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MARTINS, Regiane. Potencial genotoxico in vivo de 2-Alcilciclobutanonas
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RESUMO

A irradiacdo de alimentos mostra-se uma técnica eficaz para reduzir alguns patégenos
dos alimentos e isso ganhou atencéo significativa ao seu potencial de seguranca do
alimento. As 2-Alcilciclobutanonas sdo produtos radioliticos Unicos gerados pela
quebra induzida, por radiacéo, de trigicerideos nos alimentos que contém gordura. 2-
Dodecilciclobutanona (2-dDCB) e 2-Tetradecilciclobutanona (2-tDCB) sao os
compostos mais abundantes detectados em alimentos irradiados, e sabe-se que parte
desses compostos ingeridos sdo excretados pelas fezes e uma pequena parte é
depositada no tecido adiposo. Trabalhos realizados anteriormente sugeriram efeitos
genotoxicos e citotoxicos em células de célon. Apesar de estudos mais recentes
mostrarem a n&o genotoxicidade de 2-ACBs, os resultados séao conflitantes e, portanto,
continuamos os estudos para confirmar a seguranca dos compostos para a saude
humana. As células hepéaticas foram escolhidas para analise de genotoxicidade por
até o momento ndo terem sido avaliadas in vivo e pela importancia do figado na
metabolizacdo de compostos e acumulo de gordura. O teste de micronucleo in vivo foi
realizado com células especificas extraidas do tecido hepatico, por meio de Citometria
de fluxo. A andlise histologica do tecido hepatico foi realizada como analise
complementar. Utilizamos manteiga de cacau irradiada com doses de 10, 20 e 30 kGy
(consideradas altas doses) para suplementacdo diaria dos animais, a deteccao e
quantificacdo de 2-ACBs nas amostras foram obtidas por GC/MS. Os resultados
confirmam a seguranca do processo de irradiacéo de alimentos, que mesmo em altas
doses de radiacdo e maior producdo de 2-ACBs nao indicaram o potencial genotoxico

das amostras em células hepaticas.

Palavras-chave: alcilciclobutanonas; irradiacdo de alimentos; teste de micronucleos
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ABSTRACT

Food irradiation proves to be an effective technique to reduce some food pathogens
and this has gained significant attention to its potential for food safety. 2-
Alcyclocyclobutanones are unique radiolytic products generated by the radiation-
induced breakdown of trigicerides in foods that contain fat. 2-Dodecylcyclobutanone (2-
dDCB) and 2-Tetradecylcyclobutanone (2-tDCB) are the most abundant compounds
detected in irradiated foods, and it is known that part of these ingested compounds is
excreted in the faeces and a small part is deposited in the adipose tissue. Previous
work has suggested genotoxic and cytotoxic effects on colon cells. Although more
recent studies show the non-genotoxicity of 2-ACBs, the results are conflicting and,
therefore, we continue studies to confirm the safety of the compounds for human
health. Liver cells were chosen for genotoxicity analysis because they have not yet
been evaluated in vivo and the importance of the liver in the metabolization of
compounds and accumulation of fat. The in vivo micronucleus test was performed with
specific cells extracted from the liver tissue, using flow cytometry. Histological analysis
of liver tissue was performed as a complementary analysis. We used cocoa butter
irradiated with doses of 10. 20 and 30 kGy (considered high doses), for daily
supplementation of the animals, the detection and quantification of 2-ACBs in the
samples were obtained by GC / MS. The results confirm the safety of the food
irradiation process, which, even at high radiation doses and greater production of 2-

ACBs, did not indicate the genotoxic potential of the samples in liver cells.

Key words: 2-Alkylcyclobutanones; food irradiation; micronucleus test.
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1 INTRODUCAO

1.1 Irradiacéo de alimentos

A irradiacdo de alimentos € uma ferramenta eficaz e ganhou grande atencao
devido ao seu potencial de garantia de seguranca dos alimentos, reducdo da carga
microbiana, controle de pragas e insetos em produtos agricolas, extenséo do periodo
de prateleira e inibicdo de brotamento (SATIN, 1993).

