Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP
Faculdade de Engenharia de Alimentos — FEA

Departamento de Ciéncia de Alimentos — DCA

METODOLOGIA ANALITICA PARA
DETERMINAGCAO DE ADULTERAGAO EM
GORDURA DE LEITE.

PARECER

Este exemplar corresponde a
redacdo final da tese defendida por
Sidinéa Cordeiro de Freitas
aprovada pela Comissao Juigadora

em 11 de setembro de 2001. Sidinéa Cordeiro de Freitas

Campinas, 11 de setembro de 2001 Engenheira Quimica
M é— y

Profa. Dra. Heloisa Mascia Cecchi . .. )

Presidente da Banca Profa. Dra. Heloisa Mascia Cecchi

Orientadora

Tese apresentada & Faculdade de Engenharia de Alimentos da Universidade

Estadual de Campinas, para a obtengdo do titulo de Doutor em Ciéncia de
Alimentos.

UNICAMP

» . BIBLICTECA CENTRAL
i pHICAMRP i

¥ GolUlSTECA CENTRA | CECAND IR AMTE




FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA DA F.E.A. - UNICAMP

F884m

Freitas, Sidinéa Cordeiro de

Metodologia analitica para determinagao de adulteragdo em
gordura de leite / Sidinéa Cordeiro de Freitas. — Campinas, SP:
[s.n.], 2001.

Orientador: Heloisa Mascia Cecchi
Tese (doutorado) — Universidade Estadual de Campinas.
Faculdade de Engenharia de Alimentos.

1.Gordura de leite. 2.Adulteragtes. 1.Cecchi, Heloisa
Mascia. II.Universidade Estadual de Campinas.Faculdade de
Engenharia de Alimentos. III.Titulo.




BANCA EXAMINADORA

/'\#(j A Y M ; é{c//{:u

Prof. Dra. Heloisa Mascia Cecchi (Orientador)
FEA - UNICAMP

Prof. Dr. Luiz Antonio Gioielli (Membro)
USP

A s  Cirdor o

Prof. Dra. Rosemar Antoniassi (Membro)
CTAA - EMBRAPA

Rak A= VN ~

Profa. Dra. Deborah H. Markowciz Bastos (Membro)
Universidade Sao Francisco

\ 2
{k‘ (ALY

Prof. Dra. Neura Bragagnolo (Membro)
FEA — UNICAMP

\“ N\ L (\ - (—w\— g 5

/P’rbf. Dra. L eéiy Ai_)arecida' 3:aralq’bJGonqalves (Membro)
" FEA -\ UNICAMP

Prof. Dra. Adriana Zerlotti Mercadante (Membro)

FEA — UNICAMP

UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL

ii s
SECAQ CIRCULANTE

e



AGRADECIMENTOS

GRATIDAO, é a Unica palavra que pode exprimir a sintese de meus

sentimentos ao final desta longa e ardua jornada.

Seria impossivel o desenvolvimento e a conclusdo deste trabalho sem a
colaboracdo, a compreensdo, a dedicagdo e o esforco dos professores,
funcionarios e colegas da Faculdade de Engenharia de Alimentos da UNICAMP e

da Embrapa Agroindustria de Alimentos.

Um agradecimento em especial a minha orientadora, Professora Heloisa
Maschia Cecchi, aos diretores e empregados da Cooperativa dos Produtos de
Leite de Campinas, que de forma extremamente gentil e eficiente forneceram os
produtos e itens necessarios ao desenvolvimento desta tese, e ao Estatistico Jose
Luis LLanos Carrillo que possibilitou a elaboragéo da analise estatistica.

Enfim, a todos um muito obrigado

_UNicAMp
BIBLIGTECA CenThay
SECAO CIRCULANTE



INDICE GERAL

indice de FIQUIaS.................coooveeeeeeeeeeeeeeeeeie e senanes Xii
indicede Tabelas .................c.cocooerueericieeecceete e XV
INAICE @ AMEXOS.............eoeeeeeeeeeeeeeeee e een e xviii
IRBBUINIE GROFRE iy s s i K AN xxiii
GODOTRI SUININIAY ...:..ovovwmivimmmiaiintsiiismsimes s s s s e XXV
INEOAHCED CGOPAL ...t s ese susninavns 1
Rofardncias BibHOGraNCas ...c..cunaimimssnmnmnismsissimsssrmnssssismareviss 3

Capitulo 1 - Estudo da Composi¢ao da Gordura do Leite e sua

T T 7
EH. ... .onscxxsnsmemnmnstanonsnnse snnnmed S50 500 T D oA S O BT TR TR 7
(7 e 8 g- 0 o OO 8
Variagdo da composicdo da gordura .............cccerereienameieecssearanesinencnsnineens 1
Métodos de andlise de gordura do 18ite ............ccoeiieiiieeiiii 17
MOLOUOS CIOMEBIONAIICOS ....ovvusicconmunmissiiisssnnmiiveassssensssommesissmsnsessrsmsers 19
Adulteragéo da gordurado leite ............ccoveeeiieinnii 22
RefErBnEias BIDHOGHENCAS ... snamnmumiisvnsianisiomiss e 26

Capitulo 2 — Anélise de Triacilgliceréis por Cromatografia Gasosa

usando Injecio com Temperatura Programada ...................... 37

B S ROBUIND ...z cnmrmsoiss s oo B AP S A S UV VR S SR e e 37
2 = SUMMATY ...ovvvereerecrrrrerseessrnosrsssessssnnessssssssasasssstessssssasssenmassesmssassnmnesessnns a7
3 = IMPORIGED .....coccoiiiniisivivnsimiisiismssimasssssnsvassanosssussnessnssnsasseservassnssnssnsanes 38
4 —Material @ MEIOAOS .........cccevereceerrerrierisianrisimssionssessssnsssnnssasasasesscsesaesons 41
I O T DRI R——— 41

Vi



G2 = IMOUOS ccoveisiiiviinios s i it it esa e ees e et s eesems s 42

421 —TestesS Preliminares ...........c.oooeeeeeeeeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 42
4.3 — Determinacao do fator de resposta .............cooveeoeeoveeeeeoeee, 43
S=ReSURAAOS ..o 43
5.1 — Problemas ocorridos nas condigdes cromatograficas testadas....... 43
5.2 - Melhores condigdes cromatograficas testadas.............................. 47
6 = CONCIISBO. coxoiivuisiwmsmsnsammimisinmssomtessmmantamesmantsrasms tansss sossmstsmpeosmsnos 49
7 — Referéncias BibliografiCas .................c.occovvveooeoeeoeoeeeooo 50

Capitulo 3 - Determinagéo de Triacilgliceréis por Cromatografia

GasosaaAlta Temperatura....................ocooooevooeeeeoeooo 55
T=RESUMO ..o e et 55
2 = SUMIMACY ..ottt e e e 56
Bt HOTUCRIO i siniisiininmensmsmsnonsosassmae sessss s SRS S SRS RSB S S SS 56
4 —Material @ MELOdOS ...........c.oooeomiiiiiiieeeeeeeeeeeee 60

B3 MBI v ciiisicomiiiissisnssssnmmmsntansansmsass smoms s s sess s AR SR USSR 60
4.2 —=MBLOAOS ... 61
421 —Testes preliminares ...............ocoooeeeeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeee) 61
4.2.2 - Condi¢bes cromatograficas estabelecidas ...........................o...... 62
4.3 — Determinacao do fator de resposta ...........ccoooveveeeeeeoeeeoe 62
S=RESURAOS ..........ccoiiiiiiiiie e 63
o 5 T T S —————— 67
7 — Referéncias Bibiograficas .....................c.ocooowoeoeoeeeeeeeeeeeee 69
Capitulo 4 - Perfil de triacilglicer6is em Oleos Vegetais.................... 73
L . 73
2 — SUIMIMAMY ....oiiiiiiiee e eeteeseeaeeiesseesae e sesesen e eseemseeseeseeessenseeseeeeeeneeeesens 73
e L1 1o e 5 = L 74



4 - Matorial @ MEIOTOS .............cccormiiivimisssnsonisrssimnsinsrassusssssessmssssasarenssesasses EFi
41 =Material ..o, it
4.2 — Separacao dos triacilglicerois ................oooeeeeveeeeeeeeeeeeeeeeeereeean 77
4.3. — Método cromatografiCo ..............coovvoeiemeeeiieeeeeeeeeeeee e 78
4.3.1 - Equipamento........................... ST SRRSPRRURIN 78
4.3.2 - Condigdes cromatograficas.............cceueerieveironeeseesnseeeeeeeeeeeen. 78
4.3.3 - Andlise qualitativa e quantitativa................ccoeevevveeericieee. 79

4.4 - Andlise estatiStiCa............ooueeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 19

S—RESURAAOS ..ottt e e seeeeseneenenmneeeeennes 79
6-Conclusdo........................ A A S S R T S e SR S 89
7 — Referéncias Bibliograficas ............ccccceeeveeeeieieeeriiree e 90

Cromatografia Gasosa a Alta Temperatura.............................. 95
T=RESUMO ...ttt et e e et e e aa s maeaasnaeesnnaannseenes 95
2 = SMVIVIRIY o sivavswsannsnisos covinsesoviivess in s s s ws VUNES i viis R Ha Voo VRS S RS 96
Il (4170 o [F o= (o TR SO 96
4 —Matenal @ MOIOdDS .........c. s asissssvisisss s 100

4.1 —AMOSITAZEIM .......ooeiiiereeeeeeeereeeeeee e e eeeerereeseeeeeeraeaseresraarerseaesses 100
4.2 —Preparacdo da amostra ............cccooeeevveeeeiiiiieeeee e 101
4.2.1 — PXAacao 8 gordUral....coanmmsimimmmissviaismssnia 101
4.2.2 — Separacao dos friacilgliceréis ............. b e e e rre e e naaaaaaeas 101
4.2.3 — Condicoes cromatograficas...........cccoceevveeeeeieeeeceecieieereee e 102
4.2 .4 - Analise qualitativa e quantitativa.....................ccoooiininiinnee 103
4.2.5 ~ ANEliSe eSIatISHCH ... ivvminsivmaisssisvvsssvsnssovesivissesssimmvivs 103
S5—Resultados ... e 104
B CONCMIBED ccouvonssusionmsnimssnn s s 5 e s R B s 125



7 —Reforoncias BIDHOGraficas .........vanmnisinimmssan anmnniasis 126

Capitulo 6 — Metodologia Analitica para Determinacdo de Adulteragdo

oM GOrdirE JO LoME ........ocivivmnimnmaiv i 131

1 = RBIIMO . it mesimitisinmmgisnssbaiississramssanasnnsseesssnenzasesinssnsisninsensassnes 131
L BUIMIMIBIY, coxuivusnuuvinvisnsimonsiisiniossonis s s o i ST v TR GV 131
B = INrOQUGED .....oceiiriieiee et 132
4.~ NMaterial @ MBtOOS ......wimaumssemannsmssssmsn s 135
e 135
4.2 - PreparaCao da @amoOSEra .............ccceeceeeueeeeeeenineeseerseeeeeeeeeesaeessannns 136
4.2.1 —EXtractio a gordUra. ..........cvausncsneinss i 136
4.2.2 - Separagéo dos friacilglicerois..............ccccveeeeieeeieciieceeeeeee 137
B3 = IO 555 65w s comms s 3 O s RS S FR SR R 137
4.3.1—EqQUIPEMENTO.....cc.ooiieeiicccceeeeeeeeee e 137

4. 3.2 PROBOOINEE: ... ioussrsvimwvivmm s R VT R R 543 138
4.3.3 - Condigoes cromatograficas..............ccooeeeeeeeeeieeiceeeeeeeee 138
4.4 — Analise qualitativa e quantitativa ...................ccoceovveeeiineceeceen, 139
4.5 — Analise estatistica ................cooeeieiiiiieeeee e 139
g R ST——— 140
5.1 — ANGHSE TRIONAL. ... ......ooooiviianivisssinmmminiisssissssmssaasosiassatssissanss 140
5.2 — Andlise discriminante .............cccoveoiiiieiceeee e 161
9.3~ Regra de dBCISAD ........c.ciuaiiimaiiisismsiasissvsiaisiv dassssisvrsnsanssssiann 163
5.4 — Automatizacdo da analise estatistica........................coc 165
B COMICIISEIN: .ovuvuiisvuvisvimivumivoiommms iuwie s e e oo 172
7 — Referéncias Bibliograficas ................ccooooeimmiccee e xR 173

Capitulo 7 — Aplicagdo do Método Estatistico Fatorial na Avaliagdo da



B TRUOBUNTION scumsssinvasius smsmnsiamsinsmesinsnns s vien Vo s USROS SRS US55 179
2.~ QUMY vt s i Asib snmns s s smnss 180
Ol L1 (oo [F To== o RSSO SR 180
4 —Material e MEtOdOS ..........oooviimiieiieee e 185
4.7 = MEBTIAL ..o msmim s R SR e 185
4.2 —Preparagd@o da @amostra ...........cccoceevveiieiiieeeeereeninrneeeeeeeresennareeenns 185
4. 2.7 = EXIrachn oo QONOUINAL . .ouimsiswsosssrmemssisss s e 185
4.2.2 — Separacéo dos triacilglicerdis..............ccooceereriieiiiireerees 185
B o MBI s cissvcvinvmmvivamsinimmssrsmmveoms s oSO S R TSR 186
4.3.1 —EQUIPAMENTO..........cooieiieeeiireeeeiieee et e e ne e 186
#.3.2 = ROADBMOE voisuisisscccvmvesamarmmisamiaissii s sesssiveis s s s avbas i 186
4.3.3 — CondigGes cromatografiCas............cccevevvrueeesrerseerenseesraeesneennes 187
4.4 — Andlise qualitativa e quantitativa ...............ccccceeveeiiiiiieiiieci 187
4.5 — Analise estatistica ................cccocovimnieiiniieni 188
R T S 188
R s [ [ o 197
7 — Referéncias Bibliograficas ...........ccccoveeviriiiiniiniiiieeciin e 198
Conclusdes Gerais 203
TIOR3 3 e 5 A R S RS 209

Xi



INDICE DE FIGURAS

2.1 — Condigbes cromatograficas em que os picos apresentaram
baixa resposta do detector

2.2 - Condicoes cromatograficas em que ocorreram subida da linha
de base no inicio e fim da corrida

2.3 - Condigoes cromatograficas em que ocorreram discriminacdo
dos picos, principalmente do C54

3.1 — Cromatograma de padrées de triacilglicerois saturados
4.1 — Perfil de triacilgliceréis de 6leo de soja comercial

4.2 — Perfil de triacilgliceréis de 6leo de girassol comercial
4.3 Perfil de triacilgliceréis de 6leo de milho comercial

5.1 — Perfil de triacilgliceréis de gordura de leite de vaca da raga
Mestica, Produtor A

5.2 — Perfil de triacilgliceréis de gordura de leite de vaca da raga
Holandesa, Produtor B

5.3 — Perfil de triacilgliceréis de gordura de leite de vaca da raga
Girolanda, Produtor C

5.4 — Perfil de triacilglicerdis de gordura de leite de vaca Jersey,
Produtor D

5.5 — Variagdo da concentragao do triacilglicerol C26 da gordura do
leite da raga Mestica, durante a coleta

5.6 - Variag&o da concentragdo do triacilglicerol C40 da gordura do
leite da raga Mestica, durante a coleta

xii

45

47

67

85

87

87

105

105

107

107

115

115



5.7 - Variagdo da concentragéo do triacilglicerol C54 da gordura do
leite da raga Mestiga, durante a coleta

5.8 — Variacao dos triacilgliceréis durante o verao de acordo com a
raga do animal

5.9 - Variacao dos triacilglicerdis durante o outono de acordo com a
raga do animal

5.10 - Variag&o dos triacilglicerdis durante o inverno de acordo com
a raga do animal

6.1 — Perfil de triacilglicerdis de gordura de leite de vaca da raga
Mestica, Produtor A

6.2 — Perfil de triacilglicer6is de gordura de leite de vaca da raga
Holandesa, Produtor B

6.3 — Perfil de triacilglicer6is de gordura de leite de vaca da raca
Girolanda, Produtor C

6.4 — Perfil de triacilglicer6is de gordura de leite de vaca Jersey,
Produtor D

6.5 — Concentracao média de triacilglicerdis durante a coleta de
acordo com a raga

6.6 - Grafico da rotagdo dos 3 fatores, mostrando onde estado
localizados os triacilgliceréis no espago tridimensional

6.7 — Fator 1 e fator 2 vistos no plano, mostrando os dados do leite
puro e adulterado

6.8 - Fator 1 e fator 3 vistos no plano, mostrando os dados do leite
puro e adulterado

Xiii

115

119

121

121

143

143

145

145

147

153

183

1565



6.9 - Fator 2 e fator 3 vistos no plano, mostrando os dados do leite
puro e adulterado

6.10 — Grafico dos escores do leite puro e adulterado em cada um
dos fatores

6.11 - Fator 1 mostrando os escores do leite puro e adulterado com
6leos de soja, girassol e milho, e o leite puro

6.12 - Fator 2 mostrando os escores do leite puro e adulterado com
6leos de soja, girassol e milho, e o leite puro

6.13 - Fator 3 mostrando os escores do leite puro e adulterado com
Oleos de soja, girassol e milho, e o leite puro

6.14 -~ Grafico da fungdo discriminante linear candnica para leite
puro e adulterado

6.15 — Programa desenvolvido. Exemplo de como sdo inseridos os
dados de uma amostra desconhecida

Xiv

155

157

167

188

189

163

167



INDICE DE TABELAS

1.1 — Composigéo de triacilglicerdis individuais de gordura de leite
1.2 — Composigdo em acidos graxos da gordura do leite

2.1 — Comparagdo dos fatores de resposta encontrados com os da
literatura

3.1 — Fator de resposta relativo de triacilglicerdis
4.1 - Distribui¢cdo dos triacilgliceréis nos o6leos vegetais (%)

4.2 - Composicédo percentual de friacilglicerdis de 6leo de soja
comercial

4.3 - Composi¢ao percentual de triacilglicerois do 6leo de girassol
comercial

4.4 — Composicao percentual de triacilglicerdis do 6leo de milho
comercial

4.5 - Triacilglicerdis que diferem entre cada par de 6leos de acordo
com o Teste de Tukey

5.1 — Composigéo de triacilglicer6is (% relativa) da raga Mestica,
Produtor A, de acordo com a época do ano, analisados por
cromatografia gasosa, usando inje¢cdo com programagao
de temperatura e coluna capilar de silica fundida

5.2 — Composigao de triacilglicerdis (% relativa) da ragca Holandesa,
Produtor B, de acordo com a época do ano, analisados por
cromatografia gasosa, usando inje¢do com programagao
de temperatura e coluna capilar de silica fundida

11

49

65

74

81

82

83

89

110

111



5.3 - Composicao de triacilgliceréis (% relativa) da ra¢a Girolanda,
Produtor C, de acordo com a época do ano, analisados por
cromatografia gasosa, usando injegcdo com programacéo
de temperatura e coluna capilar de silica fundida

5.4 — Composicao de triacilglicer6is (% relativa) da raga Jersey,
Produtor D, de acordo com a época do ano, analisados por
cromatografia gasosa, usando inje¢cdo com programagao
de temperatura e coluna capilar de silica fundida

5.5 - Resultado do Teste de Tukey para as diferengas entre as
ragas. Os triacilglicerois descritos em cada quadro
apresentam diferengas significativas entre as respectivas
racas(p<0,05)

5.6 - Resultado do Teste de Tukey para a variavel estagdo do ano.
Os ftriacilgliceréis descritos em cada quadro apresentam
diferencas significativas entre as estagées do ano (p<0,05)

6.1 — Composicdo de triacilglicerdis da gordura do leite em %
determinados por cromatografia gasosa

6.2 — Andlise de componentes principais e variagdo aplicada aos
trés fatores

6.3 - Matriz de componentes rotacionados, mostrando a
composicao dos frés fatores e seus respectivos pesos

6.4 — Comparagdo dos dados da gordura do leite adulterada
empregando o programa desenvolvido e as formulas de
Timms (1980) e Precht (1992)

7.1 — Composicao de Triacilglicerodis (%) de Leite Integral tipo Longa
Vida Comercial

112

113

124

125

142

180

151

170

189



7.2 — Composigéo de Triacilglicerdis (%) de Leite tipo C Comercial
7.3 — Composic&o de Triacilglicerdis (%) de Leite tipo B Comercial
7.4 — Composigéo de Triacilglicerdis (%) da manteiga

7.5 — Composicéo e Triacilgliceréis (%) de Queijo Prato Comercial

7.6 — Composi¢do de Triacilglicerdis (%) de Requeijdo Cremoso
Comercial

7.7 — Aplicagdo das férmulas de detecgéo de adulteracdo em
produtos comerciais

Xvii

190

191

192

193

194

196



INDICE DE ANEXOS

1 — Formulario de controle das variaveis sobre os animais

2 - Variagdo da concentragéo do triacilglicerol C26 da gordura de
leite da raga Holandesa, durante a coleta

3 - Variagdo da concentracdo do triacilglicerol C40 da gordura de
leite da raga Holandesa, durante a coleta

4 - Variagdo da concentragdo do triacilglicerol C54 da gordura de
leite da raga Holandesa, durante a coleta

5 - Variagdo da concentragdo do triacilglicerol C26 da gordura de
leite da racga Girolanda, durante a coleta

6 - Variagdo da concentragdo do triacilglicerol C40 da gordura de
leite da raca Girolanda, durante a coleta

7 - Variagdo da concentragdo do triacilglicerol C54 da gordura de
leite da raca Girolanda, durante a coleta

8 - Variagdo da concentragdo do triacilglicerol C26 da gordura de
leite da raca Jersey, durante a coleta.

9 - Variagdo da concentragdo do triacilglicerol C40 da gordura de
leite da raga Jersey, durante a coleta

10 - Variagcdo da concentragéo do triacilglicerol C54 da gordura de
leite da raca Jersey, durante a coleta

11 — Resultado do Teste de Tukey mostrando a influéncia das 15
dietas oferecidas na concentragéo do triacilglicerol C26

xviii

209

211

211

211

213

213

213

215

215

215

217



12 — Resultado do Teste de Tukey mostrando a influéncia das 15
dietas oferecidas na concentragéo do triacilglicerol C28

13 - Resultado do Teste de Tukey mostrando a influéncia das 15
dietas oferecidas na concentragdo do triacilglicerol C30

14 — Resultado do Teste de Tukey mostrando a influéncia das 15
dietas oferecidas na concentragéo do triacilglicerol C32

15 — Resultado do Teste de Tukey mostrando a influéncia das 15
dietas oferecidas na concentrag@o do triacilglicerol C34

16 — Resultado do Teste de Tukey mostrando a influéncia das 15
dietas oferecidas na concentragéo do triacilglicerol C36

17 — Resultado do Teste de Tukey mostrando a influéncia das 15
dietas oferecidas na concentragao do triacilglicerol C38

18 — Resultado do Teste de Tukey mostrando a influéncia das 15
dietas oferecidas na concentrag¢ado do triacilglicerol C40

19 — Resultado do Teste de Tukey mostrando a influéncia das 15
dietas oferecidas na concentragio do triacilglicerol C42

20 - Resultado do Teste de Tukey mostrando a influéncia das 15
dietas oferecidas na concentragado do triacilglicerol C44

21 — Resultado do Teste de Tukey mostrando a influéncia das 15
dietas oferecidas na concentragado do triacilglicerol C46

22 — Resuitado do Teste de Tukey mostrando a influéncia das 15
dietas oferecidas na concentrag@o do triacilglicerol C48

23 — Resultado do Teste de Tukey mostrando a influéncia das 15
dietas oferecidas na concentragdo do triacilglicerol C50

Xix

218

219

220

221

222

223

224

225

226

227

228

229



24 — Resultado do Teste de Tukey mostrando a influéncia das 15
dietas oferecidas na concentragao do triacilglicerol C52

25 — Resultado do Teste de Tukey mostrando a influéncia das 15
dietas oferecidas na concentragdo do triacilglicerol C54

26 — Composicédo de triacilglicerbis da gordura de leite adulterada
com 6leo de soja

27 - Composigao de triacilglicerdis da gordura de leite adulterada
com 6leo de girassol

28 - Composigdo de triacilglicer6is da gordura de leite adulterada
com 6leo de milho

29 — Gréafico mostrando a importancia dos fatores gerados
30 — Composigéo completa dos trés fatores

31 - Teste t, mostrando as diferengas significativas entre os 3
fatores

32 — Anadlise das variaveis
33 - Classificagdo dos resultados
34 — Predigao dos resultados nos trés percentuais de adulteragao

35 - Perfil de triacilgliceréis de gordura do leite integral tipo longa
vida em embalagem “tetrapak’, marca P

36 — Perfil de triacilglicerbis de gordura do leite tipo B comercial,
marca L

37 — Perfil de triacilglicerdis de gordura do leite tipo C comercial,
marca L

230

231

232

233

234

235

235

237

237

238

238

239

239

241



38 — Perfil de triacilglicer6is de manteiga comercial, marca P 241

39 - Perfil de triacilglicerbis de gordura de queijo prato 243
comercial, marca L

40 - Perfil de triacilglicer6is de gordura de requeijao cremoso 243
comercial, marca L



Resumo Geral

A pesquisa de adulteragdo da gordura do leite através da determinacédo dos
triacilglicer6is por cromatografia gasosa iniciou-se pelo estudo do efeito da técnica
de inje¢do, peso molecular da substancia, programagéo de temperatura do injetor
e coluna e determinagdo do fator de corregédo do peso, ou fator de resposta do
detector em um modelo de amostra constituida de quantidades semelhantes de
triacilglicerdis saturados (C30 a C54). Foi utilizada a técnica de cromatografia
gasosa a alta temperatura com coluna capilar de silica fundida recoberta com fase
estacionaria apolar de 5% fenilmetilsilicone. A condigdo que apresentou melhor
separagado e recuperacéo de padrdes foi o injetor com programacdo em “splitless”
por 2 minutos, temperatura de 100 a 380°C, com isoterma de 15 segundos na
temperatura inicial, em gradiente de 200°C/min, coluna de 210 a 250°C, a
20°C/min e de 250 a 360°C a 4°C/min, e detector a 400°C.

A técnica descrita acima foi utilizada para caracterizar o perfil de
triacilglicerdis da gordura de leite brasileira, uma vez que a composigdo de
triacilgliceréis da gordura do leite de vaca é influenciada principalmente por fatores
associados aos animais (genéticos e estagio de lactagdo), variagdes na
alimentagao e efeitos sazonais e regionais.

Amostras de leite genuino das ragas Jersey, Holandesa, Girolanda e
Mestica foram coletadas de dezembro a setembro (verdo, outono e inverno).
Outras variaveis foram monitoradas, como componentes da dieta oferecida ao
animal (15 dietas) e localizag@o do animal no periodo, se no pasto ou estabulo. A
analise estatistica dos dados genuinos foi comparada a dados obtidos pela do
leite adulterado com Gleos vegetais de soja, milho e girassol (5, 10 e 20%). O perfil
de triacilglicerbis de Gleos vegetais foi determinado, pois sdo as provaveis fontes
de adulteragao.

Um programa de computador baseado em andlise estatistica fatorial
permitiu determinar a adulteracdo de gordura de leite com gordura estranha, em
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uma faixa maior ou igual a 10%. A aplicacdo deste programa em amostras
adulteradas em laboratério e em produtos lacteos comerciais mostrou sua
validade na determinagdo da adulteragdo da gordura do leite, mesmo
considerando a grande variagdo na composi¢do da gordura. Este estudo também
demonstrou que a anélise estatistica por regresséo linear utilizada por Timms
(1980) em leites australianos e Precht (1991) em leites de origem germanica nao
se aplica as gorduras de leite produzidas no Brasil.
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GENERAL SUMMARY

Research on the adulteration of milk fat by determining the triacylglycerols by
gas chromatography started with the study of the effect of the injection technique,
molecular weight of the substance, temperature programming of the injector and
column, and determination of the correction factor of the weight or detector
response factor, using a sample model consisting of similar quantities of saturated
triacyiglycerols (C30 to C54). A high temperature gas chromatography technique
was used, using a capillary fused silica column covered with a stationary apolar
phase of 5% high temperature phenylmethyisilicone. The condition which gave the
best separation and recuperation of the standards was “splitless” injection for 2
minutes at 100°C, with an isotherm of 15 seconds, up to 380°C, with a gradient of
200°C, and column from 210-250°C at 20°C/minute and from 250-360°C at 4°C/
minute, and the detector at 400°C.

The triacylglycerol composition of cow’s milk fat is mostly influenced by
factors associated with the animal (genetic and stage of lactation), feed variations
and seasonal and regional effects.

Genuine milk samples from the breeds Jersey, Dutch, “Girolanda® and Half
Breed were collected from December to September (summer, autumn and winter).
Other sources were monitored, such as. components of the diet offered to the
animal and localizations of the animal during the period, in the pasture or in the
stable. The statistical analysis of the genuine data was compared with the data
obtained from milk adulterated with soybean, corn and sunflower vegetable oils.
The ftriacylglycerol profile of the vegetable oils was determined, since these were
the possible sources of adulteration.

A computer programme based on a factorial statistical analysis allowed for
the determination of milk fat adulteration with strange fat, in a range equal or
greater to 10%. The application of this programme in laboratory adulterated
samples and in commercial milk based products, demonstrated its validity in the



determination of milk fat adulteration, in spite of the great variation in composition
of milk fat. This study also showed that, statistical analysis by multiple linear
regression used by Timms (1980) in Australian milks and by Precht (1991) in milks
of German origin cannot be applied to Brazilian milk.
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Introdugdo Geral

O leite € uma emulsdo de gordura em agua, constituida por 85,5 a 88,7%
de agua e 2,4 a 5,5% de gordura, estabilizada por uma dispersao coloidal de
proteina de cerca de 3,25% em solugdo de sais de cerca de 0,18%, na forma de
citrato, formiato, acetato, lactato e oxalato. Possui também vitaminas A, E, C, B4,
B,, Bz, acido félico, acido pantoténico e acido nicotinico; carboidratos, sendo o
mais abundante a lactose (4,6%); anticorpos e hormonios, e outros como
leucécitos, CO,, Oz, N2 e minerais (0,65%), principalmente calcio, potassio, sédio,
zinco, ferro, fésforo, magnésio e cobre (Goff, 2000).

Segundo Banks (1991), o leite contém de 3,5 a 55% de gordura,
constituida por cerca de 98% de triacilgliceréis e os 2% residuais sdo compostos
por acidos graxos livres, monoacilglicerbis e diacilglicerois (resultantes da sintese
incompleta ou quebra dos triacilglicer6is), esterdis (principalmente colesterol) e
fosfolipidios. A composi¢do da gordura pode ser afetada por fatores genéticos,
zootécnicos, climaticos e alimentares.

A composic¢do da gordura de leite pode ser determinada por métodos fisico-
quimicos, cromatograficos, espectrofotomeétricos, calorimétricos e técnicas
combinadas, como cromatografia liquida de alta eficiéncia e espectrometria de
massa, cromatografia liquida de alta eficiéncia e cromatografia gasosa e
cromatografia gasosa e espectrometria de massa. Os métodos por cromatografia
gasosa e liquida sdo utilizados na determinacéo de acidos graxos, triacilglicer6is e
esteréis (Lipp, 1995). Em cromatografia gasosa, o desenvolvimento de colunas
capilares de silica fundida e o progresso na tecnologia de imobilizagdo da fase
estacionaria liquida ampliaram a possibilidade de analise de ftriacilglicerdis e
outras substancias naturais de baixa volatilidade. A introdugdo da técnica de
injecdo com programacédo de temperatura possibilitou a injecdo em temperaturas
relativamente baixas indicada para compostos sensiveis e de alto ponto de



ebulicdo, onde os efeitos da injegdo a quente nao podem ser eliminados, apesar
da otimizacdo (Hinshaw Jr, 1987).

A adulteracdo de gorduras e odleos tem sido um problema desde que o
comercio destas mercadorias comegou, até os dias de hoje. Os primeiros testes
para se determinar a adulteragao de gordura de leite foram realizados através de
testes quimicos, como os indices de Reichert-Meissl e Polenske (Laruelle, et al.,
1976). Os métodos comumente usados para determinar a autenticidade da
gordura do leite sdo a identificacdo da presenca de fitosterdis, as relagdes entre os
acidos graxos e triacilglicerdis e a analise de regress&o linear obtida através do
perfil dos triacilgliceréis (Fox, et al., 1988; Juarez, 1980; Precht, 1992).

Os adulterantes mais citados na literatura sdo: 6leo de soja puro, éleo de
soja parcialmente hidrogenado, gorduras de substituicdo, 6leo de girassol, 6leo de
coco, dleo de oliva, 6leo de algoddo, 6leoc de palma, 6leo obtido da parte
comestivel do gérmen de trigo, 6leo de gémmen de trigo, 6leos vegetais
hidrogenados, leite de soja e gordura animal como toucinho e sebo (Hendrickx e
Huyhebaert, 1971; Parodi, 1972; Sato, et al, 1990; Precht, 1991).

Precht (1992) desenvolveu um método para determinagdo de adulteragéo
em gorduras de leite produzidas na Alemanha, baseado no estudo proposto por
Timms (1980), que utiliza regress&o linear multipla para a deteccdo da adulteragao
de acordo com o tipo de adulterante. A formula proposta por Precht tem sido
estudada em outros paises a fim de se definir a sua aplicabilidade.

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um método simples por
cromatografia gasosa para determinacéo do perfil de triacilgliceréis da gordura do
leite da regido de Campinas e, através de um estudo estatistico, estabelecer
regras para a definicdo da autenticidade da gordura do leite e produtos lacteos.
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Capitulo 1 - Estudo da Composigao da Gordura do Leite e
sua Adulteragao

Leite

O leite humano, de cabra, bufala, ovelha e vaca tém sido fonte de alimento
desde os tempos pré-historicos. Portanto, seu valor nutricional foi reconhecido ha
milhares de anos (Jensen, 1991).

O leite € definido por Harding (1990) como sendo um fluido biolégico de
composigao variada, em que a gordura, a proteina, a lactose e mesmo a agua
variam de animal para animal e de rebanho para rebanho. Ha muitos fatores que
podem afetar a composi¢ao do leite, tais como raga, época do ano, alimentacéo,
estagio de lactagao e diferenc¢as climaticas e geograficas.

O leite € um fluido excepcionalmente complexo contendo muitos sistemas
biologicos. Consiste de uma emulsao de gordura em agua, 85,5 a 88,7% de agua
e 2,4 a 5,5% de gordura, estabilizada por uma dispersao coloidal de proteina, de
cerca de 3,25%, em solucao de sais de cerca de 0,18%, na forma de citrato,
formiato, acetato, lactato e oxalato. Possui também vitaminas A, E, C, B4, By, Bz,
acido félico, acido pantoténico, e acido nicotinico; carboidratos, dos quais o mais
abundante € a lactose (4,6%), e em menor quantidade encontram-se a glicose e a
galactose. As principais proteinas sao a caseina (correspondendo a 80% das
proteinas do leite), a lactoglobulina e a lactoalbumina, e varios outros tipos de
proteina, como enzimas (peroxidase, catalase, fosfatase, lipase), anticorpos e
hormdnios, e outros componentes, como pigmentos (carotenos, xantofilas,
riboflavina), células (principalmente leucocitos), CO,, Oz, N2 e minerais (0,65%),
principalmente caicio, potassio, sodio, zinco, ferro, fosforo, magnésio e cobre
(Goff, 2000).

