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palavras-chave

resumo

Sensor de ondas acusticas, microbalanca de cristais piezoeléctricos,
degradacdo da manteiga.

Neste trabalho pretendeu-se desenvolver um sensor de massa para seguir a
degradacéo da manteiga. Foi utilizado um cristal piezoeléctrico de 9 MHz
revestido.

O sensor apenas detecta variagdes de massa, que se devem a qualquer
composto volatil que interaja com o revestimento de cristal. A vantagem pratica
em traduzir por um Unico nimero o “ran¢o” da manteiga, tem o inconveniente
de nao permitir identificar os compostos responsaveis pelo sinal analitico. Para
ajudar na compreensdo do mecanismo e identificar os compostos
responsaveis pelo funcionamento do sensor, e mostrar até que ponto é que se
pode dizer que o mesmo é capaz de “seguir a degradacdo da manteiga”
recorreu-se a Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa.



keywords

abstract

Acoustic wave sensor, quartz crystal microbalance, butter degradation.

The main objective of this work was to develop a sensor to follow butter
degradation. The sensor used a coated 9 MHz piezoelectric crystal.

The sensor can only detect mass changes, which arise from the interaction
between volatile substances and the crystal coating. The output of the sensor is
a single numeric parameter, which renders rancidity degree to be easily
percepted. However, it is not possible to have an insight into the rancidity
process, and it is impossible to identify the volatile compounds evolved during
butter degradation. In order to help in the understanding of rancidity
mechanism, to identify the volatile compounds and to evaluate the sensor
performance, analyses by GC/MS have also been performed.
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Introducdo

1. Introducao

Neste trabalho pretende-se desenvolver um sensor para seguir a degradagdo da
manteiga. Pretende-se que o sensor seja capaz de detectar a degradacdo da manteiga ao
longo do tempo através do registo da variacdo da frequéncia do cristal piezoeléctrico.

O sensor apenas detecta variagdes de massa, que se devem a qualquer composto
volatil que interaja com o revestimento de cristal. Nao € possivel por isso identificar os
compostos responsaveis pelo sinal analitico. Para ajudar na compreensao do mecanismo e
identificar compostos responsaveis pelo funcionamento do sensor, e mostrar até que ponto
¢ que se pode dizer que o mesmo ¢ capaz de “seguir a degradagdo da manteiga” utilizou-se
a cromatografia gasosa acoplada a um espectrometro de massa (GC/MS) e recorreu-se a
padrdes, de forma a identificar os compostos da manteiga que se desprendem ao longo do
tempo.

A comparacdo dos resultados dos dois métodos na andlise de padrdes permitem
comparar a sensibilidade do sistema fibra/GC/MS e fibra/sensor na detec¢do dos
compostos resultantes da degradagcdo da manteiga

Este sensor tera especial importincia no controlo da qualidade de produto e mesmo

na area da saude.
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2. Constituicio da manteiga
2.1 O que é a manteiga

A manteiga ndo ¢ uma invencao recente, tem ja cerca de 3000 anos, sendo o primeiro
registo que se conhece deste produto datado de 1750 a.C.

Ao longo de todos estes anos o seu fabrico sofreu grandes transformagdes, deixando
de ser um processo artesanal. Esta evolucao, longe de diminuir as qualidades da manteiga,
antes contribuiu para a sua melhoria, nomeadamente através da introdugdao de normas de

higiene. O diagrama, representado na figura 1, ilustra as fases de preparacdo da manteiga.

Leite armazenado

Separacgao

Leite desnatado

Distribuigdo e
venda da nata

Pasteurizacao

Armazenamento

Armazenamento

Cristalizacao
Batimento das natas

Evaporacdo e
Secagem

Leitelho
| Adicdo de Agitacdo e
acido salgar
Armazenamento lactico
I
Pasteurizagio

Manteiga a pH Manteiga Manteiga a pH
acido salgada neutro

Evaporacdo e

Secagem
Empacotamento

Armazenamento
e distribuigdo

Figura 1- Fases da preparacdo da manteiga.
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Constituicdo da manteiga

A desnatacao do leite consiste na separacao da matéria gorda do leite, aproveitada
para a elaboragdo da nata (utilizando centrifugas). A nata resultante pode ser aproveitada

para venda, ou entdo para a preparagao da manteiga [1,2,3].

Tal como o leite, a nata ¢ objecto de um tratamento, cuja finalidade ¢ eliminar todas
as bactérias que ela possa conter. A pasteurizacdo ¢ um processo térmico, que consiste em
submeter a nata a uma temperatura elevada, durante alguns segundos, para logo a seguir a

arrefecer muito rapidamente [1,2,3].

Apoés a pasteurizagdo, adicionam-se fermentos lacteos a nata, com o objectivo de
facilitar a batimento da mesma para além de acidificar o produto e lhe dar um sabor
agradavel. Deixa-se amadurecer o produto, num programa de arrefecimento de forma a se
obter a gordura com uma dada estrutura cristalina [1,2,3]. Este processo demora cerca de

12-15 horas.

Como ja foi referido, para se transformar em manteiga, a nata precisa de ser batida.
Esta agitagdo enérgica e repetitiva faz com a matéria gorda se una, libertando um liquido
resultante do leite inicial, o leitelho (liquido que sobra apds a manteiga ter sido separada do
leite). O tempo de batimento, varia de acordo com a temperatura de amanteigamento,

regulada no Verao entre 8 e 10 graus Celsius e, no Inverno entre os 10 e 13 graus Celsius

[1].

Nessa altura a manteiga ¢ submetida a uma lavagem com éagua pura de forma a
libertar a manteiga, propriamente dita, e remover algum leitelho ou residuos sélidos do

leite (o que hoje em dia pouco se faz).

A partir deste momento, podem-se obter trés tipos de manteiga: manteiga acida (com
pH até 5), manteiga neutra (com pH igual a 7) ou simplesmente manteiga com sal. A
manteiga acida ¢ obtida quando durante o batimento se adiciona acido lactico. A manteiga
neutra ¢ obtida sem adicdo de qualquer produto. A manteiga salgada resulta da adi¢do de

sal durante o batimento [2,3].
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Uma tltima agita¢dao vai encerrar o processo, repartindo uniformemente a agua pela
matéria gorda, para que o produto apresente uma humidade satisfatéria (é conveniente

deixar cerca de 16% de agua).

A agitagdo deve ser vigorosa pois influencia as caracteristicas pelas quais a manteiga
¢ apreciada - aroma, sabor, aparéncia e cor. A agitagdo ¢ requerida para obter uma mistura
de granulos de manteiga, sal e 4gua. Durante a agitacdo, a gordura (os acidos gordos) passa

de globular para gordura livre (acidos gordos livres) [2,3].

Posteriormente, para melhor conserva¢do, mantém-se o produto em camaras

frigorificas e a embalagem deve evitar a infiltragdo de luz [1].

A manteiga, geralmente, conserva-se por um ano, se a temperatura de

armazenamento se situar entre os 0° e 4°C.

2.2 Constituicio da manteiga

A composicdo da manteiga depende da constituicdo da gordura do leite utilizada
bem como do seu processo de fabrico. Tendo isto em conta a tabela 1 mostra as diferengas

na composicdo da manteiga com sal e sem sal.

Tabela 1 - Diferengas na composi¢do da manteiga com sal e sem sal.

Manteiga com Sal Manteiga sem Sal
Gordura >= 80% 82%
Acidez Total 5 cm’/100g de manteiga 5 cm’/100g de manteiga
Acidez Oleica 0,30g de ac./100g de manteiga | 0,30g de ac./100g de manteiga
Sal max.2% | e
Humidade max. 16% 16%
Indice de peroxidos 0,3 meq de O,/100g de 0,3 meq de O,/100g de
manteiga manteiga

No caso das manteigas salgadas a concentragdo de sal na fase aquosa ¢
suficientemente elevada para impedir o crescimento de muitos organismos. Isto significa
que a manteiga pode manter uma qualidade aceitdvel durante varias semanas a

temperaturas moderadas, e ainda mais se for refrigerada ou congelada [2].
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Constituicdo da manteiga

Os cerca de 80 % de gordura da manteiga sao constituidos por triglicerideos, que nio

sdo mais do que acidos gordos ligados a trés carbonos da molécula de glicerol [4], tal como

R—CO|OH + H|OR/

Acido Gordo Alcool

ilustra a figura 2.

R CcoO ®) R’

Lig. Ester
Lipido

Figura 2 - Liga¢do de um 4acido gordo a um glicerol [5].

A gordura do leite contém uma grande variedade de acidos gordos que tém a sua
origem principalmente na alimentagdo, podem resultar ainda da mobilizacdo das reservas
dos tecidos que sdo metabolizadas para produzir energia quando a dieta ¢ deficiente e ainda

ser sintetizados na propria vaca [2,3].

Na sua maioria, os acidos gordos sdo saturados uma vez que os processos de reducao
que ocorrem na panca do animal convertem os substratos insaturados na forma saturada. A
sintese dos acidos na vaca resulta essencialmente na produgdo de 4cidos de cadeia curta de
quatro a catorze atomos de carbono (C4-C14) e na producdo de algum &cido palmitico
(C16). Cerca de 30% da gordura do leite ¢ insaturado, sendo esta gordura insaturada
constituida principalmente por acido oleico (C18:1). Este forma-se principalmente na
glandula mamadria, onde existe uma desnaturase C18:0 especifica que converte o acido

estearico (C18:0) em acido oleico (C18:1) [2].

Os acidos gordos mais comuns sdo acidos carboxilicos de cadeia curta com um
numero par de carbonos, que vao desde a pequena cadeia saturada do &cido butandico
(C4:0) a longa cadeia saturada do acido estearico (C18:0) (ver tabela 2) [2,5,6,7]. Alguns
dos acidos podem conter uma ou mais ligagdes duplas (mono ou poliinsaturados). As

ligacdes duplas apresentam sempre a configuragdo Cis ¢ dificilmente sdo conjugadas.
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Raramente ocorrem ligacdes triplas. Na tabela 3 listam-se os acidos insaturados mais

vulgares [2,5,6,7].

O estado fisico dos acidos gordos depende do numero de insatura¢do e quanto maior
for o numero de ligagdes duplas menor serd o ponto fusdo. Desta forma, estas gorduras

apresentam-se em estado s6lido, quando a temperatura ambiente for inferior a 25 °C [4].

Tabela 2- Exemplos de 4cidos gordos saturados mais frequentes.

Nome comum IUPAC N.°de carbonos | Contetido médio em 100 g de
manteiga [7]
Butirico Butanoico 4 2,63 ¢g
Caproico Hexandico 6 1,56 g
Caprilico Octanoico 8 091 g
Céprico Decandico 10 2,03 ¢
Laurico Dodecanodico 12 2,28 ¢
Miristico Tetradecandico 14 8,16 g
Palmitico Hexadecandico 16 2133 ¢g
Estearico Octadecanoico 18 9,83 g

Tabela 3: Exemplos de acidos gordos insaturados mais frequentes:

N.° | Nome comum IUPAC N.°de Contetido médio em
de A Carbonos | 100 g de manteiga [7]
1 Palmitoleico Hexadecandico 16 1,82 g
1 Oleico Octadecanodico 18 20,40 g
2 Linoleico Octodecadienoico 18 1,83 g
3 Linolénico Octodecatriendico 18 1,18 g

(A — Ligagao dupla)
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3. Degradacio da manteiga

Uma das alteragdes mais comuns da manteiga ¢ o aparecimento do ranco. O rango
estad associado ao cheiro e ao sabor desagradavel que se desprende de alguns alimentos,
geralmente produtos lacteos ou 6leos e gorduras, quando improprios para consumo. O mau
cheiro também pode ter origem na absor¢do e/ou contaminacdo em presenca de comidas

rangosas [2,8]. Os lipidos sdo os grandes responsaveis por estas alteragdes.

A rancidez pode ser causada pelas alteragdes que ocorrem a partir da reac¢do com o
oxigénio atmosférico — rancidez oxidativa — e também ser produzida por reacgdes

hidroliticas catalisadas por enzimas — rancidez hidrolitica [1,2,9,10,11,12].

As reacgOes hidroliticas e os efeitos de absor¢do podem ser minimizados por:
armazenamento em local fresco, boas condi¢des de transporte, empacotamento cuidadoso e
boas condicdes de higiene, enquanto que a rancidez oxidativa, ou auto-oxidacdo, ndo ¢
minimizada pelo abaixamento da temperatura de armazenamento da comida [1,2,10,11].
Isto verifica-se porque a auto-oxidagdo ¢ uma reaccdo quimica com baixa energia de

activagdo, 4-5 kcalmol™, no primeiro passo e 6-14 kcalmol™ para o segundo passo [10].

Factores importantes para o controlo da auto-oxidagdo sdo a exposi¢do a luz, o

contacto com o ar atmosférico € com metais de transi¢ao [1,2,10,11].

Esmagar ou macerar tecidos, animais ou vegetais, desencadeia a lipdlise porque as
enzimas lipoliticas — lipases- sdo libertadas, e actuam nos lipidos para libertar os acidos

gordos livres como se mostra na figura 3 [1,10].

CH,0COR’ CH,OH

lipase
CHOCOR” + 3H0 —— CHOH  + R'CO,H + R”CO,H + R’"'CO,H
CH,OCOR"™” CHZ0H

Figura 3 - Degradacdo de um lipido por ac¢do de enzimas lipidicas [10].

Os 4acidos gordos livres e os triglicerideos sdo capazes de ser oxidados por auto-

oxidacdo ou por enzimas chamadas lipoxigenases. A oxidagdo ocorre, principalmente, nos
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acidos gordos insaturados, dos quais o acido oleico, linoleico e o linolénico, representados

na figura 4, sdo os mais abundantes [10].

Cis

A PV e S e

CH;(CH,)4,CH=—=CHCH,CH=—=CH(CH,);CO,H

CH4CH,CH =—=CHCH,CH==CHCH,CH=—= CH(CH,),CO,H

Cis Cis Cis

Figura 4 — Representagdo dos acidos gordos oleico (C18:1), linoleico (C18:2) e linolénico (C18:3) (adaptado
da referéncia 10).

Sabe-se que o primeiro produto da oxidagdo ¢ um intermediario, o qual ndo tem
odor, mas pode quebrar-se em moléculas mais pequenas que produzem um mau odor
[1,2,10,11]. Na auto-oxidagdo, sabe-se que os trés acidos gordos insaturados sdo oxidados
a diferentes velocidades. O acido linoleico ¢ oxidado com uma velocidade 64 vezes maior
do que o 4cido oleico, e o acido linolénico ¢ oxidado com uma velocidade 100 vezes maior

do que o 4cido oleico [10].

A produgdo de um intermedidrio pode ocorrer por um de dois mecanismos: o
mecanismo de radical livre, o qual pode ocorrer no escuro, ou pelo mecanismo de foto-

oxidacdo, que ¢ iniciado pela exposicdo a luz. Em ambos os casos o intermediario ¢ um

lipido hidroperéxido [10,12,13,14].
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Degradacdo da manteiga

3.1 Rancidez oxidativa ou auto-oxidacio: Formacao de Hidroperoxidos

3.1.1 Mecanismo de radical livre

A rancidez oxidativa é um processo que ocorre geralmente em trés fases: a fase

inicial, a fase de propagacao e a fase terminal [9,11,13,14].

Durante a fase inicial, a molécula de oxigénio reage com os lipidos ou acidos gordos
insaturados (RH), produzindo hidroperoxidos (*OOH) e radicais livres (R®), ambos
bastante reactivos. Nesta fase, sdo geralmente necessarios oxidantes, como por exemplo,
metais de transi¢do (Fe e Cu), ou enzimas (ex. lipoxigenases). O calor e a luz também
favorecem o aumento da velocidade desta fase ou de outras fases de oxidacdo lipidica

[2,13,14].

Fase inicial: RH+ 0, ~camlizado® R°+ *OOH
RH catalizador, R*+ °*H

Os produtos desta fase inicial vao reagir com moléculas lipidicas adicionais de forma
a originar outras espécies quimicas reactivas — peroxidos (RO,*) que podem reagir dando

origem a hidroperdxidos (ROOH) [2,13,14].
Fase de propagagdo: R*+0, —®RO;*
RO,* + RH ROOH +R°*

O primeiro produto da oxidagdo ¢ um intermediario, hidroperéxido, praticamente
sem odor, mas que ao longo do tempo se vai partindo em moléculas mais pequenas que

produzem o mau cheiro (moléculas volateis) [1,2,10,11].

A segunda reac¢do de propagacdo também tem um radical livre R® que faz a sua

propria cadeia de propagacdo [10,14].
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A cadeia de auto-propagacdo pode ser parada por reac¢des terminais, onde dois

radicais se combinam e ddo origem a produtos que nao prosseguem as reacgoes de

propagacao.

Na fase terminal da oxidagdo lipidica sdo geralmente formados compostos nao

reactivos, incluindo hidrocarbonetos, alcoois, aldeidos e cetonas [9,10,11,12,13].
Fase terminal: R*+R* ———> R-R
RO,* +R*® ROOR

Quando este tipo de mecanismo ¢ aplicado na auto-oxidagdo do oleato de metilo,
figura 5, pode ser visto que a perda do hidrogénio no carbono 8 e no carbono 11 forma dois
radicais alilicos, podendo cada um ser representado por duas formas candnicas. Tais
formas candnicas permitem explicar porque ¢ que nio se obtém sé o 8-hidroperoxido mas
ainda porque ¢ que se obtém também o 10-hidroperoxido, a partir de um radical alilico, e

obtém ainda o0 9 e 11-hidroperoxidos a partir de outro radical alilico [10].

——CH,CH=——=CHCH,—™ Oleato de metilo ——CH,CH——=CHCH,——
l -H l -H
T CH,CHCH—CH > CHZCH CHCH— ——CHCH == CHCH,—— <—> ——CH==CHCHCH;
1.0, 1.0,
1.0, “Dh 2.H* 20
2.H°
OOH OOH OOH
OOH
——CHCH——=CHCH,—™ ——CH=—CHCHCH,—™8—
——CH,CHCH=—CH—— ——CH,CH==CHCH——
10- hidroperéxido 8- hidroperéxido 11- hidroperéxido 9- hidroperoxido

Figura 5 — Auto-oxidagdo do oleato de metilo (adaptado da referéncia 1).

Durante a fase inicial, a oxidacdo decorre com uma velocidade lenta ¢ uniforme.