O tratamento com radiacdo ionizante € aplicado a varios tipos de alimentos
(especiarias, vegetais secos, graos, frutas, carne e frutos do mar) para cumprir
diferentes propésitos, e também deve seguir especificacdes de acordo com cada tipo
de alimento (SONCIN et al., 2012).

As irradiacfes comerciais de alimentos normalmente séo realizadas com raios
gama de °Co, entretanto, os elétrons acelerados com uma energia maxima de 10 MeV
e raios X com uma energia maxima de 5 MeV séo cada vez mais utilizados para o
tratamento de alimentos.

Uma diferenca importante entre os raios gama e elétrons acelerados é a
capacidade de penetracdo nos materiais (IAEA, 2015). A capacidade de penetracéo
dos raios gama é muito mais elevada do que a de elétrons acelerados. Outra diferenca
importante esta relacionada a taxa de dose de cada fonte, sendo a taxa de dose dos
aceleradores de elétrons mais alta que a dos os irradiadores que utilizam raios gama
(HAYASHI, 1991).

O processo de irradiacao é relativamente facil de controlar, geralmente depende
somente da velocidade do transporte e a alimentacgao/ atividade da fonte de radiagao.
Os alimentos sao tratados em suas embalagens finais e organismos alvo ndo séao
protegidos pelo fato do produto estar embalado, sendo possivel realizar o tratamento
dos produtos em paletes (KOOIJ; LEVELING; SCHUBERT, 1981).
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O fator critico nesse processo € como aplicar doses de radiacao precisas para atender
aos requisitos do processo sem causar perdas sensoriais e nutricionais nos alimentos
(FARKAS, 2016).

Para a irradiacdo de qualquer alimento, a dose minima absorvida deve ser
suficiente para atingir o objetivo tecnoldgico e a dose maxima absorvida deve ser
inferior & que comprometeria a seguranca do consumidor, a salubridade ou afetar
adversamente a integridade estrutural, propriedades funcionais ou atributos sensoriais
do alimento (CODEX, 2003).

Embora a radiacdo exista em nosso ambiente e utilizada em varios campos de
nossa vida diaria, € dificil dizer que as aplicac6es sdo bem compreendidas (FURUTA
et al., 2000), embora a seguranca e eficiéncia da irradiagcdo de alimentos ter sido
comprovada por varias autoridades responsaveis como FDA, USDA, FAO, e
sociedades cientificas com base em extensa pesquisa (MOREHOUSE, 2002; FDA,
2015).

A RDC n° 21 a legislacao brasileira aprova o uso da radiag&o ionizante, em
processamento de alimentos ja embalados ou a granel com doses controladas de
radiacdo com finalidades sanitérias, fitossanitarias e/ou tecnoldgicas. A irradiacao,
assim como qualquer outro processo de tratamento de alimentos, ndo deve ser
utilizada em substituicdo as boas praticas de fabricacdo e ou agricolas. (BRASIL,
2001).

No entanto, também existem algumas limitacdes: a formacado de compostos
radioliticos, como as 2-Alcilciclobutanonas, derivadas da irradiacdo de alimentos que
contém gordura (VARIYAR et al., 2008).

1.2 2- Alcilciclobutanonas

Desde 1990, estudos sobre a seguranca toxicologica das 2- Alcilciclobutanonas
(2-ACBs) tém sido realizados extensivamente (DELINCEE; POOL; ZOBEL, 1998). Sao
produtos radioliticos Unicos gerados pela quebra induzida por meio do processo de
irradiacdo de triglicerideos dos alimentos, e sdo encontrados exclusivamente em
alimentos contendo lipidios processado por radiacdo (LETELLIER; NAWAR, 1972).
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A 2-dodecilciclobutanona derivada da radiolise do acido palmitico (2-dDCB) e a
2-tetradecilciclobutanona do acido estearico (2-tDCB), sdo 0s compostos
predominantes detectados (CHAN; YE; LEUNG, 2014). Eles tém o mesmo numero de
carbonos (n) que seus &cidos graxos precursores, com uma cadeia alquil de carbonos
(No-4) na posicdo 2 do anel (STEVENSON, 1996). S&o, portanto, considerados
marcadores unicos de irradiacdo de alimentos (NADIAYE et al., 1999).

