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RESUMO

Os compostos organicos volateis (COVs) sdo classificados de acordo com sua
polaridade e ponto de ebulicdo, desta forma recebem esta denominacdo todos 0s compostos
apolares com ponto de ebulicdo entre 50 e 240 °C e todos os compostos polares com ponto de
ebulicéo entre 100 e 260 °C. A determinacdo desta classe de compostos em amostras de leite
submetidos ao processo de ultra alta temperatura (UHT) é muito Gtil na determinacdo da
qualidade deste tipo de leite, que atualmente é um dos mais consumidos pela populagéo.
Diferentes metodologias descritas na literatura realizam a identificacdo destes compostos
através da cromatografia a gas, utilizando processos de preparo de amostras e detectores
distintos. A grande maioria apresenta métodos de preparo de amostras e de separagdo
cromatografica com alto dispéndio de tempo, gerando uma diminuicdo de capacidade produtiva
e um aumento dos custos com gases utilizados como fase movel. O presente trabalho visa o
desenvolvimento exploratério de uma metodologia utilizando a microextracdo em fase sélida e
cromatografia a gas acoplada a um espectrémetro de massas (HS-SPME-GC-MS), com o intuito
de reduzir custos com gases de fase movel, bem como aumento de capacidade produtiva para
determinacdo de compostos organicos volateis em leite UHT. As principais etapas desta
metodologia consistem em utilizacdo de delineamento de experimentos para determinacao de
condicBes 6timas de HS-SPME, seguido de avaliacdo de viabilidade técnica da metodologia
cromatografica proposta. O desenvolvimento de uma metodologia analitica requer alto
investimento, ja& que é necessaria aquisicdo de padrdes analiticos para confirmacdo e
quantificacdo dos compostos presentes nas amostras. Por se tratar de uma metodologia
exploratoria, ndo foram utilizados padrBes analiticos para confirmacdo dos analitos
identificados, porém, a confirmacdo dos analitos foi realizada através do espectro de massas
reportado pela biblioteca do National Institute of Standards and Technology (NIST) e pelo

indice de Kovats, que foi calculado com base nas condigdes cromatograficas definidas.

Palavras-chave: Compostos Orgéanicos Volateis, COVs, Leite UHT, Microextracdo em Fase

Soélida, Cromatografia a Gas Acoplada a Espectrometro de Massas, HS-SPME-GC-MS.



ABSTRACT

The volatile organic compounds (VOCs) are classified according to their polarity and
boiling point, in this way all non polar compounds with a boiling point between 50 and 240 °C
and all polar compounds with boiling point between 100 and 260 °C receive this denomination.
The determination of this class of compounds in milk samples treated by ultra high temperature
process (UHT) is very useful to determine the quality of the milk, which is the most consumed
food around the world. Gas chromatography, using different sample preparation process and
detectors is the methodology used to identify and qualify these compounds. The sample
preparation methodologies uses long analysis times, - that result in reduction of analysis
capacity and increase the costs mainly due to the gas used as mobile phase. The present work
aims at the evaluation of a methodology using solid phase microextraction and gas
chromatography coupled to a mass spectrometer (HS-SPME-GC-MS), to reduce costs and
increase the analysis capacity for determination of volatile organic compounds in UHT milk.
The main steps of this methodology are the use of experimental design for the determination of
HS-SPME optimized conditions, followed by evaluation of the technical feasibility of the
proposed chromatographic methodology. Development of an analytical methodology requires
high investment, mainly for the acquisition of analytical standards for confirmation and
quantification of the compounds present in the samples. An exploratory methodology has the
advantage of not needing the analytical standards to evaluate the performance, however, the
confirmation of the analites were done by comparing with the mass spectrum reported by the
National Institute of Standards and Technology (NIST) library and by the Kovats Index, which

was calculated based on the defined chromatographic conditions.

Keywords: Volatile Organic Compounds, VOCs, UHT milk, Solid Phase Microextraction, Gas
Chromatography Coupled to Mass Spectrometer, HS-SPME-GC-MS.
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1 INTRODUCAO

O leite € um alimento de extrema importancia no mundo, sendo consumido como base
das dietas alimentares. Este alimento € composto majoritariamente por dgua, matéria gorda,
caseina, albumina, lactose e sais minerais e organicos. O fato de ter a &gua como componente
majoritario, faz com que a mesma seja a principal responsavel por influenciar em caracteristicas
como textura, aparéncia, sabor e processos de deterioracdo quimica e microbioldgica.

Com o passar dos anos, a producdo de leite evoluiu rapidamente em diversos paises,
sendo que no periodo de 1995 a 2014, paises como Vietna, China e Tailandia apresentaram
crescimento da producéo leiteira entre 245 e 730%. Quando se trata de Brasil, 0 mesmo nao
pode ser considerado um dos paises com maior crescimento comparativo, mas quando se
observa seu crescimento de forma isolada, 0 mesmo cresceu mais de 100% durante o periodo,
sendo responsavel pela producdo de 6% de leite produzido no mundo em 2014. Considerando
a grande evolucdo na producdo leiteira, processamentos que garantem a qualidade e
durabilidade do mesmo se tornaram cada vez mais importantes. Processos que utilizam
tratamentos térmicos, a frio ou a quente, foram criados e estabelecidos como os mais eficientes,
ja que a baixa temperatura ocorre inibicdo da multiplicacdo microbiana e, em altas temperaturas
ocorre a interrupcédo da atividade vital dos germes.

Um dos processos mais utilizados na atualidade é o UHT, do inglés Ultra High
Temperature. Este processo consiste em submeter o leite homogeneizado a uma alta
temperatura por alguns segundos, sendo imediatamente resfriado. Contudo, os alimentos podem
sofrer alteracOes significativas de sabor, quando submetidos a processos de aquecimento ou
fermentacdo, além de contaminacdes provenientes dos diferentes equipamentos utilizados,
acarretando em perdas de qualidade. Uma maneira de avaliar a qualidade do leite é submeté-lo
a andlises de determinacdo de Compostos Organicos Voltaveis (COVS), ja que alguns defeitos
de sabor e aroma podem ser observados no leite, como resultado da presenca desta classe de
compostos.

O presente estudo visa o desenvolvimento de metodologia utilizando HS-SPME-GC-
MS, com a capacidade de determinar COVs de maneira rapida e eficiente, de forma a reduzir
custos com gases de fase movel, bem como aumentar a capacidade analitica, frente as

metodologias utilizadas atualmente.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Leite
2.1.1 Historico do Leite

Historicamente, o consumo de leite e seus derivados eram raramente mencionados até
0 advento do século XX, que trouxe consigo uma reducdo das dificuldades de conservacao e
comércio. Andlises da historia da civilizagdo indicam que o leite e seus subprodutos eram
consumidos como base das dietas alimentares apenas por europeus e, como complemento, pelos
egipcios. Além disso, relata-se que a populacdo alemd, que tinha como habito o consumo de
leite, carne e queijo, era considerada como “barbaros”, pois para os gregos € romanos, a “carne
era proveniente de sacrificios destinados aos deuses” (BENEDETT], 2002).

Ao final do século XIX, com o inicio da Revolucdo Industrial, os consumidores
europeus passaram a encarar o leite como um alimento para adultos e, desta maneira, 0 consumo
de leite e seus derivados passou a aumentar. A partir de 1930, estimativas do consumo de leite
em diversos paises puderam ser realizadas e paises como Suica, Finlandia e Suécia estavam
entre 0s maiores consumidores da época, ingerindo de 526 a 887 g de leite por habitante ao dia.
Existem relatos, porém, de que até 1950, a producdo leiteira no Brasil apresentava baixa
produtividade do rebanho, diferentemente dos Estados Unidos, onde o leite representava 65%
da renda bruta das fazendas na mesma época (BENEDETT], 2002).

A producéo de leite evoluiu rapidamente com o passar dos anos em diversos paises,
como pode ser observado na APENDICE A, tendo como maior destaque de crescimento a partir
de 1995, paises como Vietnd, China e Tailandia. O aumento expressivo de producao leiteira no
Vietnd faz parte de uma iniciativa governamental através da criacdo do Plano Nacional de
Desenvolvimento da Industria Leiteria (do inglés National Dairy Development Plan, NDDP),
reforcado pela Decisdo do Governo n°. 167. O NDDP foi criado com o intuito de substituir as
importacdes por produtos comercializados internamente, gerar emprego rural e aumentar 0s
rendimentos das fazendas leiteiras (PHONG, 2009).

Com relacéo ao Brasil, observa-se no APENDICE A que, apesar de ndo fazer parte dos
trés paises com maior crescimento na producdo de leite, apresentou crescimento de mais de
100% durante o periodo avaliado, sendo responsével pela produgédo de 6% de leite no mundo
em 2014.

Segundo a Pesquisa Agropecuaria realizada pelo Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE), no ano de 2016, a producéo de leite no Brasil foi de 33.624 milhdes de litros
com 19,7 milhdes de vacas ordenhadas, conforme mostra 0 APENDICE B. Desta forma, pode-

se dizer que a média de producéo é de 1.703 litros de leite/vaca ordenhada no ano.
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2.1.2 Caracteristicas do Leite

Segundo BEHMER (1977), o leite “¢ uma emulsd@o de cor branca, ligeiramente
amarelada, de odor suave e gosto adocicado”, tendo como componentes principais: agua
(87,5%), matéria gorda (3,6%), caseina (3,0%), albumina (0,6%), lactose (4,6%) e sais minerais
e organicos (0,7%).

A &gua é o componente principal do leite, j& que constitui o maior percentual do mesmo,
sendo essencial as caracteristicas do produto por influenciar na textura, aparéncia, sabor e
processos de deterioracdo quimica e microbiologica dos alimentos (BEHMER, 1977).
Conforme descrito na literatura (RIBEIRO e SERAVALLI, 2007), “quanto maior o teor de
agua de um alimento, maior € a sua sensibilidade a deterioragdo” e por isso, o leite ¢ um produto
tdo sensivel e necessita de cuidados na conservacao.

