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Resumo:

O leite é o principal alimento desde os nossos primeiros dias de vida, sendo
este fundamental devido a grande quantidade de nutrientes como proteinas,
vitaminas, lipidios e alguns minerais. Para analise de acidos graxos a etapa inicial é
a extracao de lipidios seguida da sua esterificacdo. Para isso, diversas metodologias
sao utilizadas, porém todas apresentam as suas limitacbes que acabam interferindo
no resultado final. Assim, este trabalho tem por objetivo desenvolver um método
analitico de derivatizacéo direta de acidos graxos em leite, utilizando a Quimiometria
para a otimizacdo da metodologia proposta. O planejamento de compdsito central
forneceu a condicdo que permite a maximizacdo da resposta. As condicdes
otimizadas forneceram CB (concentracdo basica) = 1,76 mol L™, TB (tempo bésico)
de 12 min e 40 s e CA (concentracgéo acida) = 2,84 mol L™,

Introducao

O leite € um alimento essencial para a alimentacdo humana, devido aos
diversos nutrientes presentes em sua composicdo que sdo essenciais a saude,
como proteinas, vitaminas, lipidios e alguns minerais (Gouvéa et al., 2012). Os
lipidios do leite sdo constituidos principalmente por triacilglicerdis (ésteres formados
por 3 acidos graxos e glicerol). Estes apresentam uma grande quantidade de acidos
graxos saturados (AGS) (16:0 e 18:0) e de acidos graxos poli-insaturados (AGPI),
18:2n-6 (LA) e 18:3n-3 (LNA) (Connor, 2000).

A etapa inicial para analise de lipidios é a sua extracdo. A metodologia
proposta por Folch et al., (1957) € largamente utilizada para a extragdo a frio de
lipidios em amostras de leite utilizando uma mistura de cloroférmio/metanol. No
entanto, esta metodologia apresenta como principais desvantagens o0 uso de
grandes quantidades de solventes toxicos, utilizagcdo de grande quantidade de
amostra e a indesejavel extracdo de compostos néo lipidicos.

Os lipidios extraidos devem ser derivatizados a ésteres metilicos e para este
fim, muitos métodos podem ser adotados, sendo o mais empregado o de Hartman &
Lago (1973). No entanto este processo possui suas limitacdes, como a degradacao
da amostra devido ao uso de temperaturas elevadas (Kebede et al., 2013).
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Diante disso, este trabalho tem por objetivo desenvolver um método analitico
de derivatizacdo direta de acidos graxos por cromatografia em fase gasosa,
utilizando ferramentas estatisticas e quimiométricas.

Materiais e métodos
Amostragem

As amostras de leite foram obtidas no mercado local de Maringa,
homogeneizadas em um béquer de 500 mL, transferidas para frascos ambar de 15
mL, 30 mL e 50 mL e conservados no congelador até o inicio das analises.

Desenvolvimento da metodologia de derivatizacdo direta

Inicialmente, 1,0 g de leite UHT foi pesado em tubo de ensaio de 10 cm e
adicionado 2,0 mL de NaOH em metanol (concentracdo no nivel do planejamento —
CB). A amostra foi agitada de forma a tornd-la homogénea quando, entdo, colocadas
no banho ultrassénico por um tempo de reacdo determinado pelo planejamento
(tempo de reacao alcalino - TB). Apés este tempo, 2,0 mL de H,SO4em metanol (CA
no nivel do planejamento) foi adicionado, e o tubo de ensaio novamente colocado no
banho ultrassbnico durante 5,0 min (Tempo &cido - TA). Em seguida, foram
adicionados 1,0 mL de n-heptano e 500 uL de padréo interno (23:0me) e os tubos
foram agitados durante 30 segundos, com posterior centrifugacdo a 2000rpm
durante 1,0 min para a separacao das fases. Por fim, a fase superior foi recolhida e
injetada no cromatégrafo a gas.

Andlise cromatografica dos ésteres metilicos de acidos graxos

A analise cromatogréfica foi realizada em cromatégrafo a gas Thermo, modelo
trace ultra 3300, equipado com detector de ionizacdo de chama (DIC) e coluna
capilar de silica fundida CP - 7420 (Select FAME, 100 m de comprimento, 0,25 mm
de diametro interno e 0,25 um de cianopropil). Para a quantificacdo absoluta dos
ésteres metilicos, foi utilizada a padronizacdo interna, utilizando como padrdo o
tricosanoato de metila (23:0), da marca SIGMA (USA) e os célculos foram realizados
segundo método de Joseph & Ackman (1992). Os valores do fator de correcéo
tedrico para o DIC foram utilizados para a determinacdo dos valores de
concentragcdes de &cidos graxos (Visentainer, 2012). O teor dos acidos graxos nas
amostras foi calculado em mg g™ de amostra.