Quando atinge um certo ponto, a reaccdo entra numa segunda fase, sofrendo uma
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aceleragcdo. A gordura comega a cheirar a rango a partir do inicio da segunda fase, apesar
dos especialistas conseguirem notar modificacdes na gordura ainda antes da segunda fase.

A fase inicial chama-se periodo de indugéo [10].

3.1.2 Mecanismo de foto-oxidacao

A foto-oxidacdo é conhecida como uma alternativa ao mecanismo de radical livre,
podendo originar hidroperoxidos diferentes na presenga da luz e de algumas moléculas

fotossensiveis. Com estas oxidagdes ndo ¢ conhecido nenhum periodo de indugao [10].

3.1.3 Mecanismo da lipoxigenase

A quimica basica da reaccdo de oxidacdo da lipoxigenase ¢ a mesma que a da auto-
oxidagdo. Como acontece com outras reac¢des enzimaticas, a lipoxigenase ¢ muito
especifica por causa do substrato e de como o substrato ¢ oxidado, sendo o acido linoleico

oxidado nas posi¢des 9 e 13.

A lipoxigenase prefere os acidos gordos livres como substratos, embora existam

isoenzimas lipoxigenases que reagem com os triglicerideos [10].

Qualquer um dos trés mecanismos: o mecanismo de radical livre, 0 mecanismo de
foto-oxidagdo e o mecanismo de lipoxigenase, levam a formacao de hidroperoxidos que
sao relativamente ndo volateis e ndo produzem maus cheiros. Contudo a conversao dos
hidroperoxidos em componentes finais com cheiro ¢ menos compreendida do que a

produgdo dos hidroperoxidos.
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3.1.4. Produtos de reaccao secundaria

Os lipidos hidroperdxidos sdo muito instaveis e partem-se num radical alcoxi livre
que se decompde, principalmente pela clivagem de qualquer dos lados do atomo de
carbono que contém o atomo de oxigénio.

Na figura 6 apresenta-se esquematicamente os produtos secundarios que se podem

obter:
RTHR—> R"CHR ™ +
O——OH
R"CR" + ROH
R'CR” + RH ﬁ 0
RCHO+ R
(@]
HR+R
OH

Figura 6 — Produtos secundarios da rancidez oxidativa [10].

> Aldeidos
O mecanismo de clivagem do radical alcoxi livre depende da clivagem de

qualquer lado do atomo de carbono que contém o atomo de oxigénio. Os dois electrdes

impares produzidos podem formar a dupla ligacao do grupo carbonilo.
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A figura 7 ilustra a formagdo de um aldeido, o hexanal.

Acido linoleico . RH

Dieno conjugado

l 30,
Radical per6xido COOH

Hidroxi - acido

COOH RH

Hidroperoxido
COOH

OH

O—OH

Ceto - acido

COOH

H

COOH y\/\/
+ Hexanal

. (e)

Figura 7 — Peroxidagdo do acido oleico, originando um aldeido, hexanal (adaptado da referéncia 14).

Obviamente que com a gama de hidroperoxidos disponivel existem muitos

aldeidos que podem ser produzidos.

> Alcoois

Os alcoois podem ser formados por um mecanismo semelhante ao dos aldeidos.
O radical alcoxi livre cliva para dar origem a um aldeido e um radical livre hidrocarboneto
o qual pode captar um radical OH® para dar um élcool ou alternativamente captar um

radical H® para formar um hidrocarboneto, como mostra a figura 8.
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o
CH;(CH,);CHCH==CH(CH,)sCO,CH

l

CH3(CH,); + CHCH=—=CH(CH,)sCO,CHj

?/ \OH

CHz(CH2)6CH3 CH3(CH2)6CHZOH

(0]

Figura 8 — Formagdo de um alcool e de um hidrocarboneto a partir de um radical alcoxi livre [10].

> Hidrocarbonetos

E possivel postular mecanismos semelhantes aos dos aldeidos e alcoois para os
hidrocarbonetos. Para além desses mecanismos, se considerarmos que o radical H® ¢
captado de R'H, pode formar-se um novo radical R® com o resultado das reac¢des da

figura 9 poderem acontecer:

O

CH,;CH,CH——= CHCH,CHCHj; CHCH CH(CH,);CO,CHj4

|

CH;CH,CH——= CHCH, + CHCH3——=CHCH=—=CH(CH,);CO,CHg

CH;CH,CH==CHCH; + R’ CH;CH,CH=—— CHCH,OH

Figura 9 — Formagéo de alcool e de um hidrocarboneto a partir de um radical alcoxi [10].
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3.2 Rancidez hidrolitica

Os trés grupos de moléculas- aldeidos, alcdois e hidrocarbonetos- surgem a partir dos
hidroperoxidos produzidos pela foto-oxidagdo ou pelo mecanismo classico da auto-

oxidagao [10].

As cetonas metiladas, as lactonas e os ésteres podem ser formados principalmente por
reac¢des hidroliticas [10]. Assim, a molécula de triglicerideo, sob ac¢do de calor e
humidade, na presenca de um catalisador ou pela ac¢do das enzimas lipases pode quebrar-
se em ceto acidos, os quais perdem rapidamente uma molécula de diéxido de carbono,

figura 10, ou dar origem a lactonas, figura 11.

OH
CH,OCOR’ ﬁ T‘

CHOCOR ﬂ» HO,CCH,CR" —— (CO, * CH;CR" —> CH;CHR’

CH,OCOR

Figura 10 —Reacgdo hidrolitica [10].

CH,0CO(CH,),,CH; CH,0H
CHOCO(CH)oCH;  _Loxidasio_ H,OC(CHy),CHOH(CH,);sCH; + HO,C(CH,);CHOH(CH,),,CH; + CHOH
2. H,0 / Lipase
CH,OCO(CH,)15CHs ¢ l CH,OH
(CH2)3
/(CHz)z \ - \

O:S\O /C(CH2)13CH3 + O:C\o /C(CH2)12CH3

Figura 11 - Degradacédo de um lipido, numa reacg¢@o hidrolitica, originando lactonas [10].

Sabe-se ainda que as reacc¢des hidroliticas, incluindo a lip6lise, proporciona os acidos
gordos livres oleico, linoleico ou linolénico, os quais podem sofrer mais rapidamente a

auto-oxidagao [10].

-23 .




Capitulo 3

As metil cetonas podem ainda ser produzidas por microorganismos na presenga de

agua [10].

3.3. Antioxidantes

A auto-oxidacdo pode ser inibida ou retardada pela adicdo de um antioxidante (AH),
de baixa concentragdo, o qual pode interferir quer na cadeia de auto-propagacdo quer na

iniciagdo [10]:
ROO*+AH — ROOH+A*

A®*+ROO* —>
Produtos nao radicais
A+ A —»

O radical livre A® originado pelo antioxidante ¢ estabilizado por ressonancia e

portanto ndo participa nos passos de propagacao.

Os antioxidantes usados na industria alimentar s3o fendis, por exemplo,
hidroxianisole butilado (BHA), hidroxitolueno butilado (BHT) e a hidroquinona butilada
(TBHQ) [10,15,16]. Estes compostos perdem a sua eficiéncia a altas temperaturas porque

os hidroperoxidos formados anteriormente partem-se [10].

Existem, também, antioxidantes preventivos, os quais actuam reduzindo a velocidade
da cadeia de iniciagdo, por exemplo, os metais inactivadores, os quais se coordenam com
os 10es metalicos capazes de catalisar a reac¢do de iniciacdo. Sdo antioxidantes preventivos

os acidos citrico, fosforico e ascorbico [10].

Finalmente existe um sinergismo, que ¢ o efeito obtido quando dois destes
estabilizadores sdo usados juntos. A mistura dos dois tem um melhor efeito que qualquer
um dos estabilizadores sozinhos. Se um antioxidante “quebrador de cadeia” e um
antioxidante preventivo forem misturados, tanto a iniciagdo como a propagagdo sao

suprimidas [10].
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Assim, a vitamina E e a vitamina C (acido ascorbico) actuam juntas para remover os

radicais livres gerados pelos radicais dos acidos gordos insaturados.

Tendo em conta os diversos mecanismos da degradagdo da manteiga, esperar-se-a
encontrar: hidroperoxidos, perdxidos, aldeidos, cetonas, hidrocarbonetos, alcoois e acidos
gordos livres. Contarini et al [17] identificaram alguns dos compostos resultantes da
degradacdo da manteiga, sendo os mais importantes: o acido butanoico, a 2-pentanona, a 2-

heptanona, a 2-nonanona e a 2-undecanona.

3.4. Efeitos da degradacio da manteiga na apreciacdo por parte do

consumidor

A manteiga tem, na sua composi¢do uma variedade de compostos volateis, muitos

dos quais provenientes do proprio leite [2,3].

O cheiro da manteiga salgada e da manteiga 4cida tem sido bem aceite. Os compostos

quimicos responsaveis sao derivados [2]:

- da gordura do leite, na forma de acidos gordos de pequena cadeia ou lactonas,

cetonas e outros compostos que se desenvolvem durante uma suave oxidacao;

- dos fosfolipidos da membrana globular da gordura;

- da accdo bacteriana na producdo da nata, por exemplo, o 4cido lactico e diacetilo.

A variagdo do cheiro da gordura do leite, entre paises, pode ser atribuida aos
compostos com cheiro derivados da alimentacdo da vaca. A alimentagdo varia de pais para
pais, tendo em conta factores geograficos, climaticos e econdmicos. O tipo de pastagem
pode influenciar o cheiro da gordura do leite. Para além disso, existem zonas onde na
maior parte do ano o clima é muito frio para promover o crescimento de pasto, entdo
durante este tempo os animais sao mantidos no interior e sao alimentados a base de cereais
e silagem. Noutras partes do mundo também se utiliza carne de soja como alimento porque

¢ barata quando comparada com o pasto [2,3].
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Outros compostos com cheiro sao formados devido a accdo de enzimas sobre os
lipidos e a oxida¢ao dos mesmos. Os processos de lipolise e oxidagcdo dao origem a alguns
componentes com cheiro agraddvel, mas em grande extensdo produzem cheiros
desagradaveis e ranco [2,8]. Na verdade, alguma rancidez ¢ apreciada em certos mercados,
mas quando o nivel de acidos gordos livres aumenta 10% do seu valor, o valor da manteiga
j& decresce no mercado [1]. As metil cetonas sdo responsaveis pelo cheiro caracteristico de

cozinhados com manteiga, ou da propria manteiga aquecida [9].

Os acidos gordos ja existentes na manteiga bem como aqueles que, em conjunto com
outros compostos, resultam da degradagdo da mesma, e que apresentam cheiros
caracteristicos, sdo listados na tabela 4. Os compostos presentes na tabela 4 foram
seleccionados por terem sido detectados experimentalmente durante a realizagdo deste

trabalho.

Tabela 4 - Cheiros caracteristicos dos produtos resultantes da degradagdo da manteiga.

Compostos resultantes da Cheiro

degradacio da manteiga

Acido propanéico ranco, acre [18]

Acido butanoico ranco, acre, queijo, podre, azedo [18], suor [18, 19]

manteiga [19]

Acido pentanoico podre, fecal, suor e rango [18]

Acido hexandico repugnante, suor, rango, queijo, gorduroso [18], acre

[18,19], bolor [19]

Acido acético forte, odor penetrante e irritante a azedo [18,19]
2-propanona maga, péra, uva, ananas, etéreo [18]
2-butanona etéreo [18]
2-pentanona doce, etéreo, fruta [18]
2-heptanona fruta, picante, canela [18], améndoa rancosa [10]
2-nonanona fruta, flores [18], aguarras [10]
2-undecanona odor citrino, a rosa [18], aguarras [10]
1-hexanol verde [20], herbaceo, madeira, suave, doce [18]
3-hidroxi-2-butanona manteiga [18,22], transportador de aromas usado na

preparagdo de esséncias [21]
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3.5. Efeitos da degradacio da manteiga na Saude

Os lipidos constituem um dos grupos de compostos organicos vitais para o0s

organismos [4]. Destacam-se as seguintes fungoes:

= Reserva energética;
= Fung¢ao estrutural;
= Fung¢do protectora;

= Funcgdo vitaminica e hormonal.

O funcionamento correcto do nosso organismo depende muito da presenca de varios
lipidos. A maior parte ¢ sintetizada no nosso organismo, a partir de produtos da digestao,
mas 0s poucos que ndo conseguimos sintetizar devem estar presentes na nossa dieta, por
exemplo, certos acidos gordos poliinsaturados (linoleico e linolénico) [2,23]. Estes
compostos estdo em cada célula do nosso organismo, € desempenham um papel importante
no funcionamento das membranas celulares e também nos mecanismos de coagulacdo do

sangue [2].

A digestao das gorduras produz componentes que nao sao soluveis em agua mas que
tém que ser transportados no meio aquoso do sangue para outras partes do organismo. Para
conseguir isto o organismo produz uma gama de colesterol contendo lipoproteinas que
emulsionam o material lipidico, deixando as superficies proteicas hidrofilicas em contacto

com o sangue [2, 3].

O mau funcionamento de qualquer um destes sistemas no organismo conduz a
doengas tais como arterioesclerose, tromboses, derrames cerebrais, doengas de coragdo ou
cancro. Dai que tenham sido estabelecidas ligagdes entre a ingestao de gorduras e o risco
de certas doengas. Criou-se ainda a ideia de que as gorduras saturadas sdo as prejudiciais,
enquanto que as poliinsaturadas sdo as “boas”. Na realidade, esta ¢ uma visdo simplista e
nem todas as gorduras saturadas se comportam da mesma maneira, € sabe-se mesmo que

niveis elevados de poliinsaturados podem ter efeitos negativos [2, 3].
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Estes conceitos que ligam as gorduras saturadas a problemas de saude, subsistem nos
dias de hoje, e sdo responsaveis pela quebra no consumo de manteiga que se tem registado

de ha vinte anos para ca [2].

Descobertas mais recentes sugerem que os monoinsaturados, anteriormente
considerados neutros em termos de saude, podem ter uma contribuicao positiva. Para além
disto, algumas descobertas sugerem que os lipidos oxidados podem danificar tecidos e,
uma vez que os monoinsaturados sdo mais estaveis a oxida¢ao do que os poliinsaturados,

niveis elevados daqueles na nossa dieta podem apresentar menos riscos [2].

Nem todos os acidos gordos saturados sdo igualmente perigosos. Os acidos palmitico,
laurico e miristico elevam os niveis de colesterol LDL no sangue. Efeito similar ¢ causado
pela ingestdo de gorduras hidrogenadas (constituidas por acidos gordos insaturados, na
forma trans), contidas nas margarinas, manteigas e banhas de origem animal ou vegetal.
Para além disso, os acidos gordos insaturados na forma trans reduzem os niveis de
colesterol HDL ("colesterol protector"), podendo aumentar os riscos para a saude [6,23].
As gorduras saturadas sdo encontradas no 6leo de coco, chocolate, ovos, carne, leite,
manteiga, banha, biscoitos, batatas fritas e bolachas. Os acidos gordos insaturados na
forma cis podem contribuir para o aumento do colesterol HDL. Assim, a degradagao destes
acidos e sua transformagdo em acidos saturados ¢ prejudicial, sendo importante o controlo

da mesma nos produtos alimentares [23].

A manteiga contém aproximadamente 0,2% de colesterol. Uma tipica fatia de
manteiga contém 11 mg de colesterol. Recomendagdes correntes para dietas que visam
reduzir o colesterol recomendam nao ingerir mais que 300 mg/dia. A manteiga ¢ uma das

poucas gorduras com algum valor nutricional e por isso faz parte de uma dieta saudavel

[7].
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4. Métodos para quantificar a degradacao da manteiga

Qual a melhor maneira para quantificar o rango numa amostra?, esta ¢ uma pergunta
muito frequente, mas que ainda, infelizmente, ndo tem uma tinica resposta.

Muitos factores t€ém de se ter em conta quando se selecciona o(s) teste(s) mais
apropriado(s), para além de ser dificil prever qual o método que dard melhores resultados.
O rango poder ser quantificado através de dois métodos: sensorial e quimico [12].

Os testes quimicos podem objectivamente quantificar varios produtos da oxidacdo
lipidica, enquanto que as avaliacdes sensoriais, subjectivas, podem ser a chave para
identificar o rango.

A correlagdo com testes sensoriais € a base para determinar quais os testes quimicos

apropriados para medir a oxidagdo lipidica de qualquer produto.

4.1 Método sensorial

A qualidade sensorial de uma dada amostra tem de ser avaliada por um painel de
especialistas, com muita experiéncia, que usam analises descritivas [12]. Todo este
trabalho tem de ser realizado num laboratério sensorial que cumpra todos os pré-requisitos
que tém de estar de acordo com os padrdes internacionais ISO (International Organization
for Standardization). Antes de se fazerem quaisquer avaliagdes, todos os especialistas tem
de passar o teste basico de sabor (de acordo com as normas ISO), o teste basico do odor e o
teste basico da visao.

Estes especialistas tém de ser treinados nos métodos sensoriais em diversas sessoes
ao longo de alguns anos e a sua capacidade de avaliagdo ¢ verificada de “tempos a tempos”
através do uso de cartdes individuais para cada especialista.

A andlise sensorial consiste na avaliacao do sabor, do cheiro e da cor da amostra, por
parte de um conjunto de especialistas que obedecem aos parametros referidos

anteriormente.
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4.2 Métodos quimicos

Os métodos quimicos podem consistir em testes de previsdo da resisténcia a rancidez

e testes indicadores de rancidez.

X/
L X4

4.2.1. Testes de previsao da resisténcia a rancidez

Teste do forno de Schaal — este teste consiste no aquecimento de 50 — 100 g de uma
amostra num prato aberto e guarda-lo num forno termostatizado até a rancidez
comegar. A temperatura a qual a gordura ¢ mantida ¢ 63 + 0.5 °C ou 70 °C. As
amostras sdo examinadas, geralmente através do cheiro ou do sabor, em intervalos
regulares, por exemplo diariamente ou semanalmente, dependendo da velocidade de
deterioragdo. Alternativamente, o decorrer da oxidacdo pode ser seguido pela
determinagdo de factores quimicos como o valor de perdxidos (VP). Este teste tem
como principais desvantagens a sua natureza subjectiva e exigir uma limpeza muito
cuidadosa do equipamento para evitar que quaisquer residuos deixados pela sua

utilizagdo anterior possam catalisar a oxidacao da amostra [10].