As particulas de gordura e proteina do leite sdo responsaveis pela sua cor,
consisténcia e opalescéncia. A cor também é resultado da dispersao da luz em



proteinas, gordura, fosfato e citrato de célcio. A homogeneizagéo do leite aumenta
a coloracdo branca, pois as particulas fragmentadas refletem mais a luz, por isso o
leite desengordurado possui aparéncia azulada (Riedel, 1987).

A importancia da gordura do leite como parte de toda a dieta € mais diversa
e relevante para a saude humana do que se suspeitava anteriormente, pois é uma
significante fonte de &cido butirico na dieta, promovendo energia para as células
intestinais e diferenciacdo das células mutantes. Pesquisas futuras prometem
conhecer a fundo como a gordura do leite é fisiologicamente produzida, como
pode ser modificada (antes e depois do estagio de lactagdo), e de que maneira
beneficia os consumidores (German, 1999).

Gordura do leite

O leite contém cerca de 3,5 g de gordura em 100 g, cuja composi¢cdo
segundo Banks (1991), apresenta cerca de 98% de triacilgliceréis e os 2%
residuais s@o compostos por &cidos graxos livres, monoacilglicerdis e
diacilglicerdis, resultantes da sintese incompleta ou quebra dos triacilglicerdis,
esterdis (principalmente colesterol) e fosfolipidios. A gordura é secretada na forma
de glébulos, possuindo tamanho médio de 4 um. Os glébulos sé&o estabilizados
pela presenga sobre sua superficie de uma membrana composta em grande parte
por fosfolipidios.

Segundo Geeraert & Sandra (1985) a elucidagdo da composicdo de
triacilglicerdis da gordura do leite é dificil. Eles analisaram a gordura de leite
hidrogenada a fim de simplificar o seu perfil, e apesar disto, os triacilglicerois
saturados de numero baixo de carbonos (T28 a T46) ainda mostraram um perfil
complexo.

Os triacilgliceréis individuais identificados por cromatografia gasosa (CG)
em coluna polar por Geeraert & Sandra (1985) e por Gresti et al. (1993), pela
técnica cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-CG), de acordo com a série
homéloga podem ser vistos na tabela 1.
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Tabela 1 — Composigéo de triacilglicerdis individuais de gordura de leite..

Série Triacilglicerdis Individuais
Homéloga | Geeraert & Sandra (1985) Gresti (1993)
T24 - -
T26 - -
T30 CCC, BuCyS BuCP
T32 CCLa, BuCS BulLaP
T34 CLalLa, BuLaS BuMP
T36 LaLalLa, BuMS CoMP, BuMS, BuPP, BuMO
T38 LaLaM, BuPS CoMS, CoPP, BuPS, CoMO, BuPO
T40 LaMM, BuSS CyPP, CMP, CoPS, BuSS, CoPO,
BuSO, BuOO
T42 MMM, LaMP, LalLa$S, CPP, CPP, LaMP, CMO, CoSO, CoO0
CyPS, CoSS
T44 MMP, LaPP, LaMS, CPS, MMP, CPO
CySS
T46 MPP, MMS, LaPS, CSS MPP, LaPO, MMO, COO
T48 PPP, MPS, LaSS MPS, MPO, LaOO
T50 PPS, MSS MSO, PPO, MOO, PPoO
T52 PSS PSO, POO, POLn
T54 SSS SS0O, SO0, 000

Bu — acido butirico (C4:0), Co — acido caproico ou hexandico (C6:0), Cy — écido caprilico ou
octandico (C8:0), C — acido caprico ou decandico (C10:0), La — 4cido I4urico ou dodecanéico
(C12:0), M — 4cido miristico ou tetradecandico (C14:0), P — cido paimitico ou hexadecanéico
(C16:0), Po — acido palmitoleico ou cis 9 hexadecendico (C16:1); S — acido estedrico ou
octadecandico (C18:0), O — acido oléico ou dis 9 octadecendico (C18:1), Ln — acido linoleico ou
cis,cis 9,12 octadecadiendico (C18:2). Fonte Geeraert & Sandra (1985) e Gresti (1993).

Gresti et al (1993) identificaram 223 triacilglicerdis distintos de nimero de
atomos de carbono par na gordura do leite, contabilizando 80% do total de
triacilgliceréis. Os trés mais abundantes (todas as percentagens s@o expressas
como moles/100 moles) foram: butiroilpaimitoiloleiacilglicerol  (4,2%),



butiroildipalmitoilglicerol (3,2%) e butiroilmiristoilpalmitoilglicerol (3,1%). Vinte e
dois triacilglicerdis continham no minimo dois dos quatro mais abundantes acidos
graxos de cadeia longa (C14:0, C16:0 , C180 e C18:1). Estes autores
relacionaram que a gordura do leite possui 13 &4cidos graxos saturados em
quantidade maior que 1%, constituindo um total de 95 mol/100mol, e sdo os de
cadeia curta; C4.0 e C6:0; os de cadeia média, C8:0, C10:0 e C12:0; os de cadeia
longa, C14:0, C15:0, C16:0 e C18:0; e os &cidos graxos insaturados de cadeia
longa, C14:1, C16:1, C18:1 e C18:2. O restante consiste de acidos graxos de
menor proporg¢ao, principalmente acidos graxos de numero impar de atomos de
carbono. De acordo com o numero tedrico de combinagdes para a formagao de
triacilglicerdis é possivel, com base nos 13 &cidos graxos mais abundantes, serem
encontrados na gordura do leite no minimo 455 triacilglicerdis, sem considerar os
possiveis isdmeros.

Lercker et al. (1992) relataram que a gordura do leite dentre aquelas de
produtos naturais é seguramente a mais caracteristica, por sua complexidade e
singularidade, visto que possui 150 &cidos graxos distintos, possibilitando a
existéncia de um variado e enorme nimero de triacilgliceréis.

Os 4cidos graxos que compdem os triacilgliceréis do leite foram descritos
por Alm (1981), como sendo 60 a 70% saturados, 25 a 35% monoinsaturados e
cerca de 4% polinsaturados.

Barron et al. (1990) calcularam um total maior do que 1300 triacilglicerdis,
baseados somente nos acidos graxos que estdo presentes na gordura do leite em
proporgéo maior que 1%. Os autores identificaram aproximadamente 38% de
espécies moleculares contendo &cidos graxos de cadeia curta (C4, C86),
aproximadamente 82% de 4acidos graxos de cadeia média (C8,-C14) e
aproximadamente 91% de &acidos graxos de cadeia longa. Em relagdo ao grau de
insaturag@o, as moléculas tri-insaturadas contabilizaram aproximadamente 43%
do total de espécies identificadas, moléculas monoinsaturadas aproximadamente
31%, moléculas di-insaturadas aproximadamente 12% e moléculas polinsaturadas
aproximadamente 14%.
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A composicéo de ftriacilglicerdis é geralmente definida em funcdo das
espécies e quantidade de &cidos graxos presentes. Os lipidios do leite possuem
cerca de 10 acidos graxos (ver tabela 2) que estdo em maior quantidades, que
possibilitariam um total tedrico de 1000 moléculas de triacilglicerol. Na realidade, a
gordura de leite possui um nimero muito maior, quase 400 &cidos graxos. Com
este total, o valor maximo tedrico de espécies de triacilglicerdis se elevaria para 64
milhGes (Jensen, 1991). Parodi (citado por Jensen, 1991), desenvolveu um
programa de computador para calcular a quantidade de triacilgliceréis individuais,
baseado nesta hipétese. Os resultados foram comparados a resultados obtidos
por cromatografia gasosa e obtiveram excelente concordancia. Somente 43
triacilgliceréis estdo presentes em concentragdo maior que 0,5 mol/100mol,
indicando que a maioria dos triacilglicerdis esta presente em quantidade traco.

Tabela 2 - Composicéo em acidos graxos da gordura do leite

Acido graxo Triacilglicerol Acido graxo Triacilglicerol
(mol/100mol) (mol/100mol)
C4.0 118 C16:0 239
C6:0 46 c161 26
c80 19 C17.0 08
C100 37 Cc180 70
C120 39 C181 240
C140 112 c182 25
C150 21 C183 fraco

Fonte: Jensen (1991)

Variagdo da composicado da gordura

A variacdo da composicdo da gordura do leite foi descrita por varios
pesquisadores.

Juarez & Martinez-Castro (1980) relataram que os componentes da gordura
do leite ndo s&do quantitativamente constantes. Eles variam dentro de certos
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limites, em funcdo de circunstancias, tais como a alimentacdo, estagio de
lactac@o, raga e caracteristicas ambientais, como, por exemplo, a conhecida
diferenga entre a manteiga de inverno e a de verdo. Esta variabilidade possibilita a
obtengdo de manteiga mais branda, quando se oferecem aos animais gorduras
polinsaturadas micro-encapsuladas.

Sutton (1989) também afirmou que a gordura é o constituinte do leite mais
sujeito a variagdo, e que o fator nutricional € capaz de provocar rapidas
mudancas, citando que os fatores dietéticos importantes s&o: a quantidade de
fibra, relagdo forragem:concentrado, a composicdo de carboidratos do
concentrado, lipideos, ingestdo e frequéncia em que o animal é alimentado. A
explicagdo esta fundamentada nas complexas transformagbes que ocorrem no
rumen, alteragdes influenciadas pelos hormoénios no corpo e as restricées
fisiolégicas e bioquimicas resultantes da via de sélidos do leite que sdo
sintetizados e secretados no Ubere. Dos principais constituintes do leite, a
concentracdo da gordura pode ser alterada acima de uma larga faixa de cerca de
trés unidades percentuais por meios nutricionais, a proteina sobre uma faixa muito
menor, aproximadamente 1/5, e a lactose quase nao se altera.

De acordo com Sutton (1989), da alimentagdo do gado provém os
nutrientes que sé&o os precursores, direta ou indiretamente, dos principais sélidos
do leite. Deste modo, dando-se a uma vaca uma dieta diversificada obter-se-a na
produgdo maior volume de leite. Em geral, ha um proporcional aumento nas
quantidades de gordura, proteina e lactose que sdo aproximadamente as mesmas
referentes ao aumento no volume de leite, mudando pouco a composigio.
Todavia, ndo ha uma relagdo simples entre os constituintes da racdo e os
produtos individuais do leite, tal que o aumento da quantidade de um constituinte
em particular na racdo resulte num aumento da secre¢do de um constituinte
similar no leite. Por exemplo, aumentando-se a concentrag@o da proteina na dieta,
mas mantendo-se constante a quantidade de energia, o resultado € de pouco ou
nenhum efeito na concentragéo da proteina do leite, e adicionando-se gorduras na
dieta pode-se efetivamente diminuir a concentragéo da gordura do leite.
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E pela manipulagéo da ragdo, quantidade, composicdo e perfil do alimento
que ocorrem as maiores mudangas, uma vez que consumido o alimento, a
quantidade de controle externo possivel é limitada. Aigum controle do perfil de
fermentac&o do rimen e menos certamente da absorgao intestinal é possivel pelo
uso de aditivos ndo nutricionais, por exemplo, tampdes e antibidticos. Os
hormonios desempenham um papel vital no controle de muitos aspectos da
sintese do leite, mas ndo tem sido demonstrado terem eles um papel amplo na
composi¢édo do leite frente aos efeitos nutricionais. Uma clara excegio é a
associagcdo da diminuicdo da gordura do leite causada por dietas com baixa
quantidade de alimentos ricos em substancias ndo digeriveis com elevada
concentrag@o de insulina no plasma. Apesar do efeito dos horménios exégenos no
aumento da produg&o do leite, seu uso, na manipulagio da composicéo do leite
tem de ser demonstrado para ter aplicagGes préticas (Sutton, 1989).

Lercker et al. (1992) mostraram que o conteldo de gordura de leite é
particularmente sensivel ao momento da ordenha, ao clima devido 4 mudanga das
estagcbes do ano, agindo na curva de lactagdo, principalmente devido a
concentrag@o de gordura do leite durante o inverno e verdo. Também o fator
alimentar incide particularmente sobre a gordura do leite, pois a insuficiéncia do
feno ou palha na dieta tende a reduzir o conteido de gordura. No caso de
hiperalimentagdo ha aumento na produgdo de leite, estritamente em relagdo a
energia total produzida, tendo como conseqiiéncia a diminuicéo na qualidade, pela
redugao do teor de proteina e gordura.

Batelli & Pellegrino relataram em publicagéo de 1994, que a composi¢éo da
gordura do leite € altamente variavel, dependendo principalmente da alimentagdo
do animal, condigbes de saude e lactagdo. Valores mais extremos s&o obtidos
quando o animal esta sob particular condigéo de alimentagéo, como, por exemplo,
quando s&o oferecidas ragdes contendo soja e sais de célcio.

Palmiquist & Beaulieu (1993) pesquisaram alguns fatores que interferem na
composigdo da gordura, como fator animal, compreendendo o fator genético e o
estagio de lactagdo; o fator alimentar, incluindo ingestdo de grdos, quantidade e
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composi¢do da gordura da dieta, ingestdo de proteinas e ingestdo de ragdes
energéticas. Correlagbes genéticas com o percentual de gordura do leite foram
consistentemente positivas para a proporcao de acidos graxos de cadeia curta e
consistentemente negativa para acidos graxos de cadeia longa. Concluiram que o
fator mais importante na variabilidade da gordura do leite € a quantidade e a
composi¢cao da gordura na dieta, do que outros componentes desta, e que as
diferencas sazonais e regionais podem ser medidas, mas estas tém como causa,
diferencas locais e sazonais de suplementos da ragao.

Hurley (1997) mostrou que os fatores que afetam a composi¢céo do leite
sdo: a raga do mamifero, pois nas ragas Jersey e Guemsey a concentragdo de
gordura € maior, e menor na Holstein; o estagio de lactagdo e durante a ordenha.
Na ordenha o teor de gordura € mais baixo no inicio e gradualmente vai
aumentando o percentual a medida que o leite € removido, sendo a ultima porgéo
ordenhada a que possui o maior teor de gordura. O autor afirmou que a gordura é
o componente de maior variacdo. Maior atencdo na composi¢do do leite tem sido
focada na concentragdo de gordura, pois € a mais influenciada pela dieta, que
pode ser mudada numa faixa larga dos trés maiores componentes sélidos e foi o
primeiro constituinte a ser largamente usado como base para variagdo do preco do
leite.

Muuse et al. (1986) relataram diferengas na composi¢do da gordura de leite
de inverno e verao. Demonstraram que os acidos graxos de cadeia curta e média
até o C14 sao sintetizados na glandula mamaria através do acetato e acido-3-
hidroxi-butirico. O acido palmitico origina-se ndo s6 do acetato, mas também dos
triacilglicerdis do plasma, e os acidos graxos C18 sdo originados quase que
inteiramente de fontes da dieta, enquanto somente pequena porgéo € sintetizada
pela glandula mamaria. Os autores disseram que ha uma correlacio positiva entre
os acidos graxos acima do C4.0 até o C16:0, sendo a importancia da correlagédo
inversamente proporcional a magnitude da diferen¢a do comprimento da cadeia,
isto &, os acidos graxos C12, C14 e C16, possuem forte correlagédo positiva entre
si, bem como os C18:0 e C18:1. Da mesma forma, verifica-se que , existe
correlag@o negativa entre os grupos de acidos graxos C12, C14 e C16 e o grupo
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C18:0 e C18:1. O grupo de acidos graxos C4, C6, C8 e C10 mostram somente
uma fraca correlagéo com os dois grupos mencionados.

Banks (1991) descreveu que a proporgdo de acidos graxos depende da
raca, idade e estagio de lactagdo do animal, mas a maior fonte de variagéo é a
dieta do animal, mostrando que os &cidos graxos que sofrem maior variacao
percentual s&o: C4:0 (2,5-4,2%), C6:0 (1,5-2,4%), C8:0 (0,8-1,5%), C10:0 (2,5-
3,4%), C12:0 (2,8-4,0%), C14:0 (8,0-14,0%), C16:0 (23,0-48,0%), C18:0 (5,0-
20,0%), C18:1 (17,0-42,0%), C18:2 (1,5-20,0%) e C18:3 (0,5-15,0%). Banks et al.
(1990) mostraram que, em circunstancias normais, os valores encontrados na
gordura do leite para o C18:1 e C18:2, sdo proéximos aos valores minimos citados
acima. Os valores altos para o C18:1 e C18:2 refletem o fato de que a dieta dos
animais continha éleo vegetal protegido contra a agéo ruminal.

Palmiquist & Beaulieu (1992) mostraram que existe diferenca na gordura do
leite entre as ragas do animal, estabelecendo que os acidos graxos C6 até C14,
como percentagem do total de acidos graxos do leite eram maiores de 8 a 42%
em vacas Jersey do que em Holstein, sendo esta diferenca independente da dieta.

Alonso (1993) afirmou que a gordura do leite exibe grande variabilidade,
principaimente em funcdo da alimentagdo e estagio de lactagdo, incluindo
presenca de acidos graxos desde o C2 ao C26, de nimero de carbonos pares e
impares, de cadeias retas ou ramificadas, nimero de duplas ligages de zero a
seis e isdmeros trans.

Foi observado por Jenkins (2000), que a oleoamida resiste 3
biohidrogenacdo ruminal e eleva a concentragdo de acido oleico quando se
alimenta vaca Holstein no periodo de lactacdo. O autor desenvolveu uma pesquisa
mostrando que vacas Jersey respondem similarmente, quando alimentadas com
dieta composta de uma mistura de ragdo com 47% de silagem de milho e 53% de
concentrado, suplementada com dleo de canola, uma fonte comercial de
oleoamida, ou oleoamida sintética. Os resultados mostraram aumento da
concentracdo de acido oleico no leite, redugdo do acido palmitico e aumento do
acido estearico. Consistentemente com o estudo anterior, as vacas Jersey quando
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alimentadas com oleoamidas resistem a biohidrogenagéo ruminal e mostram um
aumento na concentracdo de Aacido oleico no leite, mas com diminuicdo da
ingestio de ragdo e producao do volume de leite.

Precht, em seus trabalhos de 1991 e 1992, mostrou que a gordura do leite
exibe grande variabilidade em sua composigdo, principalmente em fungdo dos
periodos de alimentacdo, como, por exemplo, a ragdo da época do inverno e do
verdo, diferentes estagios de lactacdo, ou em condicbes ndo usuais de
alimentagdo, como alimentagdo insuficiente ou com sais de cdlcio, ragbes
gordurosas como sementes de algoddo, soja ou uva. Precht (1991), mostrou,
ainda, que durante o periodo em que os animais se alimentaram com semente de
algoddo e soja, as quantidades dos triacilgliceréis C40 e C48 foram
respectivamente 11,2% e 7,2% e quando foram alimentados com semente de uva,
o teor de C40 foi de 11,5%, ambos acima da faixa de variagdo dos triacilglicerdis,
que era para o C40 de 8,60-10,42%e para o C48 de 7,91-10,65%.

Hinrichs et al. (1992) estudaram a gordura do leite do invermno e veréo, e
concluiram que, com a alimentagdo dos animais no estabulo durante o inverno, ha
aumento nos ftriacilglicerdis de cadeia curta e média e diminuicdo nos
triacilgliceréis C50, C52 e C54, enquanto que a proporgdo de triacilglicerdis com
numero de carbonos de C38 a C40 permanece constante. Os autores afirmam que
mais triacilglicerdis de cadeia curta e média e poucos insaturados de cadeia longa
s&o encontrados na gordura de leite do invermno. O uso de forragem que é rica em
gordura com alta propor¢do de acidos graxos poli-insaturados C18 forga o
metabolismo de novo sintese de acidos graxos para um segundo plano. Do
mesmo modo que o ponto de fusdo e a viscosidade sdo afetados pela
concentragéo de acidos graxos saturados de cadeia curta e longa, e acidos graxos
insaturados, a incorporagéo de acidos graxos insaturados da gordura da forragem
é acompanhada pela diminuigdo no de novo sintese de acidos graxos saturados
de cadeia curta. Isto causa a reducgao dos triacilglicer6is de peso molecular mais
baixo e aumento nos de peso molecular mais alto na gordura de verdo,
diferentemente da de inverno.
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Bomaz et al. (1992) relataram diferengas sazonais e regionais, mostrando
que os triacilglicerdis Palmitico-Oleico-Oleico, Esteérico-Oleico-Linoleico, Miristico-
Oleico-Oleico, Caproico-Laurico-Oleico, Caprilico-Miristico-Oleico, Capréico-
Palmitico-Oleico, Butirico-Esteérico-Oleico, Butirico-Palmitico-Oleico, Caproéico-
Miristico-Oleico e Caproéico-Palmitico-Laurico, sd0 os que apresentaram maior
variacéo entre o inverno e verao.

Foi verificado que a alimentagédo da vaca com soja, algod&o e sais de célcio
de &cido de cadeia longa induziu a variagdo da composigdo de acidos graxos do
leite, de tal modo, que levou a manteiga genuina a ndo poder ser distinguida
daquela que foi adicionada de gordura animal estranha. Estudos realizados na
ltalia e em outros paises em 1993, mostraram que ha evidéncias da influéncia da
alimentagdo, em razdo da variagdo dos componentes de sua gordura sobre a
composicdo dos acidos graxos do leite, resultando, portanto do abandono das
relagbes entre os acidos graxos como meio de revelagéo da adulterago (Contarini
& Batelli, 1993).

Métodos de analise de gordura do leite

Hilditch (1956) foi o primeiro pesquisador que estudou a composi¢do da
gordura do leite e estabeleceu grosseiramente um balango de 26 categorias de
acilglicerois.

A composicéo da gordura pode ser determinada por métodos de separagdo
qualitativos e determinag@o quantitativa de seus varios componentes. Pode-se
citar, entre os métodos qualitativos, a separacdo através de cromatografia em
camada delgada (CCD) e de coluna preparativa. A cromatografia em camada
delgada pode ser usada como técnica semiquantitativa. Estas duas técnicas tém
sido usadas extensivamente como técnica preparativa para cromatografia gasosa
e liquida, com o objetivo de fracionar a gordura e a CCD para determinagdo de
adulteracéo.
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Hendrickx & Huyghebaert (1971) e Iverson & Sheppard (1989)
demonstraram a presenca anormal de monoacilglicerdis na gordura do leite,
utilizando CCD. Blank & Privett (1964) usaram CCD e como adsorvente nitrato de
prata-acido salicilico para separar triacilgliceréis de cadeia longa e curta, esteréis
e lipideos polares. Ulberth & Henning (1994) usaram Ag-CCD para pré-separacgéo
de ésteres metilicos de acidos graxos. Lund (1988) separou fragbes de
triacilglicerdis de acordo com o grau de insaturacéo por AGQNO3s-CCD.

O fracionamento da gordura de leite por coluna cromatografica foi utilizado
como técnica preparativa por Lercker et al. (1992) e Laakso & Kallio (1993).

Varios métodos de andlise da gordura do leite por cromatografia gasosa
podem ser descritos, como a quantificacdo da gordura de leite e mistura de
gorduras baseada na determinag@o de &cido butirico (C4) que estd presente
exclusivamente no leite (Molkentin & Precht, 1997 e 1998); a quantificag&o dos
acidos graxos dos triacilglicerdis, realizada através da hidrélise alcalina (Fox et al.,
1988, Laakso & Kallio, 1993; Carelli & Cert, 1993; Matter, L., 1992: e Molkentin &
Precht, 1997), ou enzimatica usando lipase (Phillips et al., 1972); e a determinagéo
dos triacilglicerdis integrais (Kalo et al., 1986; Hinshaw Jr., 1987; Precht, 1992; e
Molkentin & Precht, 1994). O método enzimatico n&o resulta em hidrélise total,
sendo usado também quando o interesse é a formagdo de mono e diacilgliceréis.

Na cromatografia gasosa pode ser empregado como detector o de
ionizacdo de chama (Contarini & Battelli, 1993; Molkentin & Precht, 1997) ou
detector de massa (R&sanka, 1991). A cromatografia gasosa usando fluido
supercritico foi empregada por Lee et al. (1991), na andlise de mono e
diacilglicerdis, com detector de ionizagdo de chama e Kallio et al. (1989) com
detector de espectrometria de massa (EM), na analise de triacilglicerdis de
gordura de leite.

A andlise de triacilgliceréis por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) usando coluna carregada com ions prata foi realizado por Christie (1994) e
Laakso & Kallio (1993).

18



Wojtusik et al. (1989), Lyapkov & Melamed (1990) e Sewell (1992)
utilizaram CLAE com os detectores de ionizagdo de chama, “evaporative light
scatter” (ELSD), infravermelho, ultravioleta e indice de refracdo. CLAE com
“postcolumn reaction” (PCRD) foi descrita por Wojtusik et al. (1989) e Lyapkov &
Melamed (1990).

Outros métodos cromatograficos podem ser citados, como a técnica
combinada de CLAE-CG, usados por Maniogui et al. (1991) e Gresti et al.(1993) e
CLAE-EM e EM-EM descrita por Laakso & Kallio (1993).

Outros métodos nao cromatograficos séo citados por Lipp (1995), como:

indices fisico-quimicos - indice de Reichert-Meissl e Polensk, ambos
titimétricos, que determinam &cidos graxos soluveis e insollveis em agua; indice
de iodo e indice semimicrobutirico - Calorimetria diferencial de varredura -
Espectroscopia no infravermelho (Sato et al., 1990) - Quantidade e propriedade
dos insaponificaveis, como esterois, hidrocarbonetos, alcoois alifaticos, tocoferol, e
tocotrienol - analise de mono e diacilgliceréis - medidas isotopicas de 12C/13C -
deteccdo gravimétrica de cristais de ftriacilgliceréis - di-esterol-éter e
cetocompostos.

Métodos cromatograficos

A andlise de triacilgliceréis por cromatografia gasosa tem se tornado
rotineira nas ultimas décadas, apesar destes compostos apresentarem os maiores
pontos de ebulicio. De acordo com Grob Jr. (1979) estes compostos até ent&o sé
eram separados por coluna empacotada, porém a partir da evolugdo de colunas
capilares, que foram introduzidas em 1963, estas passaram a oferecer alta
eficiéncia de separacéo e maior velocidade na analise de complexas misturas de
acilglicerdis com larga faixa de massa molecular.

A introducdo de colunas capilares de silica fundida e o progresso na
tecnologia de imobilizagdo da fase estacionaria ampliaram a possibilidade de
andlise de triacilglicer6is e outras substancias naturais com baixa volatilidade, o
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que n&o pode ser obtido com colunas empacotadas (Mare$§ & Husek, 1985). A alta
estabilidade da fase estacionaria de silicone imobilizado sobre coluna de silica
fundida inerte permite a eluigdo de triacilgliceréis de peso molecular maior do que
950 (Matter et al., 1989).

Timms (1980), Young (1984) e Precht (1991) analisaram triacilgliceréis em
gordura de leite e chocolate em coluna empacotada estabilizada para alta
temperatura.

A analise por cromatografia gasosa de triacilgliceréis em coluna capilar de
silica fundida utilizando alta temperatura, com injegdo “on-column” foi avaliada por
Grob Jr. (1979) que comparou este tipo de injecdo com o convencional “split” e
“splitiess”, mostrando que a injegdo “on column” fornece maior reprodutibilidade.

Marés & Husek (1985), pesquisando os efeitos da técnica de injegdo
afirmou que o uso de injegdo “on column” aliada a uma coluna de boa qualidade
produziu valores de fator de resposta independente da quantidade injetada de
triacilglicerol e do fluxo de gas de arraste, para triacilgliceréis com nimero de
carbono de 30 a 54.

Mayer & Lorbeer (1997) testaram a qualidade de colunas capilares de silica
fundida com uma mistura de triacilglicer6is em alta temperatura e assinalaram que
0 uso de “on column” previne a discriminagdo por diferenca de massa molecular, e
além disso, o comprimento e didmetro da coluna, espessura do filme e fluxo do
gas de arraste influenciam a temperatura de eluicdo dos componentes e
consequentemente o grau de degradacéo.

Kalo et al. (1986) avaliaram a precis&o e exatiddo da técnica de injegdo e
reportaram que com “on column” e coluna de silica fundida de 0,32 mm de
diametro interno e 0,1um de espessura de filme de SE-54, consegue-se fator de
resposta para triacilgliceréis de médio peso molecular mais baixo que para os
triacilglicerdis C30 e C54.

Resanka & Marés (1991) analisaram varios tipos de 6leos e sementes e
concluiram que para analisar qualitativa e quantitativa triacilgliceréis individuais de
6leos e gorduras, somente é possivel, por intermédio da combinacdo das técnicas
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cromatografia gasosa, cromatografia liquida de alta eficiéncia com fase reversa e
espectroscopia de massa por ionizagao quimica.

A analise por cromatografia gasosa capilar de triacilgliceréis de 6leos e
gorduras foi realizada por Geeraert & Sandra (1985 e 1987) usando alta
temperatura, injetor “cold on-column” e fase estacionaria fenilmetilsilicone. Sob
estas condicoes os triacilgliceréis sdo separados de acordo com o comprimento da
cadeia e para cada nimero de atomos de carbono a elui¢cdo & feita de acordo com
seu grau de insaturagdo.

A injec@o a quente foi utilizada por Antoniosi Filho et al., (1993) em coluna
polar de 25mx0,25mmx0, 1um OV17 (50%fenil50%metilpolisiloxano), na anélise de
triacilglicerdis de dleos vegetais e Precht (1991) na analise de gordura de leite em
coluna apolar.

A injecdo com programacgdo de temperatura foi descrita pela primeira vez
por Vogt et al. (1979) e desenvolvida por Poy et al. (1981), Schomburg et al.
(1983) e Hinshaw Jr. (1987). Na injecdo em “split’ com programagdo de
temperatura, usada por Hinshaw Jr. & Seferovic (1986); Lund (1988), Alonsn
(1993); Lin & Lam (1994); Molkentin & Precht (1994) e Ulberth & Gaberning
(1997), a amostra € introduzida em um insersor empacotado do injetor sob
condi¢bes de temperatura ambiental. A temperatura do injetor € aumentada depois
de completa transferéncia da amostra, vaporizando seletivamente os
componentes da amostra que passam para a entrada da coluna. A seringa néo €
aquecida e a amostra & vaporizada de maneira relativa e gradual. Muitos dos
efeitos associados com amostragem em modo “split” e temperatura isotérmica sao
reduzidos ou eliminados (Janssen, 1998).

A técnica de injec&o afeta profundamente a cromatografia de triacilglicerdis.
Injecdo “on column” é recomendada pois fornece precis&o e exatiddo quando
comparada a injegdo “split” ou “splitless” a quente. Perdas significantes ocorrem
com inje¢do a quente devido a presenga na amostra de moléculas com alto peso
molecular dentro da agulha da seringa durante a injeg&o, ocorrendo discriminagdo
de massa, ou incompleta vaporizagdo ou degradac¢ao térmica. Na injecao com
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programacdo de temperatura com “split/spltless” a temperatura é mantida
relativamente baixa, durante a injegdo (préximo ao ponto de ebuligéo do solvente).
O injetor é entdo rapidamente aquecido por um fluxo de ar vaporizando a amostra
que é direcionada pelo fluxo do gas de arraste para a injecdo em “split" ou
“splitless”. Este tipo de injetor difere significantemente de “on column” pela adigéo
da etapa de vaporizacdo. Neste tipo de injecdo ndo ha acumulo de residuos na
entrada da coluna (Hinshaw Jr., 1986).

Adulterac@o da gordura do leite

Atualmente os consumidores tém demonstrado interesse no aspecto da
qualidade, seguranga, nutricdo e rotulagem de alimentos. Por esta razdo, a
industria lactea preocupa-se com o problema acarretado por industriais, que
visando vantagens econdmicas retiram parte da gordura substituindo-a por outra
de menor prego, sem o devido esclarecimento no rétulo.

De acordo com Younes & Soliman (1986) o conhecimento da composigao
da gordura do leite, de outras gorduras animais e de 6leos vegetais pode ser Util
no estudo da adulteracdo. Os autores mostraram que o acido oleico ocorre
predominantemente em muitas gorduras em uma concentragdo na faixa de 15 a
60% e o acido estedrico em alta concentragédo (25% ou mais do total de acidos
graxos) no depédsito adiposo de alguns animais. No leite de mamiferos a
composicao da gordura é qualitativa e quantitativamente muito variada tomando-
se um problema.

Os primeiros testes para determinar a adulteragéo foram realizados através
de testes quimicos como Reichert-Meiss| e Polenske (Laruelle et al., 1976), que
determinam os acidos graxos soluveis e insolaveis em agua.

Métodos para a determinagdo de adulteragdo por cromatografia gasosa
através da relagdo entre os acidos graxos foram desenvolvidos por Younes &
Soliman (1986), Duthie et al. (1988); Fox et al. (1988) e Iverson & Sheppard
(1989).

22



0O mais conhecido e antigo método de detecgdo de gordura vegetal na
gordura do leite & o dos acetatos de esterol. O acetato de colesterol & especifico
de gorduras de origem animal e a maior parte dos acetatos de esterol ou fitosterol,
B-sitosterol, estigmasterol, campesterol e brasicasterol sdo especificos das
gorduras de origem vegetal. Os 6leos vegetais contém 0,04-0,9% de esterdis e a
gordura do leite contém cerca de 0,3% de colesterol. A gordura do leite apresenta
a maior parte dos ester6is em forma livre, enquanto as outras gorduras de
substituicdo encontram-se em forma esterificada. O colesterol € o esterol
predominante na fragdo insaponificdvel da gordura do leite auténtica. Outros
esterdis estdo presentes, porém em quantidades de tragos (Juarez & Martinez-
Castro, 1980).

Métodos por cromatografia gasosa capilar para a determinacdo de
adulteragdo através da andlise de esterdis foram realizados por Hendrickx &
Huyghebaert (1971); Mariani et al. (1994) e Nota et al. (1995).

Segundo Parodi (1972) a combinagéo dos métodos de determinac@o dos
acidos graxos dos triacilglicer6is, anélise de esterdis, perfil de distribuicdo dos
triacilgliceréis, o valor do ponto de amolecimento e analise no infravermelho de
insaturagdes trans podem caracterizar estes produtos e distingui-los de gordura de
leite adulterada. Neste trabalho, determinando os triacilglicer6is, esterois e &cidos
graxos da gordura de leite por cromatografia gasosa, pensou tratar-se de produto
adulterado, pois os valores de acidos graxos insaturados e do C54 estavam altos.
O autor subestimou a variacdo da composigdo da gordura do leite e este fato
conduziu a resultados errdneos, apesar desta técnica contribuir para a
determinagéo da adulteragéo de gordura de origem vegetal e animal.

Timms (1980) analisou a composigdo de gorduras de leite da Australia por
cromatografia gasosa e através do emprego da analise de regressao linear nestes
resultados obteve uma formula para a determinagdo da autenticidade da gordura
numa faixa de confianga de 99%, baseada em somente trés triacilgliceréis C40,
C42 e C44.
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Pesquisadores como Timms (1980), Lercker et al. (1992) e Contarini &
Batelli (1997) utilizaram o perfil de triacilglicer6is e relagbes entre eles para
determinar a adulteracéo.

O estudo de Precht & Heine, iniciou-se em 1986 com a analise da
composicdo de ftriacilglicer6is de um numero representativo de amostras da
gordura de leite por cromatografia gasosa. Estes resultados foram
estatisticamente analisados e através de regressao linear obteve-se uma equagso,
onde empregando-se a composicdo de triacilgliceréis da gordura, obtém-se a
soma dos triacilgliceréis com os respectivos fatores. Esta gordura de leite sera
considerada adulterada se esta soma estiver fora da faixa de confianga de 99%.
Precht em 1991 e 1992 descreveu o método por cromatografia gasosa de andlise
de triacilgliceréis, para determinar a autenticidade da gordura do leite pelo estudo
do seu perfil, levando-se em conta a variabilidade deste perfil em relagéo a raca,
ragdo, sazonalidade, regionalidade e lactagio. A partir destes dados definiu uma
equacao geral e outras especificas para cada grupo de adulterantes, como 6leos
de soja, girassol, oliva, semente de algodo, linhaga, gérmen de trigo, gérmen de
milho, algodé&o e peixe; 6leo de coco e semente de palma; 6leo de paima e sebo; e
toucinho.