A matéria gorda do leite encontra-se na forma de suspensao de glébulos no liquido,
sendo formada por uma mistura de triglicerideos que diferem na sua composicdo de acidos
graxos, em termos de peso molecular e grau de instauragédo, assim como para qualquer gordura
alimentar (RIBEIRO e SERAVALLLI, 2007). A gordura do leite apresenta grande quantidade
de acidos graxos de cadeia curta (C4 a C10), como acido butirico ou butandico, capréico ou
hexandico, caprilico ou octandico. Além disso, acidos de cadeia longa como laurico ou
dodecandico, miristico ou tetradecandico, palmitico ou hexadecandico e estearico ou
octadecandico também podem ser encontrados neste tipo de gordura. Além destes acidos graxos
saturados, o leite é também constituido por alguns acidos graxos insaturados em quantidades
menores como: acido caproléico ou 9-decendgico e lauroléico ou 9-dodecendico (BEHMER,
1977) e (RIBEIRO e SERAVALLI, 2007).

A matéria gorda é o componente com maior possibilidade de variacdo no leite (1,5 a
7,0%), sendo ela a responsavel pelas denominacgoes de Integral, Padronizado, Semidesnatado e

Desnatado, conforme mostrado na Tabela 1.

Tabela 1 — Matéria gorda dos diferentes tipos de leite.

Tipo de Leite Matéria Gorda
Leite Integral Minimo 3,0%
Padronizado 3,0%

Leite Semidesnatado 0,6 22,9%
Leite Desnatado Maximo 0,5%

Fonte: adaptado de Instrugdo Normativa - 51, de 18 de setembro de 2002, do Ministério da Agricultura, Pecuéria

e Abastecimento.
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Outros componentes principais do leite sdo as proteinas, em maior parte constituida pela
caseina e albumina. A caseina forma uma solucdo coloidal, dando ao leite a cor esbranquicada
e opaca, sendo separada através de precipitacdo natural (fermentacdo) ou com auxilio de
coalhos. Ja a albumina, também chamada de lacto-albumina, é solivel em &gua e coagula
apenas pela acao de &cidos e calor (BEHMER, 1977).

Além disso, o leite possui sais minerais que representam uma pequena porcentagem da
composicao, e a lactose que estd em quantidade um pouco maior e pertence ao grupo dos
sacarideos. A transformacéo da lactose ocorre naturalmente no leite, formando &cido latico e,

consequentemente, ocorre a precipitacdo da caseina e coagulacéo do leite (BEHMER, 1977).

2.1.3 Processos de Tratamento do Leite

Os processos de tratamento do leite tém por finalidade prolongar a conservacado do
mesmo através de tratamentos térmicos, a frio ou a quente, fazendo com que a baixa temperatura
ocorra inibicdo da multiplicacdo microbiana, evitando-se assim a acidificacdo do meio e, a altas
temperaturas ocorra a interrupcao da atividade vital dos germes. Normalmente, apds a ordenha
do leite é realizado um resfriamento para conservacdo durante o transporte até a industria,
filtrado, submetido a tratamento a base de calor e novamente resfriado (BEHMER, 1977).

Atualmente o processo mais utilizado é o de ultrapasteurizagdo, mais conhecido como
UHT, do inglés Ultra High Temperature, ou UAT, sigla em portugués para Ultra Alta
Temperatura. O processo UHT consiste em submeter o leite homogeneizado a uma temperatura
de 130 °C, durante 2 a 4 segundos, mediante um processo térmico de fluxo continuo, sendo
imediatamente resfriado a uma temperatura inferior a 32 °C (SOUZA, 2002).

Todo processo de tratamento do leite possui regulamentacfes especificas que
determinam os parametros minimos de qualidade do mesmo, sendo 0s parametros para o
processo UHT, mostrados no APENDICE C.

O processamento do leite € muito importante para conservagdo do mesmo por um tempo
prolongado, mas, assim como para diversos alimentos, o “sabor original dos materiais
alimentares pode ser retido ou modificado, ou as vezes completamente alterado, especialmente
por processos de aquecimento ou fermentagio”, segundo DAVIDEK, VELISEK & POKORNY
(1990).

Em se tratando do leite, por possuir aroma e sabor muito leves, dificilmente é afetado
pela absorc¢ao ou formagao de caracteristicas sensoriais indesejaveis, mas alguns “defeitos” de

aroma e sabor podem ainda ser observados, conforme mostrado no APENDICE D.
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Apesar do processamento do leite ndo ser propicio a formacdo de aromas e sabores
indesejaveis, assim como a formagao dos “defeitos” de aroma e sabor, a atividade microbiana
pode resultar em um sabor tipico de produtos lacteos. Através das reacbes com microrganismos
especificos partindo de lactose ou glicose, obtém-se piruvato (ou acido piravico) e, seguido de
outras reacdes, pode-se chegar a compostos como etanol, &cido acético e 2,3-butanodiol
(APENDICE E).

2.2 Compostos Organicos Volateis

Os COVs foram classificados em 1989 pelo World Health Organization (WHO), e
foram definidos como todos os compostos apolares com ponto de ebuli¢do entre 50 e 240 °C e
todos 0s compostos polares com ponto de ebulicdo entre 100 e 260 °C. Desde entdo, a WHO
atualiza constantemente a lista de compostos volateis que devem ser monitorados no ar, ja que
para outras matrizes ainda ndo existe nenhuma legislacéo.

A anélise quimica de compostos organicos volateis é extremamente difundida na
comunidade técnico-cientifica (CAPANEMA et al., 2016), ja que, a emissdo de alguns destes
compostos ao ar, podem favorecer a formacdo de ozbdnio e, principalmente, de smog
fotoquimico. A emissdo destes poluentes ao ar livre deve ser monitorada devido ao seu alto
impacto ambiental e, por isso, diversos paises possuem regulamenta¢do muito rigorosa para
este controle. Além do monitoramento destes compostos no ar, muitas publicacGes cientificas
apresentam metodologias para determinacdo dos mesmos em matrizes de produtos comerciais
e alimentos. Um exemplo sdo as metodologias descritas na literatura para a determinacédo de
COVs em leite, ja que estes compostos sdo conhecidos por serem responsaveis por defeitos de

aroma e sabor no leite.

2.3 Delineamentos de Experimentos

A aplicagdo de analise multivariada para otimizagdo de metodologias analiticas tem se
tornado cada vez mais usual, ja que detecta de maneira mais eficaz do que em procedimentos
univariados, as interac@es entre as variaveis estudadas, bem como facilita a compreenséo dos
dados (MARTENDAL, 2007) e (LATTIN, CARROL e GREEN, 2011).

Dentro do contexto das analises multivariadas, um conceito muito importante € o de
desenho de experimentos que pode ser descrito como a realizagdo de “um conjunto de

experiéncias representativas em relagao a uma determinada questao” (ERIKSSON et al., 2008),

sendo a forma mais classica de definicdo do desenho experimental o planejamento de ponto
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central. O desenho de experimentos apresenta trés aplicacOes representativas de utilizacéo e
que serdo detalhadas a seguir. (ERIKSSON et al., 2008)

1) Varredura: € utilizada como um procedimento inicial que tem por objetivo selecionar
os fatores significativos ao sistema estudado através da modelagem de planejamento fatorial
completo ou fracionado, bem como identificar os intervalos apropriados para otimizagao.

2) Otimizagdo: é a etapa realizada apds a varredura, que tem por objetivo prever as
respostas para todas as combinagdes de variaveis incluidas nos experimentos e identificar o
ponto 6timo entre as variaveis testadas.

3) Teste de Robustez: é a Gltima etapa do desenho de experimentos e visa verificar a
robustez do método utilizado referente as pequenas flutuacdes nos niveis das variaveis testadas.

Das etapas de um desenho de experimentos, pode se considerar que o planejamento
fatorial completo em dois niveis é a base para todos os projetos experimentais classicos de
varredura, ou seja, é o desenho mais comum, onde avalia de forma preliminar a significancia
da variavel dentro do sistema proposto (MARTENDAL, 2007) e (ERIKSSON et al., 2008).

O ndmero de ensaios de um planejamento fatorial completo em dois niveis é
representado por 2%, onde k é o nimero de variaveis, logo, a quantidade de experimentos
aumenta com o aumento do nimero de variaveis que se deseja estudar. Em casos onde se
pretende avaliar um nimero elevado de variaveis, é adequado utilizar um planejamento fatorial
fracionario do tipo 2P, onde p é um nimero inteiro que indica o qudo fracionado serd o
experimento (MARTENDAL, 2007) e (ERIKSSON et al., 2008).

Quando se trata de otimizacdo do experimento, diversos desenhos de metodologia de
resposta podem ser utilizados, de acordo com as especificagdes de resposta e metodologia
utilizadas como o desenho Composto Central Circunscrito com dois ou trés fatores, Composto
Central Centrado na Face com trés fatores, Fatorial Completo de Trés Niveis, Rechtschaffner,
Box-Behnken, Doehlert, D-optimal, entre outros (ERIKSSON et al., 2008).

A fim de otimizar as condi¢fes para analise de compostos organicos volateis via
microextracdo em fase sélida — SPME, respeitando-se todas as etapas de um desenho de
experimentos, utilizou-se o planejamento fatorial fracionado como etapa de varredura com o
intuito de reduzir o nimero de experimentos para um elevado nimero de variaveis. Apos a
selecdo das variaveis significativas, foi utilizado o desenho experimental Box-Behnken para
otimizagdo da metodologia. Este desenho experimental é extremamente utilizado em quimica
analitica e, segundo GOMES (2013), ¢ um planejamento rotacional “onde cada variavel
apresenta 3 niveis e 0s pontos experimentais estao distribuidos de forma equidistantes do ponto

central”, tendo sua distribui¢ao espacial dos pontos experimentais, representada na Figura 1.
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Observa-se na Figura 1, que os experimentos estdo localizados no ponto médio de cada
extremidade do cubo. Os desenhos do Box-Behnken sdo Gteis quando os experimentos nas
extremidades sdo indesejaveis ou impossiveis e, principalmente, em metodologias para trés ou
quatro variaveis (ERIKSSON et al. 2008).

Figura 1 — Distribuigdo espacial dos pontos experimentais do desenho experimental Box-
Behnken
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Fonte: ERIKSSON et al. (2008).

O numero de experimentos (N) do desenho experimental Box-Behnken pode ser
descrito como N =2 k (k - 1) + PC, onde k € o nimero de variaveis e PC o nimero de pontos
centrais, sendo que para este modelo existem apenas trés niveis para cada variavel, com a
inclusdo do ponto central, ou seja, 0 Box-Behnken apresenta como niveis o ponto central e mais
dois pontos com distribuicdo equidistante deste ponto (-1, 0, +1). Além de ser um método
muito utilizado por gerar um namero reduzido de experimentos, segundo GOMES (2013), é
mais eficiente considerando-se a “razdo entre o numero de coeficientes gerados pelo nimero
de experimentos executados”. Este método, porém, apresenta como desvantagem o fato de ndo
testar condicOes extremas do tipo (+1, +1, +1) e (-1, -1, -1) (NOVAES et al., 2017).