Teste de Sylvester — neste teste uma amostra de gordura ¢ colocada num recipiente
fechado, o qual ¢ aquecido at¢é 100 °C num banho termostatizado com agitacao
continua. O oxigénio do ar reage lentamente com o 6leo, o qual fica oxidado,
conduzindo a uma redugdo da pressdo do frasco. Esta diminuicdo de pressdo pode ser
monitorizada e representada ao longo do tempo num grafico. Ao inicio a oxidagdo é
lenta devido a resisténcia natural do 6leo a oxidagdo, mas quando esta se esgota a
oxidagdo torna-se progressivamente mais rapida. O grafico do oxigénio absorvido em
fun¢do do tempo mostra uma quebra pronunciada no final do periodo de indugdo. Um
problema com muitos destes sistemas ¢ a necessidade de uma agitagdo continua ao
longo do teste. Algumas gorduras t€ém periodos de inducao de 200h ou mesmo de 400h,
e torna-se dificil garantir uma agitagdo constante durante tempos tdo longos. E no
entanto de realcar que o método de medi¢do do oxigénio absorvido se correlaciona
melhor com o teste de armazenamento do que os resultados obtidos com os métodos do

oxigénio activo, como por exemplo o teste de Swift [10].

-30 -




Métodos para quantificar a degradacdo da manteiga

X/
°e

Instrumento FIRA-Astell — este aparelho foi desenhado para a determinagdo de
oxigénio absorvido por 6leos e gorduras, medindo a queda de pressdo num baldo de
teste. Embora o instrumento FIRA-Astell tenha sido uma consideravel melhoria em
relacdo as primeiras técnicas e conseguisse produzir resultados fiaveis com uma
manuten¢do cuidada, tinha varios inconvenientes. Em particular, o agitador era pouco
fiavel e as fugas eram normalmente um problema, num instrumento que se baseava em
medi¢des de pressdo. Como resultado, em parte, destes problemas o fabrico deste

instrumento cessou [10].

“Oxidograph” — como referido anteriormente, o instrumento FIRA-Astell tem
algumas desvantagens e ndo ¢ mais fabricado. Contudo, o principio em que se baseava
¢ atractivo e os resultados parecem relacionar-se melhor com outros testes de
armazenamento do que outros métodos baseados no oxigénio activo. Além disso, os
métodos de absorcdo do oxigénio dao resultados validos quando o 6leo ou gordura
contém antioxidantes volateis como, por exemplo, hidroxianisole butilado (BHA) ou
hidroxitolueno butilado (BHT). Em parte por estas razdes, a companhia Grindsted na
Dinamarca desenvolveu o instrumento “Oxidograph”. O aparelho consiste num
termostato; num bloco de aluminio electricamente aquecido, no qual seis buracos
foram feitos para acomodar seis baldes de reaccdo; num agitador magnético; em seis
transdutores, os quais estdo ligados aos baldes de reaccdo por um tubo de plastico
estreito e que convertem mudangas de pressdo em sinais eléctricos; e num registador
automatico, o qual recebe sinais eléctricos dos transdutores e traca um grafico das
mudancas de pressdo VS tempo. Em alguns testes no Leatherhead Food RA, o
“Oxidograph” mostrou ser capaz de produzir resultados fiaveis e valores para o periodo
de indugdo comparaveis com outros antecipados por outros trabalhos. Em particular,
este instrumento deu valores reais para Oleos e gorduras contendo antioxidantes
volateis como o BHA ¢ BHT, ao contrario de outros testes de estabilidade acelerada,
nos quais o ar passa pelo 6leo e o antioxidante ¢ rapidamente varrido do oleo as
elevadas temperaturas as quais sao conduzidas as experiéncias. Também se verificou

que o “Oxidograph” da valores crediveis para amostras j& volateis. Este instrumento
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tem ainda a vantagem de ser simples, dos recipientes de vidro serem de facil limpeza e

de serem baratos de se adquirir em caso de quebra [10].

Método do oxigénio activo ou teste Swift (MOA) — este método prevé a estabilidade
da gordura através do borbulhar de ar numa solu¢do de gordura usando condigdes
especificas de caudal, temperatura e concentracao. Posteriormente, os perdxidos e
hidroperoxidos produzidos por este tratamento sdo determinados por titulagdo com
iodo. O valor de MOA ¢ definido como o numero de horas necessarias para a
concentragdo de peroxidos alcancar 100 meq/kg de gordura. Quanto mais estavel a
gordura, mais tempo demorara a atingir esse valor. Para produtos que nao sejam
gorduras e 0Oleos, as gorduras tém de ser cuidadosamente extraidas com solventes. Este
método ¢ muito demorado, pois a gordura pode requerer 48 horas ou mais até atingir a
concentragdo de perdxidos necessaria. Este método estd incluido numa compilacio
publicada pelo AOAC (American Organization for Analytical Chemistry), AACC
(American Association for Clinical Chemistry) e AOCS (American Oil Chemists
Society) [8]. O método ¢ empirico e é preciso seguir muito estreitamente o

procedimento de forma a obter resultados reprodutiveis [10,11].

Instrumento Rancimat — este método ¢ muito parecido com o MOA, mas ¢ mais
rapido e mais automatico. Apds passagem do ar através da amostra, ¢ borbulhado num
reservatorio de dgua desionizada. Os acidos volateis produzidos pela oxidagao lipidica
sdo dissolvidos na dgua aumentando a sua condutividade que ¢ medida entre dois
eléctrodos de platina. Existe um aparelho comercial, instrumento Rancimat,
comercializado pelo Metrohm of Basle. Tem algumas vantagens em relagdo aos
instrumentos FIRA-Astell e “Oxidograph”, mas também algumas desvantagens. Nas
duas situagdes os graficos dos periodos de inducdo tém caracteristicas semelhantes,
notando-se que por vezes atingem um maximo e descem de seguida. No teste
Rancimat, o fluxo de ar pode retirar os acidos dissolvidos da agua destilada,
conduzindo a uma reducao das suas concentracoes ¢ a um aumento da resisténcia
eléctrica da dgua. No teste FIRA-ASTELL/”Oxidograph” este facto deve-se a evolucao
de compostos volateis do 6leo, provocando um aumento da pressdo para compensar o

decréscimo resultante da absor¢ao do oxigénio [10].
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% indice de estabilidade dos éleos — instrumento “OSI” — partindo do sucesso do
instrumento Rancimat na Europa, um instrumento alternativo foi desenvolvido pela
Companhia Archer Daniels, Illinois, EUA. Este foi designado pelo instrumento OSI, e
¢ usado para determinar o indice de estabilidade do 6leo, outro nome para o periodo de
indugdo, excepto que ¢ agora definido como o maximo na segunda derivada da
condutividade com respeito ao tempo. Isto corresponde a inclinagdo maxima da curva
do periodo de indu¢do. O instrumento OSI trabalha sob os mesmos principios do
instrumento Rancimat, no entanto, algumas modificagdes foram introduzidas de forma
a ultrapassar alguns problemas encontrados no instrumento Rancimat. Uma das
alteracdes ¢ a substituicdo dos tubos de reac¢do por tubos de vidro descartaveis, que
vem diminuir os problemas com a limpeza e usa sensores eléctricos mais robustos e

com maior tempo de vida. Este instrumento foi aprovado pela AOCS [10].

¢ Numero de Iodo — embora nio seja uma medida especifica da estabilidade da gordura,
a medicdo do numero de iodo pode indicar o potencial de uma gordura para ser
oxidada. O método mede a reac¢do do iodo com as duplas ligagdes dos acidos gordos
insaturados. Acidos gordos com um grande niimero de ligagdes duplas proporcionam
mais sitios de oxidacdo. O numero de iodo s6 por si ndo ¢ muito Util para prever a
estabilidade da gordura, porque existem outros factores que podem influenciar a

estabilidade da mesma [11].
4.2.2. Testes indicadores da rancidez
4.2.2.1. Medicao da rancidez oxidativa
Em comparagdo com a rancidez hidrolitica, a rancidez oxidativa ¢ mais complexa e
aquela que tem sido objecto de mais pesquisa. E causada pela oxidacdo da gordura,

obtendo-se intermedidrios que incluem hidroperoxidos e peroxidos, que conduzem ao

aparecimento de aldeidos e cetonas, bem como a outros produtos mais pequenos. Estes

-33-




Capitulo 4

produtos de oxidagdo secundaria, especialmente os aldeidos, tém maus cheiros associados

aos Oleos rangosos. Como os primeiros produtos formados pela oxidacao de um 6leo sao

perdxidos ou hidroperdxidos, o0 método mais comum de medi¢do ¢ o do valor de peroxido

(VP), o qual é expresso em unidades de miliequivalentes de oxigénio por quilograma de

gordura [10].

X/
o

Valor de perdxidos — ¢ um dos testes mais usados para a rancidez oxidativa. O valor
de perdoxidos ¢ a medida da concentragdo de perdxidos e de hidroperéxidos formados
numa fase inicial da oxida¢ao lipidica. Miliequivalentes de peroxido por kg de gordura
sao medidos por titulagdo com o i1do iodeto. Os valores de perdxidos ndo sdo estaticos e
sdo necessarios cuidados especiais na manipulagdo e durante os testes com as amostras.
E dificil relacionar o valor de peréxidos com a rancidez. Valores de peréxidos muito
altos sdo uma indicagdo segura da presenga de rango na amostra, mas valores
moderados podem ser o resultado de um esgotamento de perdxidos depois de se terem
atingido altas concentragdes [10,11]. Sabe-se que as duas principais fontes de erro
neste método sdo: a absor¢do de iodo nas ligagdes insaturadas dos acidos gordos ¢ a
libertacdo do iodo adicional do iodeto de potassio pelo oxigénio presente na solucao. A
AOCS padronizou um procedimento para a determinag¢do do VP, no método Cd 8-53, ¢
¢ aplicavel a todos os 6leos e gorduras. Assim como com os outros métodos, ¢
altamente empirico e qualquer variagdo no procedimento pode levar a imprecisdes no

resultado [10,11].

Valores de anisidina (VA) — quando os hidroperdxidos se quebram, eles produzem
aldeidos volateis, como por exemplo o hexanal, deixando para tras uma quantidade de
acidos gordos nao volateis que permanece como uma parte da molécula do glicerideo.
O produto ndo volatil desta reac¢do pode ser medido através da reac¢do com a
anisidina. Valores altos de anisidina podem ser uma indicacdo de que a gordura foi
oxidada, mesmo quando ATB e outros testes de aldeidos dao resultados baixos porque
os aldeidos volateis podem acidentalmente ou intencionalmente ser removidos durante

o processamento. O valor de anisidina ¢ definido como 100 vezes a absorvancia (a 350
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nm) de uma solugdo resultante da reaccdo de 1g de gordura em 100 mL de solvente

[10,11]. Este ¢ um método reconhecido pela [IUPAC [10].

Valor “totox” — o valor da anisidina é frequentemente usado em conjunto com o valor
de perdxidos para calcular o valor da oxidagdo total ou valor “totox™: valor “totox” =
2VP + VA. Nesta equagdo ao valor de PV ¢ dado um o peso a dobrar, pois como Holm
e Ekbom descobriram experimentalmente, quando um o6leo ¢ aquecido a 200 °C sob
vacuo, | unidade de PV ¢ decomposta para dar um aumento de 2 unidades de VA.
Patterson deu uma aplicagdo racional para esta questdo dizendo que os peroxidos tém
dois oxigénios por molécula enquanto que os aldeidos s6 t€m um. Empiricamente pode
dizer-se que o valor “totox” deve ser inferior a 10 [10].

Testes do acido tiobarbitirico (ATB) — este teste ¢ outro método empirico
frequentemente usado para a oxidagao lipidica. Aldeidos saturados, 2-enais e 2-dienais,
produzidos na fase terminal da oxidagdo lipidica, podem ser detectados pela reac¢do
com o acido 2-tiobarbiturico. A reac¢do produz uma cor vermelha que pode ser medida
usando um espectrofotometro. Embora originalmente desenvolvido para detectar
malonaldeidos, estd provado que o TBA reage com outros aldeidos, bem como com
substancias interferentes como os fendis. Tal como os valores de perdxidos, um baixo
valor de TBA ndo ¢ um indicador absoluto da qualidade da gordura, sendo possivel que
os aldeidos ainda ndo se tenham formado ou que os mais volateis se tenham perdido

durante o processamento ¢ o armazenamento [10,11].

Teste de Kreis (indice de rancidez) — o teste de Kreis tem a vantagem de ser rapido e
também d4 uma indicagdo da rancidez incipiente. Foi um dos primeiros testes usados
para avaliar a oxidacao das gorduras e envolve a produ¢do de uma cor vermelha
quando o floroglucinol reage com gordura oxidada em solugdes acidas. Desde cedo a
literatura declarou que os compostos responsaveis pela reacgdo colorida de Kreis sdo os
aldeidos epoxi ou os seus acetais. O teste pode ser usado de forma qualitativa mas
também quantitativa apesar das amostras frescas produzirem, por vezes, em contacto
com o reagente de Kreis uma coloragdo. Alguns aditivos como a anisidina também

interferem no teste [10].
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Técnicas espectrométricas — quando o 4cido linoleico ¢ oxidado para formar o acido
linoleico hidroperdxido, as duplas ligagdes das gorduras tornam-se conjugadas. Este ¢
também o caso quando o 4cido linolénico ¢ oxidado para &cido linolénico
hidroperoxido. Os 4cidos conjugados formados absorvem luz ultravioleta e o acido
linoleico hidroperdxido e os dienos conjugados que podem resultar da decomposicao,
mostram uma banda de absor¢do a 232 nm, enquanto que os produtos de reac¢do
secundaria e particularmente dicetonas mostram uma banda de absor¢do a 268 nm. Os
trienos conjugados mostram uma banda de absorg¢do tripla, na qual o pico principal esta

na vizinhanga dos 268 nm, junto com um pico secundario a 278 nm [10].

Espectroscopia Infra-Vermelho — ¢ um método usado para medir a rancidez, mas a
sua mais valia esta no reconhecimento de grupos funcionais ndo usuais e no estudo de
acidos gordos com duplas ligagdes trans. O’Connor disse que o aparecimento de
bandas a 2.93 um era devido a formacao de hidroperoxidos, enquanto que o
desaparecimento de uma banda a 3.2 pm indicava a substituicdo de um hidrogénio na
ligagdo dupla por outro qualquer radical livre. Isto pode indicar polimerizagao.
Também ¢ sugerido que o aparecimento de bandas adicionais a 5.72 um, o qual esta
associado a elongacdo C = O, indica a formagao de aldeidos, cetonas ou acidos. Para
além do mais, um aumento na banda de absor¢do a 10.3 pum indica a formagdo de
duplas ligagdes trans adicionais, provavelmente devido as modificagdes causadas

durante a oxidagao [10].

Indice de refraccio — medicdes do indice de refrac¢do tém sido usadas para medir a
estabilidade da mistura do d6leo de sésamo/soja, mas o principal atractivo das medigdes
do indice de refraccdo, de espectrometria ultravioleta/visivel (UV) ou infra-vermelho
(IV) estd na sua associagado com HPLC (High Performance Liquid Chromatography)
[10].

Quimioluminiscéncia e bioluminiscéncia — algumas técnicas baseadas na
quimioluminiscéncia e na bioluminiscéncia t€ém sido utilizadas apesar da fraca emissao
e da necessidade de equipamento sofisticado. Contudo, Miyazawa et al. aplicaram uma

nova técnica de quimioluminiscéncia para estudar a rancidez. Eles concluiram que o
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X/
L X4

método ¢ versatil e rapido quando acoplado com a oxidagao do luminol na presenga do

citocromo c e tem boa sensibilidade para acidos gordos hidroperdxidos [10].

Método polarografico — estes métodos tém sido desenvolvidos para determinar lipidos
oxidados. A gordura ¢ dissolvida num solvente ndo-aquoso e os componentes oxidados
sao reduzidos num eléctrodo gotejante de merctrio. No entanto, a polarografia parece

ser uma 4rea de pesquisa negligenciada quanto aos métodos de medicdo de rancidez

[10].

Separacdo por Cromatografia liquida seguida de deteccio — a coluna liquida
cromatografica tem sido usada para separar material polar e ndo polar em 6leos fritos,
mas a principal atrac¢do ¢ no HPLC, uma vez que oferece a oportunidade de medir
concentragdes de peroxidos termicamente labeis, hidroperoxidos e produtos da

oxidacao secundaria volateis € nao volateis [10].

Valor de hexanal — o hexanal produzido durante a fase terminal da oxidag¢ao lipidica,
pode ser medido através da andlise por cromatografia gasosa do espago de cabega de
uma amostra. Existem varios métodos, mas geralmente uma dada quantidade da
amostra ¢ moderadamente aquecida num frasco tapado com um septo. Uma seringa de
gas ¢ utilizada para retirar uma pequena por¢ao do espago de cabega sendo esta amostra
injectada numa coluna de GC para separar o hexanal dos restantes compostos volateis.
A concentragao do hexanal pode depender de um grande nimero de factores, incluindo
a histéria da amostra e a composicdo e quantidade da gordura. Geralmente sdo
necessarias varias amostras do mesmo produto para estabelecer uma correlagdo entre a
concentragdo de hexanal e a qualidade do produto. Uma vez estabelecida a correlagao,
a medi¢ao de hexanal pode ser um rapido e util instrumento para a medi¢dao da

oxidacao lipidica [11].

Separaciao por Cromatografia Gasosa seguida de detecciao — tanto a injeccao directa
como a analise do espaco de cabega t€ém sido utilizadas. Este método consiste na
obtencdo de um perfil dos compostos volateis que existem no produto usando uma

técnica semelhante a descrita anteriormente para o hexanal. A oxidagao lipidica produz
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uma variedade de compostos volateis incluindo hidrocarbonetos, aldeidos, cetonas e
acidos organicos. A medida que a oxida¢do aumenta, o total destes compostos volateis
tendem a aumentar e podem ser medidos injectando uma por¢do do espaco de cabega
num cromatografo de gas. Aromatizantes volateis podem interferir e correlacdes de

espaco de cabeca em amostras de qualidade conhecida sdao importantes [10,11].