Diversos pesquisadores utilizaram a férmula proposta por Precht (1992).
Contarini & Battelli (1993) analisaram produtos lacteos e conseguiram determinar
a adulterag@o na faixa de 5 a 10% com coluna empacotada, porém com coluna
capilar obtiveram melhor resultado na ordem de 5%. Batelli & Pellegrino (1994)
analisando diversos tipos de queijo mostraram que a férmula se aplica a estes
produtos com excec¢do daqueles que possuem alto valor de lipdlise. Renterghem
(1997) confirmou a validade da formula de Precht, quando empregou o resultado
da analise de 125 amostras de manteiga da Bélgica. Collomb et al. (1998), na
analise de 90 amostras de manteiga de vérias regides da Suiga, concluiram que
as férmulas propostas por Precht séo aplicadas aos produtos suigos.

Contari & Battelli (1997), usaram o método publicado na Gazeta Oficial da
Comunidade Européia do dia 01 de margo de 1995, que reporta no seu item lll o
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método para revelacdo de gordura estranha na gordura de leite através de
cromatografia gasosa de seus triacilgliceréis.

Outros métodos de avaliagdo de adulteragdo podem ser descritos como a
espectroscopia na regido do infravermelho realizada por Sato et al. (1980) em
manteiga e leite e a depressdo do ponto de congelamento realizada por Harding
(1990) para determinar adigéo de agua ao leite.

Os adulterantes mais comumente citados na literatura s&o: 6leo de soja
puro, 6leo de soja parcialmente hidrogenado e 6leo de coco (Fox et al., 1988).

Hendrickx & Huyghebaert (1971) citaram as gorduras de substituicdo,
compreendendo aquelas que foram modificadas para imitar da melhor maneira
possivel a gordura butirica. Assim sdo consideradas gorduras naturais ou misturas
de gorduras naturais, gorduras interestificadas, 6leo de coco ou palmiste (tendo
em vista se obter quantidade suficiente de &cidos graxos de cadeia média) e de
triacilglicer6is como a tributirina (visando aumentar a quantidade de acidos graxos
de cadeia curta). Em alguns casos usa-se também a tricaprina a fim de se
normalizar a relagdo C12:0/C10:0 e gordura de origem vegetal como Gleo de soja
e girassol e gordura de origem animal.

Foi relacionado por Parodi (1972) como adulterantes os 6leos de soja, oliva,
algoddo, coco, palma, parte comestivel do gérmen de trigo, 6leo de gérmen de
trigo, palma e gordura animal como sebo e toucinho.

Younes & Soliman (1986) e Soliman & Younes (1986) citaram sebo e 6leo
hidrogenado, principalmente éleo de algod&o.

Uma mistura de 60% de margarina de 6leo de milho hidrogenado e 40% de
creme de manteiga doce foi descrita por Duthie et al. (1988). Sato et al. (1990)
mencionam como adulterantes, a margarina e o leite de soja.

Collomb & Spahni (1991) fazem referéncia a vérios tipos de adulterantes de
gordura de leite para consumo humano e animal. Entre os adulterantes da gordura
de leite para consumo humano citam as gorduras de substituigao, compreendendo
as margarinas, bebidas de soja e as gorduras sintéticas; os produtos de imitagdo
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compreendendo as misturas de manteiga e gorduras vegetais; misturas com
gorduras tecnologicamente modificadas, como gorduras vegetais submetidas 3
hidrogenac@o e transesterificacdo.
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Capitulo 2 - Analise de Triacilglicerdis por Cromatografia
Gasosa usando Injecdo com Temperatura Programada

1 = Resumo

A andlise de compostos de alto ponto de ebuligdo constitui um desafio
quando se tem como objetivo analisa-los sem o artificio da derivacdo. As
condigcoes da técnica de inje¢cdo com temperatura programada foram avaliadas
usando-se padroes de ftriacilglicer6is saturados com numero de atomos de
carbono de C30, C36, C42, C48 e C54. A amostra liquida foi introduzida no injetor
em temperatura relativamente baixa e entdo vaporizada por um programa de
aquecimento rapido. A saida do “split” foi fechada até que todos os componentes
da amostra tenham sido vaporizados. Esta técnica de injecdo mostrou ser
altamente dependente da temperatura e modo de injegdao. Embora, a quantidade
dos triacilgliceréis em gordura seja alta, nao foi obtida boa recuperacéo, de acordo
com o fator de resposta, quando se trabalhou em “split”. Apos varios testes
obteve-se um método otimizado, com boa reprodutibilidade e resultados
comparaveis com os encontrados na literatura. As condi¢cOes estabelecidas foram
temperatura inicial no injetor de 100°C, sendo aumentada para 380°C, na razéo de
200°C/min, programacgao da coluna de 210 a 250°C a 20°C/min e de 250 a 360°C
a 4°C/min. e detector a 400°C.

2 — Summary

Analysis of high boiling compounds represents a challenge when one
intends to analyse them without derivation technique. Conditions for the technique
of programmed temperature injection were evaluated using standard saturated
triacylglycerols with carbon numbers of C30, C36, C42, C48 and C54. A liquid
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sample was introduced into the injector at a relatively low temperature and then
vaporised by a rapid heating program. The split exit was closed until all the sample
components have vaporised. This injection technique was shown to be highly
dependent on temperature and injection mode. Although the amount of
triacylglycerols in fat is high, good recuperation was not obtained, in accordance
with he response factor, when working on split. After several tests, an optimised
method with good reproducibility and results comparable to those found in the
literature was obtained. The established conditions were as follows: initial injector
temperature of 100°C, and being increased to 380°C at a rate of 200°C/min,
column program being from 210 to 250°C at 20°C/min and from 250 to 360°C at
4°C/min and detector at 400°C.

3 - Introducdo

A analise por cromatografia gasosa comega com a introdugdo da amostra
dentro da coluna, com ou sem a etapa de preparagdo da amostra. Muitos
problemas praticos na técnica de injecdo surgiram com o desenvolvimento da
cromatografia gasosa capilar, e inimeros modos de injegdo tém sido
desenvolvidos para tentar superar estes problemas (Janssen, 1998).

Segundo Poy (1982) a técnica de vaporizagdo com temperatura
programada possui largo campo de aplicacéo. O principio basico desta técnica é
introduzir a amostra liquida, a baixa temperatura, dentro do insersor da coluna
capilar que esta localizado antes da entrada da coluna usando uma seringa
normal, e entao, a temperatura do insersor & aumentada rapidamente, sendo os
componentes da amostra vaporizados sucessivamente conforme as suas
respectivas volatilidade. Os vapores da amostra sdo transferidos pelo gas de
arraste para a coluna capilar, onde a separagédo se iniciara, dependendo da
programacao de temperatura do forno. A transferéncia dos vapores para a coluna
pode ser efetuada por trés diferentes caminhos, de acordo com os seguintes
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modos de introducdo: injegdo em “splitless” a frio (introdugao total da amostra),
injecao com “split” do solvente a frio (eliminagao do solvente), injecao em “split”
com o vaporizador a quente ou frio.

De acordo com o conceito desta técnica, o insersor de pequeno diametro &
usado com o objetivo de minimizar a discriminacado de massa e o volume de
purga. O tempo de residéncia do analito no insersor € muito curto, conseguindo-se
deste modo que o componente seja transportado em temperatura mais baixa,
diminuindo assim conseqiiéncias danosas a compostos labeis (Engewald et al.,
1999).

O sistema de injecao em cromatografia gasosa capilar deve preencher dois
requisitos (Janssen, 1998): a quantidade injetada n&o deve sobrecarregar a coluna
e a largura da banda inicial da amostra injetada deve ser pequena a fim de nao
provocar alargamento dos picos de seus componentes durante a separagdo
cromatografica A falha nestes requisitos acarreta redugdo na capacidade de
resolugao da coluna,

Uma boa técnica de injecd@o deve satisfazer os seguintes requisitos: permitir
que se consiga uma otima eficiéncia na separagédo dos compostos na coluna,
permitir que seja injetada pequena e representativa quantidade de amostra com
exatiddo e repetibilidade; a composigdo da amostra nao deve ser mudada; nao
deve haver discriminagdo baseada em diferencas no ponto de ebulicéo,
polaridade, concentracao ou instabilidade térmica/catalitica e aplicabilidade em
analise de tracos e amostras nao diluidas (Schomburg et al., 1984).

Segundo Janssen (1998), foi Vogt que em 1979 descreveu pela primeira
vez a introducdo de amostra com programacéo de temperatura. Originaimente,
Vogt desenvolveu a técnica como um meétodo para a introdugdo de grandes
volumes de amostra (acima de 250ul) em coluna capilar por cromatografia gasosa.
Vogt introduziu a amostra dentro do insersor a uma razdo controlada. A
temperatura do insersor foi escolhida levemente abaixo do ponto de ebuli¢ao do
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solvente. O solvente de baixo ponto de ebulicio foi continuamente evaporado e
descarregado através da saida do “split”. Baseado nesta idéia Poy et al.(1981),
desenvolveram o injetor com vaporizagdo programada de temperatura (PTV).
Neste tipo de injecdo a amostra é introduzida em um insersor a uma temperatura
inicialmente baixa, e muitas das desvantagens da técnica de injecao a quente
podem ser superadas. Por causa destas vantagens, a injecdo PTV é agora
considerada a técnica de injecdo mais universal.

Poy et al. (1981), mostraram que o injetor com programacao de temperatura
era uma ferramenta ideal para introduzir amostras sem discriminagdo e evitar
perdas dentro do cromatégrafo gasoso de alta resolucdao equipado com coluna
capilar. As vantagens sobre outras técnicas de injeg@o incluem o uso de seringas
padrao, independente de qualquer tipo e diametro de coluna capilar. O PTV nao
requer cuidados no manuseio da extremidade da entrada da coluna capilar e a
pré-coluna é facilmente removivel e recolocada. Um amostrador de liquidos
automatico pode ser usado, assim como a escolha do modo de injecao (“split”,
“splitless” e “splitless” a quente).

Esta técnica é indicada para compostos sensiveis e de alto ponto de
ebulicdo, onde os efeitos indesejaveis da injegao a quente sio nio superados
apesar da otimizagdo. Decomposicdo catalitica e fracionamento da amostra
devido a agulha quente da seringa ou rearranjo térmico, e divisdo nio linear pela
formacéo de gotas e aerosol, super aquecimento da amostra, ou aumento da
pressao podem ocorrer de tal maneira que nio poderao ser solucionados pelo
ajuste de condicoes de amostragem. Em tais casos séo utilizadas a injecao “split-
splitless” com programacéo de temperatura (Hinshaw Jr., 1987).

Em analise quantitativa deve-se observar todas as etapas, com o objetivo
de se minimizar os erros. Na etapa de preparagio de amostra deve-se atentar
para que nao haja perdas e contaminagdo. No processo de separacao dos
componentes da amostra no cromatografo deve-se considerar erros como:
discriminacéo, degradacéo térmica, etc. A resposta do detector deve ser linear em
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relacdo a quantidade de amostra injetada. As medidas obtidas do detector, apos
integracao sdo relacionadas a concentragiao de uma dada substancia, através do
meétodo de determinagéo do fator de resposta. Esta medida corrige a concentracéo
de uma dada substancia conhecida com a quantidade observada (Collins et al.,
1997).

Usando injetor com programagdo de temperatura Nota et al. (1995),
desenvolveram um simples e rapido método para avaliar a presenca de margarina
em manteiga. Pesquisadores como Hinshaw Jr. & Seferovic (1986), Alonso (1993),
Molkentin. & Precht. (1994), Lozada et al. (1995) e Van Lieshaut et al. (1995),
também utilizaram esta técnica para analise de gordura de leite.

Sefiorans et al. (1996), analisaram pela técnica conjugada cromatografia

liqguida—cromatografia gasosa os esterois livres em 6leos comestiveis, usando
como interface do sistema um injetor com programagéo de temperatura.

Banfi & Bergna (1999) utilizaram injetor “split/splitiess” com programacéo de
temperatura, que permite injecdo em temperaturas relativamente baixas,
conseguindo assim resultados com exatidao e reprodutibilidade, provando que
este tipo de injetor € uma eficiente ferramenta para avaliacdo de acidos graxos,
oleos essenciais e pesticidas em analise de alimentos.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a injegdo com programacao de
temperatura na analise de triacilglicerois integrais.

4 - Material e Métodos

4.1 - Material

Cromatdgrafo gasoso marca Varian 3400, equipado com coluna capilar de
silica fundida de 30m de comprimento por 0,32mm de diametro intemo e
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espessura de filme de 0,1 pm. Injetor Varian 7865 com programagdo de
temperatura. Detector de ionizagdo de chama.

Fase estacionaria - 5% fenil 95% metilsilicone DB5SHT (J&W), com temperatura
limite de uso de 400°C.

Fase mével — hidrogénio com velocidade linear de 2,1 cm/minuto.

Gases do detector - hidrogénio com fluxo de 30 mlL/minuto, nitrogénio com fluxo
de 30 mL/minuto, e ar sintético com fluxo de 300 mL/minuto.

Processamento dos dados - realizado por MS-DOS_6 - “Star Chromatography
Workstation”.

Solugdo - padrao - 5 triacilgliceréis saturados C30 (tricaprilina - Sigma), C36
(trilaurina - Sigma), C42 (trimiristina - Sigma), C48 (tripalmitina - Sigma) e C54
(triestearina - Sigma), dissolvidos em hexano (Li Chrosolv - MecK) em

concentragdoes semelhantes.

Volume injetado — 1 pl da solugao padrao

4.2 - Métodos

4.2.1 - Testes preliminares

Para a otimizagdo da injegdo com programacao de temperatura foram
avaliados e testados varios métodos, em que empregaram-se varias condigdes no
injetor, como: modo de injegao, diferentes tempos de isoterma, temperatura inicial
e final e gradientes.

As condicbes de programacao do injetor variaram da temperatura inicial de
60, 66, 70, 85, 90, 120 e 150°C, utilizando-se isoterma de 3 e 15 segundos e sem
isoterma, até a temperatura final de 365, 370, 380 e 390°C, com rampas de subida
de temperatura de 70, 100, 110, 120, 150, 200 e 250°C/minuto.
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Na abertura da véivula para modo de injecéo "split” ou “splitless” foram
utilizadas varias condigbes, como: vélvula aberta, durante 3 minutos, ou todo o
tempo de analise (modo “split”), vélvula fechada por 18, 30, 45, 51, 57, 66, 84, 96,
108, 120, 126; 138, 150, 165; 171; 180 segundos e “split® por 30 segundos, de 31
até 150 segundos “splitiess” e apos este tempo até o final da corrida “split”.

4.3 - Determinagdo do fator de resposta

Para determinagdo do fator de resposta, uma solugdo de padrdes foi
preparada e injetada no cromatégrafo. A quantificagdo foi realizada por
normalizagéo intermna, com obtengdo da percentagem relativa de cada fragdo de
triacilglicerol. O volume injetado foi de 1 pl da solugéo padréo.

5 - Resultados

5.1 - Problemas ocorridos nas condigdes cromatogréaficas testadas

Nas varias condi¢cbes testadas observaram-se os seguintes problemas nos
resultados:

Cromatograma apresentou picos pequenos

A injecdo em “split’” ndo mostrou ser adequada para estes tipos de
compostos (alto ponto de ebulicdo) e condigbes do cromatégrafo, pois a nao
vaporizagdo imediata da amostra no injetor resultou na perda de grande parte da
amostra ainda em estado liquido pela saida do “split’, mesmo quando se usa
baixa raz&o de “split’, em tomo 1:25. O mesmo problema ocorrendo quando se
usou modo “splitless em periodo de tempo curto (18 segundos). Pode-se
observar este problema na figura 1.
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Subida exagerada da linha de base, no inicio e fim da corrida

Em temperatura baixa do injetor (60°C) e em todos os gradientes de
temperatura usados ocorreu subida da linha de base no inicio da corrida, devido
ao fato da programagdao do injetor ndo permitir uma subida balistica da
temperatura, proporcionando longo tempo para que o injetor alcangasse sua
temperatura maxima, o que & sugerido nos trabalhos de Hinshaw Jr. & Seferovic
(1986) e Alonso (1993). O exemplo desta ocorréncia é mostrado na figura 2.

Grande discriminagio do pico C54

A forte discriminacao mostrada pelo triacilglicerol triestearina (C54) pode ser
atribuida a retengao seletiva de solutos menos volateis no injetor ou no comeco da
coluna causando, acumulacéo de residuos ndo volateis; decomposicdo do soluto
com perda do triacilglicerol (C54) por degradagdo térmica. Conseqiuentemente
uma destas supostas ocorréncias, seria capaz de concorrer para uma forte
discriminacao, efeito este atribuivel a triacilglicerol de alto ponto de ebuli¢ao.

A discriminagdo do pico C54 também pode ser atribuida a uma das
desvantagens do uso de injegdo no modo “split”, que se refere ao fato de nao se
conseguir completa transferéncia de componente de alto ponto de ebuligdo,
quando a valvula de saida do “split” € aberta (Hinshaw Jr. & Seferovic, 1986). O
exemplo desta ocorréncia € mostrado na figura 3.

Erro na programagdo de temperatura do injetor com variagio na razio de
subida da temperatura, mostrado pelo diagnéstico dos resultados da corrida

Quando se utilizou um gradiente de 250°C/minuto, ocorreu variagdo na
variagdo na temperatura de subida do injetor, durante o periodo de 0,98 do
minuto, mostrado pelo diagnéstico do resultado da corrida. Apesar do manual do
cromatégrafo ndo definir um limite e o programa do computador aceitar
temperaturas maiores de razdo de elevagcdo da temperatura, conclui-se que o
injetor estava limitado ao uso de temperatura até 200°C.
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Figura 1 — Condiges cromatografica em que os picos apresentaram baixa
resposta do detector
Injetor a 60°C (isoterma de 15 segundos) a 380°C, na razdo de 100 e
150°C/min, modo “split” ou “splitiess” por 30, 50 e 75 seg.
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Figura 2 — Condigbes cromatograficas em que ocorreram subida da linha

de base no inicio e fim da corrida
Injecdo a 60- 370°C e 60-380°C, com gradientes de 70, 100, 150 e
200°C/min. Modo “splitiess” por 30, 45, 51 segundos e 3 minutos.
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Figura 3 — Condigdes cromatograficas em que ocorreram discriminagdo dos

picos, principaimente do C54.

Injetor 60-380°C e 100-380°C, em gradiente de 150 e 200°C/min. Modo
“splitless” por 126, 138, 150 e 180 segundos,

5.2 - Melhores condi¢cdes cromatograficas testadas

Apds a andlise dos dados obtidos optou-se por otimizar a condigdo
cromatografica, que apresentou a melhor recuperag¢ao do pico C54, a com fator de
resposta de 1,18. Com injegcd@o em “splitless” de 2 minutos fixou-se a temperatura
inicial do injetor em 100°C, pois a diminuigdo da temperatura até 85°C ou o
aumento até 120°C ndo melhorou os fatores de resposta. O tempo de resfriamento
e nova estabilizagdo do aparelho tornam-se longos a medida que a diferenca entre
a temperatura inicial do injetor e coluna s&o muito grandes. A fixagdo de isoterma
de 15 segundos do injetor mostrou ser de grande importancia na recuperacao dos
triacilglicerdis de peso molecular médio. A temperatura inicial da coluna foi fixada
em 210°C, com isoterma de 1 minuto, sendo a finalidade da isoterma diminuir o
efeito da falha do cromatégrafo de ndo possuir um mecanismo de elevacdo da
temperatura do injetor de forma balistica, como proposto por Alonso (1993), cuja
temperatura inicial da coluna foi de 280°C, com isoterma de 1 minuto, e
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temperatura inicial do injetor de 50°C, sendo aumentada em 15 segundos para
250°C.

A condicdo cromatografica otimizada apresentou melhor fator de resposta,

nas seguintes condi¢cdes estabelecidas:
o valvula do injetor fechada por 2 minutos,
o temperatura inicial do injetor de 100°C, com isoterma de 15 segundos,

o razao de gradiente do injetor de 200°C/min até a temperatura final de
380°C,

o temperatura inicial da coluna de 210 com isoterma de 1 minuto

o razdo de gradiente da coluna de 20°C/min até a temperatura de 250°C e
razdo de 4°C/min de 250°C até a temperatura final de 360°C.

o fatores de resposta em relagao ao C42 foram 1,08 para o C30; 0,98 para o
C36; 1,00 para o C42; 0,98 para o C48 e 1,18 para o C54.

Os triacilgliceréis que se apresentam mais préximos a 1,0 sdo os que
possuem peso molecular médio e os que apresentaram maior discriminacao sao
os de valores extremos. Os resultados estdo em concordancia com os fatores de
resposta determinados por Alonso (1993) que usou injecdo com programacao de
temperatura, Carelli & Cert (1993) injetor a quente (360°C), Lund (1988) e Kalo et
al. (1986) com injetor “on column”, que podem ser observados na tabela 1.

Segundo Poy (1982) bons resultados podem ser obtidos usando-se injecao
no modo “splittess” com vaporizagdgo da amostra com programacdo de
temperatura de forma balistica ou programada. A programagao balistica nao foi
testada por ser esta uma limitagdo do cromatégrafo. Pela andlise dos dados
obtidos pode-se concluir que uma programacdo balistica eliminaria a
discriminagao sofrida pela triestearina, o que pode ser constatado por trabalhos
mais recentes que utilizam programacgédo balistica, com temperatura inicial do

injetor mais baixa, visto que a temperatura inicial indicada & proxima ao ponto de
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ebulicdo do solvente, e temperatura inicial da coluna maior que 200°C (Alonso,
1993; Hinshaw Jr. & Seferovic,1986 e Molkentin & Precht, 1994).

Tabela 1 — Comparacao dos fatores de resposta encontrados com os da literatura.

Triacilglicerol Alonso Carelli& Cert Lund Kaloetal. Encontrados

C24 1,07 1,03

C30 1,02 0,98 1,23 1,08
C36 0,98 0,97 1,00 0,98
c42 0,99  1,08+0,06 0,95 0,94 1,00
c48 1,04 1,050,09 0,98 0,94 0,98
C48:1 - 1,02+0,06 . - -
C54 1,12 - 1,15 1,21 1,18
C54:1 = 1,0 : - -
C54:2 0,8940,05 - . ;
C54:3 . “ 1,14 . -
POO - 0,99+0,06 - : ]
POP . 1,02+0,06 - 2 2

Fonte: Alonso (1993), Carelli & Cert (1993), Lund (1988), Kalo et al. (1986).

6 - Conclusado

A injecdo com programacao de temperatura e em “splitiess” mostrou ser uma
técnica adequada para ser utilizada em compostos com alta temperatura de
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ebulicdo e com larga faixa de ponto de ebulicdo, conseguindo-se deste modo
superar os efeitos negativos da inje¢do a quente, como a decomposigdo catalitica
e o fracionamento da amostra devido ao calor na seringa.

A temperatura maxima de 380°C usada no injetor mostrou-se eficiente na
eluicdo do padréo mais pesado, a triestearina (C54), mas a temperatura de 365°C
nao foi suficiente para a sua eluigdo.

A temperatura final do injetor de 390°C testada ndo mostrou ser mais
eficiente na recuperagao dos triacilglicerdis mais pesados, apresentando a mesma
eficiéncia da temperatura de 380°C, que foi a escolhida por ndo estar t&o préxima
da temperatura limite do injetor.

A condigéo cromatografica que resultou na obtengcdo de fator de resposta
préximo a 1,0 em relagdo ao injetor com programacgéo de temperatura, foi inje¢éo
em “splitless” por 2 minutos, temperatura inicial de 100°C, com isoterma de 15
segundos, até 380°C num gradiente de 200°C/minuto.
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Capitulo 3

Determinacéo de Triacilgliceréis por
Cromatografia Gasosa a Alta Temperatura
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Capitulo 3 - Determinacao de Triacilgliceréis por
Cromatografia Gasosa a Alta Temperatura

1 - Resumo

O efeito da técnica de injecdo, peso molecular da substancia e
programacac de temperatura do injetor e coluna sobre os valores do fator de
correcdo do peso ou fator de resposta foram estudados por um modelo de
amostra que consistiu-se de quantidades semelhantes de triacilgliceréis saturados
de 30 a 54 atomos de carbono. Para este estudo foi realizada a determinag&o dos
triacilglicerdis por cromatografia gasosa usando alta temperatura, em coluna
capilar de silica fundida com fase estacionaria apolar de 5% fenilmetilsilicone de
30m de comprimento, com alta estabilidade térmica, que separa os triacilgliceréis
de acordo com o numero de atomos de carbono de seu acil grupo. A amostra
liquida foi introduzida no injetor com programagao de temperatura em temperatura
relativamente baixa e entao vaporizada por um programa de aquecimento rapido.
A saida do “split” foi fechada até que todos os componentes da amostra tivessem
sido vaporizados. Apés a analise das condigbes testadas, obteve-se como
condi¢ao que apresentou melhor separacéo e recuperagao de padroes, a inje¢do
em “splitiess” por 2 minutos na temperatura inicial de 100°C, com isoterma de 15
segundos, até 380°C, com gradiente de 200°C/min, coluna de 210-250°C, a
20°C/min e de 250-360°C a 4°C/min e detector a 400°C. Este método otimizado
apresentou boa reprodutibilidade, obtendo-se somente alguma discriminago,
dentre os cincos (5) triacilglicerdis estudados, para a triesterina (C54), os

resultados obtidos encontram-se em concordancia com os citados na literatura.
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2 — Summary

The effect of injection technique, substance’s molecular weight, and injector
and column temperature programming on weight correction factor values or
response factor were studied using a sample model consisting of similar amounts
of saturated triacylglycerols from 30 to 54 carbon atoms. For this study,
determination of triacylglycerols was carried out by high temperature gas
chromatography in a 5% phenylmethylsilicone apolar 30 m length capillary column,
in stationary phase and with high thermal stability separating triacylglyerols in
accordance with the carbon number of their acyl group. A liquid sample was
introduced into the programmed temperature injector at a relatively low
temperature and then vaporized by a rapid heating program. Split exit remains
closed until all sample components have vaporized. After analysis of the tested
conditions, the injection in splitless for 2 minutes at initial temperature of 100°C
with isotherm of 15 seconds, up to 380°C, with gradient of 200°C/min, column of
210-250°C at 20°C/min and 250-360°C at 4°C/min and detector at 400°C showed
to be the best separation and pattern recovery. This optimized method exhibited
good reproducibility, wherein among the five triacylglycerols studied, only for
triesterin (C54) some discrimination occurred, however, and the obtained results
are in agreement with the ones in the literature.

3 - Introducao

Os principais requisitos para uma 6tima analise qualitativa e quantitativa de
misturas complexas podem ser resumidos como: adequada eficiéncia na
separacdo; isto é, perfii do pico simétrico e fino; alta repetibilidade e
reprodutibilidade nas medidas de tempo de retengao; alta precisao e exatidao na
quantificacdo das medidas de area do pico, isto € nenhuma discriminacao de
componentes por volatilidade, polaridade e concentragdo e minima decomposigao
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térmica e catalitica de componentes sensiveis da amostra (Schomburg et al.,
1977).

Schomburg et al em 1978, descreveram varios problemas relacionados com
a analise por cromatografia gas-liquido em colunas capilares quando sdo usadas
altas temperaturas. Ele afirma que a aplicagdo de cromatografia gasosa em
misturas de compostos de alto peso molecular pode ser melhorada por vérios
meios, que nao sé a elevacao da temperatura da coluna. Um destes é o uso de
pequena quantidade de fase estacionaria liquida, responsavel pelo tempo de
eluicdo, e longo comprimento da coluna. Em razéo da alta permeabilidade da
coluna capilar, colunas longas podem ser usadas mesmo com mais altos valores
de razao de fluxo, o que é indicado para altas temperaturas de trabalho. O
hidrogénio deve ser usado como gas de arraste, em razdo de sua baixa
viscosidade, o que acarreta eficiéncia de separagdo maxima. A fluxos mais altos a
altura equivalente de um prato tedrico € consideravelmente mais baixa quando se
usa hidrogénio do que com nitrogénio ou argdnio ou mesmo hélio, por razdo de
ser mais alta a constante de difusdo do soluto na fase gasosa. Fase estacionaria
de baixa polaridade deve ser usada, por mostrar baixa interacdo intermolecular
com o soluto. Em geral, as fases estacionarias polares nao séo eficientes para
trabalhos em alta temperatura.

Em 1975 era conhecido que o fator de corregao de peso (fw), definido como
a razao do peso de um dado componente de uma amostra e a area relativa do
pico correspondente & dependente, acima de um limite variavel, do peso da
amostra analisada. Isto € muito importante especialmente na analise de amostras
contendo fragdes de triacilgliceréis de alto peso molecular. Assim, uma amostra
pode ser corretamente analisada somente quando um numero de parametros é
cuidadosamente controlado e a dependéncia de uma calibragcdo ndo linear é
usada. Marés & Husek (1985) em aplicacao analitica de determinagéo de lipidios,
discute o uso da regiao nao linear da curva de calibragdo e considera que a perda
de substancias durante a analise sob condigbes constantes & estavel e
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suficientemente reprodutivel, relatando que a exatiddo em analise quantitativa de
todos os componentes da amostra por cromatografia gasosa requerem O
conhecimento de todos os fatores que afetam a sua recuperagao. Eles mostraram
ainda, a dependéncia do fator de resposta ndo s6 com as condigbes analiticas,
como: técnica de inje¢do, programa de temperatura, qualidade da coluna e fluxo
de gas de arraste, e também com a quantidade e peso molecular da substancia
injetada.

Kalo, P. et al (1986), determinaram os fatores de resposta normalizados para
o C36, em mistura de triacilgliceréis saturados de C30, C36, C42, C48 e C54, em
duas colunas de 10m cada de fase estacionaria imobilizada de SE-54, diametros
internos de 0,2 mm e de 0,32 mm. A coluna de 0,2 mm mostrou maior resolucao e
a de 0,32 mm maior repetibilidade. Os fatores de resposta encontrados na coluna
de 0,2 mm foram: C30 de 1,03; C36 de 1,00; C42 de 0,98; C48 de 0,95 e C54 de
1,09. Na coluna de 0,32 mm os fatores de resposta encontrados foram: C30 de
1,23; C36 de 1,00; C42 de 0,94; C48 de 0,94 e C54 de 1,21.

Segundo Lund (1988), a analise de triacilglicerois deve ser realizada em
colunas apolares de silica fundida devido sua alta estabilidade térmica.
Determinou-se a linearidade e o fator de resposta relativa ao C27 para os
triacilgliceréis C24, C30, C36, C42, C48, C54 e C54:3, em coluna de silica fundida
coberta com CPSil 5CB (10 m x 0,32 mm), fluxo de hélio de 2,4 mL/min, e injetor
“on-column”, conseguindo linearidade entre 10 e 40 ng de triacilglicerdis, e fatores
de reposta entre 0,95 e 1,15 respectivamente para o C42 e para o C54.

Alonso (1993) determinou o fator de resposta em relacao ao C27, para uma
mistura padrdes de ftriacilglicerdis C24, C30, C36, C42, C48, C54 de grau de
pureza maior que 99%. Os fatores de resposta para triacilgliceréis saturados de
massa molecular média relativa apresentaram valor mais préximo de 1,0 do que
aqueles com alto e baixo numero de atomos de carbono. O menor fator de
resposta foi para o C36 de 0,98 e o maior para o C54 (1,12). Também neste artigo
Alonso determinou triacilgliceréis em queijo, usando coluna de silica fundida de
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TAP-CB com filme de 0,10 um, temperatura inicial de 280°C até 350°C na razio
de 3°C/min e injetor com programagéo de temperatura, cuja temperatura inicial foi
de 50°C, sendo aumentado para 250°C em 15 segundos.

Carelli & Cert (1993), determinaram triacilgliceréis em 6leos vegetais, usando
detector de ionizag&o de chama a 365°C e injetor “split” a 360°C (razdo 1:30). A
separacéo foi realizada numa coluna estabilizada para alta temperatura de silica
fundida revestida de aluminio (25 m x 0,25 mm), de fase estacionaria metil-
65%fenilsilicone de 0,1 pum. As condigbes de operacdo da coluna foram
temperatura inicial de 350°C, entdo aumentada a 0,5°C/min para 360°C usando
gas de arraste hélio a 130 kPa.

Segundo Ulberth & Gaberning (1997), o uso de colunas capilares de silica
fundida de alta inércia minimiza as perdas no processo cromatografico, devido as
perdas irreversiveis por adsor¢dao dos analitos, principalmente os saturados.
Usando coluna capilar de metal de 5 m x 0,53 coberta com HT-SimDist CB de
0,17um de filme, com programacao da coluna de 80-190°C, a 50°C/min e de 190 a
350°C a 6°C/min, e injetor “cold on-column”, obtiveram os fatores de resposta para
uma mistura padrao de triacilglicerois saturados de C24, C30, C36, C42, C48 e
C54, normalizados para o C42, com menor fator de resposta de 0,96 para o C54 e
maior de 1,14 para o C24.

A qualidade de colunas capilares foi pesquisada por Mayer & Lorbeer
(1997) com uma mistura de triacilgliceréis a alta temperatura. Propriedades
essenciais da coluna capilar, tais como a forca de separacao, seletividade,
degradacéo catalitica, adsor¢cdo e sangramento foram determinados a altas
temperaturas, mostrando que triacilglicerdis saturados eluem depois dos
insaturados em colunas apolares, enquanto que em colunas de fase polar média
ha uma troca na ordem de eluicdo. Quanto a resolugdo demonstraram que é
melhor conseguida em colunas apolares, a degradagdo catalitica & mais
pronunciada em triacilglicerdis insaturados, o sangramento das colunas com
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diferentes fases estacionarias apresentou semelhanca e que a temperatura de
eluicdo dos triacilgliceréis diminui com o aumento da polaridade da fase
estacionaria.

O objetivo deste trabalho foi desenvolver metodo por cromatografia gasosa
para analise de triacilglicerois, utilizando injetor com programacao de temperatura

e coluna capilar estabilizada para alta temperatura.

4 - Material e Métodos

4.1 - Material

Cromatografo gasoso marca Varian 3400, equipado com coluna capilar de
30m de comprimento por 0,32mm de diametro interno e espessura de filme de 0,1
um. Injetor Varian 7865 com programacgao de temperatura. Detector de ionizagao
de chama.

Fase estacionaria - silica fundida coberta com 5% fenil 95% metilsilicone DB5HT
(J&W), resistente a alta temperatura.

Fase mével - hidrogénio com velocidade linear de 2,1 cm/minuto.

Gases do detector - hidrogénio com fluxo de 30 mL/min, nitrogénic com fluxo de
30 mL/min e ar sintético com fluxo de 300mL/min.

Processamento dos dados - realizado por MS-DOS_6 — “Star Chromatography
Workstation™.

Solugdo - padrao - 5 triacilglicerdis saturados C30 (tricaprilina - Sigma), C36
(trilaurina - Sigma), C42 (trimiristina - Sigma), C48 (tripalmitina - Sigma) e C54
(triestearina - Sigma), dissolvidos em hexano (Li Chrosolv - Merck) em
concentracoes semelhantes.
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Volume injetado — 1 ul da solugdo padrso.