As variaveis selecionadas para analise com desenho experimental foram: temperatura
de incubacéo da fibra de SPME na amostra, tempo de incubacdo, tempo de extracdo dos analitos
do headspace, temperatura e tempo de dessorcdo destes analitos no sistema de injecdo. Estas
variaveis foram selecionadas a fim de buscar condi¢des que favorecessem uma reducdo de
tempo do experimento, a fim de desenvolver uma metodologia para determinagdo de
Compostos Organicos Volateis.

Para geracdo dos desenhos experimentais de cada etapa do estudo, anélise dos dados
obtidos através dos experimentos, geracao dos graficos e construcao das superficies de resposta,

foi utilizado o software comercial MODDE registrada como trademark da MKS Umetrics AB.
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2.4 Cromatografia

A separacdo cromatografica de misturas é obtida por interacdo diferencial dos seus
componentes em uma fase estacionaria (liquida ou sélida) e uma fase maével (liquida ou gasosa).
As fases estacionarias possuem diferenciacdo de principio de separacdo, de acordo com seu
estado fisico: fases estacionarias liquidas e sélidas (GOMIDE, 1988).

As fases estaciondrias liquidas, normalmente suportadas em um sélido, realizam a
separacao dos compostos através de particdo, que € um principio de separacdo de componentes
de uma mistura imiscivel, baseado na diferenca de solubilidade destes analitos nos dois
liquidos. O equilibrio do processo de particdo pode ser estabelecido entre diferentes estados
imisciveis (liquido-liquido ou gas-liquido, por exemplo), desde que a concentracdo de

moléculas de um soluto seja diferente nos diferentes estados (Figura 2) (GOMIDE, 1988).

Figura 2 — Representacdo de dois liquidos imisciveis com concentragdo de soluto diferente

nos dois solventes
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Fonte: adaptado de RUTHVEN (1984).

As fases estacionarias sélidas realizam a separagdo através do principio da adsorcéo,
que € um processo de transferéncia de massa, onde a fase sélida apresenta habilidade de reter
determinadas substancias, presentes na fase liquida ou gasosa, em sua superficie, permitindo a
separacdo das mesmas (RUTHVEN, 1984). Este tipo de fendmeno pode ser fisico ou quimico,

dependendo da natureza das forcas ocorridas entre as moléculas e a fase solida.

2.4.1 Cromatografia a Gas
A cromatografia a gas sofre um processo de separagdo por adsorcdo fisica, onde a
interacdo entre as moléculas e a fase sélida e fraca, com interacdes do tipo Van der Waals ou

eletrostaticas. Este tipo de técnica utiliza um géas inerte como fase movel, sendo utilizada para
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separagdo de compostos volateis. Um cromatdgrafo a gas € um equipamento muito mais

complexo, conforme pode ser observado na Figura 3, a seguir.

Figura 3 — Esquema de um cromatografo a gas.

?

[e]

o il

—@

Fonte: Grupo de Quimica Analitica e Quimiometria (2015).

Conforme mostrado na Figura 3, um cromatdgrafo a gas é composto por Sistema de
Suprimento de Gases (A), Sistema de Injecdo de Amostra (B), Coluna e Forno da Coluna (C),
Sistema de Deteccdo (D) que gera o sinal que seré visualizado no computador.

- Sistema de Suprimento de Gases: ira fornecer o gas de arraste, ou seja, a fase movel;

- Sistema de Injecdo de Amostra: introducdo da amostra ao sistema;

- Coluna: suporte da fase estacionéria;

- Forno da Coluna: sistema de aquecimento da coluna;

- Sistema de deteccdo: pode ser de diferentes tipos e ird detectar o analito, gerando um
sinal que possa ser visualizado através do software adequado (DEL GRANDE, 2014).

Os principais tipos de detectores que podem ser utilizados em cromatografia a gas séo:

- Detector por lonizacdo em Chama (do inglés Flame lonization Detector, FID): detecta
os ions formados através da queima da amostra em uma chama de hidrogénio e oxigénio.

- Detector por Condutividade Térmica (do inglés Thermal Condutivity Detector, TCD):
detecta a variacdo na condutividade térmica do gas no momento da eluicdo do analito.

- Detector por Captura de Elétrons (do inglés Electron Capture Detector, ECD): detecta
a supressao de um fluxo de elétrons termais (lentos), causada pela absorcédo por espécies
eletrofilicas.

- Acoplamento a Espectrometro de Massas (do inglés Mass Spectrometry, MS): detecta
o0s analitos a partir de sua massa, ap0s uma ionizagdo que pode ser por impacto de elétrons ou

quimica, que fara com que os analitos sejam separados atraves da sua relagdo massa carga (m/z).
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A cromatografia a gas acoplada a espectrometro de massas € uma técnica muito utilizada
por combinar a alta seletividade e eficiéncia de separacdo da cromatografia, com a possibilidade
de obtencdo de informacdes estruturais e de massa molar dos compostos através da
espectrometria de massas. Desta forma, a técnica de GC-MS é amplamente utilizada na
identificacdo de substancias volateis e semivolateis de amostras (CHIARADIA, COLLINS e
JARDIM, 2008) e (SMITHS GROUP, 2014).

Quando se utiliza cromatografia com coluna capilar, que ja possui compatibilidade
suficiente ao sistema de vacuo do espectrometro de massas, a separacdo das moléculas se dara
inicialmente pela interacdo das mesmas com a fase estacionaria da coluna, permitindo que o
espectrometro de massas ‘“capture, ionize, acelere, desvie e detecte as moléculas ionizadas
separadamente” (SMITHS GROUP, 2014).

Um espectrometro de massas divide-se basicamente em cinco componentes: unidade de
entrada da amostra, também conhecida por interface; fonte de ionizacao; analisador de massa;
detector e sistema de dados, conforme mostra a Figura 4 (PAVIA et al., 2010).

Figura 4 — Componentes de um espectrometro de massas.
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Fonte: adaptado de PAVIA et al. (2010).

Os dois principais métodos de ionizacdo em GC-MS sdo ionizacdo por impacto de
elétrons (do inglés Electrons Impact, El) e ionizacdo quimica (do inglés Chemical lonization,
Cl). Na ionizacgdo por impacto de elétrons, utilizada neste estudo, 0 composto que esta na fase
gasosa ap0s processo de separacdo cromatografica chega a fonte de ionizacéo e é bombardeado
com elétrons em alta energia (70 eV), onde ocorre 0 desencadeamento de processo como
remoc¢do de um elétron da molécula. Como a remocao do elétron da molécula requer baixa
energia, a energia excedente gera fragmentacdo da molécula ionizada, que serd observada
atraveés das relagdes massa/carga (m/z) do espectro de massas (CHIARADIA, COLLINS e
JARDIM, 2008).
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Jaaionizagdo quimica é uma técnica mais branda, que ira preservar o ion molecular do
analito, por ser um processo de relativamente baixa energia ndo ocorre fragmentagédo. Neste
tipo de ionizacdo, as moléculas de interesse em fase gasosa, sdo introduzidas na camera de
ionizacdo e misturam-se a um gas reagente antes de serem bombardeadas por elétrons. O
bombardeamento de elétrons neste caso ndo é capaz de gerar fragmentacdo das moléculas de
analito, pois como 0 gas reagente esta presente em maior proporcdo em relagdo as mesmas
(1000:1), ele que sofre a ionizacdo. Estas moléculas de gas reagente ionizadas reagem com as
moléculas neutras do analito, gerando os ions pseudomoleculares (CHIARADIA, COLLINS e
JARDIM, 2008).

Com relacdo ao analisador de massa, existem diversos tipos como Analisador de Massa
de Setor Magnético, Analisador de Massa de Foco Duplo, Analisador de Massa Quadrupolar e
Analisador de Massa por Tempo de Voo. O analisador de massa mais comum e o utilizado neste
estudo ¢ o Analisador de Massa Quadrupolar, que é composto de “quatro barras solidas
paralelas na direcdo do feixe de ions” (PAVIA et al., 2010), onde suas barras recebem uma
corrente continua (CC) e radiofrequéncia (RF) aplicadas, gerando um campo eletrostatico
oscilante na regido entre as mesmas. Os ions que entram no analisador adquirem uma oscilacédo
neste campo eletrostatico de acordo com a razdo entre a amplitude da RF e a voltagem CC. Os
fons passam entdo pelos eixos do quadrupolo com uma trajetéria do tipo “saca rolhas”,

atravessando o analisador para chegar ao detector (PAVIA et al., 2010).

2.4.2 Microextracdo em Fase Sélida

A microextracdo em fase solida (do inglés Solid Phase Microextraction, SPME) foi
desenvolvida nos anos 1990, como um método de absorcdo de substancias volateis ou
semivolateis do espaco de cabeca (headspace) acima de amostras liquidas ou solidas. Estes
compostos absorvidos por este método podem ser diretamente introduzidos no injetor de um
cromatdgrafo a gas, a fim de ser dessorvido e separado por analise cromatografica (SELF,
2005).

Com o passar dos anos e o desenvolvimento da metodologia, a técnica foi estendida a
amostragem de liquido, podendo também ser introduzidos em cromatografo liquido de alta
pressdo (do inglés High Pressure Liquid Chromatography, HPLC). A absorcao das substancias
volateis pelo método de SPME ocorre através de uma fibra revestida com fase estacionaria,

conforme ilustrado na Figura 5.



Figura 5 — Dispositivo de Absorcdo do SPME.
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A fibra de silica fundida recoberta por fase estacionaria especifica é exposta no

momento da amostragem para absorcdo dos analitos de interesse e, posteriormente, retraida

para inser¢é@o no injetor do equipamento utilizado, conforme diagrama da Figura 6 (VALENTE

e AUGUSTO, 2000). Esta metodologia é muito utilizada com detec¢do via espectrometria de

massa, por ser um detector mais versatil, e pode ser tanto uma andlise qualitativa, quanto

guantitativa, desde que para esta Ultima existam compostos conhecidos para realizar a

calibracdo. A andlise quantitativa s6 pode ser considerada confidvel se apresentar

reprodutibilidade e for utilizada padronizacdo interna ou métodos de adi¢do padrdo (SELF,

2005).