4.2.2.2. Medicao da rancidez ceténica

A rancidez cetonica € um problema frequente esquecido com comidas que contém
acidos gordos saturados de cadeia pequena. Pode ser a causa dos maus cheiros no coco,
mas pode surgir em outras comidas como a manteiga. Na presenca de quantidades
pequenas de agua e oxigénio, fungos como o Eurotium amstelodami podem interagir com
o acido laurico, libertando inicialmente acidos gordos livres de cadeia pequena, que sao
depois sujeitos a uma B-oxidagdo, dando origem a duas séries homoélogas de compostos,
chamados metilcetonas e alcoois alifaticos, ambos com cadeias de carbonos impares.
Como o primeiro passo no desenvolvimento desta forma de rancidez ¢ a hidrélise dos
acidos gordos de cadeia pequena, estda muito relacionado com a rancidez hidrolitica
discutida anteriormente. Contudo, visto que as metil cetonas e os alcoois alifaticos tém
diferentes odores, cheiro a bolor e a estragado, distingue-se da rancidez lipolitica normal.
A medicao da rancidez cetdnica €, por conseguinte, paralela a rancidez lipolitica, isto é,
consiste na analise da humidade, da lipase e/ou da actividade microbiolégica, bem como
no contetido dos acidos gordos livres. Para além disso, os volateis podem ser destilados e
analisados pelas séries homologas de metil cetonas e alcoois alifaticos, ambos com cadeias

de numero impar de carbonos [10].

4.2.2.3. Medicao da rancidez hidrolitica
Quando se suspeita da rancidez hidrolitica, existe trés factores que podem ser

medidos, nomeadamente a humidade, o agente catalisador e o nivel de 4cidos gordos

livres. A humidade e o agente catalisador sdo os factores causadores da rancidez
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hidrolitica, enquanto que os acidos gordos livres, se presentes, sdo o resultado desta
hidrolise.

A humidade pode ser medida pela quantidade volatil presente, mas também pelo
Método Padrdo BS 484. Uma alternativa ¢ a titulacdo de Karl Fischer na sec¢do 2.1 BS
684. Esta ultima ¢ melhor para produtos que possam dar respostas enganadoras durante o
aquecimento para avaliacdo da matéria total volatil.

A hidrdlise raramente acontece na auséncia de catalisador, sendo geralmente a
enzima livre a lipase ou esterase. As lipases e esterases sdo determinadas pelo teste do
acetato indoxilo, introduzido por Purr e desenvolvido posteriormente por Leatherhead
Food RA. Neste teste, um papel de filtro embebido em acetato indoxilo ¢ exposto numa
pasta da amostra a analisar numa solu¢do com pH fixo. A presenga de alguma lipase na
amostra causa a libertacdo dos radicais indoxilo, os quais oxidam e condensam tornando
azul o papel durante uma incubagdo a 37° C. A coloracdo azul é facilmente vista e pode
proporcionar uma comparagdo semi-quantitativa sob condi¢oes padrao [10].

Os acidos gordos livres (AGL) numa amostra de gordura podem ser determinados
por uma titulagdo [10,11]. O valor de AGL pode ser expresso em % de um acido gordo no
produto testado. Frequentemente, os valores sdo expressos como % de acido oleico para o
sebo e rebento de soja. Para os 6leos de coco e para outro tipo de 6leos que contém um
grande numero de acidos gordos de cadeias pequenas, AGL podem ser expressos como %
de acido laurico. AGL sdo uma indica¢do da rancidez hidrolitica, mas outros processos da
oxidacdo lipidica podem também produzir acidos. Sera 1til conhecer a composi¢do dos
acidos gordos presentes na amostra para identificar a sua origem e perceber a causa da sua

formagao [11].
Devido a complexidade da oxidagdo lipidica, nenhum método por si s6 ¢ suficiente.

A seleccao do método e a interpretagdo dos resultados requer uma colaboragdo cuidadosa

entre os técnicos alimentares e o laboratorio.
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5. Sensor de massa para seguir a degradacio da manteiga

A simplicidade do equipamento utilizado na maioria das experiéncias, € o seu baixo
preco, bem como o custo reduzido e a facilidade de aquisi¢do dos cristais, contribuem para
tornar o método acessivel. Além disso, experiéncias cuidadosamente controladas e
planeadas mostram que a microbalanga de cristais piezoeléctricos ¢ um método que além

de ser sensivel, pode atingir uma exactidao e uma precisdo excelentes.

5.1 Cristais piezoeléctricos

A piezoelectricidade consiste na propriedade que certos materiais possuem de,
quando sujeitos a uma compressdo, desenvolverem uma diferenca de potencial a pressao
aplicada, entre as superficies deformadas [24,25]. A piezoelectricidade também pode
consistir no efeito inverso, ou seja, na deformagdo mecanica dos materiais em resposta a

aplicacdo de um campo eléctrico (isto ¢, de uma dada diferenca de potencial) [26].

A microbalanca de cristais piezoeléctricos baseia-se no facto de uma variagdo de
massa a superficie do cristal provocar um variagdo proporcional na frequéncia de vibragao.
Desta forma, ¢ fundamental que a espécie a detectar interaja com os eléctrodos depositados
na superficie do cristal, de forma a fazer variar a massa sobre o0 mesmo. No caso dessa
interac¢do ndo existir, ou ser insuficiente, reveste-se o cristal com um filme que adsorva ou

absorva, tao especificamente quanto possivel, o analito [26,27].

A piezoelectricidade ocorre em cristais que ndo possuem centro de simetria, dos

quais se contam 21 classes, sendo 20 piezoeléctricas [25,28,29].

O quartzo a € o cristal piezoeléctrico mais usado gragas a sua insolubilidade em é4gua,
ao facto de ser inerte, a sua resisténcia a temperaturas até 579°C sem perdas de
propriedades piezoeléctricas a ao seu excelente factor de qualidade (Q), que representa a
razdo entre a energia armazenada e a energia perdida, por ciclo, durante a oscilagdo, e

garante a estabilidade da frequéncia [26].
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A maior parte das propriedades de um cristal de quartzo sao anisotropicas, mas para
caracterizar aquelas que dependem da direccao, o cristal ¢ descrito por um sistema de
coordenadas, como se pode ver na figura 12, no qual o eixo principal de crescimento do

cristal € o eixo z.

Figura 12 - Estrutura cristalina do quartzo com representagdo dos eixos coordenados [24].

O angulo de corte em relagdo aos eixos cristalograficos faz variar o coeficiente de
temperatura. Este ¢ o eixo principal porque o factor determinante da frequéncia ¢ a
espessura, pois estudos anteriores verificaram que se o corte fosse feito no plano y-z, o
campo eléctrico aplicado segundo o eixo dos x resultaria numa vibracao longitudinal ao
longo do eixo y, o que limitaria a frequéncia visto esta depender do comprimento, e neste
caso, este ser muito pequeno [30]. No entanto, os primeiros trabalhos tinham interferéncias
de harmoénicas, entdo foram utilizados cristais com corte-Y vibrando no modo de

cisalhamento.

Estes cristais deram bons resultados, com poucos modos de vibragdo interferentes
mas eram sensiveis a variagdes externas de temperatura. Os coeficientes de temperatura e a
constante de frequéncia variam com o angulo de rotacdo. Existem dois angulos de rotacao
com coeficientes de temperatura zero ou baixos: AT e BT, em relagdo ao eixo do z. O corte
AT, representado na figura 13, ¢ superior ao BT, relativamente ao coeficiente de
temperatura e sensibilidade de massa, e ¢ deste tipo o cristal utilizado neste trabalho. O

coeficiente ¢ de cerca de 1 ppm/°C na gama de temperatura de 10 a 50°C [24,31].
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Figura 13 - Orientacdo do corte AT [24].

Na microbalanga de cristal piezoeléctrico de quartzo, usualmente designada por
QMC (Quartz Crystal Microbalance), sao depositados dois eléctrodos, um de cada lado da
fina lamina de quartzo. Estes eléctrodos sdo usados para a indugdo de um campo eléctrico
que oscile perpendicularmente a superficie. Este campo eléctrico produz uma oscilagao
mecanica, uma onda estaciondria ao longo do cristal. Apenas a regido entre os eléctrodos ¢
piezoelectricamente activa [24]. Uma vez que se utilizam cristais AT, a direccdo de

oscilagao predominante na QMC ¢ a de cisalhamento [26,27].

Sauerbrey e Lostis chegaram a conclusdo que, para pequenas variagdes de massa, o
decréscimo na frequéncia de vibracdo de um cristal, no seu modo de cisalhamento, que se

observa com a deposicao de um filme, ¢ linearmente proporcional a massa depositada.

Sauerbrey desenvolveu uma relag@o entre a massa do filme depositado num cristal de
quartzo AT, vibrando no modo de cisalhamento de espessura, como se representa na figura

14, e a variagdo de frequéncia.

e L
s ol s

Figura 14- Movimento no modo de cisalhamento, com a dupla seta a indicar o deslocamento das particulas

egpesgsura (t)

superficiais do cristal [24].
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A frequéncia pode ser expressa por [26]:

V, N
F=o—t-— 1
2t ot ]

onde Vi ¢ a velocidade de propaga¢do de uma onda transversal ao plano do cristal, t

¢ a espessura do cristal e N ¢ a constante de frequéncia que ¢ dada por V/2.

A partir desta equagdo, Sauerbrey obteve uma expressdo para a variacao da

frequéncia (AF), quando a espessura (t) da placa de quartzo é aumentada de uma

quantidade diferencial (At) [26]:
— = [2]

substituindo uma forma diferencial da seguinte relagdo de massa e densidade:

t= M [3]

Ap,

onde M ¢ a massa da placa de quartzo, a a superficie da placa e pq a densidade do

quartzo, na equacao 4 tem-se:

AF __AM. -
F tAp,

onde AM; é a massa do filme de qualquer substancia que revista o cristal de quartzo.

Substituindo t por N/F, vem [26]:

AM (F
AF _ AM, -
F AoN
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A constante de frequéncia (N) para um cristal AT ¢ 0,1670MHz cm. Substituindo as

outras constantes pelos seus valores (pq = 2,649 * 10° kgm'3), obtém-se [26,32]:
AM
A|:=—2,3><106|:2Tf [6]

onde AF ¢ a variacio de frequéncia devida ao revestimento (Hz), F ¢ a frequéncia da

placa de quartzo (MHz), AM; a massa do revestimento depositado (g) € A a 4rea revestida

(cm?).

Sauerbrey mostrou que a variacdo na frequéncia de ressonancia do cristal era

proporcional a massa depositada + 2% [31].

A equagdo 5 prevé que um cristal de 9 MHz terd uma sensibilidade de 400 Hz pg™
(eléctrodos de 3-8 mm de didmetro), sendo o limite de detecgdo estimado cerca de 10™'%g

[31].

A equacdo de Sauerbrey ¢ utilizada para calcular a massa depositada nos eléctrodos
do cristal, apesar de ser apenas uma boa aproximagao para camadas finas e rigidas [26,32].
Pressupde que a massa adicionada ou perdida a superficie do oscilador ndo experimenta
qualquer deformacao de cisalhamento durante a oscilagdo. Desta forma esta equacdo so ¢
valida para razoes de massa por unidade de area do filme e do quartzo ndo superiores a

0,02 [26,27,32].

Depois de Sauerbrey outros investigadores tentaram encontrar equacdes que
pudessem ser usadas para camadas mais grossas que tivessem também em consideragdo as

propriedades do filme depositado.

Behrnet mostrou que medindo o periodo da oscilagdo do cristal, em vez da
frequéncia, permitia o aumento da massa por unidades de area do filme e do quartzo até

cerca de 10 % [26].

Miller e Bolef [26,27], seguidos por Lu e Lewis trataram pela primeira vez, o filme e
o cristal como estrutura ressonante composta, na qual o filme era parte integrante do

sistema em vibragdo. Lu e Lewis chegaram a seguinte equagao:
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-, PV .
=— an

Fq PqVq F,

onde F. ¢ a frequéncia ressonante composta , F, a frequéncia ressonante do quartzo, Fra
frequéncia ressonante do filme depositado, p. € pq a densidade do filme de quartzo e vre vq
as velocidades de onda de cisalhamento no filme e no quartzo. Esta equagao mostra que a

frequéncia depende da razdo (z):

PV
PqVq

entre as impedancias acusticas no modo de cisalhamento do material depositado e do
quartzo. A teoria mostra que a sensibilidade da massa da frequéncia de ressonancia do
cristal depende do material depositado e que a diferenca aumenta rapidamente com o

aumento da massa de carga [26,27,32].

A teoria “z-match” faz uso desta mesma equacgdo e mostra que a sensibilidade varia
com o material depositado e que a variacdo de substincia para substancia aumenta
rapidamente com o aumento de massa. Estes sensores “z-match” sdo mais exactos que os
anteriores, € de acordo com Benes, tem sido provado experimentalmente, funcionam com
maiores sobrecargas de massa (mg/mg = 0,7). No entanto, ter-se-4 que conhecer a densidade

e o modulo de cisalhamento da camada ligada, o que na pratica nao ¢ simples [33].

Benes [27] chegou a propor um método (“‘auto-z-match’) para estimar a razao z por
medi¢do das frequéncias de dois modos quasi-harmoénicos, mas subsistiam alguns
problemas tedricos e praticos que inviabilizavam, pelo menos até 1991, o uso de um

instrumento comercial a utilizar esta técnica.

Mecea e Bucur desenvolveram uma teoria mais complexa, baseada no modelo de um
ressonador composto, formado pelo cristal de quartzo e pelo filme depositado, chamado o
modelo de transferéncia de energia. Ao contrario do modelo de Miller e Bolef, o filme ndo
possui uma frequéncia de vibracdo propria. O quartzo serd a parte activa e o filme vibrara
sincronizadamente, gracas a energia armazenada no quartzo. Este modelo prevé que o

ressonador de quartzo ¢ fortemente afectado pela viscosidade do filme depositado e pode
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ser aplicado ndo apenas a sensores que operam em fase gasosa mas também para cristais

imersos em liquidos [27].

Outras equagdes tem sido desenvolvidas e uma revisdo nas principais teorias pode ser
encontrada no trabalho de Thompson et al. Para além de todas as aproximagdes feitas nos
diversos modelos teoricos, outros factores, tais como, o aspecto mecanico, o circuito

eléctrico e temperatura, também afectam a exactidao absoluta [27].

Por todas estas razdes ¢ necessario usar as curvas de calibragdo no trabalho

quantitativo.

Neste trabalho pretende-se verificar como varia a frequéncia com a massa no cristal,
sendo esta a massa dos compostos volateis resultantes da degradacao da manteiga ao longo

do tempo, tendo como gas de arraste o azoto.

A fim de podermos comparar as respostas do sensor ao longo do tempo na auséncia
de calibragdo ¢ necessario trabalhar com um unico cristal e manter todas as condi¢des
experimentais de caudal, posicionamento do cristal na célula ao longo de todo o periodo

experimental.

5.2 Critérios para a escolha do revestimento

As aplicagdes analiticas do QCM (Quartz Cristal Microbalance) sdo baseadas na
interac¢do entre o analito e os eléctrodos do cristal, resultando na diferenca da frequéncia
no cristal piezoeléctrico. Sempre que a interac¢ao entre o analito e os eléctrodos do cristal
nao produzem uma medida da frequéncia, uma camada quimica disponivel para interagir

com o analito ¢ aplicada sobre os eléctrodos [26,27,32].

A escolha do revestimento do cristal ¢ um dos passos mais importantes no
desenvolvimento do sensor. Desta escolha depende a estabilidade, reversibilidade, tempo
de resposta, sensibilidade, reprodutibilidade e selectividade do mesmo. De salientar, que a
estabilidade do revestimento depende da pressao de vapor do revestimento e da sua ligagao

ao cristal [24,26,32].
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A interac¢dao de um gas com um revestimento liquido ou sélido pode limitar-se a sua
penetracdo através da interface. Um exemplo, ¢ o revestimento constituido por fases
cromatograficas estacionarias, que ¢ bastante usado mas pouco selectivo, para além de os

tempos de resposta serem muito longos [27].

Para além deste exemplo, existem outros onde o revestimento interage quimicamente
com o gas. Esta interac¢do ¢ geralmente fraca, designando-se por adsor¢ao, que favorece a
reversibilidade do sensor. No entanto, se o revestimento reagir com o gés, a energia

envolvida ¢ muito grande, a reversibilidade ¢ menor e a selectividade maior [27].

A resposta do sensor depende da quantidade de revestimento, de um modo que teré
necessariamente que estar ligado ao tipo de interac¢do com o analito. A variagdo da
resposta, obtida para uma determinada concentragdo da espécie a detectar, com a
quantidade de revestimento tem alguns erros, uma vez que os métodos de revestimento nao

sdo muito reprodutiveis.

A estabilidade do sensor a longo prazo, tem que ser testada, uma vez que alguns

factores como: evaporacao, oxidagdo ou saturacao, podem levar a sua deteorizacao.

5.3. Revestimento

5.3.1. Preparacio do filme de decanoditiol

5.3.1.1 Limpeza do cristal de ouro

A limpeza do cristal de ouro ¢ um passo fundamental e determinante para a posterior
adsorc¢ao das solu¢des de alcanotiois.

Existem alguns procedimentos de pré-tratamentos de limpeza, nomeadamente os
seguintes: enxaguamento com solventes, breve exposi¢ao a solugdo piranha e uma redugao
electroquimica de forma a dar a superficie um estado de limpeza reprodutivel antes da

adsor¢ao do alcanotiol [34].
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Figura 15- Imagens AFM do cristal Au/Si (a) limpo com o solvente e (b) limpo por uma breve imersdo na
solugdo piranha seguida de ciclo electroquimico entre os 0 e -0.8 V [34].

A figura 15 (a) mostra uma imagem AFM (Atomic Force Microscopy) de um cristal
limpo de Au/Si. Depois da caracterizagdo AFM, o eléctrodo usado na figura 8 foi exposto
durante 10-15 s a H,O,/H,SO4 quente, de forma a remover alguma material organico
adsorvido. As imagens AFM ndo mostram diferencas entre o eléctrodo, depois de
mergulhado na solu¢do piranha e o eléctrodo enxaguado com solvente, etanol. A raiz
quadrada da média do quadrado da rugosidade da superficie tratada ¢ 3.4 nm. Depois da
caracterizagdo por AFM, o mesmo eléctrodo ¢ sujeito a alguns ciclos de varrimento de
potenciais electroquimicos, figura 16, entre os 0 € -0.8 V em 1.0 NaCl, enxaguado em agua

pura e seco num fluxo de ar.

A imagem AFM da superficie resultante, figura 15 (b) mostra um alisamento
topografico e um decréscimo na raiz quadrada da média do quadrado da rugosidade para
2.7 nm. Este pequeno efeito de alisamento foi de forma reprodutivel observado em

tratamentos semelhantes de substratos de Au/Si.
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c ILO?A /‘/

Figura 16- Resposta de voltametria ciclica de 1 mM K;Fe(CN)s em 1 M de NaCl das camadas auto-
montadas de hexadecanotiol no cristal de Au/Si depois de (a) enxaguado com solvente, (b) breve imersdao em
H,0,/H,SO,4 quente 1:3 e (c) tratamento com solugo piranha seguida de voltametria ciclica entre os 0 e -0.8
V[34].