4.2 - Métodos

4.2.1 - Testes preliminares

Foram empregadas varias condigdes de isoterma e gradientes para o injetor
€ coluna.

As condigbes de programacéo do injetor variaram da temperatura inicial 60,
86, 70, 85, 90, 120 e 150°C, utilizando-se isoterma de 3 e 15 segundos e sem
isoterma, até a temperatura final de 365, 370, 380 e 390°C, com rampas de subida
da temperatura de 70, 100, 110, 120, 150, 200 e 250°C/minuto.

Na abertura da vélvula para modo de injegdo “split” ou “splitiess” foram
utilizadas varias condigdes, como: valvula aberta, durante 3 minutos, ou todo o
tempo de analise (modo “split”), vélvula fechada (modo “splitiess’) por 18, 30, 45,
51, 57, 66, 84, 96, 108, 120, 126; 138, 150, 165; 171; 180 segundos e “split” por
30 segundos, de 31 até 150 segundos “splitless” e apés este tempo até o final da
corrida “split”.

As programagdes testadas na coluna variaram na primeira rampa de 80 a
250, 80 a 280, 100 a 250, 120 a 250, 130 a 250, 150 a 250, 180 a 250, 200 a 250,
210 a 250, 220 a 250 em gradientes que variaram de 10, 20, 25 e 30°C/minuto. A
segunda faixa de temperatura da coluna variou de 250 a 350°C, 250 a 360°C, 280
a 360°C, nos gradientes de temperatura de 3, 4 e 5°C/minuto, ou numa s6 rampa
de temperatura inicial de 66 e final de 360°C na razo de 20°C/min.

As temperaturas usadas no detector foram 380 e 400°C.
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4.2.2 - Condicdes cromatograficas estabelecidas

Injetor com programacdo de temperatura

Temperatura inicial — 100°C com isoterma de 15 segundos, em seguida a
temperatura foi elevada para 380°C, na razéo de 200°C/min.

A injecao foi realizada no modo “splitless” pelo periodo de 2 minutos.
Coluna

Temperatura inicial da coluna de 210°C, com isoterma de 1 minuto, e de 210
a 250°C na razdo de 20°C/min, isoterma de 1 minuto e posterior aumento para
360°C na razdo de 4°C/min.

Detector

A temperatura utilizada no detector foi de 400°C.

Fase mével

O gas de arraste usado foi o hidrogénio, com velocidade linear de 2,1
cm/minuto.

4.3 - Determinagdo do fator de resposta

Para determinagéo do fator de resposta, uma solugdo de padrbes de 5
triacilglicerdis saturados foi preparada e 1 pl foi injetada no cromatégrafo. A
quantificacdo foi realizada por nommalizagdo interna, com obtengdo da
percentagem relativa de cada fragao de triacilglicerol.

62



5 - Resultados

A separagdo de triacilgliceréis tem evoluido com o emprego de colunas
capilares longas, como a que foi utilizada de 30 m, apesar de demandar maior
tempo de analise. A utilizagao de fase estacionaria apolar com maior estabilidade
térmica permitiu a separagéo e recuperagéo adequada dos triacilglicerdis pouco
volateis.

Grande discriminagdo dos triacilgliceréis foi observada quando a
temperatura inicial do injetor foi de 60 e 66°C associada a uma rampa de subida
de 70 e 100°C/min, apresentando fatores de resposta bastante altos, como por
exemplo, para o C36 de 1,57; C42 de 1,36; C48 de 1,51 e C54 de 2,02, todos em
relagao ao C30. A fixacdo da temperatura final do injetor em 370°C, ndo diminuiu a
discriminagao apresentada no pico C54.

O emprego da programacao do injetor de 60°C, com isoterma de 15
segundos, até 380°C, na razao de 120°C e 250°C/min, acarretou erros na
temperatura, isto €, o injetor ndo apresentou estabilidade da temperatura durante
respectivamente 183,6 e 57,6 segundos, conforme mostrado no diagnéstico dos
resultados do programa do computador.

Em condi¢cdes em que a temperatura inicial da coluna foi de 66 e 80°C e o
gradiente de temperatura do injetor alto, ocorreu subida da linha de base no inicio
e fim da corrida. A diminuicdo do gradiente do injetor ndo apresentou melhora
neste efeito.

O uso da condigdo em que a valvula permaneceu aberta durante todo o
tempo de analise, em modo “split’ no injetor, usando as seguintes programacdes
na coluna na primeira rampa de 80 a 250°C (20 e 30°C/min), 80 a 280°C (20 e
30°C/min), e segunda rampa de 250 a 360 e 280 a 360, com temperatura final da
coluna a 360°C, usando os gradientes de 3, 4 e 5°C/min, ocorreu uma baixa
resposta do detector para os todos os padrées de triacilglicerois.
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A programagao da coluna com primeira rampa de 80 a 250°C, em gradiente
de 20°C/min e uma segunda rampa de temperatura de 250 a 360°C, em gradiente
de 5°C/min, mostrou fator de resposta para o C54 de 2,24, enquanto os demais
picos obtiveram um fator de resposta menor que 1,0.

Segundo Marés & Husek (1985), a diferenca na temperatura de eluigao dos
triacilglicerdis diminui com o aumento do peso molecular, assim como, sob
condi¢cbes analiticas constantes a eficiéncia na separacao do homdlogo mais
baixo para o mais alto, sendo o fator de resposta para triacilgliceréis na faixa de

C30 a C54, independentes da quantidade analisada e do fluxo de gas de arraste.

A discriminacdo mostrada pelo triacilglicerol triestearina (C54) nos varios
métodos testados pode ser atribuida a retencéo seletiva de solutos menos volateis
no injetor ou no comego da coluna, causando acumulacdo de residuos nao
volateis efou decomposicdo do soluto com perda do triacilglicerol (C54) por
degradacgdo térmica. Conseqientemente, uma destas supostas ocorréncias seria
capaz de concorrer para uma discriminacao, efeito este atribuivel a triacilglicerol
de alto ponto de ebulicdo (Hinshaw, J & Seferovic, 1986).

Apbs a analise dos dados obtidos optou-se otimizar o método que
apresentou a melhor recuperagao do pico C54.

Fixou-se a temperatura inicial do injetor em 100°C, pois a fixagcdo de
temperatura inicial de 90 e 95°C, acarretava um tempo muito longo de
resfriamento e nova estabilizagdo do aparelho, visto ser a diferenca entre a
temperatura inicial do injetor e coluna muito grande. A fixacao de isoterma de 15
segundos na temperatura inicial do injetor mostrou ser de grande importancia na
recuperagao dos triacilgliceréis de peso molecular médio.

A temperatura inicial da coluna foi fixada em 210°C, com isoterma de 1
minuto, a fim de proporcionar um intervalo de tempo necessario para a que a

temperatura do injetor alcancasse a temperatura da coluna, diminuindo assim a
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falha do cromatografo de ndo possuir um mecanismo de elevagao da temperatura
do injetor de forma balistica, como proposto por Alonso (1993), que usou
temperatura inicial da coluna de 280°C, com isoterma de 1 minuto, e temperatura
inicial do injetor de 50°C, sendo aumentada em 15 segundos para 250°C. Com o
uso de temperatura inicial da coluna mais alta, pode ser conseguida uma
diminuigdo no tempo de analise.

Com as condigbes cromatograficas estabelecidas, segundo item 4.2.2 foi
realizado o calculo do fator de resposta dos triacilgliceréis saturados de massa
molecular média, que sdo mostrados na tabela 1. O cromatograma da mistura de

padroes € mostrado na Figura 1.

Tabela 1 — Fator de resposta relativo de triacilglicerbis

Triacilglicerol Fator de Resposta
C30 - tricaprilina 1,08
C36 - trilaurina 0,98
CA42 - trimiristina 1,00
C48 - tripalmitina 0,98
C54 - triestearina 1,18

Observando-se a tabela 1, pode-se notar que os ftriacilgliceréis que se
apresentam mais proximos a 1,0 sdo os que possuem peso molecular médio e os
gue apresentaram maior discriminagbes sao os de valores extremos. Os
resultados estdo em concordancia com os fatores de resposta determinados por
Alonso (1993), Carelli & Cert (1993), Lund (1988) e Kalo et al.(1986).
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Figura 1 — Cromatograma de padr&es de triacilglicerois saturados

Coluna-95% metilfenilsilicone (30mx0,32mmx0,1um)-210°C(1 min), 210-250°C (20°C/min e
250-360°C (4°C/min). Injetor de 100°C (15 seg)-100-380°C (200°C/min). Detector a 400°C.
Injecao “splitless™2 min. Velocidade linear de H, -2,1cm/min

6 - Conclusdo

O uso de programacdo de temperatura no injetor e coluna longa de silica

fundida coberta com fase estacionaria de 95% metilfenilsilicone, de alta
estabilidade térmica, € uma técnica util para analise de misturas de triacilgliceréis
de alto ponto de ebulicdo

A utilizagdo da temperatura inicial da coluna a, 210 °C, com duas rampas de

aquecimento, possibilitaram a obtengdo de valores de resposta préximos a 1,0

para todos os padres de triacilglicerois, inclusive para o C54 (fator de resposta =

1,18), além de diminuir sensivelmente o tempo total de analise.
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A condigdo cromatogréfica que resultou na obtengdo de fator de resposta
préximo a 1,0 foi de injetor com injegdo em “splitiess” por 2 minutos, temperatura
inicial de 100°C, com isoterma de 15 segundos, até 380°C em gradiente de
200°C/min; coluna a 210 até 250°C a 20°C/min e de 250 até 360°C a 4°C/min;
detector a 400°C.
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Capitulo 4

Composicao de Triacilglicerdis em Oleos

Vegetais
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Capitulo 4 - Composigao de Triacilglicerois em Oleos
Vegetais

1 - Resumo

A analise de 6leos comerciais de soja, milho e girassol foi realizada através
da determinagao da composigao de triacilglicerdis por cromatografia gasosa a alta
temperatura. Os triacilglicerois dos 6leos vegetais, apos separacao em fase solida,
foram injetados em coluna capilar de fase estacionaria de 95% metilfenilsilicone,
usando a programacao de 210 a 250°C, a 20°C/minuto e de 250 a 360°C a
4°C/minuto. A inje¢cdo foi em “splitless” em injetor com programagédo de
temperatura, programado de 100 (isoterma de 15 segundos) a 380°C, na razédo de
200°C/minuto. Foram identificados e quantificados os triacilgliceréis C36, C38,
C48, C50, C52, C54 e C56. As analises estatisticas de varidncia e teste de Tukey
mostraram que existem diferencas significativas entre os 6leos de soja e milho e
entre milho e girassol, relativamente aos triacilglicerois C50, C52 e C54, e entre os
6leos de soja e girassol, aos triacilgliceréis C38, C50, C52 e C54.

2 - Summary

Analysis of commercial soybean, corn and sunflower oils was effectuated by
determining their triacylglycerols compositions by high temperature gas
chromatography. After separation in solid phase, triacylglycerols of vegetal oils
were injected into a 95% methylphenyl silicone capillary column with of a stationary
phase using a programme of 210 to 250°C, at 20°C/minute followed by 4°C/minute
from 250 to 360°C. A splitless injection in injector with a temperature program of
100 (isotherm of 15 seconds) at 380°C at a rate of 200°C/minute was used. C36,
C38, C48, C50, C52, C54 and C56 triacylglycerols were identified and quantified.
Statistical analysis of variance and Tukey’s test showed the existence of significant
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differences between the soybean and com oils, and corn and sunflower oils, with
respect to C50, C52 and C54 triacyiglycerols; and between soybean and sunflower
oils relative to C38, C50, C52 e C54 triacylglycerols.

3 - Introdugao

A composicdo de uma gordura é determinada pela distribuigcdo de acidos
graxos na molécula de triacilglioerol. A composi¢do quimica de uma gordura e
suas propriedades fisicas esta intimamente ligada. Assim, a andlise dos glicerbis
pode proporcionar informagdo sobre as propriedades fisicas, tais como o
comportamento do ponto de fuséo e cristalizagdo (Juniens, 1968).

As distribuicdes dos triacilglicerbis de alguns 6leos vegetais foram descritas
por Holman (1972) e podem ser vistas na tabela 1.

Tabela 1 - Distribuicdo dos triacilglicerdis em 6leos vegetais (%).

Namero de Carbonos Soja Girassol Milho
46 . - Tracos
48 16 0,1 Tracos
50 3,3 2,0 3,3
52 27,0 17,5 30,2
54 68,1 81,4 66,5
56 - - 1,0
58 - - 0,1

Fonte — Holman (1972).

A caracterizagdo de triacilglicerdis de produtos de origem vegetal ou animal
pode ser realizada pela determinagéo dos ésteres metilicos dos acidos graxos de
seus triacilglicerbis depois da conversdo por simples procedimento de
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transesterificacao e quantificagcdo tedrica (Matter et al., 1989), analise de
triacilglicerdis integrais, triacilgliceréis hidrogenados (Traitler & Prévot, 1981),
triacilglicerdis que sofreram tratamento com ozdénio (Geraert & De Schepper, 1982)
e triacilglicerois tratados com bromo (Geraert & De Schepper, 1983), usando
cromatografia liquida de alta resolucao, cromatografia gasosa e cromatografia com
fluido super critico.

A determinacdo dos triacilgliceréis usando cromatografia liquida de alta
performance em fase reversa e quantificacao com detector de indice de refracgao,
que separa os triacilgliceréis de acordo com o nimero equivalente de atomos de
carbono (ECN) e de acordo com as fragdes moleculares distintas que diferem
principalmente pelo grau de insaturacao, foi realizada por Peterson et al. (1981),
Geeraert & De Schepper (1983), Cortesi et al. (1990) e Carelli & Cert (1993).
Phillips et al. (1884), também utilizaram a mesma técnica, porém com coluna
Zorbax e detector de ionizacdo de chama (FID). Laakso & Kallio (1993) usou
HPLC com coluna impregnada com prata e detector “light scattering”.

Geeraert & Sandra (1984), analisaram dleo de soja por cromatografia
gasosa usando coluna apolar de 17m x 0,32mm coberta com 0,16um de polimero
metilfenilsilicone. A temperatura do forno foi programada para 340°C, com 24
segundos de isoterma, depois para 350°C numa razéo de 2°C/minuto, usando
hidrogénio como gas de arraste o e injetor "on-column”. O cromatograma
conseguido apresentou trés partes, nomeadas de regides CN50, CN52 e CN54,
observando ainda que mesmo sob condigbes étimas, ndo se consegue obter

estrutura fina por tratar-se de produto altamente insaturado.

Geeraert & Sandra (1985), analisaram varios oleos vegetais usando
cromatografia gasosa capilar. Comparando a performance de colunas polares e
apolares, verificou que em colunas polares consegue-se separagoes de acordo
com numero de acidos graxos na molécula do triacilglicerol, porém a analise
requer um tempo longo. Em fase apolar o tempo de analise € rapido, e os
triacilglicerdis sdo separados pelo comprimento da cadeia e pressao de vapor. E
conseguida a separagao de acordo com o numero de insaturagdes do acido graxo
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devido a remarcavel diferenca da pressao de vapor entre a pressdo de vapor de
acidos graxos saturados e insaturados. A pressdo de vapor entre os diferentes
acidos graxos insaturados € muito pequena e nao é possivel a separacdo entre
eles.

Rezanka (1991) analisou qualitativa e quantitativamente triacilglicerois de
Oleos e gorduras de plantas, por meio de cromatografia gasosa capilar com coluna
polarizavel (CGC), cromatografia liquida de alta performance com fase reversa C1s
(CLAE-FR) e espectrometria de massa por ionizagdo quimica de desorcdo (ES-
ICD). As técnicas CLAE-FR ou CGC foram eficientes na analise qualitativa de
especies moleculares de triacilgliceréis através de seu nimero de carbono
equivalente e comprimento de cadeia equivalente. Oleos com poucos nimeros de
dupla ligacdo podem ser determinados sem nenhum problema por meio de CGC,
CLAE-FR e ES- ICD. A determinagdo por meio de CGC e CLAE-FR nao é
eficiente com 6leos que apresentem uma distribuicdo complexa de comprimento
de cadeia e alto indice de insaturacéo.

Precht (1992) usou duas colunas de vidro de 80cm x 3mm de didmetro
interno para determinagao de triacilgliceréis em 6leos vegetais, empacotadas com
OV-1 sobre Chromapak Q de 100/120 mesh. As colunas foram pré-tratadas por
silanizaca@o, usando dimetilclorosilano seguida de lavagem com tolueno e metanol.
Na condiga@o de operagéo de rotina usou FID e injetor a 370°C, com programacgao
do forno de 210°C por 1 minuto, e entdo aumentado para 360°C a 6°C/minuto. A
coluna permaneceu entdo a 355°C por 5 minutos. O gas de arraste usado foi
nitrogénio num fluxo de 75mlL/minuto. Precht afirma que a injecdo a quente produz
melhores resultados quantitativos para os triacilglicerdis de alto ponto de ebulicao.

Lin & Lam (1994) desenvolveram um método para analise de lipidios em
6leos usando cromatografia gasosa capilar e injetor “on-column”. Usaram para isto
derivacao dos triacilgliceréis com N,O-bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA) e
trimeticlorosilano (TMS), conseguindo uma técnica rapida e quantitativa para
separacdo de uma larga faixa de lipidios.
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A analise por cromatografia gasosa capilar de leos vegetais foi realizada
por Hinshaw Jr. & Seferovic (1986), qualitativamente e quantitativamente usando
coluna revestida com 65% metilfenil silicone e injegdo com temperatura
programada, conseguindo uma analise rapida quando foi usada elevada
temperatura inicial na coluna e temperatura fria no injetor. Antoniosi Filho et al
(1993) usaram a mesma coluna, para analisar adulteracdo de 6leo de oliva com
6leo de soja, usando, porém injecéo a quente, ndo conseguindo boa resolugéo de
triacilgliceréis de baixa concentragéo.

O objetivo deste trabalho foi determinar o perfil qualitativo e quantitativo de
triacilglicerdis em 6leos vegetais comerciais e comparar as diferencas entre eles.

4 - Material e Métodos

4.1 - Material

Foram adquiridos no comércio de Campinas amostras de 6leos de marcas
diferentes, sendo 4 de 6leo de sojas, 3 de 6leo de milho e 3 de 6leo de girassol e 3
lotes diferentes para cada marca dos respectivos 6leos. Somente um lote no 6leo
de soja da marca C foi analisado, pois 0 mesmo ndo foi mais encontrado no
mercado. A injecdo de cada amostra foi realizada em triplicata.

4.2 - Separacgao dos triacilgliceréis

A separagdo dos componentes da gordura foi realizada por extragdo em
fase solida, de acordo com Lercker et al. (1992).

Numa coluna de vidro adicionou-se 500mg de silica 60 (Merck) e em seguida
cerca de 1,0 cm de sulfato de sédio. O acondicionamento da coluna foi realizada
atraves da passagem pela coluna de 3 mL de hexano. Cerca de 0,02g de gordura
foi dissolvida em hexano e carregada no topo da coluna. Os triacilgliceréis foram
eluidos por adigdo de 3 mL de hexano, seguida de 3mL de solucdo hexano:éter
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etilico (8:2). A solucdo eluida da coluna foi levada & secura em banho-maria e
diluida em 10 mL de hexano com grau de pureza cromatografica. Uma amostra de
1,0 ulL foi injetada no cromatoégrafo.

4.3. Método cromatografico

4.3.1 - Equipamento

Cromatografo gasoso marca Varian 3400, equipado com coluna capilar de
silica fundida de 30m de comprimento por 0,32 mm de diametro intermo e

espessura de filme de 0,1 um. Injetor Varian 7865 com programagdo de
temperatura. Detector de ionizagdo de chama.

Processamento dos dados realizado por MS-DOS_6 -~ “Star
Chromatography Workstation”.

4.3.2 - CondigGes cromatograficas

Injetor com programagdo de temperatura - Temperatura inicial — 100°C com
isoterma de 15 segundos, em seguida a temperatura foi elevada para 380°C, na
razao de 200°C/minuto.

A injecéo foi realizada no modo “splitless” pelo periodo de 2 minutos. No
periodo em “split” a raz&o foi de 1:25.

Coluna — Fase estacionaria - 5% fenil 95% metilsilicone DBSHT (J&W), com

temperatura limite de uso de 400°C.

Temperatura inicial da coluna de 210°C, com isoterma de 1 minuto, logo
depois a temperatura foi aumentada para 250°C na razdo de 20°C/minuto,
isoterma de 1 minuto e posterior aumento para 360°C na razdo de 4°C/minuto.

Detector — A temperatura usada foi de 400°C.

Gases - hidrogénio com fluxo de 30 mL/minuto, nitrogénio com fluxo de 30
mbL/minuto, e ar sintético com fluxo de 300 mL/minuto.
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Fase Mével - Hidrogénio foi usado como gas de arraste com velocidade linear de
2,1 cm/minuto.

4.3.3 - Analise qualitativa e quantitativa.

A identificag@o foi realizada através dos procedimentos:

e Comparagéo dos tempos de retengio dos componentes da amostra (tr) e do
tempo de retencéo corrigido (tr') de padrdes.

e Tecnica de co-eluigéo (spiking) de padrdes junto com amostra.

A quantificagéo foi realizada por normalizagdo interna, com obtencéo da
porcentagem relativa de cada fragéo de triacilgliceréis.

e Para determinagcéo do fator de resposta, uma solugdo de padrdes de 5
triacilglicerdis saturados C30 (tricaprilina - Sigma), C36 (trilaurina - Sigma), C42
(trimiristina - Sigma), C48 (tripalmitina - Sigma) e C54 (triestearina - Sigma) de
concentragbes semelhantes foi preparada e injetada no cromatégrafo, nas
mesmas condigdes cromatograficas de andlise das amostras de dleo.

4.4 — Analise estatistica

Nos resultados da analise foram realizadas comparagées muiltiplas usando
a técnica de analise de variancia ANOVA e teste de Tukey, em um nivel de
significancia de 5%. A variacdo dos dados foi calculada em fungao do erro relativo
a0 maximo.

5. Resultados

A composicdo dos Oleos vegetais estudados estdo apresentadas nas
tabelas 2, 3 e 4.

Observando-se a tabela 2, verifica-se que os principais triacilgliceréis do
6leo de soja sé@o: C38, C50, C52, C54 e C56, sendo o C54 o que apresenta maior

79



quantidade. Eles podem ser encontrados numa faixa que varia para o C38 de 0,26-
3,47%, o C50 de 3,55-7,3%, o C52 de 31,09-40,7%, o C54 de 48,5-63,8% e 0 C56
de 0,37-1,43%, sendo que os triacilgliceréis C36 e C48, ndo foram eluidos em
quantidade suficiente no lote 1 das marcas A, B e C, e assim n&o foram
integrados. No 6leo de girassol (tabela 3) o C54 também esta em maior
quantidade e destacam-se os triacilgliceréis C38, que apresentou uma
concentracao de 0,25-4,5%; o C50 de 1,35-2,6%; o C52 de 18,5-24,8%, o C54 de
69,1-78,7% e o C56 de 0,43-1,37%, sendo que os triacilglicer6is C36 e C48, nao
foram eluidos em quantidade suficiente no lote 1 de todas as marcas analisadas, e
assim nao foram integrados. Os resultados do 6leo de milho (tabela 4) mostram
que o C54 estd em maior concentragdo e podemos destacar os triacilglicerdis C36
que apresentaram uma concentragéo de 0,11-0,98%, o C38 de 0,27-2,5%; o C48
de 0,46-1,04%; o C50 de 4,6-7,3%; o C52 de 32,9-41,0%; o C54 de 47,5-59,9% e
o C56 de 0,55-1,46%.

Pode-se observar nas tabelas 2, 3 e 4, que a variagdo da concentracéo do
triacilglicerol C38 nos lotes de 6leo de soja foi de 92,5%, nos de éleo de girassol
de 94,4% e nos de 6leo de milho de 89,2%. A variagdo da concentragéo do
triacilglicerol C50 nos lotes de 6leo de soja foi de 51,4%, nos de 6leo de girassol
de 48,1% e nos de Oleo de milho de 37,0%. A variagdo da concentragdo do
triacilglicerol C52 nos lotes de 6leo de soja foi de 23,6%, nos de Oleo de girassol
de 25,4% e nos de 6leo de milho de 19,8%. A variagdo da concentragdo do
triacilglicerol C54 nos lotes de 6leo de soja foi de 24,0%, nos de 6leo de girassol
de 12,2% e nos de 6leo de milho de 20,7%.

Resultados semelhantes foram reportados por Precht (1992), que
determinou no 6leo de soja concentragdo menor que 0,2% nos triacilglicerdis C26
a C48, com excecgdo do C32 que néo foi identificado, e 3,11% de C50, 25,24% de
C52 e 71,03 de C54.
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Tabela 2 — Composicao percentual de friacilglicerdis do 6leo de soja comercial.
_—_— e e e e e ey
Marca Triacilglicerol
Lote C36 C38 C48 C5s0 C52 C54 C56

Mtdp M+dp Mtdp M+dp Mtdp Mxdp Mz+dp

A lote 1 0+0 0,55+0,04 0+0 3,62+0,06 31,09+0,02 63,3+t0,1 1,4310,05

Alote2 1,00+0,05 4,0+0,1 0,20+0,01 5,2+0,2 36,740,9 52,2+1,1 0,46+0,02

Alote 3 1,24+0,02 3,47+0,07 0,2740,03 5,9+0,5 37+1 51,4116 0,47+0,01

B lote 1 0+0 0,26+0,01 0+0 3,55+0,02 31,2+0,2 63,8+0,2 1,18+0,01

Blote2 0,17+0,01 0,52+0,03 0,18+0,02 5,6+0,4 38,0:0,9 55,0+1,2 0,5940,03

Blote3 0,840,2 2,340,1 0,25+0,06 6,83+0,06 40,7+0,4 48,74+0,07 0,37+0,04

C lote1 0+0 0,28+0 0+0 3,95+0,08 32,1+0,4 62,3+0,5 1,40+0,01

Dlote 1 0,86+0,02 2,17+0,08 0,331£0,02 7,3+t0,5 40,4+1,2 48,5+1,5 0,45+0,01

Dlote2 0,7+0,2 2,1#0,2 0,25+0,04 6,9+04 40,0:06 49,8+1,3 0,44+0,01

Dlote 3 0,70+0,01 1,70+0,05 0,32+0,02 6,57+0,07 39,2+0,2 51,1£0,2 0,48+0,01
e —
M+dp = Média entre 3 inje¢bes + desvio padréo

Os resultados encontrados para o 6leo de girassol podem ser comparaveis
aos descritos por Precht (1992) e Carelli & Cert (1993) que foram respectivamente
de 1,98% e 0,25% de C50, 17,06% e 21,06% de C52 e 77,28 e 78,64 de C54.
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Tabela 3 — Composicao percentual de triacilglicerois do 6leo de girassol comercial.
e - ]

Marca Triacilglicerol
Lote C36 C38 C48 C50 C52 C54 C56
M+dp M+dp Mzdp M+dp M+dp M+dp Mzdp
A lote 1 0+0 0,25+0,02 0+0 1,640,1 19,0£0,3 77,7+0,3 1,37+0,02
Alote 2 0,37+0,01 2,0+40,2 0,18+0,01 2,440,2 242+0,3 704+0,4 0,431+0,0
Alote 3 0,35+0,03 1,82+0,05 0,17+0,02 2,6+0,2 24,8+0,7 69,6+0,9 0,58+0,04
B lote 1 0+0 0,58+0,03 0+0 1,5+0,1 18,910,656 78,0+0,6 1,02+0,02
Blote 2 0,52+0,04 2,9+0,3 0,14+0,01 2,1+0,01 23,0+0,4 70,8+0,8 0,63+0,01
Blote 3 0,63+0,02 2,8+0,3 0,30+0,01 2,27+0,08 23,26+0,04 70,2+0,5 0,52+0,02
C lote1 0£0 0,38+0,02 0,11+0,01 1,35+0,05 18,5+0,6 78,7+0,7 1,01+0,03
Clote 2 0,10+0,01 0,7440,05 0,14+0,01 2,0+0,1 23,8+0,6 72,710,8 0,54+0,02
Dlote 3 0,69+0,04 4,504 0,15+0,02 2,1+0,2 23,0+0,9 69,1+1,4 0,46+0,02

e ]
Mzdp = Média entre 3 inje¢bes + desvio padrao

Os resultados encontrados para o 6leo de milho mostram discordancia com

os citados por Geeraert & Sandra (1985) que determinou cerca de 3,56% de C50,
31,17% de C52 e 65,27% de C54.
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Tabela 4 — Composicao percentual de triacilglicerdis do 6leo de milho comercial.

%

Marca Triacilglicerol
Lote C36 C38 C48 C50 C52 C54 C56
M+tdp M+dp M+dp Mzdp M=dp Mtdp M=dp
Alote 1 0,20+0,01 0,27+0,01 0,55+0,03 4,73+0,04 33,4+0,1 59,400,09 1,41+0,03
Alote2 0,71+0,08 1,7+0,3 0,80+0,05 6,5+0,3 38,7+0,6 51,1+1,2 0,58+0,03
Alote 3 0,82+0,05 2,0+0,3 1,04+0,06 7,3+0,3 40,8+0,5 47,5+1,0 0,55+0,02
Blote 1 0,10+0,01 0,48+0,03 0,53+0,06 4,6+0,1 32,9+0,3 59,9+0,5 1,44+0,02
Blote 2 0,34+0,01 0,8+0,1 0,93+0,02 7,1+0,2 41,0+0,5 49,2+0,7 0,60+0,03
Blote 3 0,21+0,02 0,63+0,01 0,73+0,01 6,640,5 40,1+1,4 51,0419 0,70+0.06
Clotel 0,11+01 0,2810,02 0,4610,03 4,95+0,03 34,11+0,09 58,6+0,2 1,46+0,07
Clote2 0,98+0,06 2,5+0,3 0,60+0,03 59+0,2 39,506 49,8+1,1 0,68+002
Dlote 3 0,86+0,03 2,2+0,2 0,6810,02 6,4+0,2 40,2405 49,0+0,7 0,74+0,02

. _ —— - - — =
Mtdp = Média entre 3 inje¢cdes + desvio padrao.

Os perfil cromatografico dos triacilgliceréis dos 6leos de soja, milho e

girassol obtidos, que constam das figuras 1, 2 e 3, estdo em concordancia com os

apresentados no trabalho de Precht (1991). Pode-se observar que diferentemente

da coluna empacotada, na coluna capilar ha uma separagao dentro de cada

triacilglicerol separado de acordo com o seu peso molecular. Esta separacio é

atribuida por Geeraert & Sandra (1985), a diferenca de pressdo de vapor entre

triacilglicerdis que possuem acidos graxos saturados e insaturados.

Analise estatistica de variancia ANOVA, dos resultados apresentados,

mostrou que existe diferenc¢a significativa entre os triacilglicerois dos 6leos de soja,
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milho e girassol. A anélise dos resultados através do teste de Tukey, mostra quais
os triacilglicer6is de cada Gleo sé&o significativamente diferentes. Estas diferencas
entre os triacilgliceréis C38, C50, C52 e C54, podem ser observadas na tabela 5.

Os triacilgliceréis C36 e C48 ndo foram considerados na anélise estatistica,
porque s6 foram quantificados nos lotes 2 e 3 e o C56 por apresentar
concentragao baixa em todos os lotes, menor que 1,4.
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Figura 1 — Perfil de triacilglicerdis de 6leo de soja comercial.

Coluna-95% metilfenilsilicone (30mx0,32mmx0,1um) - 210°C(1 min), 210-250°C (20°C/min)
e 250-360°C (4°C/min). Injetor de 100°C (15 seg)-100-380°C (200°C/min). Detector a
400°C. Injecdo “splitless™-2 min. Velocidade linear de H,~ 2,1 cm/min.
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Figura 2 — Perfil de triacilglicer6is de 6leo de girassol comercial.

Coluna-95% metilfenilsilicone (30mx0,32mmx0,1um) - 210°C(1 min), 210-250°C (20°C/min)
e 250-360°C (4°C/min). Injetor de 100°C (15 seg)-100-380°C (200°C/min). Detector a
400°C. Injecdo “splitless™-2 min. Velocidade linear de H,-2,1cm/min.
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Figura 3 — Perfil de triacilglicerois de 6leo de milho comercial.

Coluna-95% metilfenilsilicone (30mx0,32mmx0,1pm) - 210°C(1 min), 210-250°C
(20°C/min) e 250-360°C (4°C/min). Injetor de 100°C (15 seg)-100-380°C (200°C/min).
Detector a 400°C. Injecdo “splitless™-2 min. Velocidade linear de H,-2,1cm/min.
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Tabela 5 - Triacilglicer6is que diferem entre cada par de 6leos, de acordo com o
Teste de Tukey

I o e e e e

Oleo Soja Milho Girassol

e -

Girassol C38, C50, C52, C54 C50, C52, C54 -
Milho C50, C52,C54 - -

Soja - - ”

s ————————— ]

6 - Conclusao

As composicdes dos triacilgliceréis dos éleos de soja e girassol ndao sao
constantes, pois somente nos primeiros lotes dos 6leos de soja e girassol, A, B e
C, nao foram detectados os triacilglicerbis C36 e C48.

Os quatro triacilglicer6is mais importantes na composicao dos trés dleos,
soja, milho e girassol, apresentaram grande variagcao entre os lotes analisados.
Esta variagao ficou em torno de 90% para o C38 nos trés oleos, entre 37 e 50%
para o C50, entre 20 e 27% para o C52 e entre 12 e 24% para o C54.

A analise de variancia e teste de Tukey mostrou que os triacilgliceréis C50,

C52 e C54 sao significativamente diferentes nos trés 6leos estudados e podem ser
usados para caracteriza-los.
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Determinacao de Triacilglicerois na
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Alta Temperatura

a3



Capitulo 5 - Determinacéo de Triacilglicerdis na Gordura do
Leite por Cromatografia Gasosa a Alta Temperatura

1 - Resumo

A determinacéo da composicao de triacilglicerois na gordura do leite de
vaca é importante, por ser ela influenciada principalmente por fatores associados
aos animais (genéticos e estagio de lactacao), variacdes na alimentacao e efeitos
sazonais e regionais. Considerando estas variagdes, foi possivel caracterizar a
gordura e verificar onde ocorreram diferencas significativas na sua composicao,
destacando-se quais os triacilgliceréis mais suscetiveis & variagdo. A técnica
utilizada foi a cromatografia gasosa utilizando alta temperatura, injetor com
programacao de temperatura, coluna de silica fundida de 95% metilfenilsilicone,
usando como fase mével o hidrogénio e detector de ionizagdo de chama.
Empregando-se a analise de variancia e o Teste de Tukey foi possivel verificar
quais as principais diferencas ocorridas na composigdo da gordura do leite. A
analise de variancia mostrou que entre as ragas Jersey, Holandesa, Girolanda e
Mestica, existe diferenca significativa ao nivel de 95%, entre todos os
triacilglicerois estudados, do C26 ao C54. A variavel estacio de ano mostrou que
existe diferenca significativa (p<0,05) entre os periodos, veréo, inverno e outono,
nos triacilglicerdis C26, C28, C30, C32, C34, C36, C46, C48, C50 e C54. A
variavel localizagdo do animal, se no pasto ou estabulo e pasto, mostrou existir
diferenca significativa (p<0,05) nos triacilgliceréis C26, C28, C30, C32, C34, C36,
C42, C44, C46, C50, C52 e C54. A variavel alimentacio oferecida aos animais
durante o periodo compreendeu quinze dietas que mostraram diferencas
significativas nos quinze triacilgliceréis estudados.
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2 — Summary

Determination of triacylglycerol composition in cow’s milk fat is important,
since it is influenced by factors associated with the animals (genetic and stage of
lactation), variations in the feed and seasonal and regional effects. Considering
these variations, it was possible to characterize the fat and determine where
significant differences in the composition occurred, and thus highlighting which
triacylglycerols were most susceptible to variation. The technique used was high
temperature gas chromatography, an injector with a programmable temperature, a
fused silica column of 95% methylphenylsilicone, a mobile phase of hydrogen and
a flame ionization detector. Using the analysis of variance and Tukey’s Test, it was
possible to verify the main differences occurring in the milk fat composition. The
analysis of variance showed that between the breeds Jersey, Dutch, “Girolanda”
and Half Breed, there was significant difference at the level of 95% for all
triacylglycerols studied, from C26 to C54. For the variable season of the year, a
significant difference (p<0,05) was shown between summer, winter and autumn
seasons for C26, C28, C30, C32, C34, C36, C46, C48, C50 and C54
triacylglycerols. The animal's localization variable, if in the pasture or stable,
showed the existence of a significant difference (p<0,05) for C26, C28, C30, C32,
C34, C36, C42, C44, C46, C50, C52 and C54 triacylglycerols. The variable related
to the feed given to the animal for a period of fifteen diets exhibited significant
differences in the fifteen studied triacylglycerols.