O potencial toxico de 2-ACBs foi previamente investigado por um programa
interregional da UE (LETELLIER; NAWAR, 1972), no qual o potencial promotor de
tumor de 2-tDCB e 2-(tetradec-5 -enil) -ciclobutanona (2-tDeCB) foi relatado
(MARTINS; SILVA, 2014). Apesar de estudos mostrarem a ndo genotoxicidade de 2-
ACBs, alguns resultados sao conflitantes e, portanto, continuamos os estudos sobre
as 2-Alcilciclobutanonas com objetivo de confirmar que o consumo de pequenas doses

de 2-ACBs nao causem risco para a saude humana.

Com a finalidade de verificar possiveis alteracfes genotoxicas, 0os estudos com
as diferentes doses de radiacdo, 10, 20 e 30 kGy, consideradas doses altas para
algumas finalidades sanitarias, podem contribuir para o conhecimento dos riscos a
salide dos consumidores. E importante ressaltar que ndo temos estudos realizados na

esfera nacional.

Neste trabalho foram utilizadas técnicas para anélise de genotoxicidade das 2-
ACBs que néo foram feitas nos estudos ja existentes, como ensaio de micronucleos in
vivo por citometria de fluxo, utilizando células hepaticas extraidas diretamente do
figado do animal, visando maior rapidez no processamento das amostras, além de
técnicas ja consolidadas como histologia para analise dos tecidos hepaticos.

O processo de ingestdo das 2-ACBs pelos animais também se diferencia dos
estudos ja realizados por utilizar a manteiga de cacau, uma amostra escolhida por
apresentar mais facilmente as 2-ACBS ap0s o processo de irradiacdo por conter alto
teor de acidos graxos precursores e estar presente na alimentagcédo do ser humano por

meio de chocolates e preparacdes culinérias.
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Foram também realizadas a detecc¢éo e quantificacéo das 2-ACBs nas amostras
de manteiga de cacau irradiadas por meio do método tradicional EN1785:2003,

seguindo todos os padrbes analiticos.

1.3 Objetivo

1.3.1 Objetivo geral

Detectar e quantificar a formacéo das 2-alcilciclobutanonas (2-ACBs), que sdo
provenientes dos principais acidos graxos e triglicérides em manteiga de cacau
processada por radiacdo, avaliar possiveis danos genotéxicos em células hepéticas

em condi¢cdes experimentais in vivo.

1.3.2 Objetivos especificos

Realizar ensaio de Micronudcleos in vivo, utilizando a técnica de citometria de fluxo,
visando otimizar o tempo de analise, reduzir o nimero de animais utilizados e avaliar

danos residuais.

Avaliar os possiveis danos genotdéxicos em células hepéticas de ratos Wistar,

alimentados com manteiga de cacau irradiada nas doses de 10, 20 e 30 kGy.

Detectar e quantificar as 2-ACBs presentes nas amostras de manteiga de cacau

irradiada e correlacionar com possiveis danos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Formacao das 2-Alcilciclobutanonas

As 2-ACBs sdo compostos ciclicos, formados pela perda de um elétron do
oxigénio sobre a carbonila de um acido graxo, seguindo de um processo de rearranjo
para produzir 2-Alcilciclobutanonas especificas para o acido graxo principal. Estes
compostos contém o mesmo numero de atomos de carbono como os 4cidos graxos

precursores e o grupo alquilo ligado ao anel na posicéo 2 (GADGIL et al., 2002).

As 2-ACBs derivadas dos acidos graxos saturados séo: a 2-hexil-ciclobutanona,
derivada do acido caprilico (C10:0); 2-octil-ciclobutanona, derivada do acido laurico
(C12:0); 2-decil-ciclobutanona, derivada do &cido miristico (C14:0); 2-dodecil-
ciclobutanona, derivada do acido palmitico (C16:0); 2-tetradecil-ciclobgutanona,
derivada do acido estearico (C18:0) e as derivadas dos acidos graxos insaturados séo
2-(tetradec-5-enil)-ciclobutanona, derivada do acido oleico (C18:1) e 2-(tetradeca-
5’,8’-dienil)-ciclobutanona (GADGIL, et al., 2002; SONG et al., 2018). No quadro 1
estdo representados os acidos graxos precursores das 2-ACBs e os alimentos nos

quais sdo mais frequentes quando séo irradiados.