5.3.1.2. Revestimento do cristal

A figura 17 ilustra, de modo muito simplificado, o procedimento utilizado na
preparagdo das monocamadas auto-montadas, usualmente designadas por SAMs (Self-
Assembled Monolayers), recorrendo ao sistema Au-Alquiltiol [35].

A qualidade da monocamada resultante, em termos de cobertura da superficie,
organizagdo ¢ estabilidade, estd relacionada com a morfologia e limpeza do substrato, com
as condigdes da deposic¢ao, concentracao da solucdo, tempo de deposicao e natureza do
solvente [36,37,38,39].

As solugdes de alcanotidis t€ém concentragdes milimolares (1-50 mM) e sdo
preparadas em etanol absoluto pouco tempo antes de cada experiéncia. Os eléctrodos de
ouro sdo mergulhados numa solugdo de tiol. Devido a forte interacg¢ao entre o ouro ¢ o tiol,
a adsor¢cdo da monocamada no substrato processa-se em alguns segundos. No entanto, sao
necessarios tempos de adsor¢do de pelo menos 15 horas, para se obter uma monocamada
estavel e organizada [35]. No esquema ilustrativo da figura 17, a fase de “Adsor¢ao”
corresponde a formagdo de uma monocamada incompleta e desorganizada, enquanto que a
fase “Organizacgdo’ilustra o estado de equilibrio de adsor¢ao de uma monocamada densa e
organizada. Depois da adsor¢do, os substratos revestidos com os alcanotiois sdo removidos

do tiol, enxaguados abundantemente com etanol e 4gua e secos com ar altamente puro [35].
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Figura 17- Esquema ilustrativo do procedimento utilizado na preparagdo das monocamadas auto-montadas.

A adsorgdo de alcanotiois C;o-C;s durante 24h no cristal de Au/Si, anteriormente
imerso (10-15s) na solucdo piranha, torna as monocamadas formadas mais bloqueantes do
que aquelas obtidas lavando o cristal s6 com o solvente [34].

Para além do mais, o melhoramento do bloqueio das camadas ¢ mais notavel nas
cadeias carbonadas mais longas. Quanto maior ¢ a cadeia de hidrocarbonetos mais elevado
¢ o caracter hidrofobico, mais fortes sdo as interac¢des entre os grupos da cauda e maior €
a quantidade de espécies adsorvidas [35].

A elevada organizagdo da monocamada formada ¢é conseguida pela afinidade
existente entre um grupo (cabeca) e o substrato que estabelecem entre si uma ligagao
quimica refor¢ada com a interacgdo favoravel entre os grupos da cauda [40,41].

No caso das SAMs nos alcanotiois, esta ligagao deve-se a afinidade do enxofre
relativamente ao ouro, e a interacgdo lateral forte (4 a 8 kJ por CH,) devido as forcas de

Van der Waals entre as cadeias, tal como ilustra a figura 18 [34].

Figura 18- Esquema ilustrativo de um tio-composto numa monocamada auto-montada [34].
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6. Cromatografia gasosa com Espectrometro de Massa

6.1. Instrumento

A cromatografia ¢ a separagdo de uma mistura de compostos (solutos) em diferentes
componentes. Através da separacdo da amostra em componentes individuais, torna-se mais
facil identificar (qualitativamente) e medir a quantidade dos vérios componentes da

amostra.

Existem diversas técnicas cromatograficas sendo a cromatografia gasosa (GC) uma
das técnicas mais utilizadas. Estima-se que cerca de 10-20% de compostos conhecidos
podem ser analisados por GC. Para uma boa andlise de GC, o composto deve ter

volatilidade suficiente e estabilidade térmica [42].

A amostra ¢ introduzida no injector geralmente com uma seringa ou fibra. O injector
estd geralmente a temperatura de 150-250°C o que leva a amostra a evaporar. A amostra
vaporizada ¢ arrastada por um fluxo de um gas adequado denominado de fase movel (FM)
ou gas de arraste, tal como se ilustra na figura 19. A coluna ¢ mantida a uma temperatura
controlada pelo forno. Este fluxo de gds com a amostra vaporizada passa por um tubo
contendo a fase estacionaria (FE) (coluna cromatografica), onde ocorre a separagdo da
mistura. Os solutos percorrem a coluna com diferentes velocidades e a partir do momento
que cada soluto elui a partir da coluna, entra num detector, dispositivo que gera um sinal
eléctrico proporcional a quantidade de material eluido. O registo deste sinal em func¢ao do
tempo denomina-se cromatograma, sendo que as substincias aparecem nele como picos

com area proporcional a sua massa, o que possibilita a analise quantitativa [42,43].
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Figura 19 - Esquema ilustrativo de um cromatografo a gas [42].
Legenda:

1 - Reservatodrio de Gas e Controles de Vazéo / Pressdo
2 - Injector (Vaporizador) de Amostra

3 - Coluna Cromatografica e Forno da Coluna

4 - Detector

5 — Amplificador do sinal

6 — Aquisi¢@o e armazenamento dos resultados cromatograficos

Os constituintes basicos de um sistema cromatografico sao [42,43]:

- Reservatdrio de Géas de Arraste: o gas de arraste fica contido em cilindros sob
pressdo. O gas de arraste utilizado tera ser compativel com o detector. Os gases mais
utilizados sao H,, He e N; e a caudal do gas de arraste, que deve ser controlado, ¢

constante durante a analise.

- Sistema de Introducdo de Amostra: na CG, a amostra ¢ introduzida no injector (ou
vaporizador). Na versdo mais simples, trata-se de um bloco de metal ligado a coluna
cromatografica e a alimentagdo de gas de arraste. Este bloco contém um orificio com um
septo, geralmente de borracha de silicone, pelo qual amostras liquidas ou gasosas podem

ser injectadas com microseringas hipodérmicas.
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No caso de se utilizarem fibras de adsorcao o injector terd que ser modificado, sendo

introduzido uma “guia” (liner) para evitar partir a fibra.

As amostras solidas podem ser dissolvidas num solvente adequado.

O injector deve estar aquecido a uma temperatura acima do ponto de ebuligdo dos
componentes da amostra, para que a amostra se volatilize completa e instantaneamente e
seja carregada para a coluna. Se a temperatura for excessivamente alta, pode ocorrer
decomposi¢cdo da amostra. A amostra deve entrar na coluna na forma de um segmento

estreito, para evitar alargamento dos picos [43].

A quantidade de amostra injectada depende da coluna e do detector utilizado. Para
colunas empacotadas, volumes de 0,1 ul a 3,0 pul de amostra liquida sdo tipicos. Volumes
maiores prejudicam a qualidade da injec¢do (alargamento dos picos) ou saturam a coluna
cromatografica. Para a cromatografia gasosa de alta resolu¢do (CGAR), os volumes de
injec¢ao deveriam ser da ordem dos nanolitros. Nao existe, contudo, um meio simples de
medir um volume tdo pequeno com a precisdo necessaria € por isso, 0s injectores para
CGAR estao dotados de "divisores de amostra", de modo que apenas uma frac¢dao do
volume injectado (tipicamente entre 1/10 e 1/300) chega a coluna, sendo o restante

descartado [42].

- Coluna Cromatogréfica e Controlo de Temperatura da Coluna: apos a injecgdo e a
vaporizacdo da amostra, esta chega a coluna cromatografica, onde ¢ feita a separagdo. Na
CG a "afinidade" de um soluto pela FM ¢ determinada pela volatilidade do soluto, e
pressao de vapor, que sao determinadas pela estrutura do composto e pela temperatura.
Alterando-se a temperatura, altera-se também a pressdo de vapor e, por conseguinte, a

"afinidade" de uma substancia pela FM.

Se a temperatura da coluna for excessivamente baixa, todos os constituintes da
amostra terdo pressoes de vapor muito baixas e ficardo quase todo o tempo dissolvidos na
FE, fazendo com que a sua migragao pela coluna seja muito lenta. O resultado pode ser um
tempo excessivo de andlise e picos muito largos e baixos (quanto mais tempo a substancia
passa na coluna, mais ela se espalha) podendo eventualmente, o composto nem chegar a

sair da coluna [42]. Por outro lado, uma temperatura muito alta implica pressdes de vapor
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também muito grandes e os compostos quase ndo passam tempo nenhum dissolvidos na
FE, saindo muito rapidamente da coluna sem serem separados. Assim, a temperatura da

coluna é um parametro que deve ser ajustado para se obter uma separa¢ao adequada.

Para além de assegurar a separagdo, a temperatura escolhida deve ser compativel com
a FE em causa, pois as FE liquidas volatilizam-se ou degradam-se com temperaturas

excessivas [43].

A temperatura da coluna deve ser rigorosamente controlada, para assegurar a

reprodutibilidade das analises.

No caso de amostras contendo constituintes com pressdes de vapor muito diferentes,
se a temperatura for ajustada para separacdo adequada dos compostos menos volateis
(temperaturas altas), os volateis serdo muito pouco retidos e ndo serdo separados. Por outro
lado, se o acerto for feito para separar os volateis (temperaturas baixas), os constituintes
pesados apresentar-se-ao sob a forma de picos excessivamente largos e baixos ou ficardo
retidos na coluna. Este problema pode ser contornado usando a programacao linear de
temperatura (PLT), através da qual a temperatura da coluna vai sendo aumentada
gradualmente durante a andlise. A PLT permite separacdes de amostras muito complexas
(petroleo, 6leos essenciais, etc.), ndo analisaveis com temperatura de coluna constante (CG

Isotérmica) [43].

- Detector: o ultimo bloco de um CG ¢ o detector, ¢ um dispositivo que indica e

quantifica os compostos separados pela mistura.

6.2 O Espectrometro de Massa

Os dois detectores mais significativos em CG s3o o Detector por Condutividade

Térmica (DCT) e o Detector por Ionizagdo em Chama (DIC) [43].

Para além destes existe o espectrometro de massa (MS) que, devido a sua elevada

sensibilidade e capacidade de resolucdo, era muito dispendioso ha algum tempo atras. No
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entanto, nos dias de hoje o seu uso € mais vulgar pois ja nao ¢ tdo dispendioso, sendo

muito util a sua utilizacao.

Um espectrometro de massa, tal como ilustra a figura 20, é constituido por trés
unidades basicas: a fonte, que tem como objectivo a ionizagao, isto €, a formacgao de 1des
da amostra que se pretende analisar; o analisador, o qual tem como objectivo a separagao
dos ides de acordo com a sua razdo m/z; e o detector, que tem como fun¢do a producao de
um sinal eléctrico que é proporcional a abundancia dos ides de uma dada razdo m/z

[43,44.45].

O primeiro passo para a obten¢do de um espectro de massa ¢ a produgdo de ides a

partir da amostra a analisar, que pode ser feita por Impacto Electronico (IE).

Sistema de

Figura 20- Esquema ilustrativo de um Espectrometro de Massa (adaptado da referéncia [46]).

6.2.1 Fonte de Ionizacao

Na figura 21 apresenta-se de forma esquematica uma fonte de ionizagdo de um
espectrometro de massa. A ionizagdo por impacto electronico da amostra € conseguida nao

pela colisdo dos electrdes com as moléculas da amostra mas sim pela interaccdo dos
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electrdes ionizantes com a nuvem electronica das moléculas do composto a analisar

[44,45)
M+e—> M" +2¢

Os electroes sdo produzidos por um filamento de tungsténio, que se encontra a uma
temperatura de 2000 °C, sendo os electrdes acelerados na direc¢do da cAmara de ionizagao.
Os electroes ao atravessarem a camara de ionizacdo sdo acelerados em direc¢do a um
eléctrodo, o colector, que se encontra a um potencial superior ao da camara de ionizacao

[43].

A existéncia de um campo magnético, resultante da presenca de um magnete
permanente faz com que seja produzido um feixe de electrdes estreito, forcando os
electroes a atravessarem a camara de ionizagdo. Existe ainda um outro eléctrodo, o
repelidor, que tem como fungdo repelir os ides formados, para o exterior da cdmara de
ionizagdo. O repelidor encontra-se a um potencial de 4 kV e portanto os ides positivos sao

repelidos para o exterior da cdmara com uma E. = 70 eV [44,45,46].
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Figura 21 - Esquema ilustrativo da fonte de ionizagdo de um espectrometro de massa [46].
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6.2.2 Analisador Quadrupolar

Num analisador como o quadrupolo, quatro barras cilindricas sdo colocadas de forma
equidistante em relacdo a um eixo central (imagindrio), como se pode verificar na figura

22.

Potenciais eléctricos estaticos e alternos, sdo aplicados em barras cilindricas opostas
de forma a surgir um campo eléctrico flutuante. Os ides positivos e negativos (espécies
carregadas electricamente) da fonte sdo injectados ao longo do eixo central do quadrupolo

[44,45].

Para dadas frequéncias ¢ intensidades do campo eléctrico apenas os ides de dada
massa podem passar de forma a chegarem ao detector. Os i0es com massas muito grandes
€ muito pequenas para passarem através do quadrupolo chocam com as barras cilindricas e

perdem-se.

Alterando o campo eléctrico de uma forma consistente, a massa de todos os ides
formados na fonte podem ser varridos sequencialmente de massas baixas para massas altas,

ou vice-versa, para formar um espectro de massa [44,45].

Figura 22- Esquema ilustrativo de um analisador quadrupolar [46].

-57-




Capitulo 6

6.2.3 Aquisicido e Tratamento de Dados

Os modos de aquisicdo podem ser diferentes, conforme o objectivo em causa. Pode-
se trabalhar em modo de varrimento (SCAN), seleccionando um ido determinado (SIM -

Selected lon Monitoring) e MS/MS [45].

Em modo de varrimento o espectro obtido em cada varrimento ¢ Gnico. Cada pico do
cromatograma ¢ o somatorio de todos os ides do espectro de massa, a esse tempo de

retencao.

A identificacdo dos compostos volateis ¢ feita inicialmente por comparagdo com 0s
compostos presentes nas bases de dados (livrarias informatizadas), sendo as mais gerais a
NIST (com cerca de 80 000 espectros) e WILEY (com cerca de 250 000 espectros) ou com
outras compilagdes de espectros como a Eigth Peak Index of Mass Spectra, e confirmada
através da comparacdo dos seus tempos de retengdo e espectros de massa com os dos

compostos puros.

O CG/MS ¢ uma técnica eminentemente quantitativa. O principio basico da
quantifica¢do € que a area dos picos registadas no cromatograma ¢ proporcional a massa do
composto injectado. Assim, é fundamental para que a analise possa ser fidvel que a area
dos picos seja medida o mais exacto e reprodutivelmente possivel. Existem varios modos
de se medir a area de um pico cromatografico: as técnicas manuais, que presentemente
estdio em desuso, e os integradores electronicos que sdo dispositivos baseados em
microprocessadores que colectam o sinal cromatografico, digitalizam-no, detectam a
presenca de picos e calculam a sua area. Os integradores sdo muito mais precisos e rapidos
que qualquer método manual de medida, desde que utilizados convenientemente [44,46].

Qualquer que seja o modo usado para medir a area dos picos, o procedimento geral
de uma andlise quantitativa por CG envolve a obtencdo do cromatograma da amostra, a
medida da area dos picos de interesse e o calculo da massa correspondente a cada um dos
picos. Como ¢ muito dificil conseguir boa reprodutibilidade entre injec¢des diferentes, em
trabalhos que exijam rigor € necessario injectar um padrao interno.

No presente trabalho s6 estamos interessados em ver alteracdes significativas na
variacdo da quantidade. Excedendo esta a variabilidade do método de injeccdo, nao foi

necessario a injec¢do de um padrao interno.
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7. Micro-Extraccao em fase sélida (SPME)

Tendo em conta o objectivo deste trabalho experimental, pensa-se que a técnica de
extraccao ideal seja a micro-extraccdo em fase sélida, usualmente designada por SPME
(Solid Phase Micro-Extraction), visto que os compostos a analisar sdo extremamente
volateis (encontrando-se na fase gasosa) e porque a natureza da amostra impede que a

mesma seja introduzida directamente no cromatédgrafo.

A técnica de extraccdo chamada micro-extrac¢do em fase solida (SPME) foi
desenvolvida por Pawliszyn e seus colaboradores. Esta técnica ¢ um método de pré-
concentragdo de amostras que elimina muito do tempo e custo associados a analise de

compostos organicos [47,48].

7.1 Fibras utilizadas

A SPME utiliza fibras de silica fundida, revestidas com um fino filme de um
polimero ou de um so6lido adsorvente, que servem para extrair compostos da fase aquosa

ou gasosa [47].

Neste trabalho vai-se usar uma fibra com o revestimento de 75 pum Carboxen /

Polydimethylsiloxane (CAR/PDMS) Supelco, parcialmente reticulada.

Esta fibra ¢ estavel em muitos solventes misciveis em agua, e em alguns solventes
ndo polares. [49] Tem especial aplicacdo em gases ou compostos de baixo peso molecular
(massa molecular inferior a 90). Quando a massa molecular ¢ superior a 150 os analitos

ndo sdo bem extraidos por este tipo de fibra. [50]

Qualquer fibra antes de ser usada, deve ser condicionada. A temperatura e o tempo de
condicionamento dependem do tipo de fibra em causa, podendo esta fibra suportar

temperaturas até 320°C.
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Estas fibras sdo frageis, razdo pela qual sdo retraidas para dentro do tubo

hipodérmico aquando da sua introdu¢do no porta-amostras ou no cromatografo.

Para além disso, existem outras recomendacoes para o uso destas fibras [36]:

- ndo dobrar a agulha que contém a fibra, pois produziria atrito entre as paredes da

agulha;

- verificar que nao ficam restos de septo ou de outras particulas no orificio da agulha

que possam ocasionar uma obstru¢do da mesma;

- nunca secar a fibra com papel ou outro material que possa destruir a fibra;

- evitar que a seringa se incline enquanto permanecer colocada no forno.

7.2 Técnica de Micro-extraccao em fase sélida

7.2.1 Introducao

Nesta técnica, a fibra é colocada em contacto com a amostra durante um intervalo de
tempo bem definido. Se o intervalo de tempo for suficiente, atinge-se o equilibrio de
concentragdo entre a amostra e a fase extractora. Depois do equilibrio ser atingido, expor a

fibra por mais tempo ndo vai fazer com que se acumulem maiores quantidades de analito.