3 = Introducao
As gorduras e Oleos tém sido caracterizados amplamente através da
determinagao de seus acidos graxos (Barron et al., 1990; Maniogui et al., 1991 e

Gresti et al,, 1993). Estes compostos que possuem relativa volatilidade sao
indicados para andlise por cromatografia gasosa, pois apresentam um perfil de
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cromatograma para diferentes gorduras. A andlise de acidos graxos em gordura
de leite tem tido como meta a sua identificagao.

A analise da gordura de leite através de seus triacilgliceréis em coluna
empacotada foi inicialmente descrita por Huebner (1961), tendo a partir de entao,
se tornado um método rotineiro.

Traitler & Prévét (1981) mostraram que a hidrogenacéo dos triacilglicerois e
posterior analise através de coluna capilar apolar de comprimento médio (4,5,8¢e
10 m) e espessura de filme de 0,15um, torna possivel a separacao dos
triacilgliceréis com mesmo numero de atomos de carbono diferindo somente com
uma dupla ligacao.

Geeraert & De Schepper (1982), afirmam que a determinagéo da estrutura
dos triacilglicerdis é mais facilmente conseguida depois de tratamento com ozénio
e posterior analise por cromatografia gasosa capilar.

Segundo Geeraert & Sandra (1985) que separaram triacilgliceréis de leite
usando coluna polar de 25mx0,25mm coberta com 0,12 pm metilfenilsilicone,
detector de ionizagdo de chama e injetor “cold on-column”, demonstraram que a
elucidacdo da estrutura € muito dificil, sendo necessaria a hidrogenagao da
gordura do leite. O objetivo da hidrogenagao dos triacilgliceréis foi simplificar o seu
perfil. Os triacilglicerdis saturados de baixo nimero de carbonos (T28 a T46) ainda
mostraram perfis complexos. Eles resultam das diferencas de polaridade devido

as combinagdes de diferentes comprimentos de cadeia.

Lund (1988) conseguiu alta resolugao na determinagao de triacilgliceréis em
gordura de leite usando coluna de silica fundida de 10mx0,32mm encoberta com
CPSIL 5CB. As amostras foram introduzidas na coluna através do sistema de
inje¢do “on-column”, na temperatura de 90°C e entdo a temperatura do forno foi
aumentada para 250°C a uma razao de 30°C/minuto e depois para 320°C a uma
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razdo de 4°C/minuto, estando o detector a temperatura de 350°C. O gas de

arraste usado foi o hélio com fluxo de 2,4 mL por minuto.

Precht (1992) usou duas colunas de vidro de 80cmx3mm de diametro
interno empacotadas com OV-1 sobre Chromapak Q de 100/120 mesh. As
colunas foram pré-tratadas por silanizagdo, usando dimetilclorosilano seguido de
lavagem com tolueno e metanol. Na condi¢é@o de operacao de rotina usou detector
de ionizagdo de chama e injetor em isoterma a 370°C, com programagéo do forno
de 210°C por 1 minuto, e aumentado para 360°C a 6°C/minuto. A coluna
permaneceu a 355°C por 5 minutos. O gas de arraste usado foi nitrogénio em um
fluxo de 75mbL/minuto. Ele afirma que a injecdo a quente produz melhores

resultados quantitativos para os triacilglicerdis de alto ponto de ebulicdo.

Alonso (1993) desenvolveu um método rapido para analise de friacilglicerois
em queijo usando coluna capilar com um vaporizador com programacao de
temperatura, que definiu possuir reprodutibilidade e coeficiente de variagdo para o
total de triacilgliceréis de 2,50%. A coluna usada foi de silica fundida de
25mx0,25mm coberta com TAP-CB com espessura de filme de 0,10um. A
temperatura inicial da coluna foi de 280°C, com isoterma de 1 minuto, depois a
temperatura foi aumentada para 350°C a uma razdo de 3°C/ minuto. A
temperatura inicial do injetor foi de 50°C e aumentada para 250°C em 15
segundos. O gas de arraste foi hélio a pressao de 17 psi.

Segundo Molkentin & Precht (1994), analise de triacilglicerdis da gordura do
leite € um instrumento verséatil na investigacdo da qualidade da gordura. Estes
pesquisadores compararam os resultados obtidos por duas colunas, uma
empacotada e outra capilar. Na coluna empacotada de 50cmx2mm, empacotada
com 3% OV-1 sobre Chromapak Q de 100/120 mesh, os triacilglicerois foram
injetados a quente a 370°C no modo “splitless”, usando detector de ionizagao de
chama a temperatura de 370°C. O gas de arraste foi o nitrogénio com fluxo de
40mL/minuto. A programacao da temperatura da coluna foi de 210°C, com 1
minuto de isoterma e depois elevacao da temperatura para 350°C, na razao de
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6°C/minuto, seguido de isoterma de 5 minutos. Na coluna capilar de 5mx0,5mm de
tubo metalico coberta com 0,15um de metilpolisiloxano desativado, usaram
nitrogénio como gas de arraste com fluxo de 3mL/minuto, injecdo “on-column” e
injecdo com programagdo de temperatura no modo “split” e “splitless”. As
condigdes da coluna na injegao “on-column” foram de 80°C com isoterma de 0,5
minutos, de 50 a 190°C a 50°C/minuto e de 190 a 350°C na razdo de 10°C/minuto.
As condicbes da injecdo em programacdo de temperatura no modo “splitless”
foram de 70°C a 370°C na razao de subida de 600°C/minuto, com a programacao
da coluna de 70 a 190°C a 34°C/minuto e de 190 a 350°C na razdo de 6°C/minuto,
detector a 370°C e fluxo de gas de arraste, nitrogénio, a 3 mL/minuto. No modo
“split” a coluna foi programada para iniciar em 190°C até 350°C na razdo de
6°C/minuto. O injetor e detector a 370°C. Fluxo de nitrogénio como gas de arraste
a 30 mL/minuto.

Lee & Hastilow (1999) desenvolveram método para analise de triacilglicerois,
usando cromatografia gasosa a alta temperatura. Os triacilgliceréis foram
hidrogenados até completa saturagdo, a priori, para analise. Foi usada uma
temperatura acima de 375°C na coluna capilar DB-5HT (30mx0,32mm e
espessura do filme de 0,1um), detector de ionizagdo de chama e hélio como gas
de arraste. Os triacilgliceréis foram separados e quantificados baseado em seu
numero de carbono equivalente e total de carbonos da cadeia lateral do grupo acil,
obtendo-se resultados comparaveis aos encontrados em literatura.

Penton (2000) descreveu um método para andlise de triacilglicerdis em
alimentos utilizando cromatografia gasosa a alta temperatura. A coluna usada foi
50:50 metilfenilsilicone, com programacao de 130-250°C a 20°C/minuto e de 250 a
360°C, a 10°C/minuto, injetor a 360°C, detector de ionizacédo de chama a 360°C
tendo como gas de arraste o hidrogénio. Os resultados mostraram que esta
técnica € adequada para quantificar compostos de identidade conhecida que
estejam em alta concentragédo, bem como identificar o perfil de produtos naturais.
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O objetivo deste trabalho foi determinar a composicao de triacilglicerdis da
gordura do leite e sua variacdo em relacdo a época do ano, raga do animal,

composi¢ao da ragcao e localizacao do animal.

4 - Material e Métodos

4.1 - Amostragem

Amostras de leite foram coletadas duas vezes ao més, no inicio do verao até
o final do periodo do inverno (dezembro de 1997 a setembro de 1998), resultando
em 6 lotes ou coletas no periodo do verdo, 5 no outono e 7 no inverno. A definicdo
do periodo de coleta baseou-se no trabalho de Precht (1992), que caracterizou a
gordura do leite durante todas as estagées do ano, porém como em nosso pais
nao possuimos estagdes do ano suficientemente definidas, foi escolhido o periodo
de 9 meses, visto que nao ha diferencas de temperatura significativas entre a

primavera e o outono.

Foram escolhidas 4 racas de animal: Mestica, Holandesa, Jersey e
Girolanda, disponibilizadas pelos produtores da Cooperativa dos Produtores de
Leite da Regido de Campinas, denominados respectivamente de produtor A, B, C
e D.

Durante o periodo de coleta das amostras de leite foram monitoradas
algumas variaveis, sobre os animais, que de acordo com a literatura sédo
importantes na variacdo da composicao da gordura do leite, tais como:
alimentacao oferecida; localizacdao do animal (pasto ou estabulo) e época do ano
em que foi realizada a coleta, isto &, verao, outono e inverno. A monitoracao das
variaveis foi realizada através de um formulario simples, fornecido a Cooperativa,

que foi preenchido no periodo da coleta e que pode ser visto no anexo 1.
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4.2 - Preparacdo da amostra

4.2.1 - Extragdo da gordura

A extrag&o da gordura do leite foi realizada através do método Rose-Gottlieb,
indicado para produtos lacteos, de acordo com Método 905.02, item 33.2.25 da
Association of Official Analytical Chemists — AOAC (1997).

O método Rose-Golllieb é usado principalmente em produtos lacteos e
envolve a precipitacdo e solubilizagdo da proteina por etanol e aménia
respectivamente, e subseqiente extracdo da gordura com uma mistura de éter
etilico e éter de petroleo.

4.2.2 - Separagdo dos triacilgliceréis

A separag@o da gordura foi realizada por extragdo em fase sdlida, de
acordo com Lercker et al. (1992).

Numa coluna de vidro adicionou-se 500 mg de silica 60 (Merck) e em
seguida cerca de 1,0 cm de sulfato de sédio. O acondicionamento da coluna foi
realizado através da passagem pela coluna de 3 mL de hexano. Cerca de 0,02g
de gordura foi dissolvida em hexano e carregada no topo da coluna. Os
triacilglicerdis foram eluidos por adicdo de 3 mL de hexano, seguida de 3mL de
solugcdo hexano:éter etilico (8:2). A solugdo eluida da coluna foi levada & secura
em banho-maria (50-60°C) e diluida em 10 mL de hexano com grau de pureza
cromatografica. Foi injetado no cromatografo 1,0 ul da amostra. As injecdes de
cada amostra foram realizadas em triplicata.

101



4.2.3 - Condi¢des cromatograficas

Equipamento

Cromatografo gasoso marca Varian 3400 com detector tipo ADCB de
ionizagdo de chama, injetor com programacdo de temperatura Varian 7865 e
processamento dos dados foi realizado por “Star Chromatography Workstation”.
Injetor com programacao de temperatura

Temperatura inicial — 100°C com isoterma de 15 segundos, em seguida a

temperatura foi elevada para 380°C, numa razdo de 200°C/minuto.

A injecdo foi realizada no modo “splitiess” pelo periodo de 2 minutos. O
periodo de analise em “split” foi realizado com razdo de 1:25.

Coluna

Coluna de silica fundida de 30m de comprimento por 0,32mm de diametro
intemo e espessura de filme de 0,1um de fase estacionaria 5%fenil-95%
metilsilicone — DBSHT(J&W).

Temperatura inicial de 210°C, com isoterma de 1 minuto, com aumento para
250°C na razdo de 20°C/minuto, isoterma de 1 minuto e posterior aumento para
360°C na razao de 4°C/minuto.

Detector

Detector a temperatura de 400°C.

Gases: hidrogénio, num fluxo de 30 mL/minuto, ar sintético, com fluxo de 300
mL/minuto e nitrogénio a 30 mL/minuto.

Fase moével

O gas de arraste usado foi o hidrogénio com velocidade linear de 2,1
cm/minuto.
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4.2.4 — Anilise qualitativa e quantitativa
A identificag&o foi realizada através dos procedimentos:

e Comparagéo dos tempos de retengio dos componentes da amostra (tr) e do
tempo de retenc&o corrigido (tr') de amostras e padrées.

o Calculo para os demais picos, os quais n&o havia disponibilidade de padrées,
do indice de retencdo de Kovats.

» Técnica de co-eluigdo (“spiking”) de padrdes.

A quantificagio foi realizada por normalizagdo interna, com obtencdo da
porcentagem relativa de cada fragdo de triacilgliceréis. A reprodutibilidade dos
resultados das analises quantitativas foi expressa em termos de desvio padréo e
coeficiente de variagdo calculados a partir de uma série de trés injecdes
consecutivas.

4.2.5 - Andlise estatistica

Para analise dos dados obtidos nas 19 coletas realizadas com as quatro
racas escolhidas foram realizadas comparacdes muiltiplas usando a técnica da
analise da variancia (ANOVA) e o teste de Tukey, em um nivel de significancia de
5%. A variacao foi calculada baseado no erro relativo aoc maximo.

A anadlise de variancia foi empregada para analisar medidas que dependem
de varias espécies de fatores que operam simultaneamente e decidir que espécie
de efeito € importante e estima-lo. Cada efeito foi analisado separadamente
durante todo o periodo de coleta. Os efeitos comparados foram:

Localizag&o do animal: entre estabulo e estébulo e pasto;

Raga do animal: Mestica, Holandesa, Jersey e Girolanda;
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Estaces do ano em que a coleta foi realizada: verdo, outono e inverno;

Dietas oferecidas aos animais durante o periodo: (1) soja, milho, sais,
melaco e aveia: (2) soja, milho, sais e cevada; (3) milho, sais, ragéo A e ragao B;
(4) soja, sais, cevada e ragao B; (5) soja, milho, sais, melaco, aveia e racao C; (6)
soja, milho, sais, melago, cevada, aveia e ragao C; (7) soja, milho, sais, melaco,
cevada e polpa citrica; (8) soja, milho, sais e aveia; (9) soja, milho, sais, aveia e
nutrientes vitaminicos; (10) mitho, sais e aveia; (11) milho, sais, cevada, ragao D,
ragdo E e ragao F; (12) soja, milho, sais, cevada e aveia; (13) soja, milho, sais,
bagaco de cana e silagem; (14) soja, milho, sais, cevada, racéo D, ragéo E e
racao F; (15) soja, milho, sais, cevada, bagaco de cana e bagaco de laranja.

5 =Resultados

Composig¢ao de Triacilglicerdis da Gordura do Leite

A analise da gordura do leite em coluna capilar resultou nos dados
mostrados nas tabelas 1 a 4, que apresentam a concentragdo em percentagem de
cada triacilglicerol nos quatro produtores pesquisados. As figuras 1 a 4,
apresentam os cromatogramas tipicos, obtidos em coluna capilar, referentes aos
triacilgliceréis da gordura do leite dos Produtores A, B, C e D, correspondendo

respectivamente as ragas Mestica, Holandesa, Jersey e Girolanda.
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Figura 1 — Perfil de triacilglicerdis de gordura de leite de vaca Mestica, Produtor A.
Coluna-95% metilfenilsilicone (30mx0,32mmx0,1pm)-210°C(1 min), 210-
250°C (20°C/min) e 250-360°C (4°C/min). Injetor de 100°C (15 seg)-100-
380°C (200°C/min). Detector a 400°C. Injecdo “splitiess”-2 min. Velocidade
linear de H; -2,1cm/min.
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Figura 2 — Perfil de triacilglicerdis da gordura de leite da raga Holandesa, Produtor B.
Coluna-95% metilfenilsilicone (30mx0,32mmx0,1ym)-210°C(1 min), 210-
250°C (20°C/min) e 250-360°C (4°C/min). Injetor de 100°C (15 seg)-100-
380°C (200°C/min). Detector a 400°C. Injecdo “splitless”™2 min. Velocidade
linear de H, -2,1cm/min
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Figura 3 — Perfil de triacilglicerdis da gordura do leite da raga Girolanda, Produtor C.
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Figura 4 — Perfil de triacilglicerdis de gordura de leite da raca Jersey, produtor D.

Coluna-95% metilfenilsilicone (30mx0,32mmx0,1um)-210°C(1

min), 210-

250°C (20°C/min) e 250-360°C (4°C/min). Injetor de 100°C (15 segq)-100-
380°C (200°C/min). Detector a 400°C. Injecdo “splitless”-2 min. Velocidade

linear de H, -2,1cm/min.
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Em coluna capilar com fase estacionaria de fenilmetilsilicone os
triacilglicerdis sdo separados de acordo com o numero de atomos de carbono e
cada pico é resolvido apresentando uma estrutura fina, diferentemente da coluna
empacotada, governada pelo nimero de insaturagdes, responsavel pelo aumento
do tempo de retencdo. O cromatograma obtido apresentou alta resolugéo, sendo
quantificados 15 picos correspondentes aos triacilglicerdis de nimero de atomos
de carbono pares, correspondentes ao C26 a C54. Timms (1980), Precht (1992) e
Molkentin & Precht (1995) obtiveram resultados semelhantes. Timms (1980) e
Precht (1992) identificaram 16 triacilgliceréis, respectivamente, do C26 ao C56 e
do C24 ao C54. Molkentin & Precht (1995) identificaram 15 triacilglicerdis do C26
ao C54.

Entre os picos de numero de carbonos pares sdo vistos picos menores, que
correspondem a triacilgliceréis de numero de carbono impares, devido a
substituicdo de um dos 3 componentes da parcela de acil grupos pares por um
acido graxo de carbono impar, principalmente 15:0 e 17:0 (Maniogui et al.1991).
Estes triacilgliceréis de numero impar de atomos de carbono ndo foram
quantificados, isto é, ndo foram integrados aos respectivos picos precedentes. O
triacilglicerol C56 nao foi quantificado por apresentar baixa reprodutibilidade e
concentragéo.

Na tabela 1, correspondendo ao Produtor A, observa-se que O0s
triacilgliceréis de baixo peso molecular e os de alto peso molecular sdo os que
apresentaram maior variagdo durante os periodos de coleta, podendo-se verificar
este comportamento nas figuras 5 a 7. Pode-se observar que durante o periodo de
verdo as maiores variagdes ocorreram nos triacilgliceréis C26 e C28, que foram
respectivamente 79,6% e 50,0% e entre 31,0% e 46,6% nos triacilglicerdis C30,
C32, C34, C52 e C54. Durante o outono a variagdo entre 50% e 60% foi
encontrada nos triacilgliceréis C26, C28 e C54 e entre 33,0% a 48,0% nos
triacilglicer6is C30, C32, C34 e C52. Durante o periodo de inverno foram

observadas as mais baixas varia¢des nos triacilgliceréis, com excegéo do C54 que
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mostrou variagdo de 58,8% e C52 de 33,5%, enquanto que os demais
apresentaram variagcao menor que 29,6%.

Tabela 1 - Composigdo de triacilglicerdis (% relativa) da raga Mestica, Produtor A,
de acordo com a época do ano, analisados por cromatografia gasosa,

usando injecdo com programacgéo de temperatura e coluna capilar de
silica fundida.

M

Veréo (a) Outono (a) Inverno (b)

T Min Max Médiatdp Min Max Médiatdp Min Max Médiatdp
C26 010-049 02+01 008-0,18 0,12+004 0,10-0,14  0,12:0,02
C28 028-056 04+01 0,25-051 0,4+0,1 0,30-0,40  0,3610,04
C30 056-1,04 07+02 0,51-0,98 0,7 + 0,2 0,50-0,71  0,62+0,08
C32 1,10-2,06 15+04  1,07-1,87 14+03 0,94 -1,31 1,210,1
C34 307-492 38+07 3,00-448 3,7+06  247-3,31 3,0+0,3
C36 751-963 86+07  7,85-9,87 8,7+0,9 6,71 - 8,60 7,810,7
C38 1267-14,09 134105 11,64-1540 13+1 12,84 - 16,12 1441
C40 11,33-11,80 11,5+0,2 10,35-13,91 12+ 1 11,90 - 14,42  12,8+0,9
C42 549-7,00 6,0+05 5,20-6,58 58+05  4,80-586 5,5+0,3
C44  465-6,20 51+06 4,24-555 49105 355-454 4,240,3
C46 551-6,83 58+05 4,98-6,10 57+05  4,25-549 5,0+0,4
c48 752-848 81+04  7,37-8,88 8,1+0,6 6,60 - 8,75 7,4+0,7
C50 10,79-13,96 13+1  11,19-14,72 13+1 12,21 - 13,37  12,810,4
C52 1145-1660 15+2  11,38-17,50 15+2 13,52 - 20,33 17+2
C54 5,61-8,68 T+1 3,93 -9,65 8+2 4,67 -11,33 8+2

—— - ———

a — Média (M) e desvio padrao (dp) de 6 lotes injetados em triplicata.
b - Dados, média (M) e desvio padréo (dp) de 7 lotes, injetados em triplicata.
T — Triacilglicerol.

Faixa de variagdo: Min = minimo, Max = maximo.
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Tabela 2 - Composicao de triacilgliceréis (% relativa) da raga Holandesa, Produtor

B, de acordo com a época do ano, analisados por cromatografia

gasosa, usando inje¢ao com programagdo de temperatura e coluna
capilar de silica fundida.

p—
Verio (a) Outono (a) Inverno (b)

T Min Max Médiatdp Min Max Médiatdp Min Max Média+dp
C26 0,14-0,19 017+ o',-oz 0,3-0,46 0,14+0,01 0.09-0,24 0,17 + 0,05
C28 048-064 054+006 038-060 046+006 0,31-0,76 0,6 + 0,2
C30 o099-116 1,06+008 071-09 0,85+0,09 0,57~-1,29 1,1+0,3
C32 201-240 2,2+0,2 1,40 - 1,93 1,9+0,2 1,16 2,561 21+0,6
C34 4,66-549 51+0,3 3,32-4,56 40+0,6 2,90 - 5,33 46+0,9
C36 99-11,08 105+05  7,82-10,03 9,1+0,9 7,00 -10,62 10+ 1
C38 1287-1394 13,7+04 13,01-1618 14,0+08 11,21-14,23 13+1
C40 10,06 -11,67 11,1+06 11,11-13,02 11,9+07 9,70-11,70 10,9+ 0,6
C42 6,62-7,16 6,9+0,2 6,62-7,29 6,407 6,28 - 7,62 6,6+ 0,7
C44 5,82-6,91 62+04 4,93 - 6,63 6,6+0,7 4,89 - 7,06 6,9+0,7
C46 6,31-7,88 68+06 6,62~ 7,46 6,4+0,7 5,82-7,63 6,6+ 0,6
C48 7,94-9,73 86107 7,77 - 9,64 8,6+0,7 7,21 -9,27 8,3+0,7
C50 10.68-11,70 11,4+04 12,23-13,13 126+0,3 10,16 — 15,14 12+ 2
C52 991-1268 11,3+09 9,61 -16,23 13 3 10,23 - 17,91 13+3
C54 3,87-543 4,6+0,7 2,44 - 8,07 6+3 4,36 - 8,33 6+ 1

—

a — Média (M) e desvio padrao (dp) de 6 lotes injetados em triplicata.

b - Dados, média (M) e desvio padréo (dp) de 7 lotes, injetados em triplicata.

T - Triacilglicerol.

Faixa de variacdo: Min = minimo, Max = maximo.
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Tabela 3 - Composigdo de triacilglicerdis (% relativa) da ragca Girolanda, Produtor

C, de acordo com a época do ano, analisados por cromatografia

gasosa, usando inje¢gdo com programacao de temperatura e coluna

capilar de silica fundida.

Verao (a) Outono (a) inverno (b)

T Min Max Meédiatdp Min Max Médiatdp Min Max Médiatdp
C26 0,47-0,30 0,22+0,06 0,13-0,24 0,249+ o,;sl 021-0,29 0,22+ 0,03
C28 0,62-093 0,810, 0,41 - 0,84 06+02 0,71-104 0,8+0,1
C30 1,12-161 1,6 +£0,2 0,84 - 1,49 1,2+03 1,27-18 1,6+0,2
C32 226-323 29:03 1,81 -2,92 26+06 263-361 29103
C34 532-661 62106 4,48 - 6,38 66+07 658-7,14 6,005
C36 11,18-12,29 11,7+04 9,66 ~12,66 11+1  10,40-12,68 11,0+0,8
C38 13,06-14,82 13,9+0,7 12,88-139 13,6+0,6 13,08-14,18 13,3+04
C40 10,66-1269 11,6+08 10,43-11,39 11,0:+04 10,89-11,70 11,2+0,3
C42 7,23-893 831086 6,46 — 8,21 76+08 7,356-895 8206
C44 6,49-836 7,607 5,91 -17,72 70+07 660-823 76+05
C46 7,16-8116 7,6+0,6 6,71 -7,88 74+04 697-79 76+03
C48 7,73-896 8,3:+06 7,96-9,18 86+04 786-846 82102
C50 864-109 93108  9,29-1207 10 £ 1 8,03-10,34 9,6+0,7
C52 6,50-869 7,6+08  6,97-13,00 10+ 2 6,90 - 9,60 9+1
C54 216-312 26104 2,06 - 6,07 4+1 2,21-4,33 3,6+07

T — Triacilglicerol.
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Faixa de variacdo: Min = minimo, Max = maximo.

a — Média (M) e desvio padrao (dp) de 6 lotes injetados em triplicata.
b - Dados, média (M) e desvio padrao (dp) de 7 lotes, injetados em triplicata.



Tabela 4 - Composi¢ao de triacilglicersis (% relativa) da raga Jersey, Produtor D,

de acordo com a época do ano, analisados por cromatografia gasosa

*

usando injegdo com programacéo de temperatura e coluna capilar de
silica fundida.

Verao (a) Outono (a) Inverno (b)

T Min Max Meédiatdp Min Max Meédiatdp Min Max Médiatdp
C26 016-020 0,48+0,02 0,13-0,20 0,17:0,03 0,46-0,26 0,22+ 0,03
C28 047-067 068+008 044-063 0571007 0,66-0,82 0,72+ 0,09
C30 081-1,20 1,1+0,2 0,84-1,16 1,0+0,1 098-1,40 1,2+0,1
C32 1,62-226 2,0+0,2 1,63 - 2,27 20+02 191-262 23+0,2
C34 4,40-533 48104 3,88 - 4,90 46+04  440-548 5,0+0,3
C36 972-1089 10,2+04 852-1065 99+08 9,00-10,37 9,8+05
C38 13,03-1537 14,1+0,9 13,02~15,60 141 13,84 -14,20 14,0+ 0,1
C40 10,47 -13,68 12 + 1 11,28 - 13,80 13+1 11,82-12,36 12,1 +0,2
C42 6,04-7,16 6,7+0,4 6,09 - 7,21 68+04 646-7,22 68103
C44 542-6,34 6,9+0,3 6,24 -6,22 59+04 560-6,16 57+0,2
C46 6596-7,26 6,7+04 6,85 - 6,86 66+04 591-646 6,110,2
C48 5,30 -9,27 8+1 7,86 -8,74 83+04 726-763 7,6+0,1
C50 10,83-13,20 11,7+0,9 10,76-11,96 11,3+0,6 9,66—11,06 10,2+0,6
C52 986-13,06 1148:1,16 8,79-14,84 11,64+224 10,48-13,14 11,82+0,90
C54 276-661 4,24+1,09 210-829 4,84+236 660-7,12 6,61 +0,49
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Faixa de variacdo: Min = minimo, Max = maximo.

a — Média (M) e desvio padrao (dp) de 6 lotes injetados em triplicata.
b - Dados, media (M) e desvio padrao (dp) de 7 lotes, injetados em triplicata.
T — Triacilglicerol.
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Figura § — Variacéo da concentragéo do triacilglicerol C26 da gordura do
leite da raga Mestica, durante a coleta.
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Figura 7 - Variagao da concentragéo do triacilglicerol C54 da gordura do
leite da raga Mestiga,durante a coleta.
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Na tabela 2, correspondente ao produtor B, verifica-se no periodo do verdao
pouca variagao, somente os triacilglicerois C26, C28, C52 e C54 apresentaram
variag@o entre 30% e 40%, enquanto nos demais esta ficou entre 8% e 25%. No
periodo do outono, os triacilgliceréis C52 e C54, apresentaram variagao de
respectivamente 71% e 231% e os demais de 7% a 38%. No periodo de inverno
nos triacilglicerdis C26 a C32 ocorreu variagdo maior que 100%, de 75 % a 91%
no C34, C52 e C54 e nos demais a faixa de variagdo foi de 21% a 52%. A
variagao na concentragdo, durante o periodo de coleta, dos triacilglicerois de
baixo, médio e alto peso molecular podem ser observados nos anexos 2 a 4.

Na tabela 3, correspondente ao Produtor C, verifica-se maior variacdo no
periodo de ver&o nos triacilglicerdis C26 de 76% e C28, C30, C32 e C54 de 43% a
50%, ficando os restantes na faixa entre 10% a 34%. No outono a variacao de
100% ou mais aconteceu no C26 e C54, 85% no C26, 77% no C30, 66% no C32 e
87% no C52. No inverno somente o C54 apresentou variagdo de 96% e o C52 de
63%, os demais mostraram variagdo menor que 46%. Os anexos 5 a 7 mostram a
variagao da concentracdo dos triacilgliceréis C26, C40 e C54, durante as coletas.

Na tabela 4, correspondente ao Produtor D, verificou-se no periodo do verio
a variacéo de mais de 100% somente no triacilglicerol C54, e durante o inverno
ocorreram as menores variagoes na gordura durante todo o tempo das coletas. As
variacdes nas concentragoes dos triacilglicerdis C26, C40 e C54 durante todo o
periodo estudado, podem ser vistos nos anexos 8 a 10.

As figuras 8 a 10 mostram o comportamento dos triacilgliceréis, durante os
periodos de ver&o, outono e inverno de acordo com as ragas estudadas.

A variacao de mais de 100% nos teores de triacilglicerdis C26, C28, C30,
C32, C34, C44, C52 e C54 foi encontrada por Precht (1992) e nos triacilglicerais
C28, C30 e C32 por Timms (1980).
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A faixa dos valores encontrados quando comparados com os resultados de
Timms (1980), mostrou ser igual para os triacilglicerdis C28, C38 e C52 e uma
faixa diferente nos triacilgliceréis C26 e C48. Os teores encontrados dos
triacilglicerdis C30, C32, C34, C36, C42, C44, C46, C50 e C54 apresentaram uma
faixa maior, enquanto que para o C40 a faixa foi menor.
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Figura 8 — Variagdo dos triacilglicerdis durante o verdo de acordo com a raga
do animal.
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Precht (1992) apresentou resultados semelhantes aos encontrados nos
triacilglicerdis C34, C36, C38, C42, C50 e C54. Os triacilglicerdis C26, €28, C30,
C32, C40, C44, C48 e C52 apresentaram faixa de variacao maior e o C46 faixa
menor, quando comparados aos de Precht.

A reprodutibilidade dos resultados das analises quantitativas dos
triacilglicerois foi expressa em termos de desvio padrao que variaram de 0,00 até
0,58 e coeficiente de variagéo que se apresentou entre 0,00 a 9,84%, calculados
de uma série de trés analises ou injegdes consecutivas. Os resultados de Timms
(1980) apresentaram desvio padrdo entre 0,08 e 1,69 e Precht (1 992) entre 0,02 e
2,14

A analise estatistica (ANOVA) foi empregada nos resultados obtidos com as
concentracdes dos ftriacilglicerdis, durante os noves meses de coleta, buscando
encontrar diferencas entre as variaveis: localizagio do animal entre os periodos
das coletas (estabulo ou estabulo mais pasto), estagdes do ano (verdo, outono e
inverno), racas (Mestica, Holandesa, Jersey e Girolanda) e as 15 dietas
oferecidas.

A analise de variancia (ANOVA) mostrou que entre as ragas Jersey,
Holandesa, Girolanda e Mestica, existe diferenca significativa, entre todos os
triacilglicerdis estudados do C26 ao C54. O teste de Tukey mostrado na tabela 5,
relaciona as diferencas dos triacilglicerbis nas respectivas ragas.

Quando se analisa a variavel estacéo de ano que neste estudo foi realizada
no periodo do ver&o, outono e inveno, o resultado da analise mostrou que existe
diferenca significativa (p<0,05) no periodo estudado nos triacilgliceréis C26, C28,
C30, C32, C34, C36, C46, C48, C50 e C54. O teste de Tukey relaciona em quais
estagbes do ano os triacilglicerdis sdo significativamente diferentes, sendo estas
diferengas mostradas na tabela 6.

Analisando-se a localizacdo do animal, obteve-se nesta varidavel duas
possibilidades, a do animal ter se localizado no estabulo e pasto ou somente no
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estabulo. O resultado da andlise de variancia (ANOVA) mostrou existir diferenca
significativa da localizagdo do animal, nos triacilgliceréis C26, C28, C30, C32, C34,
C36, C42, C44, C46, C50, C52 e C54; nos demais triacilglicerois analisados C38,
C40 e C48, nao existe diferenca significativa.

Tabela 5 — Resultado do Teste de Tukey para as diferencas entre as ragas. Os
triacilglicerdis descritos em cada quadro apresentam diferencas
significativas entre as respectivas ragas (p<0,05).

Ragas Girolanda Mestica Jersey Holandesa
Girolanda - s . -
Mestica | (o6 28,30, ; - :
C32,C34,C36,
C38,C42,C44,
C46,C52, C54
Jersey | 2628030, (€26,028,C30, - -
C32,C34,C36, (C32,C34,C36,
C38,040,42,C44, ©40.042,C44,
Ca6Cs2C54  C4B.CS0.C2
C54
Holandesal )5 cog 30,  ©26,C28,C30,  €26,C28,C30, :
C38,C40,C48, C32,C34,C36  (C32,C34,C36,
C50- C40,C42,C44,  C42,C44,C46,
C46,C48,C50,  C50,C52,C54
C52,C54
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Tabela 6 — Resultado do Teste de Tukey para a variavel estacdo do ano. .Os
triacilglicer6is descritos em cada quadro apresentam diferencas
significativas entre as estagdes do ano (p<0,05).

Verdo Outono Inverno

Inverno | C36,C46,C48,C54 C26,C28,C30,C48,C50
Outono | C30,C32,C34,C36
Verdo - a

A analise de variancia (ANOVA) mostrou haver diferenga significativa
(p<0,05) entre os triacilgliceréis e as dietas. O teste de Tukey que analisa a
influéncia das 15 dietas em cada um dos triacilgliceris mostrou haver diferenca
significativa (p<0,05) em relagcdo as 15 dietas oferecidas aos animais, nos 15
triacilglicer6is determinados. Pode-se observar que os triacilgliceréis que
obtiveram maior diferenca significativa entre as dietas foram o C26, C30, C32,
C34, C36, C42, C44, C50, C52 e C54. As diferengas significativas de cada
triacilglicerol em relagdio a cada uma das dietas podem ser observadas nos
anexos 11 a 25.