Figura 6 — Diagrama de Exposicédo da Fibra de SPME.
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3 TECNICAS ANALITICAS UTILIZADAS PARA ANALISE DE COMPOSTOS
ORGANICOS VOLATEIS

As metodologias de determinacdo de COVs em leite e seus derivados, atraves de
cromatografia a gas sdo amplamente utilizadas. Alguns autores relatam a determinacao de 11
COVs em leite UHT utilizando cold trap e cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de
massas (CONTARINI et al., 1997), onde 20 g de cada amostra que passou por processo UHT
utilizando diferentes temperaturas foi suplementada com 1 mL de solucao de metil-butanoano,
onde os compostos foram volatilizados com nitrogénio gasoso e trapeados ao cromatografo.
Nesta técnica observou-se que os tratamentos com aguecimentos mais severos apresentaram
aumento de compostos organicos volateis.

Outros autores realizaram a identificacdo através de microextracdo em fase solida no
headspace e cromatografia a gas com detec¢do por ionizagcdo em chama (HS-SPME-GC-FID)
(PERKINS et al., 2005) e microextragdo em fase solida no headspace e cromatografia a gas
com deteccdo por ioniza¢do em chama e confirmacéo por espectrometria de massas (HS-SPME-
GC-FID/MS) (MOUNCHILI et al., 2005). Nas analises acima mencionadas, foi utilizado 7 mL
e 15 g de leite UHT em vial de headspace e identificou-se 17 e 19 COVs, respectivamente.

Além disso, processos que utilizam ultrassom de alta intensidade, s&o listados na
bibliografia por identificarem 18 (RIENER et al., 2009) e 17 COVs (CHOULIARA et al., 2010)
através de microextracdo em fase solida no headspace e cromatografia a gas acoplada a
espectrometria de massas (HS-SPME-GC-MS). Em ambos 0s casos se observou um aumento
na concentragcdo de COVs com o aumento do tempo de ultrassom.

Diversos estudos relatam a determinacdo de diferentes COVs, porém em sua grande
maioria, as metodologias propostas realizam separacdo cromatografica com tempo elevado,
gerando uma reducdo em termos de produtividade e um aumento dos custos com gases de fase

movel.
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4 OBJETIVO
4.1 Objetivo geral

Desenvolver uma metodologia exploratdria para determinacdo de compostos organicos
volateis em amostras de leite UHT, utilizando cromatografia a gas acoplada a espectrometria

de massas e microextracdo em fase solida no headspace.

4.2 Objetivos especificos

e Desenvolver metodologia rapida, do tipo FAST GC, utilizando coluna cromatografica
de comprimento e didmetro menores que 0s convencionais, com espessura de filme
maior que o convencional;

e Utilizar Planejamento Fatorial Fracionado com Ponto Central para delinear os
experimentos a serem realizados considerando as variaveis de relevancia para SPME;

e Ultilizar a Superficie de Resposta do tipo Box Behnken como metodologia de otimizacao
das condi¢Oes de SPME;

e Realizar levantamento das diferentes marcas de leite UHT disponiveis no mercado;

e Definir os compostos a serem monitorados nas amostras de leite;

e Determinar 0s compostos organicos volateis em amostras selecionadas, visando avaliar

a qualidade do leite com relacéo a presenca de compostos de classes quimicas definidas.
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5 METODOLOGIA

O desenvolvimento de uma metodologia analitica requer alto investimento, ja que €
necessaria aquisicdo de padrdes analiticos para confirmacéo e quantificacdo dos compostos
presentes nas amostras. No APENDICE F, estéo relacionados os valores dos padrdes analiticos
grau cromatografico, necessarios para a determinacdo de 27 compostos organicos volateis,
identificados através desta metodologia. Observa-se, portanto, que a necessidade de
investimento é de mais de R$10.000,00 para os 27 padrdes analiticos de COVs identificados
através desta metodologia, por isso, € muito importante a realizacdo de uma avaliacdo da
viabilidade técnica da metodologia antes do investimento. Desta forma, o presente estudo prevé
o desenvolvimento de uma metodologia exploratéria, com a finalidade de avaliar se 0 método
é eficiente para a determinacdo dos compostos desejados.

A metodologia foi desenvolvida em duas etapas: otimizacdo das condi¢cdes de SPME,
através de delineamento de experimentos e, avaliacdo da viabilidade da metodologia para
determinacdo de compostos organicos volateis em matriz de leite UHT. A primeira etapa,
relativa as condi¢cdes de SPME, foi realizada utilizando-se uma amostra de leite UHT comercial
da marca A, com a qual se realizou um planejamento experimental do tipo varredura, a fim de
obterem-se as variaveis de relevancia significativa e proceder ao planejamento de otimizagéo
para um menor nimero de variaveis.

No estudo do planejamento experimental do tipo varredura, foi utilizado o Planejamento
Fatorial Fracionado com Ponto Central, onde se selecionou como variaveis de estudo:
guantidade de cloreto de sodio para promocdo do efeito Salting-out, temperatura de
incubacdo/extracdo da amostra, tempo de incubacdo, tempo de extracdo, temperatura de
dessorc¢do e tempo de dessorcdo. A selecdo destas variaveis foi realizada devido a presenca de
maior divergéncia de valores entre as metodologias relatadas na literatura.

O efeito Salting-out é importante por reduzir a pressao de vapor dos analitos quando se
adiciona um eletrolito forte (NaCl) & uma mistura néo eletrolitica. Esta alteracdo do equilibrio
de fases é mais intensa a medida que se aumenta a concentracao do sal e faz com que os analitos
presentes no liquido sejam transferidos a fase gasosa (headspace). Assim como o efeito Salting-
out, a utilizacdo de temperaturas mais altas nos processos de incubagéo/extracéo e dessorcao
alteram o equilibrio de fases.

Como o estudo prevé uma otimizacdo de parametros de maneira a maximizar as
respostas de todos os analitos avaliados, independente da classe quimica a qual pertence, a
avaliacdo das respostas obtidas foi realizada através de somatorio de area dos 27 compostos

identificados na amostra da marca A. Com estes resultados foi realizado o Planejamento
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Fatorial Fracionado com Ponto Central, selecionando-se para a etapa de otimizac&o, as variaveis
definidas como de maior relevancia sobre a resposta das amostras.

Apds o experimento de varredura, foram realizados experimentos de otimizacao do tipo
Box Behnken e de robustez da metodologia de SPME, utilizando como base de resposta a soma
das areas dos compostos organicos volateis presentes na amostra. Com os parametros de SPME
definidos, foi realizada a segunda etapa, de avalia¢do da viabilidade da metodologia, através da
determinacdo dos parametros de repetitividade e reprodutibilidade. Para a medicdo destes
parametros, foi feita primeiramente a anélise de leite de 13 diferentes marcas, a fim de buscar
amarca com presenca de maior nimero de compostos organicos volateis, de forma a enriquecer
a avaliacéo de viabilidade.

Foi selecionado entdo, a marca B contendo a maior diversidade de compostos, para ser
analisada em triplicata durante 7 dias, onde se utilizou as medidas de area do pico para calculo

de desvio padréo e coeficiente de variacdo, através do software Microsoft Excel.

5.1 Preparo da Amostra

O preparo da amostra foi realizado atraves da pesagem de 2,0050 + 0,0050 g de Cloreto
de Sédio (NaCl) em vial de headspace de 20 ml com tampa de rosca, seguido de adi¢do de
10,00 ml da amostra de leite UHT em temperatura de, aproximadamente, 13 °C. A este vial,
foram adicionados 5 pL de uma solucdo de ciclopentanona com concentracéo de 20,49 mg/ml.
O frasco foi fechado, a amostra agitada manualmente por 10 segundos, sendo imediatamente
analisada via HS-SPME-GC-MS. No APENDICE G estéo dispostas as condicdes utilizadas na
metodologia analitica.

A solugdo de ciclopentanona foi adicionada as amostras a fim de se controlar as
variacdes do processo como alteracdo de tempo de retencdo e de area. A concentracédo final da

solucdo na amostra foi de 10,2 mg/L.
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6 RESULTADOS E DISCUSSOES
6.1 Desenhos Experimentais: Planejamento de Ponto Central

A fim de otimizar as melhores condi¢cdes de SPME utilizadas na metodologia proposta,
foi realizado o desenho experimental contendo as etapas de varredura, otimizacéo e robustez e,
portanto, trés experimentos foram realizados. As variaveis estudadas foram: quantidade de
NaCl para producéo do efeito salting-out, temperatura e tempo de incubacéo, tempo de extracéo
e temperatura e tempo de dessor¢cdo. Na Tabela 2 encontram-se as seis variaveis estudadas em

trés diferentes niveis para o experimento de varredura.

Tabela 2 — Variaveis e Niveis do Experimento de Varredura

Niveis
Variaveis

-1 0 1

Quantidade de NaCl (g) (X1) 0 1 2
Temperatura de incubacao (°C) (X2) 40 50 60
Tempo de incubacdo (min.) (Xs) 5 10 15
Tempo de extragdo (min.) (Xa) 10 20 30
Temperatura de dessorc¢éo (°C) (Xs) 230 250 270
Tempo de dessorc¢ao (min.) (Xe) 2 7 12

Fonte: autor.

No APENDICE H, estd apresentado um cromatograma de fons totais da amostra
utilizada neste experimento, bem como o espectro de massas do analito 2-heptanona. Além
disso, no APENDICE | encontram-se os resultados obtidos para cada um dos dezenove ensaios
realizados durante o experimento de varredura, com as variaveis e respectivos niveis de cada
uma. A Figura 7 mostra o grafico de probabilidade normal para o experimento de varredura. A
Figura 8 mostra o grafico de significancia do modelo, ap6s aplicagdo de correcdo logaritmica,
do tipo 10 Log (Y).
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Figura 7 — Probabilidade Normal obtido para o Experimento de Varredura.

0.88
0.95
09
08 A4
o7 A9
08 A2
0s a7

04 e

03 A1E

02 ad

Probabilidade Normal

o1
'

0.05

A2
0.02

40 -3% -30 -25 -20 -15 10 05 00 05 10 15 20 25 30 3$5 40

Efeitos Padronizados t-Student

Fonte: adaptado do Software MODDE.