A técnica de SPME ¢ um processo de equilibrio entre fases. Frequentemente o
sistema de extrac¢do ¢ complexo, como por exemplo no caso em que a amostra consiste
numa fase aquosa que tem particulas solidas suspensas, havendo varias interac¢des de
adsor¢do com os analitos, para além de um espago de cabega gasoso. Em alguns casos, ha
ainda factores especificos que t€m de ser considerados, tais como as perdas de analito por

biodegradacao ou por adsor¢do nas paredes do frasco [47,48,51].

Geralmente, a extrac¢ao por SPME ¢ considerada completa quando a concentragdo
do analito atingiu o equilibrio na sua distribuicdo entre a matriz da amostra € o

revestimento da fibra. Na pratica, isto significa que uma vez atingido o equilibrio, a
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quantidade extraida ¢ constante dentro dos limites do erro experimental e ¢ independente
de aumento no tempo de extrac¢ao [47,48,51]. As condi¢gdes de equilibrio podem ser

descritas pela equagao 7:

KV -
(KVs +V)

em que N ¢ a massa de analito extraida pela fibra, K¢ € a constante da distribuicao da

amostra matriz com o revestimento da fibra, V¢ é o volume do revestimento da fibra, V € o

volume da amostra e Cy ¢ a concentragdo inicial do analito na amostra. Esta equacao

indica que existe uma proporcionalidade directa entre a concentracdo da amostra e a

quantidade de analito extraido. Esta ¢ a base da quantifica¢do do analito [48,51].

A equacdo anterior que assume que a matriz da amostra pode ser representada como
uma unica fase homogénea e que nao existe espaco de cabega presente no sistema, pode ser
modificada de forma a ter em conta a existéncia de outros componentes na matriz
considerando o volume das fases individuais e as constantes de distribui¢do apropriadas

[48].

Para obter reprodutibilidade ¢ necessdrio manter constantes as condicdes de
conveccdo e o tempo de extracgdo. Uma das maiores vantagens de SPME ¢ poderem ser

utilizadas fibras revestidas para extrair analitos de amostras extremamente pequenas [48].

Deve-se ter em conta que a fraccdo de analito extraida aumenta a medida que o
volume de revestimento da fibra aumenta. A extraccdo completa pode ser conseguida para
pequenos volumes de amostra quando as constantes de distribuicao sdo relativamente altas

[48].

Quando o volume da amostra ¢ extremamente grande (K .V, {(V,)a equagdo anterior

pode ser simplificada:

n=K.V,V.C,
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Ai et al [51] desenvolveu um modelo de SPME dindmico que mostra que até mesmo
em condi¢des de ndo equilibrio a proporcionalidade entre o analito adsorvido e a
concentragdo inicial da amostra existe. Isto permite verificar que a analise quantitativa de

SPME ¢ possivel em situagdes de nao equilibrio se o tempo de adsor¢do for constante [S1].

Esta técnica, apresenta importantes vantagens [49]:

» Velocidade: geralmente o equilibrio ¢ conseguido em 2 a 30 minutos;

» Sensibilidade: foram ja conseguidos limites de detec¢do da ordem das partes
por trilido;

» Economia: as fibras sdo reutilizaveis, o seu tempo de vida depende das
condi¢des de uso, tendo-se ja conseguido mais de 100 utilizagdes;

» Evita pré-tratamento da amostra, uma vez que a fibra pode ser exposta a
amostras com matrizes muito complexas;

» Versatilidade: pode ser usada com diferentes equipamentos;

» Nao requer instrumentagao analitica sofisticada;

» Nao utiliza solventes organicos [36].

A extracgdo pela técnica de SPME pode ser feita de trés formas: extrac¢ao directa,

extrac¢ao no espaco de cabega e extraccdo com membrana protectora [47,48].

A técnica de SPME ¢ uma técnica que combina extrac¢ao, concentragdo da amostra e

introducdo da mesma.

Existem alguns factores que t€ém que ser cuidadosamente controlados durante a

extrac¢do, como a temperatura, a agitacdo e o volume da amostra [47,48,51].

> O efeito da temperatura ¢ muito importante nesta técnica pois pode afectar
bastante os resultados. O aumento da temperatura promove no sistema uma maior
energia cinética, aumentando o transporte de massa de forma a aumentar a
resposta. Contudo se o sistema estd em equilibrio, temperaturas elevadas nao
dardo respostas elevadas a ndo ser que processo seja exotérmico, ja se o sistema

ndo estiver em equilibrio, temperaturas elevadas dardo respostas elevadas.
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> O efeito da agitagdo ¢ muito importante nesta técnica, pois tem importantes
repercussoes na cinética. A difusdo do analito através do solvente ¢ geralmente o
passo que controla a velocidade do processo de adsor¢do. Aumentar a velocidade
de agitacdo faz com que o equilibrio se atinja mais rapidamente e que a resposta

obtida, num dado intervalo de tempo, seja maior [47,48,51].

» O efeito do volume da amostra é um importante pardmetro que afecta os
resultados quantitativos, ¢ ao contrario do que se pensa, s6 ¢ desprezivel em

pouquissimos casos [47,48,51].

Se o coeficiente de parti¢do, K, é conhecido, o efeito do volume da amostra na
particao do analito entre a amostra e o polimero da fibra no equilibrio pode ser previsto

usando a seguinte equacao:

«_Co__ @y
C, C,—(n/V,)

S

()

onde Cy ¢ a concentragdo do analito no filme do polimero SPME, C a concentragdo do
analito na amostra matriz, n a quantidade de analito adsorvido pelo filme do polimero
SPME, V¢ € o volume do filme do polimero SPME, Cy ¢ a concentracdo inicial do analito
da amostra matriz antes da amostragem SPME e V; ¢ o volume da amostra matriz.

Resolvendo esta equagdo em fungao de n, tem-se a equagao 8:

KV,V, ®
n=—"—
V, +Kv, "’
Esta equacgdo dé a relagdo entre a quantidade de analito adsorvido pela fibra e o volume da

amostra. [51] Desta forma quanto maior for o volume da amostra, maior sera a resposta.

Depois da extraccao a fibra ¢ inserida directamente numa porta de injeccdo aquecida
(geralmente de um cromatografo (GC)), e os compostos quimicos adsorvidos pelo

polimero sdao termicamente desadsorvidos e posteriormente analisados.
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7.2.2 Extrac¢ao no espaco de cabeca

No método do espago de cabeca, o analito ¢ extraido da fase gasosa que estd em
equilibrio com a amostra [48]. Na figura 23 mostra-se em esquema a adsor¢ao em espago
de cabega. A primeira razdo para a andlise por este método ¢ proteger a fibra de efeitos
nocivos causados por substancias nao volateis, com elevado peso molecular que estdo
presentes na amostra e esta ¢ a principal razdo que nos levou a utiliza-lo neste trabalho. O
método de espaco de cabeca também permite modificagdes na amostra (por exemplo ajuste
de pH) sem afectar a fibra. Verifica-se também que os analitos volateis e ndo polares sdo

extraidos mais rapidamente que os semi-volateis ou polares volateis [47,48,51].

A temperatura tem um efeito significativo na cinética do processo, porque determina

a pressao de vapor dos analitos acima da fase condensada.

-

Fibra 4/|__|

_w| Espagode cabega

Amostra <

A 4

Agitador
magnético

Figura 23- Método de extrac¢@o no espaco de cabeca.

Ja& o volume de espago de cabeca ndo influencia os resultados nem o tempo
amostragem ¢ importante [51], desde que o equilibrio seja atingido, entre o analito e a fase

gasosa, o que pode levar horas ou dias.
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8. Parte Experimental

8.1. Reagentes

Todos os reagentes usados eram p.a. e foram utilizados sem purificagdo prévia. O gas
de arraste utilizado no Sensor era proveniente do ArLiquido, Azoto (Alphagaz). O gas de

arraste utilizado na cromatografia gasosa era o hélio, ArLiquido, (Alphagaz).

Para a limpeza do cristal utilizou-se a solugdo piranha, H,O,/H,SO4 e para o

revestimento do cristal utilizou-se o decanoditiol, KCl ¢ etanol (Merck n.° 1.11727.2500).

Os reagentes utilizados nas experiéncias foram: acido butandico (Fluka n.° 19210), 2-
heptanona (Fluka n.° 68592), 1-hexanol (Fluka n.® 73117), 2-nonanona (Aldrich 10.873-1),
2-pentanona (Fluka n.® 68950), 2-undecanona (Fluka n.® 68160), 2-propanona (Merck n.°
1.00014.2511), acido acético (Panreac n.° 131008) e metanol (Fluka n.° 65543), acido
propandico (Merck 800605), 3-hidroxi-2-butanona (Merck 820664), acido pentanodico
(Merck 800821), acido hexandico (Aldrich 15.374-5) e 2-butanona (Jos¢ M. Vaz Pereira,
LTD. Rua Madalena, 133-1.° - Lisboa).

Neste trabalho utilizou-se manteiga fresca, sempre da mesma marca “Manteiga
Coimbra” (Milagaia - Soc. T. Prod. Lacteos, Lda. Horta dos Bacelos, Lote 6-A, Santa Iria

de Azdia) em embalagens de 1 kg.

8.2. Fibra utilizada

A fibra utilizada neste trabalho foi uma fibra com o revestimento de 75 pm Carboxen

/ Polydimethylsiloxane (CAR/PDMS) Supelco, parcialmente reticulada.
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8.3. Montagem e Procedimento Experimental para a adsorc¢io dos

compostos de espaco de cabeca por SPME

Neste trabalho pretendeu-se seguir ao longo do tempo a degradagdo da manteiga.

Para tal foi necessario utilizar a técnica SPME.

A fibra foi sempre condicionada antes de ser usada. A temperatura de
condicionamento foi de 280°C durante 30 minutos. Se estivesse mais tempo, ndo

danificava. A temperatura maxima que a fibra podia aguentar era de 320°C.

Estas fibras sdo frageis, razdo pela qual foram sempre retraidas para dentro do tubo

hipodérmico aquando da sua introdug¢do no porta-amostras.

Para além disso, teve-se especial atengdo para alguns aspectos importantes no uso

destas fibras:

- ndo dobrar a agulha que contém a fibra, pois produziria atrito entre as paredes da

agulha;

- verificar que ndo ficam restos de septo ou de outras particulas no orificio da agulha

que possam ocasionar uma obstru¢ao da mesma;

- nunca secar a fibra com papel ou outro material que possa destruir a fibra;

- evitar que a seringa se incline enquanto permanecer colocada no forno.

Na analise da manteiga efectuou-se o seguinte procedimento: a manteiga, comprada

de fresco, foi dividida por frascos de 100 mL, colocando-se em cada um 30 g de manteiga.

Os frascos foram fechados por meio de um septo de silicone e de uma cépsula de

aluminio.
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De seguida estes frascos foram colocados numa estufa que se encontrava a

temperatura de 45° C, registando-se as horas a que se colocavam.

Uma amostra foi analisada de imediato e as restantes em dias previamente definidos e
espagados. A tempos definidos, foi retirado um frasco da estufa registando-se a hora de

saida e foi colocado imediatamente num banho termostatizado a 45°C.

Apds o frasco estar seguro, tal como ilustra a figura 24, esperaram-se 10 minutos
para atingir o equilibrio térmico e introduziu-se a fibra no frasco, atravessando o septo, ja
perfurado. Ligou-se o agitador a uma velocidade constante (30 r.p.m.) e iniciou-se a

adsorgdo, que tinha a duragdo de 1 hora (figura 25).

- _:-ﬁ'ﬁ‘ L= ,. - . #
s

‘h e
Figura 24- Frasco de manteiga
inserido no banho-maria

Figura 25 - Método de espago de cabeca para

a amostra de manteiga, a temperatura de 45°C.

A analise dos compostos adsorvidos nas fibras foi feita utilizando o sensor de massa

e um cromatografo gasoso acoplado a um espectrometro de massa (GC/MS).
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8.4. Cromatografia gasosa — espectrometria de massa
8.4.1 Instrumento

A analise dos compostos adsorvidos na manteiga foi realizada por meio de um
cromatografo a gads 6890N Network GC System (Agilent Technologies), acoplado a um
espectrometro de massa do tipo quadrupolo 5973 Network (Agilent Technologies). O

instrumento pode-se observar na figura 26.

Figura 26- Cromatografo de gas/espectrometro de massa.

Um injector do tipo splitless, que se encontrava a temperatura de 250 °C, foi utilizado
para introduzir a fibra no CG. Os compostos desorvidos foram arrastados pelo gas de
arraste, hélio, a velocidade 1,7mL/min. Os compostos foram separados em coluna capilar
de silica fundida, DBFFAP, com 30 m x 0,25mm (d.i). A interface do CG com o detector
espectrometro de massa foi mantida a 280°C. O espectrometro de massa operou no modo
EI (impacto electronico) com uma energia de ionizagdo de 70 eV, com um varrimento
entre 30-300 m/z, a 1 ciclo/s. Os dados gerados foram controlados e armazenados num

computador.
8.4.2 Metodologia Experimental

Apobs os 60 minutos no espaco de cabega do frasco com a amostra de manteiga, a

fibra deveria ser introduzida no cromatografo.

Uma vez que o instrumento GC/MS se encontrava fisicamente muito distante do

local onde se fez adsor¢do dos compostos, € como tal poderia adsorver impurezas da
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atmosfera presente nos corredores ou laboratorios, foi necessario levar a fibra dentro do
frasco da manteiga desde o local de adsor¢do até a introducdo da fibra no injector do
cromatografo, com o tempo da transferéncia entre os dois locais sempre controlado e igual

para todas as amostras da manteiga.

A fibra foi introduzida no injector, a 250 °C, tal como ilustra a figura 27, durante 15
minutos, sendo desorvidos os compostos da fibra, que foram arrastados por um gas inerte

(hélio) ao longo da coluna até ao detector, a partir do qual se obteve a resposta.

Figura 27- Introdugéo da fibra no GC/MS.

O programa de temperatura especifico para o trabalho em questdo, apresenta-se na

figura 28.
T (injector) =250 °C

220

T (detector) = 250 °C

120 - ————

Temperatura (°C)

404
25 }

Tempo (min)

Figura 28- Programa de temperaturas utilizado no GC/MS.
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Os dados obtidos foram armazenados e guardados num computador, podendo os

cromatogramas e os espectros de massa ser impressos posteriormente.

Todas as analises foram precedidas de um branco.

Apo6s os 15 minutos de desorcao, a fibra foi retirada e colocada num frasco fechado,
limpo e seco, onde foi trazida novamente para o local de adsor¢do, para se fazer o mesmo

procedimento com outra amostra de manteiga.

A fim de identificar os picos do cromatograma foram injectados padrdes de diversos
compostos puros, tendo sido a identificacdo feita por comparagdo dos tempos de retencdo e

dos espectros de massa.

A sensibilidade do sistema fibra/GC/MS para os diversos compostos foi avaliada
registando a area dos picos cromatograficos que se obtiveram quando se introduziu a fibra,
que tinha estado anteriormente em contacto com uma solugdo, preparada em metanol com
quantidades conhecidas dos diversos padrdes. As areas de cada um dos compostos foram

registadas para quatro solu¢des com diferentes concentragdes.

Os passos de desor¢do e a analise foram em tudo semelhantes aos utilizados para as

amostras de manteiga.

8.5. Sensor de Massa

8.5.1 Instrumentacio

Nesta parte do trabalho, foi utilizado um sensor de massa, uma microbalanca de

cristais piezoeléctricos. A instrumentacdo pode-se observar na fig.29.
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Fibra

Figura 29 - Dispositivo experimental para o scisor de mag:a.

Legenda: @ @ 0

1- rotametro

2-  forno

3-  cristal piezoeléctrico
4- oscilador

5- frequencimetro

Foi utilizado um cristal piezoeléctrico com um revestimento de 1,10-decanoditiol,
capaz de interagir com os compostos principais responsaveis pelo ranco da manteiga. O
forno, feito no laboratorio serviu para a desor¢do dos compostos volateis responsaveis pela
degradacao da manteiga. Com o rotdmetro acoplado pretendeu-se controlar o gas de arraste
que conduziu os compostos até a microbalanca de cristais piezoeléctricos, onde se
verificou um decréscimo na sua frequéncia de vibragao, detectada num frequencimetro e

registada num computador.
8.5.2 Metodologia Experimental

Tal como se pode observar na figura anterior esta parte da experiéncia consiste em
fazer passar um gas inerte com o caudal de 30 mL/min controlado por meio de um
rotametro. De seguida este gas vai passar num forno, cuja temperatura ¢ de 220 °C. A fibra

¢ introduzida no forno e os compostos vao ser desorvidos e arrastados pelo gas até¢ a

-71 -




Capitulo 8

\

microbalanga de cristais piezoeléctricos. A variacdo de massa a superficie do cristal
provoca uma variacdo proporcional na frequéncia de vibragdo, que ¢ detectada no

frequencimetro e registada num computador, que esta ligado ao frequencimetro.

A fim de comparar a sensibilidade dos principais compostos presentes na manteiga

no GC/MS e no sensor, foram injectados padrdes de diversos compostos puros.

A sensibilidade do sistema fibra/sensor para os diversos compostos foi avaliada
registando o decréscimo de frequéncia que se obteve quando se introduziu a fibra, que
tinha estado anteriormente em contacto com uma solucdo, preparada em metanol com
quantidades conhecidas de cada padrdo. Os decréscimos de frequéncia dos compostos

foram registados para quatro solu¢des com diferentes concentragdes.

Os passos de desorcdo e a analise foram em tudo semelhantes aos utilizados para as

amostras de manteiga.
8.5.3. Revestimento dos cristais piezoeléctricos

8.5.3.1. Preparacio do filme de decanoditiol

8.5.3.1.1. Limpeza do cristal de ouro

Os cristais piezoeléctricos foram mergulhados durante 10s na solu¢do piranha
preparada de fresco (H,0,/H2SO4 na proporcio de 1:3). E necessario referir que o cristal ¢
mergulhado apenas durante 10s, de modo a evitar a corrosao do ouro.

Os cristais sdo mergulhados sem molhar a base metalica com a ajuda de uma pinga,
como se indica na figura 30, de forma a remover algum material organico adsorvido nos
eléctrodos. Foram em seguida lavados com agua MilliQ e secos com uma corrente de

azoto.