6 - Conclusdo

O método cromatografico empregado mostrou ser eficiente na separaco,
identificag@o e quantificagdo dos triacilglicerdis da gordura do leite.

Foram identificados e quantificados 15 triacilgliceréis do C26 ao C54.

Boa reprodutibilidade foi conseguida, visto que o maior desvio padr&o obtido
foi o de 0,81, com coeficiente de variagdo menor que 10%.
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A composigdo em triacilgliceréis da gordura do leite produzido na regiéo de
Campinas mostrou variacdo significativa em todos os triacilgliceréis, do C26 ao
C54, em relagdo a raga do animal, época do ano, localizag&o do animal (pasto ou
estabulo) e tipo de racao.
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Capitulo 6 ~ Metodologia Analitica para Determinacgao de
Adulteracdao em Gordura de Leite

1 - Resumo

O objetivo deste estudo foi desenvolver uma metodologia analitica capaz de
caracterizar a autenticidade da gordura do leite e seus derivados. A pureza da
gordura do leite foi avaliada pela analise de seus triacilglicerdis por cromatografia
gasosa usando alta temperatura e injetor com programagdo de temperatura,
levando-se em conta a sua variabilidade relacionada a fatores genéticos,
climaticos e alimentares. Baseado neste estudo foi aplicada andlise estatistica
fatorial no perfil de triacilgliceris da gordura de leite genuina, na qual foram
monitoradas todas as variaveis, que de acordo com a literatura sdo capazes de
modificar a sua composi¢éo e nos dados de adulteracio da gordura genuina com
oOleos vegetais de soja, girassol e milho na proporgéo de 5, 10 e 20%. Este estudo
proporcionou a elaboragéo de um programa de computador, capaz de determinar
a adulterag@o de gordura de leite com gordura estranha, na faixa de 10% ou mais.
Este estudo estatistico foi comparado com o estudo feito por regressdo linear
multipla proposta por Timms (1980) para gorduras de leite australianas e por
Precht (1991 e 1992) para gorduras de leite germanicas.

2 = Summary

The objective of this study was to characterize the authenticity of milk and
milk products. Purity of milk fat was evaluated by analysis of its triacylglycerols by
high temperature gas chromatography with a programmed temperature injector,
wherein variability related to genetic, climatic and feeding factors was taking into
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consideration. Based on this study, a factorial statistical analysis was applied to the
triacylglycerol profile of genuine milk fat, in which all the variables which, according
to the literature, are capable of modifying the composition, were monitored; and to
the data related to genuine milk fat that was adulterated with soybean, sunflower
and comn oils, in a proportion of 5, 10 and 20%. Said study has been compared
with the study performed by multiple linear regression proposed by Timms (1980)
concerning Australian milk fat; and by Precht (1991 and 1992) concerning German
milk fat.

3 = Introducéao

De acordo com Younes & Soliman (1986) o conhecimento da composigéo
da gordura do leite, de outras gorduras animais e de 6leos vegetais, pode ser util
no estudo da adulteragZo, pois com o conhecimento da composicdo de cada uma
destas gorduras, & possivel se saber a faixa normal de variagdo de um
determinado elemento nesta gordura, e este ser um indicador da adulterag&o.

No leite de mamiferos a gordura é qualitativa e quantitativamente muito
variada, tornando-se um problema, devido a ndo se ter um componente
especifico, quando se deseja determinar a adulteracéo.

Os primeiros testes para determinar a adulteracéo foram realizados atraves
testes quimicos como Reichert-Meissl e Polenske (Laruelle et al., 1976), que
determinam os acidos graxos soltveis e insolGveis em agua.

Parodi em 1972, relacionou dois métodos para determinar a autenticidade
da gordura de leite: determinagéo do perfil de triacilglicerois e analise de esterois.
Neste trabalho, Parodi subestimou a variagdo da composi¢édo da gordura do leite,
e este fato conduz a resultados errdneos, apesar desta técnica contribuir para a
determinagdo da adulteracdo de gordura de origem vegetal e animal. O método
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de determinaco de esterdis é Util na determinagéo de adulteragdo somente por
gordura de origem vegetal.

Precht (1992) descreve métodos por cromatografia gasosa de &cidos
graxos, triacilglicerdis e esteréis, para determinar a autenticidade da gordura do
leite pelo estudo do perfil de &cidos graxos ou triacilgliceréis e relagbes entre estes
componentes, levando-se em conta a variabilidade deste perfil, em retacdo a
fatores genéticos, climaticos e alimentares. Tendo como base esta variabilidade, é
possivel definir correlagdes fundamentais entre os componentes.

Em 1980 Timms demonstrou que era possivel determinar a adulteracdo da
gordura do leite da Australia com gorduras estranhas, através de uma analise
estatistica de dados auténticos. Descreveu uma férmula fazendo uso dos
triacilglicerdis C40, C42 e C44, utilizando regresséo linear multipla.

Em 1991 Precht publicou um artigo sobre o controle da pureza da gordura
do leite, e definiu que para gorduras de leite da Europa a formula de Timms, ndo
se aplicava, devido a maior variabilidade dos dados, e assim, usando a mesma
idéia de Timms, pesquisou a variabilidade da gorduras auténticas de seu pais,
formulando assim uma equagdo geral e outras especificas para cada tipo de
adulteracao, utilizando na equagado geral os triacilglicerdis C26, C28, C30, C32,
C34, C40, C42, C44 e C46.

Em 1992 Precht refez seus céiculos baseando-se na andlise de
triacilglicerdis de 755 gorduras de leite e 20 gorduras estranhas. Em todas estas
gorduras analisadas, foram realizadas misturas simuladas em computador com
diferentes quantidades de gorduras estranhas, e entdo, foi fixada como gordura
modificada de leite, aquela que apresentasse pelo menos um dos triacilgliceréis
fora da faixa de variagdo medida para gordura de leite. A férmula, entdo
estabelecida, através de procedimentos estatisticos delineados no artigo, permitiu
a deteccéo de gordura estranha com substancial melhora na sensibilidade. Os
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triacilgliceréis que compdem a equagdo geral sdo: C32, C35, C44, C46, C48 e
C50.

Contarini & Battelli (1993) usaram a férmula proposta por Precht para
determinar a autenticidade da gordura de leite, através da analise de triacilgliceris
por cromatografia gasosa. Conseguindo, deste modo, determinar a adicéo de
cerca de 5 a 10% de gordura estranha na gordura do leite.

Contarini & Battelli (1997) aplicaram o método oficial da Comunidade
Européia na avaliagdo da autenticidade da gordura de leite. O método & valido
apesar de necessitar de uma longa fase experimental pois requer numerosos
testes interlaboratoriais, a fim de se determinar uma faixa precisa de variacéo dos
triacilglicerdis.

Banfi & Bergna (1999) verificaram a pureza de gordura do leite pelo método
oficial da Unigo Européia (EU), que é baseado na determinagdo por cromatografia
gasosa dos triacilglicerdis de acordo com o total de ndmero de atomos de
carbono, seguida da aplicagdo da férmula derivada da regresséo linear multipla. 0O
método oficial sugere a injegdo “on-column”, no entanto, eles usaram a injecao
com programagdo de temperatura, conseguindo obter os mesmos resultados de
repetibilidade e reprodutibilidade estabelecidos pelo método oficial.

Na literatura, varios tipos de adulterantes da gordura do leite s&o citados.
Hendrickx & Huyghebaert (1971), descreveram as gorduras de substitui¢ao,
compreendendo as gorduras que foram modificadas para imitar da melhor maneira
possivel a gordura butirica. Sdo assim consideradas as gorduras naturais ou
misturas de gorduras naturais, as gorduras interesterificadas, 6leo de coco ou de
palmiste (tendo em vista obter uma quantidade suficiente de acidos graxos de
cadeia média), triacilglicerdis sintéticos como a tributirina -C12H2306-(visando
aumentar a quantidade de &cidos graxos de cadeia curta) e a tricaprina, a fim de
normalizar a relagdo C12:0/C10:0. Além das gorduras de origem vegetal, como
oleo de soja e de girassol e gordura animal.
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As gorduras de origem vegetal mais utilizadas como adulterantes s3o 6leos
de girassol; algod&o; soja, soja e algod&o parcialmente hidrogenado, coco: mistura
de 60% de margarina de éleo de milho hidrogenado e 40% de creme de manteiga
doce, margarina e leite de soja; oliva, palma; parte comestivel do gérmen de trigo
e Oleo de gérmen de trigo (Parodi, 1972; Younes & Soliman, 1986; Soliman &
Younes, 1986; Fox et al., 1988; Duthie et al., 1988; Sato et al., 1990;. Precht,
1991; Precht, 1992; Lercker et al., 1992; Fuente & Juarez, 1999).

As gorduras de origem animal mais citadas na literatura como adulterantes
séo o sebo, toucinho e a banha de porco (Soliman & Younes,1986; Precht, 1991:
Precht, 1992; Lercker et al., 1992; Fuente & Juarez, 1999).

Collomb & Spahni (1991) descreveram varios tipos de adulterantes de
gordura de leite para consumo humano e animal. Entre os adulterantes da gordura
de leite para consumo humano cita as gorduras de substituicdo, compreendendo
as margarinas, bebidas de soja e as gorduras sintéticas; os produtos de imitagio
compreendendo as misturas de manteiga e gorduras vegetais; misturas com
gorduras tecnologicamente modificadas, como gorduras vegetais submetidas a
hidrogenacao e transesterificacao.

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um método analitico e estatistico
para determinac&o de adulteracdo em gordura de leite.

4 - Material e Métodos

4.1 - Material

Amostras de leite foram coletadas duas vezes ao més, no inicio do verdo até
o final do periodo do invemo. A definicdo do periodo de coleta, baseou-se no
trabalho de Precht (1992), que caracterizou a gordura do leite durante todas as
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estacbes do ano. Como em nosso pais ndo possuimos estagbes do ano
suficientemente definidas, foi escolhido o periodo de 9 meses, visto que ndo ha
diferencas de temperatura significativas entre a primavera e o0 outono.

Foram escolhidas 4 racas de animal:;, Mestica, Holandesa, Jersey e
Girolanda, disponibilizadas pelos produtores da Cooperativa dos Produtores de
Leite da Regido de Campinas, denominados respectivamente de produtor A, B, C
eD.

Foram realizadas 19 coletas de amostras de leite onde foram monitoradas
algumas varidveis, sobre os animais, que de acordo com a literatura sao
importantes na variagdo da composigdo da gordura do leite, tais como:
alimentacdo oferecida; localizagdo do animal, pasto ou estabulo e época do ano
em que foi realizada a coleta, isto €, verao, outono e inverno. A monitoragao das
variaveis foi realizada através de um formulario simples, fornecido a Cooperativa

que deveria ser preenchido no periodo da coleta e que pode ser visto no anexo 1.

Amostras de 6leo de soja, milho e girassol, utilizadas para adulteragao da
gordura do leite foram adquiridas no mercado local. A adulteracgo foi realizada
pela adicdo de 5, 10 e 20 % de cada 6leo na gordura do leite de um dos
produtores, escolhido aleatoriamente.

4.2 — Preparagdo da amostra

4.2.1 - Extracdo da gordura

A extracdo da gordura do leite puro e adulterado foi realizada através do
método Rose-Gottlieb que é indicado para produtos lacteos, de acordo com o
Método 905.02, item 33.2.25 da Association of Official Analytical Chemists —
AOAC (1997).
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O método Rose-Gottlieb é usado principaimente em produtos lacteos e
envolve a precipitagdo e solubilizagdo da proteina por etanol e aménia
respectivamente, e subseqiiente extragcdo da gordura com uma mistura de éter
etilico e éter de petroleo.

4.2.2 - Separagdo dos triacilgliceréis

A separagdo da gordura foi realizada por extragdo em fase sélida, de
acordo com Lercker, G. et al. (1992).

Numa coluna de vidro adicionou-se 500 mg de silica 60 (Merck) e em
seguida cerca de 1,0 cm de sulfato de sédio. O acondicionamento da coluna foi
realizado através da passagem pela coluna de 3 mL de hexano. Cerca de 0,02g
de gordura foi dissolvida em hexano e carregada no topo da coluna. Os
triacilglicerois foram eluidos por adigdo de 3 mL de hexano, seguida de 3 mL de
solugéo hexano:éter etilico (8:2). A solugéo eluida da coluna foi levada a secura
em banho-maria (50-60°C) e diluida em 10 mL de hexano com grau de pureza

cromatografica. Um volume de 1,0 ulL da amostra foi injetado no cromatégrafo.

4.3 - Método

4.3.1 - Equipamento

Cromatografo gasoso marca Varian 3400, equipado com coluna capilar de
silica fundida de 30m de comprimento por 0,32mm de diametro interno e
espessura de filme de 0,1 um com fase estacionaria de 5% fenil 95% metilsilicone

DBSHT (J&W), com temperatura limite de uso de 400°C. Injetor Varian 7865 com

programacao de temperatura. Detector de ionizag&o de chama.
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Processamento dos dados - realizado por MS-DOS 6 - “Star
Chromatography Workstation”.

4.3.2 - Reagentes

Solugdo - padrdo - 5 triacilglicerdis saturados C30 (tricaprilina - Sigma), C36
(trilaurina - Sigma), C42 (trimiristina - Sigma), C48 (tripalmitina - Sigma) e C54
(triestearina - Sigma), dissolvidos em hexano (Li Chrosolv) em concentracbes
semelhantes.

4.3.3 - Condi¢cdes cromatograficas

Programagao do injetor

Temperatura inicial de 100°C com isoterma de 15 segundos, em seguida a
temperatura foi elevada para 380°C, numa razdo de 200°C/minuto.

A injecdo foi realizada no modo “splitiess” pelo periodo de 2 minutos. No
periodo em “split” a raz&o foi 1:25.

Programacgéo da coluna

Temperatura inicial da 210°C, com isoterma de 1 minuto Logo depois a
temperatura foi aumentada para 250°C na razdo de 20°C/minuto, isoterma de 1
minuto e posterior aumento para 360°C na razédo de 4°C/minuto.

Detector
Detector a temperatura de 400°C.
Gases — hidrogénio com fluxo de 30 mL/minuto, nitrogénio com fluxo de 30

mL/minuto e ar sintético com fluxo de 300 mL/minuto.
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Fase mével

O gés de arraste usado foi o hidrogénio com velocidade linear de 2,1
cm/minuto.

4.4 - Analise qualitativa e quantitativa

A identificag@o foi realizada através da comparagéo dos tempos de retencdo
(tr) e do tempo de retengdo corrigido (tr') dos picos da amostra analisada com o de
padrées, e a técnica de co-elui¢do (spiking) de padrées junto com amostra.

A quantificag@o foi realizada por normalizaggo interna, com obtencdo da
porcentagem relativa de cada fracéo de triacilglicerdis.

4.5 - Andlise estatistica

Para verificar diferencas entre a composigdo da gordura do leite puro,
considerando toda a sua variagdo durante o periodo de coleta, e as gorduras de
leite adulterada com dleos vegetais, os dados primarios obtidos dos cromatogramas
dos 15 triacilgliceréis foram analisados pela técnica Estatistica Multivariada de
Analise Fatorial com rotacdo promax. Com a analise fatorial obteve-se trés fatores
que foram submetidos & Analise Discriminante, resultando em duas fungdes
discriminantes que proporcionaram a criacdo de uma planilha de calculo no Excel
para se obter uma regra de decisdo, capaz de determinar se os dados de uma
amostra desconhecida é constituida de gordura pura ou adulterada. Utilizou-se o
pacote estatistico SPSS (Statistical Package Software System).
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5 - Resultados

Os dados referentes a andlise de triacilgliceréis, durante os periodos do
verao, outono e inverno, das coletas de leite dos produtores A, B, C e D, que
correspondem respectivamente as racas Mestica, Holandesa, Jersey e Girolanda,
sdo mostradas na Tabela 1, onde pode-se verificar a faixa de variagdo da
concentracéo de cada triacilglicerol, durante a época de coleta bem como a média
e desvio padrdo. Dentro

desta faixa de concentragdo estdo incluidas as variagbes devido ao tipo de
alimentacéo (15 dietas diferentes) e localizacdo do animal (pasto ou estabulo). As
figuras 1 a 4 mostram os cromatogramas do perfil dos triacilgliceréis obtidos em
cada raca e a figura 5 mostra a concentragdo média dos triacilglicer6is durante o
periodo da coleta de acordo com a raga.

A raca Girolanda apresentou uma maior variagdo percentual para os
triacilglicerdis de baixo e médio peso molecular em relacdo as demais racas,
porém o maior percentual para os ftriaciigliceréis de alto peso molecular foi
apresentado pela raca Mestica.

Os dados referentes a analise de triacilgliceréis da gordura adulterada com
5, 10 e 20% de odleos de soja, girassol e milho podem ser vistos nos anexos 26 a
28.

5.1 — Anélise fatorial

O objetivo da analise fatorial € reduzir o nimero de variaveis, porque com
os 15 triacilglicerdis identificados e quantificados, temos um espago com 15
dimensées (C26 a C54) e temos de reduzi-los para um espago menor. A anélise
fatorial, produz uma matriz, [n x p], onde n = nimero de amostras e p = numero de
variaveis ou triacilgliceréis (C26 a C54), respectivamente em linhas e colunas,
correspondendo a 228 x 15, ou seja , 3420 dados. A partir desta matriz aplica-se o
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meétodo de extragdo de componentes principais, que delimita as areas onde se
encontram os fatores mais importantes, e que estdo dispostos em sua diagonal. A
tabela 2 mostra os 15 fatores ou 15 novas variaveis obtidos, que explicam 100%
da variabilidade dos dados. A escolha de somente trés fatores baseou-se no
resultado do autovalor do fator, que deve ser maior que 1 ou na variancia
explicada que deve ser maior que 10%. Portanto, os 3 primeiros fatores possuem
este alvo e foram os escolhidos, explicando 96,2% da variabilidade dos dados. No
grafico do anexo 29, verifica-se que a partir do terceiro os demais fatores possuem
baixos significados. O primeiro fator correspondendo a correlagdes de primeira
ordem, encontra-se os triacilgliceréis que possuem maior correlacdo entre si e
explica 70,7% da variabilidade dos dados, o segundo fator onde se encontram os
triacilglicerdis que possuem correlagdo mediana, correlagdes de segunda ordem,
explica 158% e o terceiro fator com os triacilglicerdis de baixa correlagao
(correlagbes de terceira ordem) explica 9,7%.
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Tabela 1 — Composic&o de triacilgliceréis da gordura do leite em %, determinados
por cromatografia gasosa.

Mestica Holandesa Girolanda Jersey

Min Max Midp | Min Max. Midp | Min Max. Midp | Min Max. M:dp

c26| 008020 012:00)| 009024 016:003| 013030 021300| 043025 01900
c28| 0,25-0,56 °=379ﬂ-° 0,310,76 05101 | 041104 07:0,1 | 044082 0,601
c30| 050-1,04 07:02 | 057-1,29 1,0+0,2 | 08418 14402 | 080140 1,1+0.2
c32| 094206 1,3:03 | 1,15251 2,004 | 1,81-361 28:04 | 162260 21103
C34| 247492 35106 | 290549 46:07 | 448714 59i06 | 3,88548  4,8:04
c36| 671987 84108 | 7,0011,08 9711 | 9561258 11,3:0,8 | 8521089  9,9+0,7
c38| 11,6462 1431 | 11,21-1518 13,610,8 | 12,88-14,82 13,6106 | 13,0215,60 14,1+0,7
c40 | 10,36-14,42 1241 | 9,70-13,02 11,3:0,7 | 10431269 11,2:05 | 10471380  12+1
c42| 4,80-699 57405 | 528776 66106 | 646895 80:07 | 604722 68104
c44| 355620 47+06 | 4,897,068 59106 | 591836 74106 | 524634 538:0,3
c46| 4,256,83 54106 | 567-7,88 66106 | 671816 75104 | 585726 6,404
c48| 660888 7,8:06 | 721973 85107 | 7,73918 83:04 | 7,25956  8,1+0,7
c50 | 10,79-14,72  13+1 | 10,16-1544 11,9+1,1 | 8,031207  10+1 | 9,66-13,20 11,0+0,9
€52 | 11,38-20,33 157+2,3 | 9,5117,91 124123 | 5901300 86416 | 8791484 11,6114
c54| 3,93-11,33 7,841,9 | 244833 54117 | 206607 311 | 210829 5317

T — Triacilglicerol
Faixa de variagdo: Min = minimo, Max = maximo
M+dp = média + desvio padrdo de 19 amostras durante 9 meses.
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Figura 1 — Perfil de triacilglicertis da gordura de leite de vaca Mestica — Produtor A.
Coluna-95% metilfenilsilicone (30mx0,32mmx0,1uym)-210°C(1 min), 210-
250°C (20°C/min) e 250-360°C (4°C/min). Injetor de 100°C (15 seg)-100-
380°C (200°C/min). Detector a 400°C. Inje¢do “splitiess™-2 min. Velocidade
linear de H, -2,1cm/min.
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Figura 2 — Perfil de triacilglicer6is de gordura de leite de vaca Holandesa — Produtor B.
Coluna-95% metilfenilsilicone (30mx0,32mmx0,1um)-210°C(1 min), 210-250°C
(20°C/min) e 250-360°C (4°C/min). Injetor de 100°C (15 seg)-100-380°C
(200°C/min). Detector a 400°C. Injecdo “splitiess”-2 min. Velocidade linear de
H, -2,1cm/min.
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Figura 3 — Perfil de triacilgliceris de gordura de leite de vaca Girolanda — Produtor C.
Coluna-95% metilfenilsilicone (30mx0,32mmx0,1pm)-210°C(1 min), 210-
250°C (20°C/min) e 250-360°C (4°C/min). Injetor de 100°C (15 seg)-100-
380°C (200°C/min). Detector a 400°C. Injecdo “splitless”-2 min. Velocidade

linear de H, -2,1cm/min.
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Figura 4 — Perfil de triacilgliceréis de gordura de leite de vaca Jersey — Produtor D.

Coluna-95% metilfenilsilicone (30mx0,32mmx0,1pm)-210°C(1 210-
250°C (20°C/min) e 250-360°C (4°C/min). Injetor de 100°C (15 seg)-100-
380°C (200°C/min). Detector a 400°C. Injecdo “splitless”™-2 min. Velocidade

min),

linear de H, -2,1cm/min,
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Figura 5 — Concentragdo média de triacilglicer6is durante a coleta de acordo

com a raga.

Cada fator corresponde a uma fungéo do tipo, F123 = ZwiCn, onde w;s&0 0s
pesos correspondentes e Cy, o triacilglicerol. A composigdo dos trés fatores e seus
respectivos pesos, que determinam a importancia relativa de cada década uma

das varidveis originais dentro do fator, est4 descrita na tabela 3.

Verifica-se que no primeiro fator os triacilglicerdis de maior peso molecular,
C50, C52 e C54, estdo em oposicdo aos de medio e baixo peso molecular,
ocorrendo o mesmo fato no segundo (C52 e C54) e no terceiro fator (C54). Todos
os triacilglicerdis possuem pesos em todos os fatores, porém estes foram omitidos

quando o seu peso foi desprezivel no respectivo fator. A tabela completa pode ser

vista no anexo 30.
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A matriz de covariancia mostrou que todos os fatores s&o independentes,
sendo, portanto possivel plota-los. A figura 6 mostra o espago onde estdo
localizados os trés fatores com seus respectivos triacilglicerdis de maior
importancia. As figuras 7 a 9 mostram a visualizacdo destes fatores no espaco de
duas dimensdes aplicado aos dados de leite puro e adulterado, e observa-se que
os dados do leite adulterado concentram-se préximos a alguns dados do leite

puro, podendo ser confundidos com estes ultimos.

Apos a formagdo da matriz de correlagdo e delineamento dos fatores foi
montada uma nova matriz [n x p], onde n (linha) corresponde aos fatores e p
(colunas) os triacilglicerdis, e novas constantes foram produzidas. A soma de cada
coluna resultou no denominado escore fatorial, para cada um dos respectivos
fatores. A partir destes dados foi possivel delinear modelos para visualizar os
dados estudados no espago tridimensional, figura 10, e no plano, figuras 11 a 13.
Observa-se na figura 10 que os dados de leite puro e adulterados estdo agora

mais condensados.
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Tabela 2 - Andlise de componentes principais e variagdo aplicada aos trés

fatores.
Autovalores iniciais Soma de quadrados de | Soma de quadrados
Compo extracdo com rotagdo
nentes Total % de |% acu-{ Total % de |% acu- | Total | % de | % acu-
variacda | mulada variacdo | mulada variacdo| mulada
1 10,606 70,704 | 70,704 | 10,606 | 70,704| 70,704 | 8,339 | 55,591 55,591
2 2,377| 15,849 86,552| 2,377| 15,849| 86,552 3,962 | 26,415 | 82,006
3 1,453 9,684 | 96,236 | 1,453 9,684 96,236 2,134 | 14,230| 96,236
4 0,198 1,320 97,556
5 0,170 1,136 | 98,692
6 8,457e-2 0,564 | 99,256
7 4611e-2 0,307 | 99,563
8 2,211e-2 0,147 | 99,711
9 1,486e-2| 9,903e-2| 99,810
10 1,362e-3| 9,079e-2| 99,901
11 7,847e-3| 5,231e-2| 99,953
12 2,899e-3| 1,933e-2| 99,972
13 2,467e-3| 1,645e-2| 99,989
14 1,140e-3| 7,601e-3| 99,996
15 5,504e-4 | 3,669e-3| 100,00
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Tabela 3 - Matriz de componentes rotacionados mostrando a
composicao dos 3 fatores e seus respectivos pesos.

Componentes
1 2 3

C50 -0,970

C28 0,960

C30 0,960

C26 0,948

C32 0,943 0,320

C34 0,881 0,452

C42 0,812 0,534

C52 -0,768 -0,578

C44 0,768 0,623

C36 0,751 0,572

C48 0,973

C46 0,615 0,782

C54 -0,417 -0,760 -0,465
C40 0,972
C38 0,909

Método de rotacdo: Varimax com Normalizagao Kaiser.
Rotag¢do convergida em 5 iteraces.

A figura 11 mostra que no escore do fator 1 os dados do leite adulterado
estdo contidos dentro da faixa de dados do leite puro, concluindo-se que este fator
néo é capaz de diferenciar estes dois grupos. Na figura 12 os dados do leite puro
encontram-se numa faixa amplamente diferenciada, concluindo-se que o fator 2
capaz de diferenciar os dois grupos de leite. Na figura 13 observa-se que uma
pequena faixa dos dados de leite adulterado encontram-se na faixa de leite puro.
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Rotacédo dos Fatores

Componente 2
0.0 2P

-5

1,0

00 0,0

Componente 1 Componente 3

Figura 6 — Gréfico da Rotagéo dos 3 Fatores, mostrando onde estao

localizados os triacilglicerdis no espago tridimensional.

Fa-
tor

—_ Leite + dleo

- ® Leite puro
Fator 1

Figura 7 — Fator 1 e fator 2 vistos no plano, mostrando os dados de
leite puro e adulterado.
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N Leite + b6leo

Leite puro

Fator 1

Figura 8 — Fator 1 e fator 3 vistos no plano, mostrando os dados de
leite puro e adulterado.

Fa
tor | »
3
= « Leite + Oleo

Fator 2

e = Leite puro

Figura 9 — Fator 2 e fator 3 vistos no plano, mostrando os dados de
leite puro e adulterado.
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Produto Analisado
& Leite + Oleo
2
Escore do 1 Leite puro
fator 2
0
-1
-2
4 3 3 P 4
) -1 3 = -1
Escore do fator 1 Escore do fator 3

Figura 10 — Grafico dos escores do leite puro e adulterado em cada um dos

fatores

Es -
core
do
fator
1 e —
]
Leite + dleo

Leite puro

Figura 11 — Fator 1 mostrando os escores do leite puro e adulterado com

6leos de soja, milho e girassol.
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Es-
core
do
fator

Leite puro Leite + Oleo

Figura 12 — Fator 2 mostrando os escores do leite puro e adulterado com

6leos de soja, milho e girassol.

"
Es- —B
core
do i
fator -
3

Leite puro Leite + Oleo

Figura 13 — Fator 3 mostrando os escores do leite puro e adulterado com

6leos de soja, milho e girassol.
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O teste de variancia mostrou que o fator 1, 2 e 3 para o leite puro diferem
significativamente do leite adulterado (p<10%).

Verificou-se através do teste t de médias que o fator 1 é significativamente
diferente no intervalo de confianca de 95%, o fator 2 no intervalo de confianca de
10% e o fator 3 ndo ¢ significativamente diferente. Estes dados estio descritos no
anexo 31. Confirmando-se entdo, que os trés fatores deveriam ser usados para
discriminar os dados.

5.2 - Analise discriminante

E necessario definir uma funcé@o que selecione quais os fatores ou grupo de
fatores que s&@o capazes de discriminar leite puro de leite adulterado. A analise
das variaveis (“step wise’), anexo 32, demonstrou que os trés fatores devem
participar desta fung&o, pois o valor de Lambda de Wilks é alto. De acordo com o
teste do coeficiente da fungéo discriminante canénica obteve-se o julgamento que
o fator mais importante é o fator 2, com coeficiente de 1,153, o segundo fator em
importancia € o 3, com coeficiente de 0,825 e o terceiro o fator 1 com coeficiente
de 0,249. No teste da qualidade da fungdo, no anexo 20, observa-se que a funcéo
é dita boa, porque: A = 0,481, p = 0,00 (<0,05), x? = 184,044 e p = 0,00001
(p<0,05). As fungdes lineares discriminantes de Fisher definidas foram:

f leite puro = - 0,175 + 0,088.f; + 0,410.f, + 0,294 f5
f leite adulterado = - 6,765 - 0,747 f, - 3,465.f, - 2,480.f5

A fungao discriminante linear possui dois centréides, uma para leite puro em
0,356 e outra para leite adulterado em — 3,006. Estes dois pontos podem ser melhor
visualizados na figura 14 que mostra a distribuico da fungéo canénica para leite
puro e leite adulterado. A figura foi disposta sobre uma linha reta, mostrando que os
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dados estdo deslocados a partir do zero, os do leite adulterado a esquerda

(valores negativos) e os do leite puro a direita (valores positivos).

Fre
qd
en
cia

dp=137
Média =-3,01
N = 27,00
500 450 -400 -350 -300 -250 -200 ~-1,50

475 425 375 32 275 225 75 235 175 125 075025 025 075 125 175 225 275

dp=085
Média = 0,36
N = 226,00

Médias Médias

l

Figura 14 - Grafico da funcéo discriminante linear candnica para leite puro e
adulterado

5.3 — Regra de deciséo

Aplicando-se os dados de 228 observagdes para leite puro e 27 para leite
adulterado, verifica-se que para leite puro a andlise discriminante prediz 226 e
para leite adulterado 18, errando os noves restantes. Pode-se entéo definir que a
fungdo discriminante para leite puro possui uma sensibilidade de 991% e
especificidade para leite adulterado de 66,7%. Dados descritos no anexo 33.

A especificidade baixa pode ser averiguada através do teste de predicdo.
Analisando-se a predigéo dos grupos analisados entre leite puro e leite adulterado
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com 5, 10 e 20 % de dleos de soja, milho e girassol, que pode ser vista no anexo
34, verifica-se que os dados referentes a adulterac@o com 5% de 6leos de milho,
soja e girassol, ndo sdo possiveis de serem identificados, enquanto que as
adulteragdes com percentuais de 10 e 20 %, s&o possiveis de serem detectadas.
A baixa especificidade pode ser atribuida a alta variabilidade da gordura, porque
dados de gordura de leite puro se confundem com os de adulterado, ou pouca
quantidade de amostras de dados com gordura de leite adulterados, sendo
sugerida a pesquisas futuras a anélise de adulteragGes em faixas mais estreitas.

5.4 - Automatizacdo da anéalise estatistica

Para a aplicag@o desta andlise estatistica em amostras desconhecidas e
predizer automaticamente se consiste em gordura de leite pura ou adulterada, foi
elaborada uma planilha de caiculo no Excel, capaz de facilitar a decis3o.

Esta planilha desenvolvida promove a padronizag&o dos triacilglicerois, pela
determinag@o dos fatores que é soma ponderada dos ftriacilgliceréis, calcula o
escore fatorial, que &€ uma soma ponderada dos fatores, e calcula a funcdo
discriminante para cada grupo de leite puro e leite adulterado, determinando uma
regra de decisdo, se a fungdo discriminante para leite puro for maior ou igual a
fung@o discriminante para leite adulterado, esta amostra é dita pura e no caso em
que a fungdo discriminante para leite puro for menor que a fungdo para leite
adulterado a amostra é considerada adulterada.

O programa desenvolvido possui uma tela, que pode ser vista na figura 15, na
qual uma coluna € destinada a se inserir o valor percentual dos 15 triacilgliceréis
(C26 a C54), analisados por cromatografia gasosa, de uma amostra desconhecida.
Ap6s a introdugdo do ultimo valor, uma outra janela mostrara o resultado destes
dados, se pertencem a uma amostra pura ou adulterada.
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Software para determinar se uma nova amostra de analise de gordura de leite

é Pura ou Adulterada

Picos % Area J
C26 0.15 \
C28 0.45 Entre nesta coluna
com os % de area
30 0.0 dos triacilglicerdis
C32 1.60
C34 3.70
C36 8.50 Tipo de Leite?
C38 13.00 Puro
C40 11.50
C42 5.60
C44 4.60
C46 5.20
C48 7.20
C50 11.80
C52 15.40
C54 10.80
Soma 100.34

Figura 15 — Programa desenvolvido. Exemplo de como s&o inseridos os dados de
uma amostra desconhecida.
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Comparando a variagéo dos dados percentuais dos triacilgliceréis obtidos
durante o periodo de coleta com os dados da variagédo publicados por Timms
(1980) e Precht (1992), podemos verificar que a variagao das concentracbes dos
triacilglicerdis de nossos dados difere dos de Timms, principalmente nos
concentragdes dos triacilgliceréis C26, C32, C34, C36, C38, 40, C44, C50, C52 e
C54 e dos dados de Precht nos triacilgliceréis C26, C28, C32, C38, C40, C50 e
C52.

Empregando as férmulas proposta por Timms (1980) e Precht (1992), nas
adulteragbes realizadas em laborat6rio, obtivemos o resultado mostrado na Tabela
4, onde a coluna R correspondente a Timms (1980) representa a aplicagéo da
formula, R = 14,197 C40 - 36,396 C42 + 32,364 C48, que define uma faixa de
confianca de 99% para gordura de leite no intervalo de R = 98,12 - 101,88. Os
resultados obtidos em laboratério com a adulterag&o de uma gordura de leite com
5, 10 e 20% de bleos vegetais de soja, girassol e milho mostraram que a formula
proposta ndo atende ao perfil de variabilidade da gordura de leite brasileira.
Verifica-se que a gordura genuina foi dita estar adulterada e a adulteragdo com
10% de oleo de soja e 10% de dleo de milho foram consideradas puras.