Figura 8 — Significancia do Modelo para o Experimento de Varredura.
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Fonte: adaptado do Software MODDE.

A Figura 7, mostra os residuos das respostas versus a probabilidade normal de
distribuicdo. O resultado ideal para este tipo de gréafico é quando se obtém todos os pontos em
linha reta na diagonal, indicando que os residuos sao normalmente distribuidos. Além disso, é
importante avaliar se ndo existem pontos localizados fora das linhas vermelhas, indicando
presenca de outliers, ou seja, pontos que apresentaram alguma caracteristica ndo prevista e que
devem ser verificados. Nesta mesma Figura 7, quando se observa um padrdo de curvatura,
indica relagbes quadraticas ndo modeladas, j& que se trata de um modelo linear, ou
transformagdes incorretas das respostas. Obteve-se como parametro da Figura 7, 0 R? = 0,918

e 0 Q2= 0,856, sendo R? o coeficiente de ajuste do modelo idealmente préximo a 1,000 e 0 Q?
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que indica a precisdo de uma futura predicao, sendo o ideal quanto mais proximo ao valor de
R?. Através de analise do grafico e dos parametros R? e Q? considerou-se 0 modelo eficiente
para 0 experimento proposto.

Como podem ser observadas na Figura 8, as variaveis que apresentaram maior
significancia foram Xz, X2 e X4, ou seja, quantidade de NaCl, temperatura de incubacéo e tempo
de extracdo. Neste tipo de grafico da Figura 8, leva-se em consideragdo que as variaveis com
desvio que engloba o zero (0,00), representado pelas linhas pretas verticais, sdo variaveis de
baixa ou nula significancia para os resultados. Portanto, para o experimento de otimizacao, as
variaveis que ndo apresentaram significancia (Xs, Xs e Xe, respectivamente identificadas por
Tempo de Incubagéo, Temperatura e Tempo de Dessorgéo) foram mantidas constantes.

Na Tabela 3 estdo representados os diferentes niveis utilizados para as variaveis que
apresentaram maior significancia no experimento de otimizagdo, X1, X2 e Xs4, bem como 0s

valores fixados para as variaveis que nao apresentaram significancia, Xz, Xs e Xe.

Tabela 3 — Variaveis e Niveis do Experimento de Otimizacao

o Niveis
Variaveis

-1 0 1

Quantidade de NaCl (g) (X1) 0 1 2
Temperatura de incubacao (°C) (X2) 40 50 60
Tempo de incubacdo (min.) (Xs) - 5 -
Tempo de extragdo (min.) (Xa) 10 20 30
Temperatura de dessorc¢ao (°C) (Xs) - 250 -
Tempo de dessorcéo (min.) (Xe) - 5 -

Fonte: autor.

Os valores constantes escolhidos para as variaveis Xz, Xs e Xe levaram em consideragdo
os efeitos principais gerados pelas respostas do experimento de varredura, conforme pode ser

observado nas Figura 9, Figura 10 e Figura 11.
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Figura 9 — Efeitos Principais da Variavel X3 (Tempo de Incubacéo).
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Fonte: adaptado do Software MODDE.

Figura 10 — Efeitos Principais da Variavel Xs (Temperatura de Dessorcao).
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Fonte: adaptado do Software MODDE.

Figura 11 — Efeitos Principais da Variavel Xs (Tempo de Dessor¢éo).
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Fonte: adaptado do Software MODDE.

Na Figura 9, observa-se um leve aumento na resposta quando se utiliza um menor tempo
de incubagdo, neste caso 5 minutos. Ja na Figura 10, observa-se uma maior tendéncia de
aumento de resposta com o0 aumento da temperatura, porém como a diferenca néo é significativa
foi utilizada a temperatura de 250 °C, a fim de se reduzir possiveis decomposic¢des de analitos
no injetor. Na Figura 11, € observado um pequeno aumento de reposta com o aumento do tempo

de dessor¢do, mas como a diferenca nédo é significativa foi utilizado o tempo de 5 minutos, a
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fim de reduzir gastos desnecessarios com gas de fase mdvel que é consumido com o aumento
do tempo de dessor¢éo.

No APENDICE J, estdo os resultados obtidos para cada um dos quinze ensaios
realizados durante o experimento de otimizacdo, com as variaveis e respectivos niveis de cada
uma. A Figura 12 mostra o grafico de probabilidade normal para o experimento e a Figura 13
mostra o grafico de significancia do modelo, ap6s aplicacdo de correcdo logaritmica, do tipo 10
Log (Y).

Figura 12 — Probabilidade Normal do Experimento de Otimizacao.
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Figura 13 — Significancia do Modelo para o Experimento de Otimizacao.
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A Figura 12, mostra os residuos das respostas versus a probabilidade normal de
distribuicdo. Pode ser observado na Figura 12, que todos os pontos estdo em linha reta na
diagonal, que é o resultado ideal para este tipo de gréafico, indicando que os residuos estdo
normalmente distribuidos. Obteve-se como parametros da Figura 12, 0 R? = 0,986 e 0 Q? =
0,817, sendo R? o coeficiente de ajuste do modelo idealmente préximo a 1,000 e 0 Q2 que indica
a precisdo de uma futura predicdo, sendo o ideal quanto mais préximo ao valor de R?. Através
de anélise do gréfico e dos parametros R? e Q? considerou-se o modelo eficiente para o
experimento proposto.

A Figura 13 mostra as variaveis analisadas (X1, X2 e X4), bem como as variaveis de
interacdo entre as mesmas (X1* Xy, Xo* Xz, X4* X4, X1* Xz, X1* X4 € X2* X4). Considerando-
se, portanto, que se as variaveis com desvio que engloba o zero (0,00), representado pelas linhas
pretas verticais, sdo variaveis de baixa ou nula significancia para os resultados, as variaveis
significativas neste caso sdo Xi, Xz, Xa, X1*X1 € X4*Xs. A alta significancia destas variaveis
de interagdo (X1*X1 e X4*X4) reforga que as variaveis X1 e X4 tém maior significancia quando
comparadas a variavel Xo.

Na Figura 14, observa-se um aumento na resposta quando se utiliza uma maior
concentracdo de sal. Da mesma forma, na Figura 15 observa-se uma maior resposta com o
aumento da temperatura de incubacdo. Na Figura 16 também se observa um aumento de reposta
com o aumento do tempo de extracdo. Portanto, com base nas respostas destes graficos
representados pelas Figura 14, Figura 15 e Figura 16, foram definidas como condi¢des 6timas

2 g de NaCl, 60 °C para incubacéo e 30 minutos de extracao, respectivamente.

Figura 14 — Efeitos Principais da Variavel X; (Quantidade de NaCl).
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Fonte: adaptado do Software MODDE.
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Fonte: adaptado do Software MODDE.

Figura 16 — Efeitos Principais da Variavel Xs (Tempo de Extracdo).
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Fonte: adaptado do Software MODDE.

Apos a realizacdo do experimento de otimizacdo e definicdo das melhores condicGes

para anélise via SPME, conforme mostrado na Tabela 4, foi realizado o teste de robustez da

metodologia com cinco replicatas nas mesmas condi¢oes.

Tabela 4 — Condicdes otimizadas para SPME.

Variaveis Condicgoes
Quantidade NaCl (g) (X1) 2
Temperatura Incubacéo (°C) (X2) 60
Tempo Incubagéo (min.) (Xs) 5
Tempo Extragéo (min.) (Xa) 30
Temperatura Dessorcao (°C) (Xs) 250
Tempo Dessor¢ao (min.) (Xs) 5

Fonte: autor.
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A Tabela 5, mostra os resultados de area obtidos, bem como o valor teérico e limites
inferior e superior, estabelecidos através de predicdo pelo modelo de otimizacdo do software
MODDE. A predicdo é realizada com base nos resultados obtidos pelo experimento de
otimizacdo do tipo Box Behnken, onde o software relaciona as condi¢es otimizadas com a
resposta de &rea tedrica que deveria ser gerada pelo conjunto das mesmas. Desta forma, obteve-
se através do software o valor tedrico de area para as condi¢Bes 6timas, bem como os limites

inferior e superior aceitaveis, considerando o desvio padrdo obtido no experimento.

Tabela 5 — Resultados do Teste de Robustez e Predigéo

Ensaio Area Erro Relativo
Teorico 1,97E+07 0%
Limite Inferior 1,49E+07 -32%
Limite Superior 2,60E+07 24%
Replicata 1 2,03E+07 3%
Replicata 2 2,04E+07 4%
Replicata 3 2,10E+07 6%
Replicata 4 2,11E+07 7%
Replicata 5 2,08E+07 5%

Fonte: autor.

6.2 Avaliacdo da Viabilidade da Metodologia

Por se tratar de uma metodologia exploratoria e ndo possuir padrdes analiticos para os
compostos de interesse foi realizada a avaliacdo de viabilidade de uma amostra da marca B,
através da analise de trés replicatas durante 7 dias. A totalidade de 21 replicatas foi analisada,
onde os analitos foram identificados através do espectro de massas dado pela biblioteca do
National Institute of Standards and Technology (NIST) e pelo Indice de Kovats, que foi
calculado com base nas condigdes cromatogréaficas definidas.

Para utilizacdo do indice de Kovats (1K), uma série de alcanos saturados foi analisada
no cromatdgrafo a gas, por introducdo liquida, utilizando-se as mesmas condic¢Ges de rampa de
aquecimento e fluxos da metodologia definida. Com o cromatograma da série de alcanos
definiu-se o tempo de retencdo de cada um dos compostos e realizou-se o calculo do IK,

segundo a Equacgdo 1.
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Equacdo 1

IK =| tr(desc)-tr(n) |x (100xz) + (100 xn)
tr(N) - tr(n)

Onde tr(desc.) € o tempo de retencdo do composto que se deseja calcular o 1K, tr(n) é o
tempo de retencdo do alcano de menor numero de atomos de carbono mais proximo ao
composto desconhecido, tr(N) é o tempo de retencdo do alcano de maior nimero de atomos de
carbono mais proximo ao composto desconhecido, z € a diferenca entre 0s nimeros de a&tomos
de carbono destes dois alcanos relacionados e n é o numero de atomos de carbono do menor
alcano mais proximo ao composto desconhecido. O APENDICE K mostra os valores de 1K
calculados para a série de alcanos saturados injetados nas mesmas condi¢fes cromatograficas
das amostras.