Quadro 1 - Alimentos, seus acidos graxos precurssores e respectivas 2-ACBs
formadas.

Acido Miristico C14:.0 | 2-Decilciclobutanona (2-DCB) Gordura de leite, 6leo de
€OCoO.

Acido Palmitico C16:0 | 2-Dodecilciclobutanona (2-Ddchb) Oleo de palma, manteiga de
cacau, gordura animal.

Acido Estearico C18:0 | 2-Tetradecilciclobutanona(2-Tdcb) | Manteiga de cacau, gordura
animal.

Acido Oléico C18:1 | 2-Tetradec-5’-enil-ciclobutanona Azeite de Oliva, 0Oleo de
canola.

Fonte: Adaptado de ISEO, 2016; GADGIL et al., 2002.
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De acordo com VARIYAR et al. (2008) as 2-ACBs séo consideradas como produtos
exclusivos radioliticos de alimentos gordurosos. A figura 1 exemplifica as estruturas

das cadeias béasicas das 2-Alcilciclobutanonas.
Figura 1 - Estrutura das quatro mais comuns alcilciclobutanonas encontradas em
alimentos que contém lipidios e foram irradiados.

Irradiation Dose Indicators

40

€H2)11CH3
2-dodecylcyclobutanone

40

(CH2):3CH3
2-tetradecylcyclobutanone

40

(CH3)4CH=— CH(CH>)7;CH3;
2-tetradec-5"-enylcyclobutanone

40

(CH>2)4CH— CHCH>CH— CH(CH2)4CH3
2-tetradeca-5',8'-dienylcyclobutanone

Fonte: Gadgil et al., 2002

2.1.1 2-ACBs e potencialidades patologicas

Enquanto alimentos irradiados tém muitas propriedades benéficas conhecidas,
o efeito genotoxico especificamente das 2-ACBs de consumo a longo prazo dos

alimentos irradiados permanece em estudos. A principal preocupac¢ao com relagéo ao
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consumo de alimentos irradiados é se as 2-alcilciclobutanonas podem promover

patologias a longo prazo.

Em 2002, Horvatovich et.al em seus ensaios in vivo com 6 machos wistar por
grupo, com concentracdo de 120 mg (1mg/peso corpéreo/dia) teve como resultados,
gue menos de 1% das 2-ACBs foram excretadas nas fezes e pequenas quantidades
foram detectadas no tecido adiposo.

RAUL et al. (2002) realizou um ensaio in vivo com 6 machos wistar por
grupo,utilizando concentracbes de 144-288 mg/peso corpéreo (1,6 mg/peso
corpéreo/dia) e constatou que a multiplicidade do tumor de célon aumentou.

GADGIL et al. (2006) performaram um ensaio com 6 fémeas de Sprague-
Dawley por grupo com concentracdo de 25 mg/peso corpéreo (5 mg/peso
corporeo/dia) e relatou que de 3-11% do total de 2-ACBs foi encontrado nas fezes e
menos de 0,33% no tecido adiposo.

Em 2010, HIJAZ et al. (2010) utilizou a concentracdo de 25 mg/peso corpdreo
(5 mg/peso corpéreo/dia) em grupos de 6 fémeas de Sprague-Dawley e como
resultado obteve que a 2-dDCB é metabolizada para 2-Dodecilciclobutanol e foi

excretada nas fezes.

No mais recente trabalho, SONG et al. (2018) realizaram uma série de ensaios
de mutacéo reversa bacteriana, aberracao cromossémica in vitro e micronucleo in vivo,
nos quais foram encontradas respostas negativas pelo tratamento de 2-dDCB
comparando controle de veiculo, dimetilsulfoxido ou 6leo de milho. Nao foram
observados efeitos adversos em ratos administrados por via oral 2-dDCB todos os dias
via gavagem por 28 dias, mesmo na dose mais alta (2,0 mg / peso corpéreo / dia)

A administragdo de uma solugéao 0,005% de 2-Dodecilciclobutanona em ratos,
composto presente no alimento irradiado que contém gordura, resultou no
aparecimento de uma pequena fracdo das 2-Dodecilciclobutanonas nos tecidos
adiposos. No entanto, nota-se que a exposicao prolongada e, portanto, a presenca de
quantidades vestigiais de alcilciclobutanonas no tecido adiposo durante longos
periodos de tempo, pode ter efeitos deletérios como quebras no DNA.
(HORVATOVICH et al., 2002).
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A investigacao aprofundada do efeito de 2-alcilciclobutanonas consumidas pela
populacdo humana em modelos (in vitro e in vivo) de varios tipos de canceres,
principalmente os que podem surgir no trato digestorio devido ao acimulo de gordura
visceral é importante. (CHINTHALAPALLY, 2003).