Anélise estatistica

Os resultados experimentais foram submetidos a ANOVA, utlizando o
software R (R Core Team R, 2017).
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Resultados e Discussao

As condi¢bes para o0 planejamento composito central estdo descritas na
Tabela 1. Os maiores valores de somatério de acidos graxos foram obtidos no
ensaio 16 correspondente a um ponto axial, indicando que a regido escolhida de
trabalho ndo seja adequada para explorar as melhores condi¢cdes para as trés
variaveis simultaneamente. Uma andlise completa permite verificar isoladamente
quais variaveis estdo em condi¢cdes otimizadas. No ponto central foi obtido um
somatério de 15,70 + 1,04 mg g™ de amostra com erro percentual de 6,64%. Erros
menores que 10% sao desejaveis para analises precisas.

Tabela 1: Variaveis e niveis utilizados no design experimental

Variaveis Nivels
-a -1 0 +1 +a
CB (mol LY 0,16 0,5 1,0 1,5 1,84
CA (mol L™ 1,16 1,5 2,0 2,5 2,84
TB (min) 4,96 7 10 13 15,04

(x1) = pontos fatoriais, (+a) = pontos axiais e (0) = ponto central.

Os modelos lineares, 2F| e quadraticos foram avaliados, sendo o Ultimo o que
apresentou melhor descricdo dos dados. No modelo, os coeficientes CB, TB, CB?,
TB? e CB:CA sé&o significativos e devem ser utilizados na equacdo do modelo. Além
disso, CA deve ser mantida devido ao fato de a interacdo CB:CA ser significativa
para o modelo e ter sido variado ao longo do experimento. A Equacgéo 1 apresenta o
modelo matematico que descreve os dados experimentais.

ZAG = 15,520 + 5,382CE + 0,049CA + 1,449TB + 0,677CB x CA — 1,765CB*
— 0,819TB* Equacio 1

Nesta equacéo, o termo 2AG corresponde ao somatorio de acidos graxos em
mg g'de amostra, CB corresponde a concentracdo basica codificada, CA
corresponde a concentracdo &cida codificada e TB corresponde ao tempo basico
codificado. O modelo proposto apresentou R* de 0,9709 e R? ajustado de 0,9575
indicando que o modelo esta adequado aos dados experimentais.

Ainda pela Equacéo 1 pode-se notar que CA, CB e TB apresentaram valores
positivos o0 que indica que maiores concentracdes e maior tempo basico favorecem o
somatorio de acidos graxos. CA foi a uUnica variavel que ndo apresentou termo
quadratico, sendo assim ela possui ascendéncia sem a curvatura de maximo ou
minimo. Os termos quadraticos CB? e TB? possuem valor negativo na equacao,
indicando que apesar de TB e CB serem ascendentes estes possuem uma regiao de
maxima resposta.

O ponto 6timo foi obtido através da derivagdo da Equacdo 1 para cada uma
das variaveis e igualando a zero, para obter o valor maximo do somatoério de acidos
graxos. As condicées de maxima resposta foram: CB = 1,76 mol L™ e TB de 12 min
e 40 s. Ja para a CA nao é possivel determinar uma melhor condicdo especifica
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para maximizar a resposta, uma vez que este ndo apresentou um termo quadratico.
O modelo mostrou que quanto maior for CA melhores os valores obtidos de
resposta. A regido trabalhada permite usar CA de até 2,84 mol L™.

Conclusbes

Os experimentos do compdsito central forneceram dados suficientes para a
construcdo de uma superficie de resposta utilizando o modelo quadratico para tal. A
equacdo que descreve o modelo quadratico apresentou R? de 0,9709 e R? ajustado
de 0,9575 mostrando boa concordéancia entre o modelo e os dados experimentais.
Com isso, condi¢Bes 6timas para o trabalho foram definidas para a validacdo da
metodologia e posterior compara¢do com as metodologias convencionais.
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