Para os compostos desconhecidos, em que se deseja confirmar se a identificacdo
realizada esta correta, utilizou-se 0 mesmo célculo da Equacdo 1, além de calcular o Erro
Percentual (E %), conforme Equacédo 2, em relacdo ao IK teorico indicado na literatura (Royal

Society of Chemistry s.d.). Os valores calculados podem ser observados no APENDICE L.

Equacéo 2

E (%) = (valortedrico- valor experimental) x 100
valor tedrico

Como pode ser observado no APENDICE L, o IK n4o pdde ser calculado para os 14
primeiros compostos, ja que a série de alcanos disponivel ndo contemplava alcanos saturados
com quantidade de carbono menor que 10 unidades. Estes compostos foram identificados
utilizando-se 0s espectros de massas comparativos da NIST. Para os demais compostos,
nenhum apresentou IK calculado com erro superior a 2%, o que evidencia a eficiéncia da
identificacdo dos analitos, bem como a viabilidade técnica da metodologia.

Os parametros de média, desvio padréo e coeficiente de variacdo (% CV), dos testes de
repetitividade e reprodutibilidade, foram calculados através da area das amostras analisadas em
triplicatas, durante 7 dias e sio mostrados no APENDICE M. Como pode ser observado no
APENDICE M, o coeficiente de variacdo para as 21 replicatas analisadas variou muito de
composto para composto, sendo que para cada composto analisado, podem existir diferentes

causas para 0 % CV ter apresentado valores fora do limite.
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Conforme pode se observar para 0os compostos acido acético, &cido butandico, hexanal,
heptanal, a-pineno, dodecano, acido nonandico, acido dodecanoico e 2-pentadecanona, suas
areas médias apresentaram valor da ordem de 10% bem mais baixa que os demais compostos.
Esta area mais baixa pode ser o fator desencadeante para que o %CV fique maior, ja que uma
minima volatilizacdo em composto de baixa concentracdo é mais significativa do que em
compostos com alta concentragéo.

Além disso, observa-se que para o Pentanal o %CV foi negativamente expressivo
(80%), 0 que pode também ser explicado pelo fato de que este composto apresenta temperatura
de ebulicdo mais baixa que a maioria dos demais compostos, indicando que talvez a

metodologia ndo seja eficiente para aldeidos com baixa temperatura de ebulig&o.

6.3 Andlise de diferentes amostras de leite

A fim de avaliar a presenca dos analitos com viabilidade técnica para esta metodologia
em diferentes marcas de leite, 11 marcas de leite UHT, conhecidos também como leites Longa
Vida, e 2 marcas de leite fresco foram selecionadas para o estudo. Como nao existe legislacéo
especifica com limites minimos ou maximos de COVs em leite, ndo foi realizado nenhum
comparativo com concentragoes especificas, apenas uma analise de concentracdo relativa entre
as amostras analisadas. No APENDICE N estdo os resultados de area relativa obtidos
comparativamente para todas as marcas selecionadas.

Conforme pode ser observada no APENDICE N, a amostra da marca K, apresentou alto
teor de cetonas de maneira geral, assim como a amostra da marca A apresentou teor de aldeidos
mais elevado. Além disso, pode-se observar que o teor de &cidos carboxilicos ficou mais
acentuado nas amostras da marca B e da marca K. No entanto, as amostras de leite fresco das
marcas L e M, apresentaram em geral um teor de COVs mais baixo ou muito préoximo ao

determinado nas demais amostras, com excecao dos compostos Limoneno e para-cimeno.
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7.1 Andlise de Custos
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O presente estudo foi realizado com o intuito de desenvolver uma metodologia de

determinacdo de COVs em leite para um laboratdrio que ja possui 0s equipamentos e materiais

de consumo necessarios, com excecao dos padrdes analiticos grau cromatografico.

Além disso, o principal objetivo do estudo é o desenvolvimento de uma metodologia

mais rapida do que as metodologias ja existentes. Portanto, nao foi realizado um levantamento

de custos da técnica, foi realizado um comparativo com relagdo a literatura (TUNICK,
IANDOLA e VAN HEKKEN 2013), conforme mostrado na Tabela 6.

Tabela 6 — Comparativo entre as condi¢cdes dos métodos

Descrigao TUNICK et al. Presente Estudo
Cloreto de Sodio (g) 4 2
DVB/CAR/PDMS 50/30 pm 1 1
Quantidade de amostra (ml) 10 10
Temperatura Incubagéo (°C) 40 60
Tempo Incubag&o (min.) 5 5
Temperatura Extracdo (°C) 40 60
Tempo Extracdo (min.) 60 30
Temperatura Dessorgéo (°C) 250 250
Tempo Dessorgao (min.) 5 5
Temperatura Equilibrio (°C) 21 -
Tempo Equilibrio (min.) 60 -
Coluna DB P8
(30m x 0,25mm x 0,25 pm) (10 mx 0,18 mm x 0,36 um)
Fluxo (ml/min.) (Hélio) 0,6 0,5
Tempo de Corrida (min.) 23 16
Volume de Hélio Gasto (mL) 16,8 11
Tempo Total de Analise (min.) 153 56
Analitos Identificados 10 28

Fonte: autor

Como se pode observar na Tabela 6, a metodologia proposta no presente estudo indica

a identificacdo de uma maior quantidade de analitos, utilizando-se um tempo total de analise
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em torno de 60% menor do que na anélise comparada. Além disto, este estudo prevé a utilizagdo
de 35% a menos de volume de gas de fase movel, o que pode gerar uma reducdo de custos
consideravel quando se trata de analise de um namero grande de amostras. Considerando que
um cilindro de 8,5 m® de gas Hélio 6.0, semelhante ao utilizado no desenvolvimento da
metodologia, custa aproximadamente R$1.500,00 e através de conversdo de unidades, 0 mesmo
contém em torno de 11,4 L de géas, pode-se dizer que para o preparo de 1000 replicatas de
amostras, a economia com a utilizacdo da metodologia proposta versa em torno de R$763,00.
Além do que, para a realizacdo desta quantidade de replicatas na metodologia de TUNICK,
IANDOLA & VAN HEKKEN (2013) seriam necessarios no minimo 2.550 horas, para a
metodologia proposta seriam necessarias apenas 934 horas.

7.2 Impacto Ambiental

Com relagdo aos impactos ambientais, pode se considerar que a metodologia apresenta
baixa impacto, ja que como residuos gera apenas as amostras de leite com baixa concentracdo
de ciclopentanona que foi utilizada como padrdo de controle e os septos de PTFE que ndo
podem ser reaproveitados. Os frascos de headspace de vidro e as tampas podem ser lavados e

reutilizados.
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8 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos através da otimizacdo das condi¢Ges de SPME e da
utilizacdo de coluna cromatogréafica de comprimento e didmetro menores que 0s convencionais,
com espessura de filme maior que o convencional, pode-se concluir que a metodologia proposta
apresentou viabilidade técnica para identificar a maioria dos compostos organicos volateis
presentes nas amostras de leite.

A metodologia desenvolvida neste trabalho foi analisada comparativamente a uma
metodologia reportada na literatura e foi observado que mesmo com identificagcdo de uma maior
quantidade de analitos, houve reducdo de 60% no tempo total de analise, possibilitando um
aumento na capacidade analitica. Além disto, este estudo prevé a utilizacdo de 35% a menos de
volume de gas Hélio, o que pode gerar uma reducéo de custos consideravel quando se trata de
analise de um numero de amostras elevado.

De forma geral, nos resultados obtidos para as amostras comerciais analisadas, foi
observado que as amostras que ndo passaram pelo processo de ultrapasteurizacdo (amostras de
leite fresco), apresentaram teor de COVs menor do que as demais amostra e algumas amostras
de leite UHT apresentaram teores diferenciados para as classes quimicas analisadas. Como se
tratam de marcas de leite com processamentos diferentes, especificos para cada uma de suas
fabricas, pode-se dizer que as caracteristicas de cada processo influenciam na formacéo de
COVs ou na contaminacao das amostras por eles.

A determinacdo de COVs em leite se mostrou extremamente importante quando se

pretende avaliar a qualidade do leite frente a contaminacgdes ou alteragdes de processo.
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APENDICE A - PRODUCAO DE LEITE EM DIFERENTES PAISES, NO PERIODO
DE 1995 A 2014.

Producéo de Leite (milhdes de toneladas)

Pais Crescimento
1995 2000 2005 2010 2014
Afeganistdo 1,37 1,66 1,73 1,72 1,77 29%
Africa do Sul 2,79 2,54 2,87 3,23 3,34 20%
Alemanha 28,63 28,35 28,49 29,63 32,43 13%
Argentina 8,77 10,12 9,91 10,63 11,01 26%
Australia 8,46 10,85 10,13 9,02 9,54 13%
Bangladesh 1,99 2,14 2,62 3,40 3,70 86%
Brasil 17,13 20,53 25,53 30,86 35,28 106%
Canadéa 7,92 8,16 7,81 8,24 8,40 6%
Chile 1,90 2,00 2,31 2,54 2,16 14%
China 9,48 12,37 32,02 41,16 42,58 349%
Dinamarca 4,68 4,72 4,58 491 5,19 11%
Estados Unidos 70,44 76,02 80,25 87,47 93,46 33%
Finlandia 2,47 2,45 2,43 2,34 2,40 -3%
Franga 26,09 25,74 25,71 24,25 26,20 0%
india 65,37 79,66 95,62 121,85 146,31 124%
Indonésia 0,73 0,79 0,85 1,31 1,21 66%
Irlanda 5,35 5,16 5,38 5,33 5,82 9%
Mauritania 0,28 0,32 0,37 0,39 0,42 50%
México 7,54 9,44 10,03 10,84 11,29 50%
Nepal 1,01 1,17 1,35 1,58 1,79 7%
Noruega 1,93 1,74 1,59 1,58 1,58 -18%
Nova Zelandia 9,29 12,24 14,64 17,01 21,32 129%
Paises Baixos 11,32 11,23 10,98 11,81 12,73 12%
Paquistao 19,01 25,57 29,44 35,49 50,14 164%
Polbnia 11,64 11,89 11,95 12,30 13,00 12%
Reino Unido 14,84 14,49 14,47 14,07 15,05 1%
Roménia 5,02 4,62 5,55 5,06 521 4%
Russia 39,31 32,28 31,15 31,84 30,76 -22%
Sri Lanka 0,29 0,16 0,17 0,21 0,25 -14%
Suécia 3,30 3,35 3,21 2,90 2,97 -10%
Suica 3,93 3,91 3,96 4,11 4,10 4%
Tailandia 0,31 0,52 0,89 0,91 1,07 245%
Vietna 0,07 0,10 0,23 0,34 0,58 729%