A quantidade de 2-ACBs consumidas por seres humanos em 200g de frango
irradiado a 3 kGy pode ser estimado em ~ 80 ug. Os resultados preliminares indicaram
efeitos genotoxicos ligeiros de 2-Dodecilciclobutanonas em estudos in vitro e in vivo.
No entanto, estudos in vivo mais prolongados sobre o potencial genotéxico de 2-ACBs
necessitam ser realizados. (RAUL; GOSSE; DELINCEE, 2002).

2.1.2 Genotoxicidade de 2-ACBs

A genotoxicidade é uma area da genética que estuda os processos que alteram
a base da vida, em sua estrutura fisico-quimica, o DNA, processo classificado como
mutagénese. Os agentes que mudam a sequéncia do DNA s&o “téxicos” para o gene

e sdo, entdo, chamados de genotéxicos.

De acordo com YAMAKAGE e SUIA (2014), o ensaio de micronucleos € um dos

ensaios mais utilizados para a avaliacdo da genotoxicidade.

De acordo com HORVATOVICH et al. (2002) o potencial genotoxico de 2-ACBs
nao foi avaliado sistematicamente e estudos preliminares in vitro e in vivo indicaram

ligeiros efeitos genotoxicos da 2-dodecilciclobutanonas.

2.2 O figado

O figado situa-se no quadrante superior direito da cavidade abdominal, logo
abaixo do diafragma e pode pesar 1,5 kg no adulto. E envolvido pelo peritdnio, exceto
onde se adere ao diafragma e a outros 6rgaos e por uma capsula de tecido conjuntivo
denso modelado (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999).
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Trata-se de um orgao que desempenha papel importante no metabolismo,
sintese, ativacdo, armazenamento e transporte de micro e macro nutrientes
(GARTNER, 1999; STEVENS; LOWE,1995).

Entre as fungbes desempenhadas pelo figado estdo a producdo de bile;
metabolismo de bilirrubinas; participagdo no processo de coagulacdo sanguinea;
metabolismo de carboidratos; lipideos e proteinas; metabolismo e armazenamento de
vitaminas A, D, E, K e B12; metabolismo e excrecdo de substancias endbégenas
(hormbnios) e exdgenas (alcool, medicamentos) e resposta imunologica (PERES;
COELHO; DE PAULA, 2015).

2.2.1 Patologias hepéticas

Embora sejam conhecidos vérios fatores de risco para cancer de figado, como
por exemplo etnia, género, hepatite viral crénica, cirrose, doenca hepatica gordurosa
nao alcodlica, cirrose biliar, alcoolismo, tabaco, obesidade, diabetes tipo I, aflatoxinas
e uso de esteroides anabolizantes, exatamente como esses fatores podem levar as
células hepaticas normais a se tornarem cancerosas € apenas parcialmente

compreendido.

As estimativas da American Cancer Society para diagnésticos de cancer
primario de figado e cancer de ducto biliar intra-hepatico nos Estados Unidos para
2020 séo cerca de 42.810 novos casos (30.170 em homens e 12.640 em mulheres).
Cerca de 30.160 pessoas (20.020 homens e 10.140 mulheres) morrerdo desses

canceres.

As taxas de incidéncia de cancer de figado mais que triplicaram desde 1980,
enquanto as taxas de mortalidade mais que dobraram durante esse periodo
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2020).

O CHC (Carcinoma Hepato celular) constitui 70 - 85% das neoplasias hepaticas
primarias, é o tumor primario do figado mais frequentemente observado e se constitui

em um dos tumores malignos mais comuns no mundo (GOMES et al., 2013).