Utilizando os dados de adulteragdo na formula geral proposta por Precht,
D., (1991):

R =-2,7575 C26 + 6,4077 C28 + 5,5437 C30 - 5,3247 C32 + 6,2600 C34 +
8,0108 C40 — 5,0336 C42 + 0,6356 C44 + 6,0171 C46, que cobre a adulteragao
com todas as gorduras estranhas e provém limites de detecgéo de 4 a 5%, na qual
a gordura pura deve estar na faixa de R = 97,63 — 102,42, com 99% de confianga,
verificou-se que a formula classificou o leite puro como adulterado e as
adulteracdes com 5 e 10% de 6leo de soja foram consideradas como gordura de
leite pura.
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Tabela 4 — Comparagao dos dados da gordura de leite adulterada empregando o
programa desenvolvido e as formulas de Timms (1980) e Precht

(1992).

oette e Timms(1) Precht{2) Precht(3) Proposta(4)
% Soja Girassol Milho

100 O 0 0 Adulter. Adulter. Adulter. Puro
95 5 0 0 Adulter. Puro Puro Puro
%0 10 0 0 Puro Puro Puro Puro
80 20 0 0 Adulter. Adulter.  Adulter. Aduliter.
95 0 5 0 Adulter. Aduiter. Puro Puro
90 0 10 0 Adulter. Adulter. Puro Adulter.
80 0 20 0 Adulter. Adulter.  Aduiter. Aduiter.
95 0 0 5 Adulter. Adulter. Puro Puro
90 0 0 10 Puro Adulter.  Adulter. Adulter.
80 0 0 20 Aduliter. Aduilter.  Adulter. Aduliter.

(1) R da equagdo proposta por Timms, R, (1980), correspondendo a um intervalo
confianga maior que 99%, e que relaciona os triacilglicersis C40, C42 e C44.

(2) R proposto por Precht, D, (1991), corespondendo a um intervalio de confian¢a de
99%, e que realaciona os triacilglicerdis C26, C28, C30, C32, C34, C40, C42, Cd4e
C46.

(3) R proposto por Precht, D, (1992), correspondendo a um intervalo de confianga de 99%,
e que relaciona os triacilgliceréis C26, C32, C34, C36, C40, C42, C46, C48, C50 e

C52.

(4) Férmula proposta para o leite brasileiro a partir de um programa de computador,
usando a técnica Estatistica Multivariada de Andlise Fatorial, que mostra se o leite &
puro ou adulterado.

- Em negrito italico os resultados em que a férmula discorda da realidade.

170



Aplicando-se a férmula, proposta por Precht (1992), para a detecgdo de
adulteragdo especifica com 6leo de soja, girassol e oliva, nos dados obtidos com a
adulteragao realizada em laboratério:

R =0,8167 C26 + 2,8039 C32 + 0,3467 C34 + 1,4387 C36 + 2,3912 C40 +
0,5802 C42 + 2,0674 C46 + 0,5678 C48 + 1,0304 C50 + 1,5387 C52; para uma
faixa de valores para gordura de leite pura de R = 98,85 - 102,04, obteve se a
classificag@o do leite puro como adulterado. As adulteragdes com 5 e 10% de 6leo
de soja, 5% de dleo de girassol e com 5% de 6leo de milho foram consideradas
como gordura de leite pura.

A aplicacéo do estudo proposto ndo podera identificar adulteragdes com
Oleo de soja até 10%, uma vez que a variabilidade da gordura estudada
apresentou uma faixa bastante ampla. Isto pode ser verificado na tabela 1, onde o
Produtor A correspondendo a gordura de leite da raga Mestica, apresentou um
percentual de 20,33% no triacilglicerol C52 e 11,33% no C54, sendo que estes
valores mostram-se proximos aos valores encontrados na gordura de leite
adulterada.

Como pode ser visto na tabela 4, a adulteragdo com 6leos de girassol e
milho podera ser identificada num percentual de 10% ou mais, uma vez que a
amplitude de variagdo da gordura do leite foi menor que os valores encontrados
com a adulteragdo com estes 6leos. Os valores encontrados para adulteragio com
10% de dleo de girassol no triacilglicerol C52 foi de 16,5% e no C54 15,1%, para o
6leo de milho os valores encontrados foram 17,45 % para o C52 e 13,16% para o
C54.

Uma vez que os dleos vegetais, de acordo com a literatura, s3o ricos em
triacilgliceréis mais pesados (C50, C52 e C54), estes podem ser encontrados no
Oleo de soja, principalmente na faixa de 3-7% de C50, 3040% de C52 e de 48-
63% de C54, no dleo de girassol de 1-2,5% de C50, 18-23% de C52 e de 69-79%
de C54, e no 6leo de milho de 4,7-7,3% de C50, de 33-41% de C52 e de 47-60%
de C54, podendo-se afirmar que somente estes triacilglicerdis contribuem na
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variagdo da gordura de leite adulterada. A adigéo de 5% de gordura vegetal
contribuird pouco para o acréscimo no percentual dos triacilglicerois, mostrando-se
ainda dentro do perfil de variabilidade da gordura de leite pura.

6 — Conclusdo

A determinacdo de triacilgliceréis por cromatografia gasosa usando alta
temperatura e injegdo com programacéo de temperatura revelou-se uma técnica
répida e eficaz na determinagéo do perfil dos triacilglicer6is da gordura do leite. A
monitoracdo de todas as varidveis possiveis de modificar a composicao da
gordura se mostrou importante, visto que foi verificada grande variabilidade
durante o periodo de coleta. O desenvolvimento de um programa de computador
simples empregando os dados obtidos com o perfil de uma gordura de leite,
através da analise estatistica multivariada de Analise Fatorial, possibilita agilidade
no controle da autenticidade de produtos lacteos.

O estudo proposto para determinacéo de adulteracdo de gordura de leite
por gordura estranha, ndo se mostrou eficiente na determinagdo de adulteragéo
em pequenas quantidades (5% de adulteragdo), mas & possivel determinar a
adulteracdo num percentual maior e igual a 10%.

Na comparagdo dos dados obtidos com adulteragdo realizada em
laboratério, com as formulas propostas por outros autores, como Timms € Precht,
pode-se verificar que estas formulas, ndo se aplicaram a variabilidade de nosso
leite. O emprego de todas as férmulas ao nosso leite puro, mostrou erroneamente
que este estava adulterado. O estudo desenvolvido mostra acerto no leite puro,
exceto no caso de adulteragcdo com pequena quantidade de gordura estranha,
quando nao foi possivel ser esta identificada, pois as concentragdes encontram-se
dentro da faixa de variabilidade de nossa gordura. A grande variabilidade da nossa
gordura mostrou ser entdo o fator limitante para a obtencdo de resultados mais
sensiveis com esta metodologia.
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Capitulo 7 - Aplicacdo do Método Estatistico Fatorial na
Avaliagao da Pureza da Gordura de Leite em Leite e Produtos
Lacteos

1 - Resumo

A adulteragdo da gordura do leite tem sido preocupacao de pesquisadores
em todo o mundo, principalmente a relacionada a produtos lacteos. A pureza da
gordura do leite é avaliada pela andlise de seus triacilgliceréis, levando-se em
conta a sua variabilidade relacionada a fatores genéticos, climaticos e alimentares.

A aplicagdo da técnica estatistica multivariada de analise fatorial
proporcionou a elaboragdo de um programa simples de computador, capaz de

determinar a adulteraga@o de gordura de leite com gordura estranha, numa faixa de
10% ou mais.

Neste trabalho foi realizada a confirmagdo dos resultados experimentais
atraveés da analise de triacilglicerdis por cromatografia gasosa de produtos lacteos
comerciais, tais como leites de diversos tipos, manteiga, queijo e requeijao. Os
resultados obtidos foram submetidos ao programa de computador elaborado,
baseado em analise estatistica fatorial, e também as férmulas obtidas por
regressao linear multipla proposta por Timms (1980) para gorduras de leite
australiano e por Precht (1991 e 1992) que elaborou uma outra formula para
gorduras de leite de origem germanica, visto que a formula de Timms ndo se

aplicava as gorduras locais, devido a sua maior variabilidade.

A aplicacdo do método desenvolvido revelou que os produtos analisados
nao estavam adulterados.
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2 - Summary

Adulteration of milk fat is a concern of researchers all over the world, mainly
with respect to dairy products. Purity of milk fat was evaluated from analysis of its
triacylglycerols, taking into account the variability related to genetic, climatic and
feeding factors.

Application of multivaried statistical analysis allowed for the elaboration of a
simple software capable of determining the adulteration of milk fat with strange fat,
in a range of 10% or more.

In this study, experimental results were confirmed by gas chromatographic
analysis of triacylglycerols of commercial dairy products such as various types of
milk, butter, cheese and cream cheese. The obtained results were submitted to the
software developed, based on factorial statistical method, and also to the formula
achieved by multiple linear regression proposed by Timms (1980) for Australian
milk fat, obtained and by Precht (1991 & 1992), who proposed another formula for
milk fats of German origin, since Timm’s formula could not applied to their local
fats, due to greater variability.

Application of said developed method revealed that the analysed products
were not adulterated.

3 - Introducé@o

A adulteragao de éleos e gorduras de alto custo tais como gordura de leite
tem sido preocupacéo de pesquisadores em todo o mundo, devido a vantagens
econdmicas advindas da parcial substituicdo da gordura de alto prego por outras
mais economicamente vantajosas, sem a devida informag&o no rétulo (Batelli &
Pellegrino, 1994; Lipp, 19995).
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A detecgéo de gorduras estranhas na gordura de leite é um problema muito
complexo. A gordura de leite contém numerosos componentes que também sao
encontrados na maior parte dos 6leos vegetais e animais, sendo bastante dificil se
eleger um constituinte especifico que ndo exista na gordura do leite e exista nas
demais gorduras. A maioria dos métodos usa diferencas de concentracdo dos
componentes das diversas gorduras que constituem a mistura (Collomb, & Spahni,
1991).

Em 1991, Collomb e Spahni preocupando-se com o problema, publicaram
uma revisdo descrevendo os diferentes tipos de adulteragio da gordura do leite e
as diferencas entre a legislagio suica e a da Comunidade Européia com respeito
a manteiga e a manteigas expandidas. Os métodos descritos foram: analise de
indices fisico-quimicos, calorimetria diferencial, espectrometria no infra-vermelho,
andlise de componentes insaponificaveis (esterois, hidrocarbonetos, alcoois
alifaticos, tocoferdis), andlise da composigdo de &cidos graxos (acidos graxos
totais, posicdo do acido graxo na molécula do glicerol), andlise de mono, di e
triacilglicerdis, e outros tipos de andlise (determinagdo de compostos cetdnicos,
cristais de triacilglicerol ou di-esteril éteres, analise da relagdo 1-2C/1-3C, métodos
imunoloégicos).

Em 1995, Lipp publicou um artigo com a revis&o dos principais métodos de
analise de triacilglicerdis na determinagéo de adulteragdo e qualidade da gordura
do leite. Outros pesquisadores revisaram a aplicagéo da cromatografia gasosa na
andlise de triacilglicer6is, como Guyot (1977), Christie, (1989), Lyapkov &
Melamed (1990), Schaller (1991), Evershed (1992) e Trvzicka & Mares (1994).

Timms (1980) analisou a composicdo de 76 gorduras de leite da
Australia, obtidas de usinas durante um ano, por cromatografia gasosa. Timms
(1980), mostrou que todos os dados obtidos se ajustavam & equagdo: R =
14,197 C40 — 36,396 C42 + 32,364 C44, com um desvio padrdo de R de
0,7088, onde C40, C42 e C44 s3o os pesos percentuais dos triacilglicerdis com
numeros de carbono 40, 42 e 44. Esta equagio define gordura de leite pura e
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assume que 5% de qualquer gordura nao lactea pode ser detectada com um
intervalo de confianga maior que 99%. Timms usou uma fungéo, para
discriminar a gordura de leite pura da gordura adulterada, do tipo:

YiaCi = R + e, onde i € o nimero de carbono, C; é a percentagem do

triacilglicerol com namero de carbono C;, a; € o coeficiente a ser estimado, R é
uma constante que é definida como 100 para gordura de leite pura, e & éoerro
randémico. Usando somente triacilgliceréis com numero de carbonos 40, 42 e
44, derivou a equacdo: 100 = 14,197 C40 — 36,396 C42 + 32,364 C44 + e, por
regressao linear multipla.

A aplicacdo da férmula proposta por Timms (1980) em gorduras de leite
modificadas por interesterificacio ou fracionamento e gorduras de leite obtido de
vacas alimentadas com 6leo de semente encapsulada, revela que estas gorduras
né&o estdo dentro do limite de confianga da equacao.

Precht em 1991, utilizando também analise de regress&o linear multipla,
e baseando-se na analise por cromatografia gasosa de triacilglicerois em coluna
empacotada, publicou a férmula geral para a determinacéo de adulterag&o de
qualquer natureza e formulas adicionais para um determinado grupo de
gorduras, tais como: soja, girassol, oliva, semente de uva, algodéo, gérmen de
trigo, gérmen de milho, linhaga e 6leo de peixe; para 6leo de coco e semente de
palma; para 6leo de palma e sebo, e para toucinho ou banha. A formula geral
fornece limites de deteccio de 4 a 5%, na qual a gordura pura deve estar na
faixa de 97,63 a 102,42, com 99% de confianca.

R = -2,7575 C26 + 6,4077 C28 + 5,5437 C30 — 5,3247 C32 + 6,2600 C34
+8,0108 C40 — 5,0336 C42 + 0,6356 C44 + 6,0171 C46.

A formula descrita abaixo foi proposta para a determinagdo de
adulteragdo com 6leo de soja, girassol, oliva, algodao, gérmen de milho,

182



semente de algodao e dleo de peixe e possui faixa de confianga de 99% no
intervalo de 98,20 a 103,28.

R =2,0983 C30 + 0,7288 C34 + 0,6927 C36 + 0, 6353 C38 + 3,7452 C40
—1,2929 C42 + 1,3544 C44 + 1,7013 C46 + 2,5383 C50.

Em 1982 Precht publicou outro artigo demonstrando as formulas divulgadas
anteriormente. Ele analisou 755 amostras por um periodo de 5 anos, que foram
coletadas de diferentes ragas e regides. Constatou que as amostras analisadas
possuiam uma faixa de variagdo maior e que 9 dos 15 triacilgliceréis
apresentavam desvio padrdao mais baixo comparado aos resultados de Timms.
Usando um programa de computador desenvolvido para este propésito especifico,
todas as equagbes formuladas obtidas por regresséo linear foram checadas para
as gorduras estranhas estudadas, atentando-se para o fato de que a composigdo
de uma gordura estranha também esta sujeita a variacéo.

Uma outra técnica estatistica, a Multivariada de Analise Fatorial, foi
desenvolvida nas mesmas condi¢bes dos trabalhos destes primeiros autores,
para gordura de leite brasileiro (artigo anterior). Foi pesquisado o perfil dos
triacilglicerdis de amostras de gordura de leite genuinas, obtidas de 19 coletas de
quatro produtores de racas diferentes. Foram avaliadas as diferengas entre as
ragas, alimentacao oferecida ao animal, época do ano e localizagdo do animal.
Usando a técnica multivariada de analise fatorial, foram avaliadas as amostras
genuinas e adulteracdes realizadas em laboratdrio, usando como adulterantes os
Oleos de soja, milho e girassol comercial. Desenvolveu-se um programa de
computador no qual introduzindo-se os valores percentuais de cada um dos 15
triacilglicerdis encontrados, tem-se como resultado um quadro que define se
estes valores correspondem a uma gordura pura ou adulterada.

Batelli & Pellegrino (1994), usaram a férmula proposta por Prechet, D.
(1991b) para a deteccao de gordura estranha em gordura de leite, na analise de
diversos tipos de queijo, a fim de conferir a sua aplicabilidade. Concluiram que a
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formula pode ser aplicada quando ocorre fraca lipélise, isto €, quando a acidez
da gordura esté abaixo de 15 mmol por 100 gramas. Os resultados positivos com
o emprego da formula foram obtidos com amostras de queijo genuino produzido
sob condi¢des industriais especificas e queijos comerciais que declaravam no
rétulo conter gordura vegetal. Em casos em que ocorreu a lipdlise mais intensa,
como nos queijos picantes “Gorgonzola” e “Provolone®, a formula de Precht
erroneamente indicou a presencga de gordura estranha.

A determinacdo da composicdo de triacilglicerdis e o uso da férmula
especifica para o controle da pureza da gordura do leite, como foi proposto por
Precht, foi realizada por Renterghem (1997). Foram checadas 125 amostras de
manteiga da Beélgica, e a precisdo e a exatiddo do método foram testadas. A
composicdo de triacilglicerdis de amostras, produzidas de abril até setembro de
1995, estava dentro dos limites propostos. Vinte amostras de manteiga,
selecionadas de varias origens (15 diferentes paises) e periodos de produgéo,
foram também analisadas e provaram a rusticidade da formula.

As equacdes de regressao multilinear propostas por Precht para deteccéo de
gordura estranha em gordura de leite, baseadas na analise por cromatografia
gasosa de triacilglicerdis de numerosas amostras de gordura de leite germanicas,
foram aplicadas por Collomb et al. (1999), na analise de 90 amostras de manteiga
de varias regides da Suica, produzidas em diferentes épocas do ano. A
composicao de triacilglicerdis forneceu valores de regressao que estavam bem
dentro dos limites propostos para a equacdo. Concluiram que as equagdes
propostas para manteigas de origem germanicas sdo tambeém validas para a
determinacao da pureza de manteigas suicas.

O objetivo deste trabalho foi aplicagdo do método analitico e estatistico
desenvolvido para determinacdo de adulteragdo da gordura em leite e produtos
lacteos.
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4 - Material e Métodos

4.1 — Material

Amostras de leite integral tipo longa vida, leite tipo B, leite tipo C, manteiga
tipo extra, queijo tipo prato e requeijio cremoso foram adquiridas em
supermercados na regido de Campinas, compreendendo 3 lotes de cada amostra.
Uma amostra de cada lote foi analisada.

4.2 - Preparagdo da amostra

4.2.1 - Extragdo da gordura

A extracdo da gordura das amostras de leite e requeijdo foi realizada pelo
meétodo Rose-Gottlieb, indicado para produtos lacteos, de acordo com o Método
905.02, item 33.2.25 da Association of Official Analytical Chemists — AOAC (1997).

O método Rose-Gottlieb € usado principalmente em produtos lacteos e
envolve a precipitagdo e solubilizacdo da proteina por etanol e aménia
respectivamente, e subseqlente extracdo da gordura com uma mistura de éter
etilico e éter de petroleo.

As amostras de manteiga foram solubilizadas em n-hexano.

As amostras de queijo foram trituradas e a gordura extraida com solvente n-
hexano, sendo posteriormente o solvente evaporado em banho-maria a 60°C.

4.2.2 - Separacdo dos triacilgliceréis

A separagao da gordura foi realizada por extracio em fase sélida, de acordo
com Lercker et al.(1992).

Numa coluna de vidro adicionou-se 500 mg de silica 60 (Merck) e em
seguida cerca de 1,0 cm de sulfato de s6dio. O acondicionamento da coluna foi
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realizado através da passagem pela coluna de 3 mL de hexano. Cercade 0,02 g
de gordura foi dissolvida em hexano e carregada no topo da coluna. Os
triacilgliceréis foram eluidos por adigéo de 3 mL de hexano, seguida de 3 mL de
solugio hexano:éter etilico (8:2). A solugéo eluida da coluna foi levada a secura e
diluida em 10 mL de hexano com grau de pureza cromatografica. Um volume de
1,0 uL da amostra foi injetado no cromatégrafo.

4.3 - Método

4.3.1 - Equipamento

Cromatografo gasoso marca Varian 3400, equipado com coluna capilar de
silica fundida de 30m de comprimento por 0,32 mm de diametro interno e
espessura de filme de 0,1 um com fase estacionaria de 5% fenil 95% metilsilicone
DBSHT (J&W), com temperatura limite de uso de 400°C.. Injetor Varian 7865 com
programagéo de temperatura. Detector de ionizacdo de chama. Processamento
dos dados realizado por MS-DOS_6 — “Star Chromatography Workstation”.

4.3.2 — Reagentes

Solugio - padrdo - 5 triacilglicerois saturados C30 (tricaprilina - Sigma), C36
(trilaurina — Sigma), C42 (trimiristina - Sigma), C48 (tripalmitina - Sigma) e C54
(triestearina - Sigma), dissolvidos em hexano (LI Chrosolv) em concentragoes
semelhantes.

Reagentes com grau de pureza analitico - silicagel 60 (Merck), alcool etilico
absoluto (Chemco), éter de petréleo (Merck), éter etilico (Cinética Quimica), n-
hexano (Mallinckrodt), sulfato de sédio anidro (synth) e amonia 28 a 30% (Ecibra).
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4.3.3 - Condigdes cromatograficas
Injetor com programagéo de temperatura

Temperatura inicial de 100°C com isoterma de 0,05 do minuto, em seguida
a temperatura foi elevada para 380°C, numa razio de 200°C/minuto.

A injegao foi realizada no modo “splitless” pelo periodo de 2 minutos.

Programacédo da coluna

Temperatura inicial da 210°C, com isoterma de 1 minuto Logo depois a
temperatura foi aumentada para 250°C na razéo de 20°C/minuto, isoterma de 1
minuto e posterior aumento para 360°C na razo de 4°C/minuto.

Detector
Detector a temperatura de 400°C.

Gases — hidrogénio com fluxo de 30 mL/minuto, nitrogénio com fluxo de 30
mL/minuto e ar sintético com fluxo de 300 mL/minuto.

Fase movel

O gés de arraste usado foi o hidrogénio com velocidade linear de 2.1
cm/minuto.

4.4 - Analise qualitativa e quantitativa

A identificacdo foi realizada através da comparag&o dos tempos de retencéo
(tr) e do tempo de retencdo corrigido (tr') dos picos da amostra analisada com o
de padrGes e a técnica de co-eluigdo (“spiking”) de padrdes junto com amostra.

A quantificacgo foi realizada por normalizaggo intema, com obtengdo da
porcentagem relativa de cada fragao de triacilglicerdis.
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4.5 — Andlise estatistica

Empregou-se um programa simples de computador baseado em técnicas:
andlise fatorial, usando o método de extragcdo do componente principal com
rotagdo Varimax, e andlise discriminante, usando dados genuinos de gordura do
leite e de gordura adulterada. O programa consistiu da andlise estatistica dos
dados, utilizando o pacote estatistico SPSS (Statistical Package Software System)
e posterior elaboragéo de uma planilha de calculo no Excel.

5 - Resultados

O resultado da andlise por cromatografia gasosa dos triacilglicerdis do leite
integral tipo longa vida, leite tipo C, leite tipo B, manteiga, queijo prato e requeijao
cremoso de marcas comerciais encontradas no mercado local, sao mostradas nas
tabelas 1 a 6, respectivamente. Os resultados apresentam as medias de trés
injecbes consecutivas com seus desvios padrdes e percentual de coeficiente de
variagdo (%CV). As determinacdes da mesma amostra realizadas em dias
diferentes, ndo mostraram diferencas, visto que o maior desvio padr&o encontrado
entre os picos em todas as amostras foi de +0,4. Os perfis cromatogréficos dos
produtos lacteos estudados podem ser vistos nos anexos 35 a 40.
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Tabela 1 — Composigéo de Triacilglicerois (%) de Leite Integral tipo Longa Vida

Comercial.
Leite integral marca P
T Lote 1 Lote 2 Lote 3 Média dos
Mzdp %CV Midp %CV Midp %CV Lotesidp

C26 | 0,1740.01 3,46 0,19+0,01 299 0,17:0,00 0 0,1840,01
C28 | 0,53£0,01 217 0,58t0,01 1,72 0554001 1,06 0,55+0,03
C30 | 1,08:0,04 375 1,024004 395 1,03:0,01 1,12 1 ,04+0,03
C32 | 2,310,1 517 227+0,06 243 2,12+0,02 0,94 2,2+0,1
C34 | 5224005 0,88 5,410,2 345 5204004 069 5,3+0,01
C36 |10,70+0,02 0,22 11,240,2 1,86  10,940,1 1,23  10,940,3
C38 |14,0910,06 0,41 15,0+0,2 1,10 14254005 0,33 14,5+0,5
C40 | 11,1#01 1,19 11,64+009 0,75 11,30+0,08 0,67 11,410,3
C42 | 6,741006 094 6,770,038 044 6681001 009 6,73+005
C44 | 6,0540,04 067 5,78+0,01 020 5994002 0,35 5,940,1
C46 | 6841001 0,17 6,3240,02 0,24 6,77+0,01 0,15 6,6+0,3
C48 | 8481003 034 7,80+0,09 1,12 8454004 043 8,2+0,4
C50 110,9840,03 0,32 10,640,2 143 11,0820,02 0,19 10,9+0,3
C52 110,52+0,04 038 10,3+0,3 264 1042004 036 10,4101
C54 | 52402 320 501006 128 515+0,09 1,69 5,140,1

T - Tracilglicerol

Mtdp = media de 3 inje¢bes  desvio padrio, CV = coeficiente de variagéo
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Tabela 2 - Composigéo de Triacilglicerois (%) de Leite tipo C Comercial.

Leite tipo C marca L

T Lote 1 Lote 2 Lote 3 Média dos
Mido  %CV  Midp  %CV  Midp  %cv  -otesidp
c26 |017:001 346 017+000 O 016£000 0  0,1740,01
c28 |053:001 217 056:001 1,02 0511001 1,12 0,53:0,03
c30 |107:001 054 1104001 1,05 099:001 058 1,05:0,06
c32 [220:005 200 232:003 1,24 210:002 095 22401
c34 |57:0,1 224 5741004 070 532001 022 56102
c36 [116:01 1,06 1170:004 036 11,08:6002 0,14 11503
c38 [145:01 076 1452:003 021 14,36:003 0,20 14,46:0,09
ca0 |109:01 136 10812004 037 11294006 050 11,0:03
caz2 |709:004 050 708:002 029 685:002 025  7,0:0,1
casa |663:003 044 657:003 047 614t003 052 6503
cas |737:003 036 731:002 027 6891004 052 7.2:03
cas |883:007 077 8713006 065 849:003 034 8702
c50 [107:01 001 1048:006 053 10,820,06 051 10,702
c52 |89:01 144 892:005 055 9,89:006 056 9,206
c54 |37:01 310 401008 2,09 510004 071 4,307

T — Triacilglicerol
Midp = média de 3 injegdes + desvio padrdo, CV = coeficiente de variacao
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Tabela 3 — Composicao de Triacilglicerois (%) de Leite tipo B Comercial.

Leite tipo B marca L

T Lote 1 Lote 2 Lote 3 Média dos

Mtdp %CV__ Midp  %CV  Midp  %cy Lotestdp
C26 [0,17:0.01 333 017:000 0 018001 327 04174001
C28 |0,58:001 200 052:000 0 051001 112 05410,04
C30 |1,1040,02 209 1,04+0,02 146 1041002 147 1,06:003
C32 |231#003 1,39 2111002 082 2211001 052 22401
C34 |5611004 064 555:003 062 565:006 1,02 560+005
C36 [11,50:00 075 11,60+003 028 11,66:0,04 036 11,59:0,08
C38 [14,31:00 036 14412006 039 1447005 035 14,40+0,08
C40 [10,75:00 0,38 10,62:0,04 0,36 10,59:0,05 045 10,6540,09
C42 [7,17:007 095 7,02:002 022 7,03:003 043 7,07:0,08
Ca4 |664:004 057 6671002 035 660:001 009 66410,04
C46 |7,38:0,02 028 745:002 023 7.42:002 021 7.42+004
C48 |880:002 0,17 896:003 036 898:002 023 89401
C50 |10,70:00 0,30 10,78:0,01 0,11 10,83:0,05 046 10774007
C52 |9,02:008 084 9112007 073 9,101 121 9084005
C54 |395:006 146  40:01 257 374007 175 3901

T — Triacilglicerol

Mzdp = média de 3 injeges + desvio padrédo, CV = coeficiente de variagdo
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Tabela 4 - Composicéo de Triacilglicerdis (%) da manteiga.

Manteiaga marca P

- Lote 1 Lote 2 Lote 3 Média dos

Mide  %CV  Midp %CV  Midp %cy -otes*dP
C26 | 0181000 0 0,18:001 327 027#001 211 021005
c28 | 0541000 ©0 051001 1,12 077#001 151 06201
c30 | 1042002 147 095:001 061 1371002 126 1,120
c32 | 211:002 095 205:002 075 263003 09 23103
C34 | 506:002 030 507005 1,01 5921006 103 54105
c36 |1052:004 038 10601 095 11,301 105 108204
C38 |1431:003 018 14351006 042 14401 091 14,35:0,05
Ca0 |1153:002 013 11,3:01 089 11,8:01 096 11503
cas | 6621002 026 6588002 030 690:0,02 030 6,702
cas | 5912001 047 591:004 068 585:004 060 589:0,03
ca6 | 660:001 015 6621002 026 6371006 087  65:0,1
cas | 829:002 018 8341003 030 7,77:009 1,12 81103
C50 | 11121003 027 11221005 047 987:003 025 10,708
cs2 |1087:007 063 10981009 082 92:01 151 104210
cs4 | 5301003 061 5435007 1,21 5704 689 548102

T — Triacilglicerol

Mzdp = média de 3 injegdes + desvio padréo, CV = coeficiente de variagcao

192



Tabela § — Composi¢do de Triacilglicerdis (%) de Queijo Prato Comercial.

Queiio Prato Marca V

T Lote 1 Lote 2 Lote 3 Média dos
Midp  %CV  Midp %CV  Midp %cy Lotestdp
C26 | 0,1740,01 346 0,15+0,00 0 0,19+0,00 0 0,17+0,02
C28 | 0,5110,01 1,12 049:0,01 1,19 060+0,01 097 0,5310,06
C30| 0,960,010 1,04 0931001 062 1,09+0,01 053 0,99+0,09
C32| 1,840,038 1,75 1,83:0,02 1,09 2251004 160 2,0+0,2
C34 | 4641002 043 4,45t0,02 047 5431005 0,97 4,840,5
C36 | 989+0,06 0,56 9,610,1 1,00 11,0640,06 0,50 10,2+0,8
C38| 14,01+0,08 0,54 13,88+0,02 0,15 1453006 0,38 14,103
C40 | 11,4710,07 062 11,47+0,06 051 11,18t0,07 0,65 11,402
C42| 6,30+0,03 055 6,28+003 049 670+0,03 0,39 6,410.2
C44| 5511001 021 5411002 0,28 5971002 026 56103
C46 | 6,1910,01 009 6,14+001 0,19 6,570,02 0,32 6,3+0,2
C48 | 8081004 050 809+0,02 026 8,14:0,04 044 8,10+0,03
C50 | 11,6210,07 0,57 11,7740,08 064 10641006 0,57 11,3%0,6
C52 1122610,09 0,75 12,65+0,06 049 10,26+0,09 0,88 12+1,3
C54 | 6,610,1 1,55 6,93+0,06 093 54101 214 6,340,8
T - Triacilglicerol
M+dp = média de 3 injegbes * desvio padréo, CV = coeficiente de variagao
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Tabela 6 — Composicéo de Triacilgliceréis (%) de Requeijdo Cremoso Comercial.

Reaqueiido Cremoso Marca V

T Lote 1 Lote 2 Lote 3 Média dos
Midp %CV Midp %CV  Midp  %Cv -otesidp
C26 | 0,16+0,01 3,53 0,17+0,01 3,33 0,18+0,01 3,27 0,17+0,01
C28 | 0,53+0,01 1,89 0,53+0,01 1,10 0,56+0,01 1,04 0,54+0,02
c30 | 0,99:0,01 0,59 1,02#0,01 0,556 1,09+002 1,41 1,03+0,05
C32 | 2,04+0,03 1,23 2,06£0,05 2,52 2,310,1 4,80 21301
C34 5,1+0,1 229 510+00 0,39 543+0,08 1,38 5,240,2
C36 |10,46+0,09 0,86 1063+0,06 054 11,04+0,03 024 10,710,3
C38 |14,1240,05 0,33 13,54+0,02 0,17 14,21£0,06 0,39 14,010,4
C40 11,240,2 1,92 11,4940,07 0,58 11,07+0,05 0,42 11,310,2
C42 | 6621005 080 6,61+0,04 057 6,88t0,05 0,75 6,710,2
C44 | 599+0,01 0,19 585+0,02 0,26 6,25+0,02 0,37 6,01+0,2
C46 | 6,71+0,03 0,39 6,56+0,01 0,09 7,00003 0,38 6,8+0,2
C48 | 8,40+0,01 0,14 8,35+0,01 0,12 8,60+0,05 0,59 8,5+0,1
C50 |11,17+¢0,07 060 11,29+0,07 0,64 10,94+0,06 0,50 11,1202
C52 |10,96+0,03 0,24 11,2+0,1 1,10 9,8610,04 0,41 10,7£0,7
C54 | 5641002 027 5661006 1,14 4,60+0,04 0,95 5,3+0,6

T — Triacilglicerol

Mztdp = média de 3 injecdes + desvio padréo, CV = coeficiente de variagao

Como podem ser visualizados na Tabela 7, os dados de produtos lacteos

que foram analisados com o emprego do nosso programa de computador para

deteccdo de gordura estranha, néo foi verificada a presenca de adulteragao ao

nivel detectado pela férmula, mostrando estar o programa adaptado a
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variabilidade de nossos produtos. Como visto anteriormente, embora a
composicdo da gordura do leite de vacas, individualmente seja afetada pelo
estédgio de lactagdo, dieta, raga e outros fatores, o produto comercial é
consistentemente uniforme, em razdo da homogeneizag¢do, padronizagdo do
conteido de gordura e retirada do leite proveniente de colostro e vacas com
mastite (Jensen, 1991). Pode-se afirmar que em produtos comerciais o programa
se aplicara mais consistentemente, visto tratar-se de um produto padronizado e
nao estar afetado por fatores pontuais de variabilidade onde se pode obter valores
percentuais extremos de triacilgliceréis.

Empregando as férmulas proposta por Timms (1980) e Precht (1992) nos
resultados dos produtos lacteos analisados, obtivemos o resultado mostrado na
Tabela 4, onde a coluna R correspondente a Timms (1980) representa a aplicacao
de sua férmula, usando os triacilgliceréis C40, C42 e C48, que define uma faixa de
confianca de 99% para gordura de leite para o intervalo 98,12-101,88. O emprego
desta férmula mostrou que todos os lotes dos produtos Iacteos continham gordura
estranha, podendo-se afirmar que a férmula proposta ndo atende ao perfil de
variabilidade da gordura de leite brasileira.

Empregaram-se os dados cromatograficos da andlise dos produtos lacteos
na férmula total proposta por Precht (1991), que cobre a adulteracdo com todas as
gorduras estranhas e provem limites de detecg&o de 4 a 5%, no qual a gordura
pura deve estar no intervalo de 97,63 — 102,42, com 99% de confianca usando os
triacilglicerdis C26, C28, C30, C32, C34, C40, C42, C44e C46. 0O emprego desta
formula geral resultou na classificagdo de todos os lotes dos produtos lacteos
analisados em produtos adulterados, evidenciando-se que esta férmula também
néo se adapta a variabilidade da gordura de leite brasileira.
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Tabela 7 — Aplicagdo das formulas de detecgéo de adulteragdo em produtos

comerciais
oo Formulas
Timms(1) Precht(2) Precht(3) Proposta(4)

Leite integral lote 1 Adulterado Adulterado Adulterado Puro
Leite integral lote 2 Aduyiterado Adulterado Adulterado Puro
Leite integral lote 3 Adulterado Adulterado Adulterado Puro
Leite Clote1  Adulterado Adulterado Adulterado Puro
Leite Clote2  Aduiterado Adulterado  Puro Puro
Leite Clote3  Adulterado Adulterado  Puro Puro
Leite Blote1  Adulterado Adulterado Puro Puro
Leite Blote2  Adulterado Adulterado  Puro Puro
Leite Blote3  Aduiterado Adulterado Puro Puro
Queijo prato lote 1 Adulterado Adulterado Puro Puro
Queijo prato lote 2 Aduiterado Adulterado  Puro Puro
Queijo prato lote 3 Aduiterado Aduiterado Puro Puro
Requeijao lote 1  Adulterado Adulterado  Puro Puro
Requeijdo lote 2 Adulterado Adulterado Adulterado Puro
Requeijdo lote 3  Adulterado Adulterado Adulterado Puro
Manteiga lote 1  Adulterado Adulterado Adulterado Puro
Manteiga lote 2  Adulterado Adulterado  Puro Puro
Manteiga lote 3  Adulterado Adulterado  Puro Puro

(1) R da equagéo proposta por Timms, R. (1980), correspondendo a um intervalo
confianga de maior que 99% (R=14,197C40-36,396C42+32,364C44; R=98,12-101,88).
(2) R proposto por Precht, D. (1991), correspondendo a um intervalo de confianga de
99%. Férmula geral.