Fonte: National Dairy Development Board.
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APENDICE B - PRODUCAO DE LEITE E VACAS ORDENHADAS POR ESTADO

BRASILEIRO
Brasil, Grande Vacas ordenhadas Produ?éo Valor da producéo
Regiéo e Estado (Cabegas) d? L.elte (Mil Reais)
(Mil litros)
Brasil 19678817 33624653 39441516
Norte 2084186 1876004 1709393
Rondbnia 600065 790947 592001
Acre 81284 56870 60550
Amazonas 97104 45978 69747
Roraima 37919 13141 23654
Para 732936 577522 583596
Amapa 6777 5983 10653
Tocantins 528101 385563 369191
Nordeste 3505866 3772384 4919050
Maranhdo 591520 371250 434866
Piaui 129366 73518 152717
Ceara 534479 528138 742901
Rio Grande do Norte 247758 227747 372230
Paraiba 222832 178437 242636
Pernambuco 488780 839029 1103292
Alagoas 192181 337974 441453
Sergipe 218744 357882 435843
Bahia 880206 858408 993112
Sudeste 6819765 11546087 13936462
Minas Gerais 4974449 8970779 10803365
Espirito Santo 272908 371375 410771
Rio de Janeiro 415509 511865 578541
Séo Paulo 1156899 1692068 2143785
Sul 4200266 12457744 14736537
Parana 1621957 4730195 5838834
Santa Catarina 1116994 3113769 3672024
Rio Grande do Sul 1461315 4613780 5225678
Centro-Oeste 3068734 3972434 4140075
Mato Grosso do Sul 258919 346300 331855
Mato Grosso 553100 662720 622792
Goias 2237872 2933441 3153657
Distrito Federal 18843 29972 31771

Fonte: IBGE.



APENDICE C - PARAMETROS MINIMOS DE QUALIDADE DO LEITE UHT.

o ) Leite ) Métodos de
Requisitos Leite Integral ) Leite Desnatado .
Semidesnatado Analises
Matéria gorda Minimo 3,0 0,6a29 Méximo 0,5 FIL 1C 1987
Acidez (g &c. AOAC 15%ed.,
) 0,14a0,18 0,14a0,18 0,14a0,18
Latico/100 ml) 947.05
Estabilidade a
Estavel Estavel Estavel FIL 48 1969
Etanol 68% (v/v)
Extrato seco
desengordurado Minimo 8,2 Minimo 8,3 Minimo 8,4 FIL 21B 1987

(% m/m)
Fonte: SOUZA, 2002.
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APENDICE D - DEFEITOS DE AROMA E SABOR EM LEITE.

Classe do Aroma ou

Principais Tipos de

B Nota Reacoes
Sabor Indesejavel Compostos
) Transmitida Aldeidos, Compostos
Aromas Alimentares Erva B
(sem alteragéo) Sulfurados
Acido Fermentac&o Acidos Volateis
Maltado Streptococcus lactis Aldeidos Ramificados
Microbiana Frutado Pseudomonas esterases Esteres (C4-C6)
Microrganismos Produtos de protedlise e
Putrefado . o
psicotropicos lipolise
o o Acidos Graxos de
Lipolisado Rancoso Hidrolise )
cadeia curta
) Destruicéo de Tidis, Sulfeto de
Vegetal Cozido ) . )
Curado compostos de enxofre  Hidrogénio e Metanotiol

Ativado por luz

Oxidado

Caramelizado

Luz solar

Oxidado
Metalico

Aroma de Peixe

Aroma de Pepino

Reacdes de Maillard
Destruicéo de
metionina, oxidacédo

lipidica

Oxidacdo lipidica

catalisada por cobre

Maltol e Isomaltol
Metanotiol, Sulfeto e
Dissulfeto de Dimetila,
Alcenal, Alcadienal

Aldeidos, Oct-1-em-3-
one, 2,4,7-decatrienal,

2,6 e 3,6-nonadienal

Fonte: DAVIDEK, VELISEK & POKORNY, 1990.
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APENDICE E - ROTA DO PIRUVATO COMO UM PRECURSOR DE AROMA EM
LEITE E SUB-PRODUTOS.

Ha —COOH
2605
Ho—c| —CooH: Tt o:clz —COOH ————m o:<|: —COOH
H,C ~—COOH H,C —COOH CH,
Acido Citrico Acido Oxaloacético Acido Pirlvico
L TPP
~CO:
+ NADH
+ COA -NAD
Acetil F osfato —————w Acefil - CoA ~———— Acetaldeido- TPP
- CoA HO—CH—-COOH
-TPP
HAC 0,
CH=—0 O:('l,‘—CH3 Acido Latico
Acetaldeido .
O0=C—CH,§ O:(l:——CH3
+ NADH +NAD Biacetil
-NAD - NADH H(|: —0OH
o H,C ~——COOH
HC—CH-—OH //0 —CO; Acido Acetolatico
o—LH— H,C
TN 0=C—CH,
Etanol OH |
Acido Acttico HO—CH-CHj,
Acetoina
+ NADH
- NAD
HO —CH—CH,
HO—CH-CH,
2,3-butanodiol

Fonte: DAVIDEK, VELISEK & POKORNY (1990).



APENDICE F - CUSTO DE PADROES ANALITICOS NECESSARIOS PARA
DETERMINACAO DE COVS EM LEITE.

Composto Valor Unitario
2-etil-hexanol R$ 150,00
2-etil-hexeno R$ 276,00
2-heptanona R$ 459,00

2-nonanona R$ 261,00

2-pentadecanona R$ 228,00
2-pentanona R$ 446,00
2-propanona R$ 810,00
2-tridecanona R$ 228,00

2-undecanona R$ 228,00
3-metil-2-pentanona R$ 636,00
Acido Acético R$ 62,00
Acido Butanoico R$ 489,00
Acido Decandico R$ 682,00
Acido Dodecanoico R$ 668,00
Acido Heptandico R$ 258,00

Acido Hexanoico R$ 734,00

Acido Nonandico R$ 489,00

Acido Octanoico R$ 719,00

a-pineno R$ 265,00
Benzaldeido R$ 341,00
Dodecano R$ 346,00
Heptanal R$ 197,00
Hexanal R$ 192,00
Limoneno R$ 275,00
Nonanal R$ 328,00
p-Cimeno R$ 467,00
Pentanal R$ 192,00

TOTAL R$ 10.426,00

Fonte: Sigma-Aldrich.



APENDICE G — CONDICOES DA METODOLOGIA ANALITICA

Condigdes SPME

Fibra DVB/ CAR/PDMS 50/30 pm
Tempo de Incubacgdo (min.) 5
Temperatura de Incubagéo (°C) 60
Tempo de Extragdo da Amostra (min.) 30
Agitacdo durante Extracéo On
Velocidade de Agitacdo (rpm) 250
Tempo de Dessorg¢do da Amostra (min.) 5
Temperatura de Condicionamento Fibra (°C) 270
Tempo de Pés-Condicionamento da Fibra (min.) 2
Condigdes GC
Coluna DB-5MS (10 m x 0,18 mm x 0,36 um)
Temperatura Inicial Forno (°C) 35
Tempo de Espera (min.) 1
Taxa de Aquecimento (°C/min.) 20
Temperatura Final Forno (°C) 250
Tempo de Espera (min.) 4,25
Fluxo Coluna (ml/min.) 0,5
Condigoes Injetor Modo Splitless
Temperatura (°C) 250
Fluxo Total (ml/min.) 6,5
Condigbes MS
Temperatura Linha de Transferéncia (°C) 270
Modo de Aquisicédo Scan
Atraso Solvente (min.) 0
Massa Baixa 35
Massa Alta 250
Temperatura Fonte (°C) 250
Temperatura Quadrupolo (°C) 150

Fonte: autor.
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APENDICE H - CROMATOGRAMA E ESPECTRO DE MASSAS.

- Cromatograma de fons Totais:
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- Espectro de Massas do analito 2-heptanona:
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APENDICE | - RESULTADOS OBTIDOS NO EXPERIMENTO DE VARREDURA.

Ensaio X1 X2 X3 X4 Xs A Resiultado
(Area)
1 1 -1 -1 -1 -1 1 2,16E+06
2 1 1 1 1 1 1 6,14E+06
3 1 1 1 1 1 1 4,59E+06
4 1 1 1 1 1 1 9,44E+06
> 1 -1 1 -1 1 1 2,03E+06
6 1 1 1 1 1 1 5,20E+06
7 1 1 1 1 1 1 3,76E+06
8 ! 1 1 -1 1 1 1,04E+07
9 1 1 1 1 1 1 5,15E+06
10 1 1 1 1 1 1 1,35E+07
11 1 1 1 1 1 1 9,93E+06
12 1 1 1 1 1 1 1,53E+07
13 1 1 1 1 1 1 4,74E+06
14 1 1 1 1 1 1 1,17E+07
15 1 1 1 1 1 1 8,64E+06
16 1 1 1 1 1 1 2, 21E+07
17 0 0 0 0 0 0 1,01E+07
18 0 0 0 0 0 0 1,08E+07
19 0 0 0 0 0 0 1,10E+07

Fonte: autor.
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APENDICE J - RESULTADOS OBTIDOS NO EXPERIMENTO DE OTIMIZACAO.