27

Os principais fatores de risco para o CHC incluem a infec¢éo pelo HVB (virus
da Hepatite B) e HVC (virus da Hepatite C), as doencas hepaticas derivadas do
consumo de &lcool, a exposicéo a aflatoxinas e principalmente a esteatose hepatica
ndo alcodlica (NAFLD - do inglés Non-alcoholic fatty liver disease) (BAFFY; BRUNT;
CALDWELL, 2012).

Diversos estudos conduzidos em paises ocidentais mostram que 30% a 40%
dos doentes com CHC n&do apresentavam infeccdo cronica por HVB ou HVC,
sugerindo a presenca de outras causas para a doenca. Alguns pacientes
apresentaram altera¢des clinicas ou bioquimicas compativeis com esteatose hepatica,
como obesidade ou sindrome metabdlica (EDMISON; MCCULLOUGH, 2007).

A esteatose hepatica ndo alcodlica, ilustrada na figura 2, que esta presente em
praticamente 90% de pessoas obesas e em quase 70% de pessoas com
diabetes mellitus tipo 2, parece se apresentar como possivel fator de risco para CHC
(NEUSCHWANDER-TETRI; CALDWELL, 2003).

Os mecanismos patogénicos envolvidos incluem peroxidacao lipidica e estresse
oxidativo, com producéo de radicais livres como passo para a iniciagdo e a promogao

tumoral.
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Figura 2 - Evolucao da Doenca hepatica gordurosa néo alcodlica

ESPECTRO & EVOLUGAO DA DHGNA

Esteatose Esteatoepatite

Carcinoma
Hepatocelular

Fonte: Sociedade Brasileira de hepatologia, 2020

2.3 Ensaio de Micronucleos

O ensaio de Micronucleos foi originalmente desenvolvido em mamiferos, mas
tem sido amplamente utilizado em estudos de genotoxicidade para estimar danos
citogenéticos causados por agentes quimicos ou fisicos. Micronucleos — MN (Figura
3) sao formados por cromossomos inteiros ou por fragmentos de cromatides ou de
cromossomos gue nao foram incorporados ao nucleo de célula filha durante a diviséo
celular — Mitose (CAVALCANTE, 2009).
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Figura 3 - Micronucleo.
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Fonte: BONASSI et al., 2001

O teste de Micronucleos foi descrito pela primeira vez em 1975 por Schimidt, W,
e consegue detectar substancias mutagénicas que quebram 0S cromossomos
(substancias clastrogénicas) ou que interferem na formacéao do fuso mitético, alterando
a distribuicdo equitativa dos cromossomos durante a divisdo celular (FLORES;
YAMAGUCHI, 2008).

No presente estudo o teste de Micronécleos foi realizado através de Citometria
de Fluxo, utilizando método de BRYCE et al., (2007) com algumas alteracdes.

2.4 Histopatologia

A histopatologia sera realizada no tecido hepatico removido dos animais
tratados com 2-Dodecilciclobutanona e 2-Tetradecilciclobutanona, bem como
animais do grupo controle, para visualizacao de possiveis danos morfoldgicos.

Os procedimentos técnicos aplicados na histotecnologia incluem técnicas
citoquimicas, histoquimicas, imuno-histoquimicas, voltadas para a pesquisa cientifica
e para o diagnostico patoldgico, além de anéalises em nivel de microscopia eletronica
(CAPUTO; GITIRANA; MANSTO, 2010).



30

As avaliacdes histopatologicas desempenham um papel importante no
diagnéstico de doenca hepatica. A avaliacdo de alteracdes morfologicas fornece
informacdes adicionais Uteis, como por exemplo, avaliar a gravidade da doenca na
hepatite viral crbnica e na doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica (OWEN;
HUBSCHER, 2019).

2.5 Manteiga de cacau

A manteiga de cacau € o ingrediente mais importante e de maior valor
econbmico na formulacdo de confectionary fats, especialmente em chocolates.
(SHUKLA, 2006).

A manteiga permanece em estado sélido a temperatura ambiente e derrete na
boca a temperatura corporal. Essa caracteristica fisico-quimica peculiar faz da
manteiga de cacau um material indispensavel na indastria de confeitaria
(ZARRINGHALAMI et al., 2010).