Figura 30- Cristal piezoeléctrico mergulhado na solugao piranha, utilizando uma pinga.
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Depois do tratamento com a solucdo piranha submeteu-se o cristal a um tratamento
electroquimico.

Foi feita uma voltametria ciclica, variando o potencial entre 0 ¢ 0,8 V, com uma
velocidade de varrimento de 100 mV/s. Como eléctrodo de referéncia utilizou-se um
eléctrodo Ag/AgCl, como eléctrodo auxiliar um eléctrodo de platina e como electrdlito
usou-se uma solu¢ao de KCI 1 M.

Antes de se proceder ao varrimento propriamente dito, fez-se borbulhar a solucao
com N, durante 10 minutos, de modo a se eliminar oxigénio.

Estes varrimentos de potencial foram aplicados em ambos os lados do cristal

piezoeléctrico. O instrumento utilizado foi a microbalanga Electroquimica Elchema 701.

A figura 31 mostra o voltamograma ciclico que se obteve nas condi¢des adoptadas.

] 1.0 A T
=

Figura 31- Voltamograma ciclico.
Depois de submeter o cristal a estes dois pré-tratamentos, este estava preparado para
ser revestido.
8.5.3.1.2. Revestimento do cristal
O composto escolhido para revestir o cristal foi o 1,10 — decanoditiol [HS(CH,)0SH]
uma vez que os aldeidos e cetonas ligam-se aos tiois [52].

A solucdo de revestimento foi preparada recorrendo a uma micropipeta para pipetar o

volume de 53 pL de ditiol. A este adicionou-se 3,5 mL de etanol absoluto. Manteve-se o
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cristal submerso, nesta solugdo, durante 55 horas e, ao ser retirado, foi lavado com agua
milliQ seguida de etanol absoluto em quantidade suficiente para eliminar o possivel
excesso de ditiol que ndo adsorveu a superficie de ouro. De seguida colocou-se o cristal no
excicador até estar seco, para se ler a sua frequéncia. O revestimento provocou um

decréscimo da frequéncia 5,0 kHz.

8.6. Avaliacio sensorial

Na andlise sensorial da manteiga efectuou-se o seguinte procedimento: retiraram-se
duas porg¢des com cerca de 30 g de manteiga, comprada de fresco, que se colocaram em

dois frascos.

Os frascos foram fechados e devidamente identificados, sendo de seguida um dos
frascos colocado numa estufa, que se encontrava a temperatura de 45° C, e o outro frasco

num frigorifico, registando-se as horas a que se colocaram.

Um grupo de seis pessoas foi seleccionado para avaliar sensorialmente ambas as

amostras da manteiga.

As amostras foram analisadas sensorialmente, de imediato e nos dias seguintes,

registando-se a hora e a opinido de cada pessoa.
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9. Resultados Experimentais e Discussao

9.1. Analise por cromatografia gasosa - espectrometria de massa

Em cada analise por GC-MS da manteiga obteve-se um cromatograma. A
comparagdo dos cromatogramas obtidos ao longo do tempo ilustra a evolucdo da
degradacdo da manteiga patente no aumento de certos picos com o mesmo tempo de
retengdo. Para melhor visualizar esta mesma degradagdo as figuras 32 a 42 ilustram os

cromatogramas obtidos.

Abundance

800000 2-propanona

700000 /

600000

2-butanona

500000

400000

2-pentanona

300000 2-heptanona

200000

100000

J N el

= T o T ; :
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00

Time--=>

Figura 32- Cromatograma de uma manteiga as zero horas.

=75 -




Capitulo 9

Abundance

3000000/

2500000

2000000

1500000

1000000

500000

Time--=>

2-propanona

Ac. pentandico

Figura 33- Cromatograma de uma manteiga as noventa e seis horas (4 dias).

Abundance
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Ac. propanéico
2-butanona \ yy Ac. butan(’)ico/
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5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00
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. ] yy Ac. pentanodico
15000001 2-butanona 3-hidroxi-2-butanona
2-nonanona
Al . Ac. hexandico
1000000 2-pentanona Ac. acétic
2-heptanona
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T T 7 T T /‘¥ T T T T T T \JL r T T T T T M 7 b‘\ T T . . T T T T
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00

Time--=

Figura 34- Cromatograma de uma manteiga as duzentas e catorze horas (8,9 dias).
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Abundance
1 >
3500000/
Ac.butanéico
2-propanona
30000004
1-hexanol Ac. pentan6ico
Ac. propanéico
2500000/ \ prop 4
2-butanona
2¥0nanona Ac. hexandico
Y
3-hidroxi-2-butanona AF acético
1500000+
2-pentanona
1000000 | 2-heptanona
500000
T T T T J\ T T T L T T T T T T T T T T T
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00

Time--=

Figura 35- Cromatograma de uma manteiga as trezentas e vinte e sete horas (13,6 dias).

Abundance
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Ac. butandico
3000000
2 2-undecanona
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2500000 Y
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2000000 R :
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3-hidroxi-2-butanona -nonanona
1500000 f \
2-pentanona 2-heptanona Ac. acético
1000000
500000 f
.l S D — — — ] SNV Chen
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00

Time--=

Figura 36- Cromatograma de uma manteiga as quatrocentos e quarenta e cinco horas (18,5 dias).
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Abundance
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Figura 37- Cromatograma de uma manteiga as quinhentas e cinquenta horas (22,9 dias).

Abundance

3500000/
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3000000
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A

1500000/ 2-butanona 2-nonanona Ac. hexanoico

/ 3-hidroxi-2-butanona /
1000000/ 2-pentanona Ac. acético

2-heptanona f
500000 T
: ‘k““ o — i T
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Figura 38- Cromatograma de uma manteiga as seiscentas e quarenta e uma horas (26,7 dias).
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Abundance
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3000000
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1

Ac. pentandico
Ac. propandico
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3-hidroxi-2-butanona
Ac. acético
2-pentanona 2-heptanona
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Figura 39- Cromatograma de uma manteiga as setecentas e quarenta e oito horas (31,2 dias).
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Figura 40- Cromatograma de uma manteiga as oitocentas e sessenta ¢ quatro horas (36 dias).
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Abundance
3000000 ] Ac. butanéico
2-undecanona
2-propanona
2500000 < .-
- Ac. pentandico
1-hexanol Ac. propandico A
2000000 2-butanona X Ac. hexanodico
2-nonanona
1500000/ 4 \
Ac. acético
2-pentanona 3-hidroxi-2-butanona
1000000 f
f 2-heptanona
500000 f
r 7 T {‘/L\ T T T T T f T T T L\H T T T T T
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00

Time--=>

Figura 41- Cromatograma de uma manteiga as mil horas (41,6 dias).
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Figura 42- Cromatograma de uma manteiga as mil e cem horas (45,8 dias).
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Os compostos foram identificados comparando os tempos de retengao e espectros de
massa de cada um dos compostos com os tempos de retengdo e espectros de massa dos
compostos puros (padrdes). Nas figuras 43 a 55 apresentam-se os espectros de massa

correspondentes aos padrdes em causa.

Abundance
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Figura 43-Espectro de massa da 2-propanona.
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Figura 44-Espectro de massa da 2-butanona.
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Abundance
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Figura 45- Espectro de massa da 2-pentanona.
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Figura 46- Espectro de massa da 2-heptanona.
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Figura 47 - Espectro de massa da 3-hidroxi-2-butanona.
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Figura 48- Espectro de massa do 1-hexanol.
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Abundance
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Figura 49- Espectro de massa da 2-nonanona.
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Figura 50-Espectro de massa do &cido acético.
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Figura 51-Espectro de massa do acido propandico
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Figura 52-Espectro de massa da 2-undecanona.
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Abundance
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Figura 53-Espectro de massa do acido butandico.
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Figura 54-Espectro de massa do acido pentanoico.
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Figura 55-Espectro de massa do acido hexandico.

Os compostos da manteiga detectados pelo sistema fibra/GC/MS foram: 2-
propanona, 2-butanona, 2-pentanona, 2-heptanona, 3-hidroxi-2-butanona, 1-hexanol, 2-
nonanona, acido acético, acido propandico, 2-undecanona, acido butandico, acido

pentandico e acido hexandico.

Todas as amostras foram analisadas em triplicado ou quadruplicado. Na tabela 5 pode
ver-se o registo da mediana das areas integradas dos picos dos compostos obtidos a partir
do espaco de cabeca da manteiga, ao longo do tempo, bem como a amplitude dos

resultados das réplicas, expressa em % relativamente a mediana.
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9.1.1. Reprodutibilidade da analise por GC/MS

Tabela 5- Medianas e amplitude das areas dos picos dos compostos dos cromatogramas da manteiga.

Compostos 2-propanona 2-butanona 2-pentanona 2-heptanona
Mediana x 10°
tempo (h) | Mediana x 107 | Amplitude/mediana (%) | Mediana x 107 | Amplitude/mediana (%) Mediana x 107 | Amplitude/mediana (%) ! Amplitude/mediana (%)

0 2,44 1,51 0,13 2,38 0,16 1,44 0,37 2,44
96 2,43 0,76 0,15 2,85 0,67 0,62 0,72 0,06
214 2,56 2,80 0,21 3,07 0,94 3,90 1,00 3,71
327 2,86 0,74 0,48 0,64 1,27 2,21 2,66 6,97
445 3,52 4,08 0,87 4,43 3,42 4,48 4,87 0,59
550 4,07 0,83 1,23 0,45 3,78 0,25 5,02 0,77
641 4,87 1,83 0,72 0,23 4,39 2,36 5,31 2,25
748 5,63 1,09 0,71 0,27 4,73 1,50 5,40 0,15
864 7,65 0,38 0,64 1,30 4,95 0,73 6,15 0,80
1000 8,87 0,29 0,64 0,39 5,17 0,66 6,80 0,46
1100 9,18 0,28 0,80 13,82 5,14 0,82 6,88 0,68

Compostos 3-hidroxi-2-butanona 1-hexanol 2-nonanona acido acético

tempo (h) Mediana x 107 | Amplitude/mediana (%) | Mediana x 107 | Amplitude/mediana (%) | Mediana x 107 | Amplitude/mediana (%) | Mediana x 10" | Amplitude/mediana (%)

0 0,00 0,00 0,12 1,61 0,00 0,00 0,00 0,00
96 1,53 3,57 0,15 8,51 0,15 1,70 3,81 5,74
214 2,18 0,37 0,17 4,68 0,24 4,71 7,49 4,22
327 2,18 1,10 0,97 5,11 0,45 0,36 8,44 0,22
445 9,01 0,85 1,25 0,53 0,71 3,27 9,58 1,04
550 8,73 0,42 2,85 0,01 1,02 1,04 9,80 0,91
641 9,21 0,17 3,65 1,64 1,59 4,89 9,55 0,14
748 9,51 0,08 4,03 0,00 2,32 0,84 9,63 0,23
864 11,64 0,59 4,21 5,82 2,82 4,12 9,52 0,53
1000 9,63 1,04 4,71 1,50 2,95 0,00 10,05 0,75
1100 9,52 0,90 4,69 1,06 2,84 3,13 9,92 0,69
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Compostos acido propandico 2-undecanona acido butandico acido pentandico
tempo (h) | Mediana x 10”7 | Amplitude/mediana (%) | Mediana x 107 | Amplitude/mediana (%) | Medianax 10”7 | Amplitude/mediana (%) | Mediana x 107 | Amplitude/mediana (%)
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
96 0,65 7,79 0,00 0,00 17,51 0,06 0,21 0,30
214 0,82 0,27 0,00 0,00 19,60 0,66 0,33 1,78
327 0,83 1,82 0,00 0,00 21,05 0,32 0,38 0,50
445 0,84 0,51 0,36 1,08 22,17 0,48 0,45 7,39
550 1,02 0,87 0,38 0,70 22,70 0,53 0,46 0,39
641 1,68 0,43 0,39 0,92 23,18 0,24 0,49 3,14
748 1,89 1,17 0,42 0,61 23,37 0,17 0,50 0,49
864 1,96 1,39 0,48 0,88 23,20 0,64 0,53 1,14
1000 1,96 2,60 0,49 0,30 23,05 0,28 0,55 0,06
1100 1,83 3,43 0,50 3,09 23,08 0,31 0,56 1,04
Compostos acido hexanéico
Mediana x 10°
tempo (h) ! Amplitude/mediana (%)
0 0.13 2,05 Utilizando estes resultados foi elaborado o grafico da figura 56, que mostra as medianas das
96 1,38 0,21
214 4,99 3.19 areas dos picos cromatograficos para compostos formados durante a degradacdo da manteiga.
327 8,47 2,52
445 9,55 0,63 p . . . . .
50 1127 014 ara tornar mais facil a visualizagdo dos compostos com areas cromatograficas menores,
641 12,66 0,38 retiraram-se da figura os compostos mais abundantes, dando a mesma lugar a figura 57.
748 13,04 0,18
864 13,56 0,38
1000 13,83 0,30
1100 13,82 0,08
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Figura 56- Grafico das medianas das areas dos picos cromatograficos dos diversos compostos em fungdo do tempo.
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Figura 57 - Medianas das areas dos picos cromatograficos dos diversos compostos em fungdo do tempo, numa escala mais ampliada.
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9.1.2. Sensibilidade do sistema fibra/GC/MS

De forma estudar a sensibilidade do sistema fibra/GC/MS, colocou-se a fibra a
adsorver em espago de cabeca, solugdes de diferentes concentragdes de cada um dos
compostos em metanol, seguindo-se a desor¢do da mesma no GC-MS. Com os
cromatogramas obtidos integraram-se as areas dos picos dos padrdes, calculando-se a
sensibilidade do sistema pelos declives das rectas de calibracdo representando a area de
cada pico cromatografico em fun¢do da concentragdo do composto correspondente. Na
figura 58 representam-se as rectas de calibragdo utilizadas no célculo das sensibilidades da

tabela 6.

Tabela 6- Registo da sensibilidade do sistema fibra/GC/MS para cada composto.

Padrdes Sensibilidade (u.a.mol™.L)
2-propanona 0,74 + 0,04
2-butanona 0,87 £ 0,05
2-pentanona 1,03 + 0,05
2-heptanona 4,2+0,2

3-hidroxi-2-butanona 0,33 £0,02

1-hexanol 1,10+ 0,01
2-nonanona 35+0,3
acido acético 0,19 + 0,03

2-undecanona 19+0,1
acido propandico 0,24 £0,01
acido butandico 1,79 £ 0,05
acido pentandico 0,109 + 0,002
acido hexandico 0,038 + 0,004
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Figura 58- Grafico das rectas de calibragdo dos diversos compostos obtidos com o sistema fibra/GC/MS.

-03 -




Capitulo 9

9.2. Respostas do sensor em contacto com os compostos volateis da

manteiga

Como ja se disse anteriormente, ¢ necessario que o cristal piezoeléctrico revestido
seja sensivel aos compostos mais importantes da degradacao da manteiga, mas também

que essa interaccao seja reversivel.

Na figura 59 apresentam-se os sinais obtidos com o sensor em contacto com o0s
compostos volateis da manteiga. Nas figuras, 60, 61 e 62 apresentam-se alguns dos sinais
do sensor obtidos por desor¢cdo da fibra em contacto com o espaco de cabeca dos porta-
amostras com os compostos mais importantes que se sabem poder resultar da degradagao

da manteiga.
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8986880 —

Frequéncia (Hz)

8986870 —
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8986850 I I I I I I I
0 100 200 300 400 500 600 700

tempo (s)

Figura 59- Curva da resposta do sensor a manteiga.

-94 -




Resultados Experimentais e Discussdo

8986890

8986885

8986880 —

8986875 —

8986870

Frequéncia (Hz)

8986865 —

8986860 —

8986855 —

8986850 ‘ ‘ : : ‘
200 400 600 800 1000

=]

tempo (s)

Figura 60- Curva da resposta do sensor a 2-pentanona.
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Figura 61- Curva da resposta do sensor a 2-heptanona.
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Figura 62- Curva da resposta do sensor a 2-nonanona.

Observando a forma dos sinais obtidos com o sensor, verifica-se que em todos os
casos, incluindo a analise das amostras de manteiga, as respostas foram rapidas e a

reversibilidade completa.

Na tabela 7 apresentam-se as respostas do sensor para cinco amostras de manteiga,
obtidas ao longo do tempo.
Um tnico cristal revestido com ditiol (AFevestimento = 5,0 kHz) foi utilizado em todas

estas experiéncias.
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Tabela 7- Respostas do sensor para as cinco amostras de manteiga.

Amostras de Amostra I Amostra II Amostra IIT Amostra IV Amostra V
Manteiga (Dezembro) (Fevereiro) (Marg¢o) (Abril) (Maio)
Tempo (h) AF (Hz) AF (Hz) AF (Hz) AF (Hz) AF (Hz)

0,00 -8 7
52,35 -13 -13
65,56 -13
127,55 -14
167,52 -15
214,08 -16
255,73 -17
265,13 -18 -18
327,17 -19
357,00 -20
388,22 -21 -21
432,12 -23 -23
448,25 -24
498,00 -26
501,87 -27 =27
536,13 -30 -30
550,08 -32
552,00 -33
557,77 33
579,93 -36 -36
598,00 -39
604,68 -40 -40
627,50 -42
641,00 -43
648,02 -43
702,68 -46 -46
744,00 -48 -48
813,33 -49
816,18 -50
870,63 -51 -51
940,48 -52
984,00 -52
1034,80 -53 -53
1246,90 -53
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Utilizando estes resultados foi elaborado um grafico da frequéncia em fungao do
tempo, figura 63, no qual estdo ilustrados com diferentes cores as respostas das cinco

amostras da manteiga.

60 oo
50 4 ‘ 4 om - ¢
4
40 4 D
Q’ ’ & Manteiga |
s04d ; B Manteiga Il
. . Manteiga Il
H Manteiga IV
~ g Manteiga V
204 _
. B
Lo
10‘
0 L L L L L L L
0 200 400 600 800 1000 1200 1400
tempo (h)

Figura 63 — Representagdo grafica do decréscimo da frequéncia ao longo do tempo.

9.2.1. Reprodutibilidade do sistema fibra/sensor

De forma a verificar a reprodutibilidade do sensor e a poder utilizar todos os dados
das cinco amostras da manteiga foram efectuadas doze medigdes da amostra V da
manteiga a doze tempos exactamente iguais a medigdes que possuiamos para a amostra I.
Entre a amostra I da manteiga e a amostra V passaram-se cinco meses € 0s pacotes de

manteiga foram adquiridos no dia da primeira analise.
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Observando os resultados da tabela 7 verifica-se que as respostas sdo exactamente
iguais, nao sendo necessario recorrer a testes estatisticos para verificar a boa

reprodutibilidade do sistema fibra/sensor.