Ensaio X1 X2 X3 Xa Xs X Resultado (Area)
1 -1 -1 0 0 0 0 2,16E+06
2 1 -1 0 0 0 0 6,14E+06
3 -1 1 0 0 0 0 4 59E+06
4 1 1 0 0 0 0 9,44E+06
5 -1 0 0 -1 0 0 2,03E+06
6 1 0 0 -1 0 0 5,20E+06
7 -1 0 0 1 0 0 3,76E+06
8 1 0 0 1 0 0 1,04E+07
9 0 -1 0 -1 0 0 5,15E+06
10 0 1 0 -1 0 0 1,35E+07
11 0 -1 0 1 0 0 9,93E+06
12 0 1 0 1 0 0 1,53E+07
13 0 0 0 0 0 0 4,74E+06
14 0 0 0 0 0 0 1,17E+07
15 0 0 0 0 0 0 8,64E+06

Fonte: autor.
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APENDICE K — INDICE DE KOVATS CALCULADO PARA A SERIE DE ALCANOS

SATURADOS.
Tempo de NUmero de
Retencdo (min.) Composto Carbonos 'K Caleuladlo
4,43 Decano 10 1000,0
5,25 Undecano 11 1102,5
6,04 Dodecano 12 1204,1
6,76 Tridecano 13 1302,8
7,45 Tetradecano 14 1402,6
8,10 Pentadecano 15 1502,5
8,71 Hexadecano 16 1603,2
9,29 Heptadecano 17 1702,6
9,84 Octadecano 18 1802,0
10,37 Nonadecano 19 1902,8
10,87 Eicosano 20 2002,1
11,35 Heneicosano 21 2101,8
11,81 Docosano 22 2195,2
12,32 Tricosano 23 2289,8
12,94 Tetracosano 24 2388,5
13,72 Pentacosano 25 2488,5
14,71 Hexacosano 26 2600,0

Fonte: autor.



APENDICE L - INDICE DE KOVATS CALCULADO PARA OS COVS
IDENTIFICADOS NA AMOSTRA B.

Tempo de
Composto IK Teorico  IK Calculado E %
Retencéo (min.)
0,667 2-propanona 502,0 - -
0,994 3-metil-2-pentanona 752,0 - -
1,2 Acido Acético 619,0 - -
1,549 2-pentanona 691,0 - -
1,638 Pentanal 722,0 - -
2,429 Acido Butanoico 793,0 - -
2,451 2-etilhexeno 785,0 - -
2,525 Ciclopentanona 796,0 - -
2,563 Hexanal 817,0 - -
3,397 2-heptanona 894,0 - -
3,518 Heptanal 907,0 - -
3,837 Alfa-pineno 928,0 - -
4,079 Benzaldeido 986,0 - -
4,15 Acido Hexanoico 985,0 - -
4,636 2-etilhexanol 1028,0 1025,3 0%
4,636 para-Cimeno 1019,0 1025,3 -1%
4,682 Limoneno 1028,0 1030,9 0%
4,982 Acido Heptandico 1068,0 1067,2 0%
5,154 2-nonanona 1093,0 1088,0 0%
5,275 Nonanal 1110,0 1102,8 1%
5,776 Acido Octanoico 1191,0 1166,5 2%
6,018 Dodecano 1204,0 1197,3 1%
6,457 Acido Nonanéico 1281,0 1257,7 2%
6,688 2-undecanona 1293,0 1289,6 0%
7,155 Acido Decandico 1377,0 1357,3 1%
8,045 2-tridecanona 1505,0 1492,1 1%
8,404 Acido Dodecantico 1569,0 1549,9 1%
9,257 2-pentadecanona 1690,0 1694,0 0%

Fonte: autor.



APENDICE M - RESULTADOS DA AVALIACAO DE VIABILIDADE

56

Tempo de Area Desvio
) Composto Formula Massa PE (°C) ) %CV
Ret. (min.) Média Padréao

0,667 2-propanona C3HsO 58,042 46,5+3,0 1,03E+06 1,83E+05 18%
0,994 3-metil-2-pentanona  CsH1.0 100,089  116,5+#8,0 2,64E+06 7,43E+05  28%
1,200 Acido Acético C2H40- 60,021 117,14#3,0 6,80E+04 4,15E+04  61%
1,549 2-pentanona CsH100 86,073 102,743,0 8,20E+05 2,61E+05  32%
1,638 Pentanal CsH100 86,073 103,74£3,0 8,02E+05 6,45E+05  80%
2,429 Acido Butanoico C4HsO- 88,052 164,3+3,0 1,85E+05 8,50E+04  46%
2,451 2-etil-hexeno CsHis 112,125  117,7¢7,0 1,24E+05 3,25E+04  26%
2,525 Ciclopentanona CsHsO 84,058 130,548,0 2,46E+07 4,06E+06 17%
2,563 Hexanal CeH120 100,089 127,9+3,0 1,93E+05 7,64E+04 40%
3,397 2-heptanona C/H140 114,104  151,2+3,0 7,40E+06 8,78E+05 12%
3,518 Heptanal C/H140 114,104  150,4+3,0 1,19E+05 4,07E+04 34%
3,837 a-pineno CioHi6 136,125  157,9+7,0 8,97E+03 3,04E+03 34%
4,079 Benzaldeido C7HesO 106,042  178,7+0,0 1,10E+06 1,46E+05 13%
4,150 Acido Hexandico  CgH1,0, 116,084  204,6+3,0 3,70E+06 1,05E+06  28%
4,636 2-etil-hexanol CsHi1s0 130,136  184,6+0,0 1,96E+05 5,56E+04 28%
4,636 p-Cimeno CioH14 134,110 173,9+#10,0 6,70E+04 1,65E+04  25%
4,682 Limoneno CioHa6 136,125 175,4+20,0 7,68E+04 2,12E+04  28%
4,982 Acido Heptandico  C/H10, 130,099  222,6+3,0 7,53E+04 2,00E+04 27%
5,154 2-nonanona CoH150 142,136  193,5+3,0 2,86E+06 4,20E+05 15%
5,275 Nonanal CoH180 142,136  190,8+3,0 1,17E+05 2,15E+04 18%
5,776 Acido Octandico ~ CgHisO, 144,115  239,3#3,0 592E+06 1,06E+06 18%
6,018 Dodecano C12H2s 170,203  216,1+3,0 1,74E+05 7,78E+04  45%
6,457 Acido Nonandico  CoHig0, 158,131  254,9+3,0 4,88E+04 1,57E+04  32%
6,688 2-undecanona CuH»O 170,167  230,8+3,0 1,09E+06 2,01E+05 18%
7,155 Acido Decandico  CioH200, 172,146  269,6+3,0 2,00E+06 4,02E+05  20%
8,045 2-tridecanona CisHxO 198,198  263,8+3,0 2,79E+05 6,09E+04  22%
8,404 Acido Dodecandico CiH20, 200,178 296,130 1,05E+05 5,52E+04  53%
9,257 2-pentadecanona  CisH30O 226,230  293,3+3,0 5,97E+04 192E+04  32%

Fonte: autor.



APENDICE N - RESULTADOS DE AREA RELATIVA PARA AS 13 MARCAS DE LEITE ESTUDADAS.

57

Tempo Ret. . . LEITE UHT FRESCO
. Classe Quimica Analito

(min.) A B C D E F G H | J K L M
0,667 Cetona 2-propanona 25% 23% 15% 22% @ 14% 7% 8% 14% 72% 24% 100% 20%  46%
0,994 Cetona 3-metil-2-pentanona 86% 52%  14% 14%  15% 11% 12% 16% 65% 53% 71% 100% 86%
1,549 Cetona 2-pentanona 46% 39% 23% 31% 25% 18% 17% 31% 88% 21% 100% 0% 2%
3,397 Cetona 2-heptanona 62% 50% 31% 38% 35% 3% 30% 57% 100% 37% < 99% 5% 1%
1,638 Aldeido Pentanal 100% 43% 3% 9%5% 13% 15% 13%  28% 9% 84%  20% 3% 6%
2,563 Aldeido Hexanal 100% 25%  42% 21% 39% 37% 36% 39% 79% 54% 30% 10% 21%
4,636 Alcool 2-etilhexanol 60% 63% 44% 51% 40% 27% 35% 17% 82% 47% 100% 47%  55%
5,275 Aldeido Nonanal 50% 50% @ 21% 19% 18% 14% 25% 13% 100% 29% 21% 19%  23%
6,018 Hidrocarboneto Dodecano 87% 89% 22%  57% 4% 5% 7% 25% 16% 36% 100% 5% 3%
5,154 Cetona 2-nonanona 60% 44% 22% 33% 34% 29% 26% 40% 96%  31% 100% 2% 3%
6,688 Cetona 2-undecanona 68% 51% 26 32% 37% 29% 28% 38% 95%  30% 100% 3% 2%
8,045 Cetona 2-tridecanona 73% 66% 38% 37% 42% 3B% 33%  41% 94%  34% 100% 4% 3%
9,257 Cetona 2-pentadecanona 77% 100% 52% 38% 42% 36% 32% 35% 84% 31% 89% 5% 6%

1,2 Acido Carboxilico Acido Acético 23% 100% 66% 22% 15% 32% 15% 98% 21% 17% 29% 16%  13%
2,429 Acido Carboxilico Acido Butandico 40% 63% 56% 50% 44% 27% 31% 13% 60% 34% 100% 31% 24%
4,15 Acido Carboxilico Acido Hexandico 44%  55% 50% 50% 37% 23% 30% 10% 66% 34% 100% 30% < 26%
4,982 Acido Carboxilico Acido Heptandico 79% 100% 62% 62% 34% 22% 34% 23% 69% 32% 76% 62%  31%
5,776 Acido Carboxilico Acido Octandico 52%  58% 54% 55%  47% 34% 40% 13% 72% 41% 100% 50% = 35%
6,457 Acido Carboxilico Acido Nonan6ico 76% 100% 69% 63% 44% 37% 34% 30% 60% 32% 63% 73% 31%
7,155 Acido Carboxilico Acido Decan6ico 60% 67% 60% 61% 60% 47% 50% 16% 79% 44% 100% 71%  43%
8,404 Acido Carboxilico Acido Dodecandico 57% 94% 87% 64% 49% 35% 37% 18%  42% 16% 100% 93%  29%
4,682 Hidrocarboneto Limoneno 7% 3% 3% 5% 7% 10% 3% 1% 2% 1% 8%  100% 37%
2,451 Hidrocarboneto 2-etilhexeno 100%  51% 2% 60% 3% 2% 8% 0% 4% 26% 5% 0% 0%
3,518 Aldeido Heptanal 44%  21% 6% 16% 26% 24% 25% 33% 100% 34%  26% 10%  15%
4,079 Aldeido Benzaldeido 83% 54% 9% 8% 10% 12% 15% 26% 27% 100% 23% 0% 0%
3,837 Hidrocarboneto Alfa-pineno 6% 3% 24% 10% 31% 14%  14% 2% 35% 13% 100% 46%  42%
4,636 Aromatico para-Cimeno 3% 2% 5% 3% 5% 6% 3% 0% 6% 1% 13% 100%  35%