A singularidade das propriedades fisicas da manteiga de cacau extrapola sua
aplicacao em alimentos. A fusdo do produto na temperatura corporal é ideal para o uso
em produtos farmacéuticos, como base lipidica para supositérios medicinais, assim
como suas propriedades emolientes sdo satisfatorias para o uso em cosmeéticos e

locdes.

Varios métodos sdo empregados para a extracao de manteiga de cacau a partir
de massa, licor ou de outras fontes, como prensa hidraulica, prensa mecénica, prensas
de parafuso, extracdo com fluidos supercriticos (SFE) e método de extracdo por
solventes (ASEP et al., 2008; NAIR, 2010).

Os principais acidos graxos da manteiga de cacau séo: acido palmitico (C16)
25-33,7%, acido estearico (C18:0) 33,7-40,2%, acido oleico (C18:1) 26,3-35% e acido
linoléico (C18:2) 1,7 —3%, que contribuem com 98% do acido graxo total (ASEP et al.,
2008; BRACCO, 1994). GUNSTONE et al., (2007) ainda inclui 1% de &cido araquidico
(C20:0) como mostra a tabela 1.
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Tabela 1 — Composi¢do dos &cidos graxos.

Composicao de 4cidos graxos (%)

C16:0 Acido Palmitico 23,7
C18:0 Acido Esteéarico 32,9
C18:1 Acido Oléico 37,4
C18:2 Acido Linoléico 4,0
C20:0 Acido Araquidico 1,0

Fonte: Adaptado de Gunstone; Harwood, 2007

A manteiga de cacau foi determinada como amostra principal por conter os 2
principais acidos graxos precursores das 2-ACBS, (C18:0 - Acido Estearico e C16:0 -

Acido Palmitico).

2.6 Deteccao das 2-ACBs

A deteccdo de 2-ACBs é um método para identificacdo do tratamento por
radiac&o ionizante em alimentos que possuem na sua composi¢éo gordura. As 2-ACBs
sdo detectadas por Espectrometria de Massa (MS), apés a separacdo por

Cromatografia Gasosa (GC).

O método foi testado com sucesso em ensaios interlaboratoriais em carne de

frango, carne suina, ovo liquido, salméo e queijo Camembert crus (EN1785:2003).

Embora, em principio, o controle administrativo das instala¢des licenciadas para
irradiacdo de alimentos, e rotulagem obrigatoria dos alimentos tratados, conforme
proposto pelo Codex Alimentarius (ANONYMOUS, 1984) por um inventario

internacional de instalagdes (LOAHARANU, 1992) deve fornecer um controle confiavel
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aos alimentos irradiados, desejavel ter um meio adicional de deteccdo do tratamento

com radiacdo analisando o alimento em si (DELINCEE, 1993).

As ciclobutanonas sdo marcadores Uteis para a identificacdo de uma variedade
de alimentos que possuem gordura e diferentes acidos graxos em sua composi¢ao
(STEVENSON et al., 1993).

As 2-Alcilciclobutanonas sdo 0s Unicos compostos quimicos cuja formacéo (a
partir de 4cidos graxos) é especifico a partir do tratamento por irradiagdo de alimentos
(CRONE; HAMILTON; STEVENSON, 1992). Sua deteccdo foi selecionada pelo
Comité de Normalizacdo (CEN) como deteccao teste para irradiacédo. O protocolo inclui

extracao e separacao do produto e analise em GC-MS.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

3.1.1 Substéancia teste - compostos 2-ACBs

Foram utilizadas as substancias 2-dDCB e 2-tDCB, com pureza quimica de
99,2% (CAS 35493-46-0) e 99,1% (CAS 35493-47-1), respectivamente. Sintetizadas
por Fluka Analytical e comercializadas por Sigma-Aldrich.

Apresentam formato solido (p6) 2-dDCB possui peso molecular de
238,41 g/mol e 2-tDCB, peso molecular de 266,46 g/mol.

3.1.2 Substancias utilizadas nos protocolos de analise de acidos graxos e detecc¢éo de

alimentos irradiados.

