isso, foram otimizadas as
condigdes cromatograficas, garantindo
adequada separagdo dos analitos, e avaliadas
as figuras de mérito do método, incluindo
linearidade, precisdo, exatiddo, limite de
detecgdo e limite de quantificagdo. Apds a
validagdo, o método foi aplicado para a
quantificacdo dos acidos graxos de cadeia curta
em amostras de fezes de animais de laboratério
que foram fornecidas pelo Departamento de
Alimentos e Nutricdo da Faculdade de
Engenharia de Alimentos da Unicamp.

Métodos e Procedimentos

Para o desenvolvimento do método bioanalitico,
foram utilizados padrbes de acidos graxos de
cadeia curta (AGCC), especificamente acido
acético, acido propidnico e acido butirico,
enquanto que o acido 2-etilbutirico foi
empregado como padréo interno. As solucdes

estoques dos acidos graxos foram preparadas
em concentragao de 150 mM. De forma analoga,
a solugéo estoque do padrao interno também foi
preparada em 150 mM, contendo 12% (v/v) de
acido formico. Todas as solugcbes foram
armazenadas a -20 °C até o momento do uso,
garantindo a estabilidade dos compostos.

No total, foram analisadas 28 amostras, cada
uma com aproximadamente 50 mg de fezes,
previamente descongeladas e acondicionadas
imediatamente antes das analises de maneira a
preservar os analitos.

As fezes previamente pesadas foram diluidas
em 500 pL de dgua MiliQ e 54 pL de HCI 3 mol/L,
de modo a ajustar o pH para 2 a 3. Em seguida
as amostras foram agitadas por 1 min em vértex
e, apos as amostras foram centrifugadas por 60
min. Em seguida, 180 yL do sobrenadante foram
transferidos para um vial com microinsert, ao
qual se adicionou 20 L do padrao interno (acido
2-etil butirico, 10 mmol/L), seguido de agitagao
por 1 min.

Foram construidas curvas de calibragdo para
cada analito em duas faixas de concentragéo (1,
3, 5,6, 12 e 24 mmol/L e 10, 30, 60, 90 e 120
mmol/L). A quantificacgdo dos AGCC foi
realizada a partir da relagdo entre a area dos
picos cromatograficos e a concentragcao
correspondente, originando as curvas de
calibragdo. Os limites de detecgdo (LOD) e
quantificagao (LOQ) foram determinados a partir
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dessas curvas, considerando a area do pico de
cada acido graxo.

Resultados

A obtengdo dos cromatogramas permitiu a
elaboragao de curvas de calibragao individuais
para cada acido graxo de cadeia curta (AGCC),
a partir das quais foram determinados os limites
de detecgdo (LOD) e quantificagdo (LOQ).

As curvas apresentaram boa linearidade em
todas as faixas de concentracdo avaliadas,
evidenciando a confiabilidade do método
(Tabela 1).

Tabela 1 — Pardmetros de Validagéo

Composto Faixa de calibracio LoD LOQ
{AGCC) {mmol/L} R2 {mmol/L} (mmolL)
Acetato 1.3,6;9.12; 24 0,9991 0,0117 0,0354

Propionato 1,3, 6,9 12; 24 0,9991 0,1246 0,3776
Butirato 1:3:6:9.12;25 0,990 0,2867 0.8688

A concentragdo dos acidos graxos de cadeia
curta (CA, mmol/L) foi determinada tanto pela
curva de calibragdo como pelo método do
padréo interno, utilizando a férmula CA = (AA x
CIS) / (RRF x AIS). Nessa equacdo, AA
representa a area do pico do AGCC na amostra,
AIS é a area do pico do padrao interno, CIS
corresponde a concentragao do padrao interno
em mmol/L, e RRF é o fator de resposta relativo,
calculado a partir da razdo entre a area do pico
do AGCC padréo e a area do pico do padrao
interno. Esse procedimento permite quantificar
0s acidos graxos com maior precisao,
considerando a resposta relativa ao padrao
interno e os LOD fornecidos pelas curvas de
calibragao.

Foram analisadas 28 amostras fecais, obtendo-
se diferentes perfis de concentragao entre os
AGCC. Para o &cido acético, todas as amostras
apresentaram valores acima do LOD e LOQ. No
caso do acido propibnico, todas as amostras
estiveram acima do LOD, sendo sete também
acima do LOQ. Para o acido butirico, seis
amostras apresentaram concentra¢cdes acima
do LOD, porém nenhuma atingiu o LOQ.

Conclusoes

O método desenvolvido demonstrou-se
confiavel e sensivel para a quantificagdo de
acidos graxos de cadeia curta em amostras
fecais, apresentando boa linearidade nas curvas
de calibragdo e limites de detecgdo e
quantificagao adequados. A utilizagdo do padrao
interno permitiu uma analise precisa, tornando a
abordagem adequada para estudos de perfil de
AGCC em diferentes amostras bioldgicas.
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