(3) R proposto por Precht, D. (1992), corespondendo a um intervalo de confiancga de
99%, para adulterantes, como os usados.

- Em negrito italico os produtos que sao considerados possuirem gordura de estranha.

196



Empregou-se a férmula particular, proposta por Precht (1992) para a
detecgdo de adulteragdo com dleo de soja, girassol e oliva, nos dados obtidos na
analise de produtos lacteos, que usa os triacilgliceréis C26, C32, C34, C36, C40,
C42, C46, C48, C50 e C52, para uma faixa de valores para gordura de leite pura
no intervalo de 98,85-102,04. O emprego desta férmula mostrou que somente
alguns produtos estavam adulterados, como o lote 1 da manteiga extra e todos os
lotes do leite integral tipo longa vida, evidenciando-se que esta formula também
nao é adaptada a produtos brasileiros.

Contarini et al. (1993) usou a formula de Precht em amostras de manteiga
genuina e adulterada com diferentes percentagens de adulterante e conseguiu a
identificac&o da adulteragéo na faixa de 5 a 10%. Usando a mesma férmula Batellj
& Pellerini (1994) determinaram a pureza da gordura de queijos genuinos e
produtos lacteos comerciais que no rétulo declaravam a adigio de gordura
vegetal.

6 — Conclusio

O programa estatistico proposto para determinagdo de adulteragdo de
gordura de leite por gordura estranha empregado em produtos lacteos brasileiros
mostrou-se eficiente na determinagéo de adulteragdo em produtos comerciais.

O meétodo analitico e estatistico desenvolvido mostrou que nenhum dos
produtos lacteos analisados estava adulterado com gorduras estranhas & gordura
lactea.

As formulas de Timms (Australia) e Precht (Alemanha) aplicadas no mesmo
produto demonstraram que a maioria deles estava adulterada, comprovando que as
formulas desenvolvidas em outros paises nd3o se aplicam a gordura de leite
brasileira
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Conclusdes Gerais

1 - A injegdo com programagéo de temperatura e em “splitless” mostrou ser uma
técnica adequada para ser utilizada em compostos com alta temperatura de
ebulicdo e com larga faixa de ponto de ebulicdo, conseguindo-se deste modo
superar os efeitos negativos da inje¢do a quente, como a decomposicdo catalitica
e o fracionamento da amostra devido ao calor na seringa.

A condig&o ideal do injetor para a obtengdo do melhor fator de resposta para
os padrdes de triacilgliceréis saturados foi de injegdo em “splitless” por 2 minutos
na temperatura inicial de 100°C, com isoterma de 15 segundos, até 380°C num
gradiente de 200°C/minuto.

2 - As condicdes ideais de separagdo, identificacdo e quantificacdo dos
triacilglicerdis por cromatografia gasosa de uma mistura padrio de C30, C36, C42,
C48 e C54 foi: temperatura da coluna de 210°C, com isoterma de 1 minuto, até
250°C no gradiente de 20°C/minuto e de 250°C, com isoterma de 1 minuto, até
360°C, em gradiente de 4°C/minuto.

A utilizacdo da temperatura inicial da coluna mais alta, 210°C com duas
rampas de aquecimento possibilitaram a obtengdo de valores de resposta
proximos a 1,0 para todos os padrdes de triacilglicerdis, inclusive para o C54 (fator
de resposta = 1,18), além de diminuir sensivelmente o tempo total de anélise.

3 — O estudo da composigéo dos triacilgliceréis de 6leos de soja, girassol e milho,
possiveis adulterantes da gordura do leite mostrou que os 4 triacilgliceréis mais
importantes na composic&o dos trés 6leos, apresentaram grande variagéo entre os
lotes analisados. Esta variagéo ficou em torno de 90% para o C38 nos trés 6leos,
entre 37 e 50% para o C50, entre 20 e 27% para o C52 e entre 12 e 24% para o
C54.
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A andlise de variancia e teste de Tukey mostraram que os triacilgliceréis
C50, C52 e C54, sao significativamente diferentes nos trés dleos estudados e
podem ser usados para caracteriza-los.

4 — A determinagdo de triacilgliceréis por cromatografia gasosa usando alta
temperatura e injegdo com programacéo de temperatura revelou-se uma técnica
réapida e eficaz na determinacéo do perfil dos triacilglicerdis da gordura do leite.
Foram identificados e quantificados 15 triacilgliceréis do C26 ao Cs4. A
monitoragdo de todas as variaveis possiveis de modificar a composigéo da
gordura se mostrou importante visto que foi verificada grande variabilidade durante
o periodo de coleta. A composigéo em triacilgliceréis da gordura do leite produzido
na regido de Campinas mostrou variag&o significativa em todos os triacilgliceréis
do C26 ao C54, em relagdo a raga do animal, época do ano, localizagéo do animal
pasto ou estabulo e tipo de ragéo.

5 - O desenvolvimento de um programa de computador simples empregando os
dados obtidos com o perfil de uma gordura de leite, através da analise estatistica
multivariada de Analise Fatorial, possibilitou agilidade no controle da autenticidade
de produtos lacteos. O estudo proposto ndo se mostrou eficiente na determinacao
de adulteragio em pequenas quantidades (5% de adulterago), mas foi possivel
determinar a adulteragdo num percentual maior e igual a 10%.

6 - Na comparagéo dos dados obtidos com adulteracéo realizada em laboratério,
com as férmulas propostas por outros autores, como Timms (1980) e Precht
(1991), verificou-se que as mesmas, ndo se aplicaram devido a variabilidade de
nosso leite, pois o leite puro foi considerado adulterado, enquanto que 0 estudo
aqui proposto mostrou acerto no Ieite puro.

7 - O programa estatistico proposto para determinagao de adulteracdo de gordura
de leite por gordura estranha, utilizada em produtos lacteos brasileiros, mostrou-se
eficiente na determinagdo de adulteragdo em alguns produtos comerciais, como
leites longa vida, B e C, manteiga, queijo prato e requeijao.
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Na comparagdo dos dados obtidos nestes produtos lacteos, com férmulas
propostas por outros autores, como Timms na Australia e Precht na Alemanha,
pode-se verificar que estas férmulas ndo se aplicam ao perfil da gordura de leite
brasileira.

Evidenciou-se que nenhum dos produtos lacteos analisados estava
adulterado com gorduras estranhas & gordura lactea de acordo com o programa
utilizado.
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Laboratorio de Andlise de Alimentos

g:&, Departamento de Ciéncia de Alimentos

Catxa Postal 6121 - CEP1308]-970 - Campinas - SP

UNICAMP Fone (019) 2397224/ 2397276 / 2398653

Fax (019) 2397890

A Cooperativa de Produtores de Leite da Regido de Campinas

Rodovia SP-340 Campinas-Mogi Mirim Km 127,5

Jaguariuna - Fax (019) 867-2862

PRODUTOR: A B C

D

PURA

2 - 0 GADO ESTA NO PASTO
ESTABULO E PASTO
3 - USOU RACAQ? SIM

4 - COMPOSICAO DA RACAO

SOJA

AVEIA

NOME DA RACA (QUANDO PURA)

COMPOSICAO (QUANDO MISTA)

BAGACO DE CANA

OUTROS

SIM

1- RACA DO ANIMAL QUE FORNECEU O LEITE

MISTA
ESTABULO
NAO
MILHO
SAIS
MELACO
QUAIS

NAO

7 - IDADE DO ANIMAL QUE FORNECEU O LEITE

5 - ALGUM ANIMAL PARIU NOS ULTIMOS DIAS?

6 - NUMERO DE PARICOES QUE JA OCORREU NO ANIMAL

Anexo 1 — Formulario de controle das varidveis sobre os animais.
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0.25
0.20

0.15
0.10 -

% Triacilglicerol C28

0.05 -
0.00 -

~

Anexo - 2 — Variag¢ao da concentragao do triacilglicerol C26 da gordura do
leite da ra¢a Holandesa, durante a coleta.

7 14.00

P -
@ 2P
S 88

-2
8
1

% Triacliglicerol C40
s
2

nN
8

e
8

Anexo - 3 — Variagao da concentracao do triacilglicerol C40 da gordura do

leite da raca Holandesa, durante a coleta.

Anexo - 4 - Variagao da concentracao do triacilglicerol C54 da gordura do

leite da raca Holandesa, durante a coleta.
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Anexo - 5 — Variagdo da concentragdo do triacilglicerol C26 da gordura do
leite da raga Girolanda, durante a coleta.
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% Triacilglicerol C4

b
Anexo - 6 — Variagdo da concentragao do triacilglicerol C40 da gordura do

leite da raga Girolanda, durante a coleta.
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% Triaciiglicerol C54
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Anexo - 7 — Variagdo da concentragéo do triacilglicerol C54 da gordura do

leite da raga Girolanda, durante a coleta.
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Anexo - 8 — Variagcdo da concentragéo do triacilglicerol C26 da gordura
do leite da raca Jersey, durante a coleta.
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Anexo - 9 - Variagdo da concentragdo do triacilglicerol C40 da gordura

do leite da raca Jersey, durante a coleta.
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Anexo - 10 - Variagéo da concentragéo do triacilglicerol C54 da gordura
do leite da raga Jersey, durante a coleta.
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Anexo 11 — Resultado do teste de Tukey mostrando a influéncia das 15 dietas
oferecidas na concentracao do triacilglicerol C26.

D3 | D4 | D5 | D6 | D7 | D8 [ D9 [D10]D11|D12]D13]D14]D15|Total
0.11]0.13]0.14]0.16]0.220.22|0.18[0.21/0.18]0.16 0.172

[D10|
D11
D12
D13
D14
D15

D1 a D15 — composicao das dietas.
S — significativamente diferente.
N — N&o significativamente diferente.
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Anexo 12 — Resultado do teste de Tukey mostrando a influéncia das 15 dietas
oferecidas na concentragéo do triacilglicerol C28.
Cc28

D1 | D2 | D3| D4 | D5]| D6 | D7 | D8 | D9 |D10|D11{D12|D13|D14| D15 [Total
0.51|0.38|0.33]0.38/0.46(0.54/0.69|0.76/|0.58|0.72/0.58|0.55/|0.75|0.74 0.75]0.565

D1
D2

D3
D4

D5
D6
D7
D8
D9
D10
D11
D12
D13

D14
D15

D1 a D15 — composicao das dietas.

n|ln|nZZnZnnZ|ZZ0n |V

n i nnnnnnnonZZZ

0w |l ZZ
nm|nZnnnnnnZ

0o nZnnZnwnzZ

nnnZZNZNZ

ZZ|Z\2Z\Z|Z|Z|Z

S - significativamente diferente.
N — N&o significativamente diferente.
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Anexo 13 — Resultado do teste de Tukey mostrando a influencia das 15 dietas
oferecidas na concentragdo do triacilglicerol C30.
C30

D1|D2 D3 |D4|DS5|D6 | D7 | D8 | D9 |D10|D11|D12|D13|D14|D15|Total
0.98/0.69/0.5710.67|0.88|1.01|1.20/1.41|1.21/1.42[1.05{1.00[1.27 1.23]1.27/1.041

J

D10
D11
D12
D13

D14
D15

D1 a D15 — composicdo das dietas.

®
Z N0 Z|Z|Z|Zh|n|vinwmiwn
Z NZ|IZ|n|Z(n|Z|Zi2(n|n
N ninnninZl
W mnnununnn
»hZnnn|nnwn

nimnZIZN0nwvn
Z |2 |Z|Z2|Z2|N|Z2|!|

Z
w
w
w
w

S — significativamente diferente.
N — N&o significativamente diferente.
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Anexo 14 — Resultado do teste de Tukey mostrando a influéncia das 15 dietas
oferecidas na concentragdo do triacilglicerol C32.
C32

D1{D2| D3 Total

|2.045

D1 -, — e P
D2

D3
D4

S |

S| S

S|{S|N
D5| S| N|S|S
D6| S| NS |S S
D7{N|N|S|S|S|N}
D8/ N[S[S|S|{S|S]|S
D9 N[ S[{S|S|S|S]|S
DIOON|[S|S|S|S|S|S
DIM{N|N|S|S[S|N|N
DI2 N|N|S|S|S|NI|N
DI3) N|{N|S[S|S|S|N
D4 N|N|S|S|S| NN
D15 N|N|S|S|S|S|N

D1 a D15 — composicéo das dietas.
S — significativamente diferente.
N — Né&o significativamente diferente.
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Anexo 15 — Resultado do teste de Tukey mostrando a influéncia das 15 dietas
oferecidas na concentragéo do triacilglicerol C34.

C34

D1

D2

D3

D4

DS

D6

D7

D8 | D9

D10|D11|D12

D13

Total

4.59/3.58

[3.01

325

5.91

6.05/4.78/4.51

5.14

l4.696

4.28/4.61/4.99

D10

D11

D12

D13|

D14

Z [ Z|IZ|Z|00|0VZZ(Z|0N|W

W |nnwnwnnnw

O | wunnw

Z | Z|IZZ|/0v|0nhniZ

z |z |z|ziz|z|z|z|zln|nlnln (2]

D15

4

0’ 0nNnnnnnnanZ

w

w

Z

Z  Z | ZZ|Zn|n|n

D1 a D15 — composi¢ao das dietas.

S - significativamente diferente.

N — Nao significativamente diferente.
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Anexo 16 — Resultado do teste de Tukey mostrando a influéncia das 15 dietas
oferecidas na concentragdo do triacilglicerol C36.
C36

D3 | D4 | D5 [D6] D7 | D8 | D9 |D10|D11|D12|D13|D14|D15|Total
8.018.05 {10.3 11.0{10.0[9.71]9.69 9.83

D1
D2

D3
D4
D5
D6
D7
D8
D9
D10
D11
D12
D13

D14
D15

D1 a D15 — composigdo das dietas.

Z|Z|ZZ|IZZ0nZ|Z|Z/0|n|K |Z
Z|Z|Z2\1ZZ00NZZ(Z|0n|0

o ln|ZZlnnnlnnnlZlZ
vl |Z|lnlnlnlnlnln|n|lZ]

n»|ZZ0Nn00nnnn
Z\|Z|Z|Z|IZ|0|0n|®n|Z

z |z |z|z|z|Z|n|ln!

22 |Z\Z2Z|Z|Z

S - significativamente diferente.
N — N&o significativamente diferente.
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Anexo 17 — Resultado do teste de Tukey mostrando a influéncia das 15 dietas

oferecidas na concentracéo do triacilglicerol C38.
C38

D1[D2] D3 [D4] D5 [ D6 | D7 | D8 | DS [D10D11[D12[D13[D14]D15[Total
13.5[14.8/13.2 13.6[13.6/13.4[14.2[14.2[13.9[14.2/14.0] 13.70

D1
D2
D3
D4
D5
D6
D7
D8
D9
D10
D11
D12
D13
D14
D15

D1 a D15 - composigao das dietas.

i

Z\Z|IZ|Z|0NZ(Z|Z|Z|Z|Z2(Z|n|Z
Z\Z|IZ|IZ|0|Z|Z|Z|Z|Z|Z(Z|W
Z\ZIZ|Z|1Z|Z|Z|0|Z|Z|Z(0n

ZZ|1Z\1Z2|1Z|Z|Z|Z|Z(Z(Z)
Z\ZZ|I1Z1Z|Z|1Z|Z|Z|Z

Z\1Z\Z|Z2|Z2|Z|Z|Z|Z

zlz|z|zlz|z|z|z]

ZZ\ZZ|Z\Z|Z

S — significativamente diferente.
N — Nao significativamente diferente.
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Anexo 18 — Resultado do teste de Tukey mostrando a influéncia das 15 dietas

oferecidas na concentragdo do triacilglicerol C40.
C40

D1[D2| D3| D4 | D5 D6 | D7 | D8 | D9 [D10[D11]D12|D13|D14|D15[Total
11.0/11.9[13.6[12.4]11.3(11.8[11.5/11.3{10.6]1 11.70

D1
D2
D3
D4
D5
D6
D7
D8
D9
D10
D11
D12
D13
D14
D15

D1 a D15 — composicédo das dietas.

wlzZ|lZvnnZZZZ|ZZ|0 0V
ZlZ|Z|Z|Z2|Z|n|0nZ|Z|Z|Z|P
Z|Zln|ZnnlnlnlnnnZ

>|z|z|z|z|z|0n|z|z|2z|2]

Z\Z|2|1Z|0nZ|Z\Z|Z
Z\ZZ|Z|Z|Z|Z|Z|Z
Z\ZZ|Z\Z|Z|Z|Z

S - significativamente diferente.
N — N3o significativamente diferente.
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Anexo 19 — Resultado do teste de Tukey mostrando a influéncia das 15 dietas

oferecidas na concentragdo do triacilglicerol C42.
C42

o
-
o

D3 [ D4 | D5 | D6 | D7 | D8 | D9 |D10]D11]D12]D13|D14]|D15/Total
o[5.71/5.63/5.63}6.38]6.95/6.61/8.02[7.84]8.35/6.88/6.56/6.8716.67/6.90| 6.79

’."!'Io>

2| 2Z|ZZ|IZ0N0NZ|ZZ0NW |V 0N

D1
D2

D3
D4
D5
D6
D7
D8
D9
D10
D11
D12
D13

D14
D15

D1 a D15 — composigcao das dietas.
S — significativamente diferente.
N — Nao significativamente diferente.

Z | Z|IZ|Z|N|hnZZ

OO BN nnannnnZZ
W W DZNnnnZnZ2Z

A7) mzmmwwzmz{;‘

Z\Z | ZZIZ00nZ

Z | Z | Z|Z|Z|n|nwn

Zz

225



Anexo 20 - Resultado do teste de Tukey mostrando a influencia das 15 dietas
oferecidas na concentragao do triacilglicerol C44.
Cc44

D4 | D5 | D6 | D7 | D8 | D9 [D10[D11|D12|D13|D14|D15[Total
l4.48[5.68]6.22/5.71]7.36[7.44]7.7816.00}5.66(5.84/5.59|5.85 5.96

D1}
D2
D3
D4
D5
D6
D7
D8

Z | Z\Z|Z|n|nnZ|ZIZ|n 0K |(»

o |||l nn ZIZ

w0 |l nlnnnnnZ
n O nnnnnnnn

z |z |z|z|z|n|n|n|z|Z|

N
S|st
D9 S|S|N
D10| S|S|IN|N
D11 N|N|S|S
D12 N|N|S|S
D13 N|N[S|S
D14 N|(N|S|S
N|{N|SI|S

D15| N
D1 a D15 — composigao das dietas.

S - significativamente diferente.
N — N3o significativamente diferente.
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Anexo 21 — Resultado do teste de Tukey mostrando a influéncia das 15 dietas

oferecidas na concentragao do triacilglicerol C46.
C46

D1|D2[D3 [ D4 | D5 | D6 | D7 | D8 | D9 |D10|D11|D12]D13]D14|D15Total
6.49/5.52/5.17/5.11/6.32/6.87/6.08[7.46]7.777.73/6.62}6.226.20(5.97/6.19|6.475

D1
D2

D3
D4
D5
D6
D7
D8
D9
D10|
D11
D12
D13

D14
D15|

D1 a D15 — composicgao das dietas.
S - significativamente diferente.

w

2|2 22200 Z|Z|Z|niv
Z|Z | Z|Z0|0nnnZnnZZ
w02 nnnnnnZnnz

v |2 |wlo|olnlnlnlnlon|n]

Z |2 ZZ|Z0n|nnZ

Z | |Z|Z|Z|nn|ln|n
2|2 zzzmwcﬁ

N — N&o significativamente diferente.
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Anexo 22 — Resultado do teste de Tukey mostrando a influéncia das 15 dietas
oferecidas na concentragio do triacilglicerol C48.

C48
[D1]/D2|[D3|D4 D5 | D6 | D7 | D8 | D9 [D10|D11|D12|D13|D14|D15[Total
8.397.02(7.96(7.37|8.36/8.78[7.65/8.25/8.73]8.29/8.37|8.04(7.52[7.37]7.43| 8.16

D1}
D2

D3
D4
D5
D6
D7
D8
D9
D10|
D11
D12
D13

D14
D15

D1 a D15 — composi¢éo das dietas.

nin| nZZZIZZZ|Z|Z0nZ |0
Z|Z|2ZZ0nZnZZnZZZ
2|2 |2Z2Z2|ZZZZ|ZZ|Z|Z
22 2Z0ZnnZnn

nlnlz(zlzizlZz|Z|Z|Z
v lo|nlzizlz|znlon|

Z |2 |Z2Z|Z2|Z2(0n|Z

S - significativamente diferente.
N — Nao significativamente diferente.
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Anexo 23 — Resultado do teste de Tukey mostrando a influéncia das 15 dietas

oferecidas na concentragdo do triacilglicerol C50.
C50

D1/D2 D3| D4 | D5 | D6 | D7 |D8| D9 [D10{D11|D12|D13]|D14|D15[Total
1_11-8 12.9]13.0[12.5|12.1|11.8[10.7|9.7{10.1/9.4 11.3|11.4{10.1]10.2|9.9/11.33

D1
D2

D3
D4
D5
D6
D7
D8
D9
D10
D11
D12 N
D13 S
D14 S
D15] S

D1 a D15 — composigao das dietas.
S - significativamente diferente.
N — Nao significativamente diferente.

w

ZWWWZZZZ|Z

WL wnnnwnnnnZZ|Z

v |vlZlu|n|lvlo|v|z|z|2|
o [0 |0|Z|Z|n|n|n|n|Z|Z|
o |0 |n|Z|Z|w|o|n|z|z]

N nZZW0NnwnZ

Z|Z|ZZ|Z|Z|Z(Z
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Anexo 24 — Resultado do teste de Tukey mostrando a influéncia das 15 dietas

oferecidas na concentracao do triacilglicerol C52.
C52

D4
16.9

D6
11.3

D8|D9|D10|D11{D12|D13|D14 D15 [Total
8.6{8.8/8.4 |11.2|12.3|11.5 12.08

D1
D2

D3
D4
D$
D6
D7
D8
D9
D10
D11
D12
D13

D14
D15

D1 a D15 — composicao das dietas.

Z|Z|Z2Z\ZZ|Z|0n|Z

2\ Z|ZZ|Z|0|0nnZ|ZZ0nZ
» ;L nnnnnZZ

n|Z |NZ0nnnnZnZZ
0w nunnnnnnnn

Z|Z | Z|Z|Z|n|nlnlZZ|
2|2 | Z2Z2Z(nZ|wn

S — significativamente diferente.
N — N&o significativamente diferente.
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Anexo 25 — Resultado do teste de Tukey mostrando a influéncia das 15 dietas

oferecidas na concentragéo do triacilglicerol C54.

C54
D1[D2[D3[D4[D5|D6 | D7 | D8 | D9 |D10[D11|D12|D13|D14/D15Total
6.04]7.54/6.81(8.69]5.9414.39/6.02[3.38[3.07/3.58/4.49/5.52/6.15/6.59)6.48/5.453

D2| S e ok -

D3|N|NPFEA G

DA[SIN|N} =

DS|N|N|N][]S}E & 2 .

D6 N|S|N|S|N] = -

DI[N|N|N|N|N|[N| e .

D8| S S S S S N S S ,,,n SR %}é

DS|S|S|S|[S|S[N[N|N| @ = = o

DIN|S|S|[S|N|N|IN|/N[N|] Sy

DI S| S| N|S|N|N|N|N|[N|N|]

DI2IN|[N|N|S|N|[N|[N[N[NININ|]

DI3)N|[N|N|N|N|[N|N[S[N|[N[NIN}

D14 N | N|N|N|N|N|N|S|S|{N|N|IN|N}

DIS N| N|{N|N|N|/N|N|S|S|N|NIN|NINF

D1 a D15 - composicéo das dietas.
S - significativamente diferente.
N — N&o significativamente diferente.
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6leo de soja.

Anexo 26 — Composicdo de triacilglicerbis da gordura de leite adulterada com

Composigio da gordura adulterada

0. de Soja (%) 0 5 10 20
Leite (%) 100 95 90 80
T Mzdp Mzdp Mzdp Mzdp
C26 0,14+0,01 0,13+0,01 0,15£0,00 0,12+0,00
c28 0,45+0,01 0,4610,01 0,44+0,02 0,3840,00
C30 0,80+0,01 0,83+0,03 0,79+0,01 0,67+0,01
C32 1,530,03 1.58+0,03 1,52+0,04 1,330,01
C34 3,56+0,03 3,35+0,01 3,47+0,08 3,07+0,05
C36 8,50,2 8,25+0,00 7,95+0,09 7,010,086
c38 13,440,3 13,30,2 12,69£0,08  10,61+0,09
C40 11,7+0,1 11,14#0,04 10,8940,09  9,4240,07
c42 5,80+0,08 5,57+0,02 5,39+0,01 4,66+0,03
c44 4,9340,05 4,56+0,02 4,39+0,03 3,85£0,01
C46 5,62+0,08 5,18+0,02 4,97+0,05 4,35+0,01
C48 7,840,2 7,13+0,03 6,8340,05 6,04+0,05
C50 12,840,3 11,8+0,2 11,5240,09  10,71£0,07
C52 15,6+0,2 16,210,1 16,7402 19,040, 1
C54 76403 10,50,2 12,340,2 18,840,2

T - triacilgiicerol
Mzdp — média de 3 injegdes + desvio padréo
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Anexo 27 — Composicdo de triacilgliceréis da gordura de leite adulterada com

6leo de girassol.

Composigdo da gordura adulterada

0. deGirassol (%)

0 5 10 20
Leite (%) 100 95 90 80
T Mzdp Midp Midp Mzdp
C26 0,14+0,01 0,15+0,01 0,14+0,01 0,12+0,00
ca28 0,4510,01 0,45+0,01 0,4110,00 0,35+0,01
C30 0,80+0,01 0,8310,02 0,75+0,01 0,64+0,01
C32 1,5310,03 1,59+0,02 1,4610,03 1,2940,01
C34 3,56+0,03 3,6740,03 3,44+0,08 3,08+0,02
C36 8,510,2 8,4110,04 7,740,1 7,04+0,02
Cc38 13,410,3 12,77+10,02 12,2610,03 10,82+0,05
C40 11,740,1 11,4710,06 10,31+0,1 9,50+0,03
C42 5,80+0,08 5,6740,05 5,161+0,03 4,72+0,03
4,9340,05 4,64+0,02 4,23+0,05 3,91+0,01
C46 5,62+0,08 5,2310,01 4,7810,05 4,4740,02
C48 7,810,2 7,1940,2 6,66+0,05 6,17+0,02
C50 12,840,3 11,840,044 11,1410,03 10,47+0,09
C52 15,6+0,2 15,31+0,1 16,510,2 16,68+0,5
C54 7,610,3 10,82+0,06 15,140,3 20,7+0,2

T - triacilglicerol

M+idp — média de 3 injecGes + desvio padréo
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Anexo 28 — Composicdo de triacilgliceréis da gordura de leite adulterada com
6leo de milho.

Composigao da gordura adulterada

0. de Milho (%) 0 5 10 20
Leite (%) 100 95 90 80
T Mzdp Midp Mtdp Mzdp
C26 0,14+0,01 0,14+0,01  0,1410,00 0,1140,01
c28 0,45¢0,01 0,42+0,01  0,43:0,01 0,3320,01
C30 0,80+0,01 0,78+0,01  0,77+0,03 0,6040,02
C32 1,5310,03 1,47+0,02  1,50%0,06 1,150,02
C34 3,56+0,03 3,55:0,03  3,41:0,02 2,9310,02
C36 8,5+0,2  810+0,07  7,71+0,02 6,70,2
C38 13,4403  12,940,1 12,1640,03 10,70,2
C40 11,7401  11,23+0,08  10,5610,08 9,3410,09
C42 5,80+0,08 5,5410,05  5,1940,05 4,6340,04
ca4 4,93+0,05 4,56+0,04  4,2910,02 3,8340,05
C46 56240,08 5204003  4,8810,02 4,3610,06
c48 78402  7,18%0,03  6,80:0,02 6,140,04
C50 12,840,3 11,9840,03  11,56%0,06 10,9510,09
C52 15,640,2  16,30,1 17,4510,03 19,810, 1
C54 76+0,3  106£02  13,16+0,07 18,5£0,6

T - triacilglicerol
Mztdp — média de 3 injegdes t desvio padrao
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Anexo 29 — Grafico mostrando a importancia dos fatores gerados.

Auto-
84

valo-
res

7

9 10

Fatores

Anexo 30 — Composigdo completa dos trés fatores.

11

12

e e  —— - |

13

14 15

Variaveis Sprosne
1 2 3
C50 -0,970 0,0714 0,0694
Cc28 0,960 0,147 0,113
C30 0,960 0,251 0,04207
C26 0,948 0,07457 0,123
C32 0,943 0,320 0,003410
C34 0,881 0,452 0,03357
C42 0,812 0,534 0,122
C52 -0,768 -0,578 -0,217
C44 0,768 0,623 -0,0319
C36 0,751 0,572 0,186
C48 -0,0573 0,973 0,120
C46 0,615 0,782 - 0,0241
C54 -0,417 -0,760 -0,465
C40 -0,0707 - 0,0266 0,972
Cc38 0,165 0,300 0,909
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Anexo 31 - Teste t, mostrando as diferengas significativas entre os 3 fatores.

Igualdade de Test t de igualdade de médias
variancias
95% dif. Int.
Dif. confianca
F | Sig t df |Sig(2| Dif. | em | Baixo | Alto
f) | Média. | padrdo
r r

Escore | Variancia | 45,425
F1 assumida

Néo
assumida

253 | 0,047 | 0,4036 | 0,2023 | 0,0051 | 0,8021

252,5 | 0,000 | 0,4036 | 0,0728 | 0,2603 | 0,5469

Escore | Varidncia | 3,126
F2 assumida

253 | 0,000 1,8718 | 0,1665 | 1,5438 | 2,1998

ida 42,3771 0,000 | 1,8718 | 0,1191 | 1,6315|2,1120

Escore | Variancia | 0,823
F3 | assumida

253 | 0,000 | 1,3393 | 0,1857 | 0,9735|1,7051

ida 32,331| 0,000 | 1,3393 | 0,1873 | 0,9580 | 1,7206

Anexo 32 — Andlise das variaveis (step wise)

Etapas Tolerancia F Lamba de Wilks
Escore F2 1,000 126,303
Escore do F2 0,897 168,998 0,830
Escore do F3 0,897 86,523 0,667
Escore do F2 0,886 173,745
Escore do F3 0,890 88,953
Escore do F1 0,984 8,078
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Anexo 33 - Classificacado dos resultados

Produto analisado

Predicao dos grupos

Dados Contagem Leite

Leite adulterado

% Leite

Leite adulterado

Leite Leite adulterado

Total

Anexo 34 - Predi¢do dos resultados nos trés percentuais de adulteracao.

Produto analisado Predigao dos grupos Total
Leite puro Leite adulterado
Leite puro Produto 226 228
Total 226 228
Leite + 5% 6leo de soja Produto 3 3
Total 3 3
Leite + 10% oleo de soja | Produto 3 3
Total 3 3
Leite + 20% Oleo de soja | Produto 3 3
Total 3 3
Leite + 5% oOleo de Produto 3 3
_girassol Total 3 3
Leite + 10% dleo de Produto 3 3
_girassol Total 3 3
Leite + 20% 6leo de Produto 3 3
_girassol Total 3 3
Leite + 5% 6leo de milho | Produto 3 3
Total 3 3
Leite + 10% 6leo de milho | Produto 3 3
Total 3 3
Leite + 20% 6leo de milho | Produto 3 3
Total 3 3
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Anexo 35 — Perfil de triacilgliceréis de gordura de leite integral tipo longa vida

em embalagem “tetrapak”, marca P.
Coluna-95% metilfenilsilicone (30mx0,32mmx0,1pm)-210°C(1 min), 210-250°C
(20°C/min) e 250-360°C (4°C/min). Injetor de 100°C (15 seg)-380°C
(200°C/min). Detector a 400°C. Injegéo “splitless”-2 min. Velocidade linear de
H, -2,1cm/min.

5564 6774 9313 10101 12109 14168 16135 17903 19685 21492 23285 25037 26740 28340 9826

C36
c38 50

10000 — C3A k C48 T Cch2

¢ C40 42 g4 C6

'i:l'

- C54
2 | —
® 9
T3
00000 — ¥

1 T 1 I 1
60 gp 100 120 140 160 180 200 220 MO 260 280 300
Tempo (minutos)

Anexo 36 — Perfil de triacilgliceréis de gordura de leite tipo B comercial marca L.
Coluna-95% metilfenilsilicone (30mx0,32mmx0,1pum)-210°C(1 min), 210-250°C
(20°C/min) e 250-360°C (4°C/min). Injetor de 100°C (15 seg)-380°C
(200°C/min). Detector a 400°C. Injecéo “splitless”-2 min. Velocidade linear de
H, -2,1cm/min.
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Anexo 37 — Perfil de triacilglicerdis de gordura de leite tipo C comercial, marca L.
Coluna-95% metilfenilsilicone (30mx0,32mmx0,1um)-21D°C(1 min), 210-250°C
(20°C/min) e 250-360°C (4°C/min). Injetor de 100°C (15 seg)-380°C
(200°C/min). Detector a 400°C. Injegdo “splitiess™-2 min. Velocidade linear de
H, -2,1cm/min.

5574 o308 10000 12103 L4143 16123 17938 19488 21491 2281 25035 36744 28363 D363
C36 C38 Ca0 C52
- C34 ¥ i{
C48

5 ¢ O a8
g | G C54
3 ] .
0 €32 ’ t i
-D A
o
5 | cm o™ “
w1

. l L A ! f
00000 — 4 { ‘ ¥ » " ™ L N "

ey s» 100 10 u0 160 83 200 230 Mp 260 28020 300

Tempo (minutos)

Anexo 38 — Perfil de triacilgliceréis de manteiga comercial, marca P.
Coluna-95% metilfenilsilicone {30mx0,32mmx0,1um)-210°0(1 min), 210-250°C

(20°C/min) e 250-360°C 4°C/min). Injetor de 100°C (15
(200°C/min). Detector a 400°C. Injecdo “splitless”

H, -2,1icm/min.
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Anexo 39 — Perfil de triacilgliceréis de gordura de queijo prato comercial marca L.
Coluna-95% metilfenilsilicone (30mx0,32mmx0.1pm)—210°C(1 min), 210-250°C
(20°C/min) e 250-360°C (4°C/min). Injetor de 100°C (15 seg)- 380°C a
200°C/min. Detector a 400°C. Injecdo “splitless™ 2 min. Velocidade linear de
H, -2,1cm/min.
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Anexo 40 — Perfil de triacilglicerdis de gordura de requeijdo cremoso comercial,
marca L.

Coluna-95% metilfenilsilicone (30mx0,32mmx0.1um)-21B°C(1 min), 210-250°C
(20°C/min) e 250-360°C (4°C/min). Injetor de 100°C (15 seg)-380°C
(200°C/min). Detector a 400°C. Injecdo “splitless™ 2 min. Velocidade linear de
H, -2,1cm/min.

243