9.2.2 Sensibilidade do sistema fibra/sensor

Para estudar a sensibilidade do sistema fibra/sensor, colocou-se a fibra a adsorver no
espaco de cabeca do porta-amostras com solugdes de diferentes concentragdes de cada um
dos compostos, preparadas em metanol, que ndo dd qualquer resposta no sensor. Apoés
adsor¢do por parte da fibra colocou-se a mesma a desorver no forno do sistema com o
sensor de massa. Na figura 64 podem ver-se as rectas de calibragdo que serviram para
calcular a sensibilidade do sistema fibra/sensor a cada um dos compostos e que se

apresenta na tabela 8.

Nestas experiéncias utilizou-se um cristal piezoeléctrico revestido com ditiol em

ambas as faces tendo sido de 13,9 kHz o decréscimo na frequéncia devido ao revestimento.

Tabela 8- Respostas do sistema fibra/sensor a diferentes compostos

Padrées Sensibilidade (Hz.mol™.L)
2-propanona 2,78 £ 0,07
2-butanona 3,08 £ 0,09
2-pentanona 3,847 + 0,003
2-heptanona 4,2033 + 0,0001
3-hidroxi-2-butanona 1,3217 + 0,0004
1-hexanol 2,260 = 0,004
2-nonanona 35%0,1
acido acético 1,138 + 0,002
2-undecanona 3,22 £ 0,07
acido propandico 1,790 + 0,003
acido butandico 2,54 £ 0,08
acido pentandico 2,347 + 0,009
acido hexandico 2,257 + 0,002
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Figura 64 — Representagdo grafica das rectas de calibracdo obtidas com o sistema fibra/sensor.
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9.3. Analise sensorial

Com base na avaliacdo sensorial efectuada pelas seis pessoas seleccionadas, construi-

se a tabela 9 de forma a sistematizar os resultados.

Tabela 9- Avaliagao sensorial da manteiga realizada por seis pessoas ao longo de um periodo de 46 dias.

Tempo (h) Apreciacio Sensorial
0 Cheiro normal a manteiga (6 pessoas)

29 Cheiro normal a manteiga aquecida (6 pessoas)
53 Cheiro normal a manteiga aquecida (6 pessoas)
78 Cheiro normal a manteiga aquecida (6 pessoas)
102 Cheiro normal a manteiga aquecida (6 pessoas)
126 Cheiro normal a manteiga aquecida (6 pessoas)
150 Cheiro normal a manteiga aquecida (6 pessoas)
174 Cheiro normal a manteiga aquecida (6 pessoas)
198 Cheiro normal a manteiga aquecida (6 pessoas)
222 Cheiro normal a manteiga aquecida (6 pessoas)
246 Cheiro normal a manteiga aquecida (6 pessoas)
270 Cheiro normal a manteiga aquecida (6 pessoas)
294 Cheiro azedo (4 pessoas)

Cheiro a queijo (2 pessoas)

318 Cheiro azedo (4 pessoas)

Cheiro a queijo (2 pessoas)

342 Cheiro azedo (4 pessoas)

Cheiro a queijo (2 pessoas)

366 Cheiro a queijo (4 pessoa)

Cheiro a rango (2 pessoas)

390 Cheiro azedo intenso (3 pessoas)
Cheiro a queijo (1 pessoa)

Cheiro a rango (2 pessoas)

414 Cheiro azedo intenso (3 pessoas)
Cheiro a queijo (1 pessoa)

Cheiro a ranco (2 pessoas)

438 Cheiro azedo intenso (3 pessoas)
Cheiro a queijo (1 pessoa)

Cheiro a rango (2 pessoas)
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462 Cheiro a queijo (2 pessoas)
Cheiro a rango (4 pessoas)
486 Cheiro a queijo (2 pessoas)
Cheiro a rango (4 pessoas)
510 Cheiro a queijo (2 pessoas)
Cheiro a rango (4 pessoas)
534 Cheiro a queijo (2 pessoas)
Cheiro a rango (4 pessoas)
558 Cheiro a queijo (2 pessoas)
Cheiro a ranco (4 pessoas)
582 Cheiro a queijo (2 pessoas)
Cheiro a rango (4 pessoas)
606 Cheiro a queijo (2 pessoas)
Cheiro a rango (4 pessoas)
630 Cheiro a queijo (2 pessoas)
Cheiro a rango (4 pessoas)
654 Cheiro a queijo (2 pessoas)
Cheiro a rango (4 pessoas)
678 Cheiro a queijo (2 pessoas)
Cheiro a rango (4 pessoas)
702 Cheiro a queijo (2 pessoas)
Cheiro a ranco (4 pessoas)
726 Cheiro a queijo (2 pessoas)
Cheiro a rango (4 pessoas)
750 Cheiro a queijo curado ou manteiga aquecida com um leve
picante (3 pessoas)
Cheiro a rango ( 3 pessoas)
774 Cheiro a queijo curado ou manteiga aquecida com um leve
picante (3 pessoas)
Cheiro a rango ( 3 pessoas)
798 Cheiro a queijo curado ou manteiga aquecida com um leve
picante (3 pessoas)
Cheiro a rango ( 3 pessoas)
822 Cheiro a queijo curado ou manteiga aquecida com um leve
picante (3 pessoas)
Cheiro a rango ( 3 pessoas)
846 Cheiro a queijo curado ou manteiga aquecida com um leve

picante (3 pessoas)
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Cheiro a ranco ( 3 pessoas)

870 Cheiro a queijo curado ou manteiga aquecida com um leve
picante (3 pessoas)

Cheiro a rango ( 3 pessoas)

894 Cheiro a queijo curado ou manteiga aquecida com um leve
picante (3 pessoas)

Cheiro a rango ( 3 pessoas)

918 Cheiro a queijo curado ou manteiga aquecida com um leve
picante (3 pessoas)

Cheiro a ranco ( 3 pessoas)

942 Cheiro a queijo curado ou manteiga aquecida com um leve
picante (3 pessoas)

Cheiro a rango ( 3 pessoas)

966 Cheiro a queijo curado ou manteiga aquecida com um leve
picante (3 pessoas)

Cheiro a rango ( 3 pessoas)

990 Cheiro azedo (4 pessoas)
Cheiro a rango ( 2 pessoas)
1014 Cheiro a azedo ( 6 pessoas)
1038 Cheiro a azedo ( 6 pessoas)
1062 Cheiro a azedo ( 6 pessoas)
1086 Cheiro a azedo ( 6 pessoas)
1110 Cheiro a azedo ( 6 pessoas)

7

E necessario realgar que as pessoas que efectuaram esta avaliacdo sensorial ndo
tinham qualquer experiéncia a este nivel, ou seja nao sdo especialistas na area, tendo sido

esta a primeira vez que realizaram este tipo de teste sensorial.

As pessoas que integraram o painel de avaliagdo manifestaram dificuldade em
descrever o cheiro e principalmente em dizerem se o cheiro j& era ou ndo a rango por a

manteiga se encontrar aquecida.
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9.4. Discussiao dos Resultados

A figura 65 mostra os resultados obtidos com o sensor e alguns dos cromatogramas

em diferentes fases do processo da degradacao da manteiga.

Verifica-se que ambos os métodos detectam os principais compostos responsaveis

pela degradacdo da manteiga.

No entanto para melhor poder comparar a que compostos ¢ mais sensivel cada uma
das metodologias, elaborou-se uma tabela de comparagao, tabela 10, na qual os compostos

estdo ordenados pela sensibilidade.

Tabela 10- Comparacgdo da sensibilidade dos principais compostos presentes na manteiga, no sistema

fibra/sensor e no sistema fibra/GC/MS.

Composto Ordem da sensibilidade Ordem da sensibilidade
no sistema fibra/sensor no sistema fibra/GC/MS
6.° 8.°
2-propanona
5.° 7.°
2-butanona
2.° 6.°
2-pentanona
1.° 1.°
2-heptanona
o 12.° 9.°
3-hidroxi-2-butanona
9.° 5.°
1-hexanol
3.° 2.°
2-nonanona
- L 13.° 11.°
Acido acético
- .. 11.° 10.°
Acido propandico
4 o 3 o
2-undecanona
7.° 3.°
Acido butanéico
- . 8.° 12.°
Acido pentandico
. . 10.° 13.°
Acido hexanoéico
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Para ajudar a comparar os resultados das trés metodologias, fibra/GC/MS,
fibra/sensor e método sensorial apresentam-se na figura 66 a soma das areas dos picos de
todos os compostos relevantes detectados por GC/MS, as respostas do sensor e alguns dos
pontos mais significativos, aqueles em que se detectaram alteragdes, obtidos pelo painel

constituido por seis voluntarios.
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Figura 65 — Resultados obtidos com o sensor e alguns cromatogramas em diferentes fases do processo da degradagdo da manteiga.
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Figura 66 — Resultados sobrepostos das respostas do sensor com a soma das medianas das areas dos picos cromatograficos bem como os pontos de alteragdo do cheiro.
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Seguidamente listam-se as principais conclusdes:

1) Tanto o sistema fibra/sensor como o sistema fibra/GC/MS respondem a todos os 13
compostos introduzidos como padrdes e que se libertaram da manteiga.
a) O sistema fibra/sensor responde com maior sensibilidade as metilcetonas e
com menor sensibilidade aos 4cidos gordos.
b) O sistema fibra/GC/MS tem maior sensibilidade para a 2-nonanona e 2-

heptanona, que se destacam dos restantes compostos.

2) Comparando a resposta do sensor com a soma das areas dos picos cromatograficos
notam-se diferengas consideraveis. Este facto ¢ facilmente compreendido pela diferente
sensibilidade que cada uma destas metodologias apresenta para os compostos que se
desprendem da manteiga. De seguida analisam-se as respostas a luz das sensibilidades de

cada uma das metodologias.

2.1- Tanto o sistema fibra/GC/MS como o sistema fibra/sensor apresentam maior
sensibilidade para a 2-heptanona, que nos parece ser um bom marcador para seguir a
degradacdo da manteiga, aproximadamente até as 500 horas, sendo pouco significativa a

evolucdo deste composto para tempos mais longos.

2.2- O segundo composto para o qual o sistema fibra/GC/MS apresenta maior
sensibilidade ¢ a 2-nonanona, que € o terceiro em termos de sensibilidade para o sistema
fibra/sensor e ndo parece ser um composto que seja o melhor modelo para seguir a
degradacdo da manteiga ou para detectar o rango, dado que ¢ detectado na manteiga em

muito pequena quantidade.

2.3-  Em terceiro lugar, em termos de sensibilidade no sistema fibra/GC/MS vém a 2-

undecanona e o acido butanodico, que aparecem respectivamente em quarto € em sétimo
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lugar no sistema fibra/sensor. Como ja foi dito, o sistema fibra/sensor apresenta
sensibilidade elevada para as cetonas, embora as respostas para a 2-undecanona sejam
inferiores as das restantes cetonas. Os niveis da 2-undecanona sd3o no entanto muito baixos
para se considerar um marcador para o rango. A concentra¢do do acido butandico sobe
apreciavelmente durante os primeiros dias sendo o GC/MS capaz de o detectar muito mais
facilmente do que o sensor. Na verdade, o sensor € pouco sensivel a este composto ¢ esta ¢
a sua principal deficiéncia, notando-se contudo que existe uma variagdo significativa na

resposta do sensor ao fim de 2 dias, sendo a varia¢ao nos 9 dias que se seguem muito lenta.

24- O sistema fibra/GC/MS detecta o 1-hexanol em quinto lugar, em termos de
sensibilidade. O sensor s6 detecta este composto em nono lugar na tabela de sensibilidade,

mas este estd ainda no grupo dos compostos que dao respostas mais altas no sensor.

2.5- O sistema fibra/GC/MS detecta em sexto lugar, em termos de sensibilidade a 2-
pentanona. A 2-pentanona ¢ detectada pelo sistema fibra/GC/MS com uma ordem de
sensibilidade muito semelhante a do 1-hexanol. Também a evolug¢do da 2-pentanona é ao
longo do tempo muito semelhante a do 1-hexanol, com excepg¢ao da resposta as 445 horas

(18,5 dias). O sensor apresenta uma elevada sensibilidade a este composto.

2.6- O sistema fibra/GC/MS detecta a 2-butanona em sétimo lugar em termos de
sensibilidade e o sensor em quinto lugar. Contudo este composto ndo parece ser muito

importante para seguir a degradacdo da manteiga.

2.7- O sistema fibra/GC/MS responde a 2-propanona com uma sensibilidade mais baixa
do que qualquer dos compostos citados anteriormente. Contudo, a 2-propanona liberta-se
em concentragdes apreciaveis podendo-se dizer que, em termos de abundancia, ¢ um dos

compostos mais importantes que resultam da degradagdo da manteiga. O sensor ¢ bastante
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sensivel a este composto (sexto em ordem de sensibilidade), mas um dos primeiros em

grandeza das respostas na gama das concentragdes dos padrdes.

2.8- A 3-hidroxi-2-butanona, que ¢ detectada com baixa sensibilidade pelo sistema
fibra/GC/MS e com sensibilidade ainda mais baixa pelo sensor, ¢ um composto que nao
regista grandes alteracdes nos cromatogramas, a excep¢ao do periodo entre os 14 e 19 dias,

onde tem uma subida muito acentuada.

2.9- Na cauda das sensibilidades, para o sistema fibra/GC/MS, aparecem os éacidos
propandico, acético, pentanodico e hexanoico. Como ja foi referido o sistema fibra/sensor ¢
pouco sensivel aos acidos gordos. Contudo, ndo se podem desprezar pela grandeza das
suas areas cromatograficas, os dcidos hexanoico e acético. Estes dcidos tém um incremento
mais acentuado nos primeiros dias: o acido acético até aos primeiros nove dias (214 horas)
e o hexandico durante os primeiros catorze dias (336 horas), aumentando no entanto,

embora com menor velocidade, a sua abundancia até aos 26,7 dias (641 horas).

2.10- Em conclusdo pode dizer-se que o sensor detecta alteragdes na manteiga logo ao 2.°
dia, mas apresenta nos dias seguintes uma variagdo muito gradual da sua frequéncia. O
sistema fibra/GC/MS regista, nesta fase inicial, variagdes muito mais acentuadas, ditadas
principalmente pelo aumento da concentragdo do acido butandico. O acido acético e
hexandico também vao aumentando de concentracdo, apesar do painel s6 ter conseguido
sentir o cheiro a azedo aos 294 dias. Apesar de se tratar de “ndo especialistas” nao deixa de
ser significativo o facto de ser unanime a classificagdo de “cheiro normal”até essa altura.
No fundo pode dizer-se que a opinido do painel ¢ mais coincidente com as respostas do
sensor do que com a soma das areas cromatograficas de todos os compostos. O painel s6
conseguiu detectar o cheiro a azedo, que pode ser proveniente dos acidos, a partir das 294
horas (12 dias) que ¢ coincidente com o inicio da fase de subida mais acentuada da

resposta do sensor. Na verdade, o sensor consegue ao fim de dois dias, “notar” uma
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pequena diferenga em relagdo a manteiga fresca, mas tem uma subida abrupta apos os 13,6
dias (327 horas). Esta subida abrupta pode estar relacionada com o final do periodo de
indugdo da rancidez oxidativa e o inicio da segunda fase dos processos de oxidagdo, onde
ocorre a aceleragdo do processo. A fase de subida mais rapida nas respostas do sensor
inicia-se aproximadamente aos 21 dias (500 horas). Dois dias antes, o painel tinha deixado
de classificar o cheiro como azedo, e passado a detectar um odor a queijo, que podera estar
relacionado com o facto de j4 ndo se notar uma evolucdo acentuada na quantidade dos
acidos e passar a ser mais importante o aumento na quantidade de cetonas que se

desprendem da manteiga.

Uma vez que os compostos provenientes da degradacdo da manteiga sdo detectados com
diferentes sensibilidades pelas duas metodologias experimentais (fibra/GC/MS e

fibra/sensor), ¢ natural que os perfis de ambos na Figura 66 sejam diferentes.

Nas experiéncias finais torna-se mais dificil relacionar o cheiro com os resultados
experimentais porque, enquanto que nas experiéncias com O sensor 0s compostos
detectados resultavam do acumular de volateis desde o tempo zero, nas anélises sensoriais
o frasco era destapado para cada avaliacdo sensorial e os compostos detectados eram

aqueles que volatilizavam entre duas avaliagoes.
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10. Conclusao

A grande vantagem de um sensor deste género ¢ a sua capacidade em traduzir por um
unico numero o estadio de degradagdo da manteiga.

Os instrumentos mais dispendiosos e complexos como o GC/MS permitem discutir
sobre os compostos que se estdo a formar em cada estddio da manteiga, mas muito
dificilmente se traduzirdo numa “escala do ran¢o”, dado o grande nimero de compostos a
analisar.

O sistema fibra/sensor ¢ eficaz no seguimento da degradacdo da manteiga embora
seja menos sensivel nos estadios iniciais, onde a sua baixa sensibilidade ao acido butandico
ndo permite que as alteragdes observadas sejam muito acentuadas.

Ap6s o estadio inicial o 4acido butanoico deixa de ser um bom marcador para seguir a
degradacdo da manteiga, tornando-se mais importantes outros compostos como a 2-
propanona, a 2-heptanona e a 2-pentanona, compostos para os quais 0 sensor apresenta
maior sensibilidade.

A sensibilidade do sensor para seguir os estadios iniciais da degradacao do sensor s
poderda ser melhorada a custa de um aumento da sensibilidade do mesmo, por
melhoramento do seu revestimento ou aumentando a quantidade de manteiga utilizada em
cada analise.

Poder-se-ia ainda optar por adicionar ao sistema um segundo sensor, com maior
sensibilidade para o 4cido butandico, apesar do aumento inicial da sua concentragao nao se
traduzir num factor de desagrado por parte do painel de avaliagdo sensorial.

Contudo, o sistema fibra/sensor, tal como aqui ¢ apresentado, com um unico cristal,
permite seguir a degradagdo da manteiga ao longo do tempo, e detectar, através das
variacoes da frequéncia, os pontos onde os sinais analiticos apresentam alteracdes
significativas na velocidade de subida com o tempo, que podem servir para detectar
diferentes fases no processo de degradagdo, relacionadas com o desprendimento de

familias de compostos diferentes.
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