Sulfato de sédio (Na2S0a4), M=142,04 g/mol- Merck- CAS 7757-82-6

Areia de Fontainebleau (SiO2), 246 uM- VWR- CAS 7631-86-9

N-hexano (CsH14), M= 86,18 g/mol — Fischer Chemical- CAS 110-54-3

Florisil (MgOsSi), Mesh 60-100, M= 100,39 g/mol- Sigma Aldrich- CAS 1343-88-0.
Eter dietilico ((CHsCH2)20)) M=74,12 g/mol — VWR- CAS 60-29-7

2,2,4 Trimetilpentano (Iso-octano) ((CHs)2CHCH2C(CHs)s), M=114,23 g/mol —
Sigma Aldrich- CAS 540-84-1

Hidréxido de potassio (KOH), M= 56,11 g/mol — Merck- CAS 1310-58-3

» Metanol (CH40), M= 32,04 g/mol — Fischer Chemical- CAS 67-56-1

YV V.V V V VY

A\
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» 2- Ciclohexilciclohexanona (Ci12H200), M= 180,29 g/mol — Sigma Aldrich- CAS 90-
42-6

» 2-Dodecilciclobutanona (C16H300), M=238,41 g/mol — Fluka- CAS 35493-46-0

» 2-Tetradecilciclobutanona (C1sH340), M=266,46 g/mol — Fluka- CAS 35493-47-1

3.1.3 Preparo dos padrdes e solucbes
Solugcdo méae de 2-Ciclohexilciclohexanona a 1000 pg-mL

Na preparacdo da solucdo mae dissolvemos 50 mg de 2-
Ciclohexilciclohexanona em um frasco de 50 mL e completado o volume com
isooctano. Essa solugéo foi conservada a -20 graus Celsius.
Solucgéo de 2-Ciclohexilciclohexanona a 1 pg-mL

Preparou-se a solugdo colocando 10 pL da solugdo mae de 2-
Ciclohexilciclohexanona em um frasco de 10 mL e completado o volume com
isooctano. A solucédo foi armazenada a -20 graus Celsius.
2-Dodecilciclobutanona a 200 pg-mL

O padréo foi preparado adicionando-se 5 mg de 2-dodecilciclobutanona em um
frasco de 25 mL, completado o volume com isooctano. A solucao foi conservada a -20
graus Celsius.
2- Tetradecilciclobutanona a 200ug-mL

Para preparacao do padrao foi utilizado 5mg de 2-tetradecilciclobutanona em

frasco de 25 mL e completado o volume com isooctano e a conservacao foi a -20 graus

Celsius.
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» Mistura das solucdes dos padrdes

Para a preparagdo da mistura das solugcdes dos padrbes descritos
amteriormente, foi pipetado em um frasco de 10 mL, 100 pL da solugéo de 2-
Dodecilciclobutanona, 100 pL da solucdo de 2-tetradecilciclobutanona e 10 pL da
solucdo mae de 2-Ciclohexilciclohexanona e completado com isooctano. A mistura foi
consrvada a a -20 graus Celsius.

Transferiu-se 200 pL da solucdo de mistura dos padrbes em vial de injecéo de
2 mL para GC/MS.

> Preparacgéo de sulfato de sédio anidro

Em um cadinho de porcelana foi adicionado 150 g sulfato de s6dio e mantido
na mufla pelo periodo der 5 horas a 650 °C para secagem, aguardamos a temperatura
cair para cerca de 200-300 °C para a retirada da mufla e transferido para um frasco

e mantido no dissecador.

> Preparacdo e desativacdo de Florisil®

A preparacdo do Florisil® foi realizada no dia anterior ao ensaio. No
procedimento de preparacéo, 350 g Florisil® foi colocado em cadinho de porcelana e
seco em mufla pelo periodo de 5 horas na temperatura da 550 °C. Apds o periodo de
secagem, aguardou-se a temperatura da mufla atingir a temperatura entre 200-300 °C

e transferiu-se o Florisil® para o dissecador.

O baldo Erlenmeyer de 250 mL foi tarado em balanca analitica e pesado o
Florisil® seco e o valor foi registrado. Para o proceso de desativagéo, foi adicionado

20% do peso de Florisil® de agua ultra-pura utilizando pipeta automatica.

Em seguida, agitou-se firmemente o baldo Erlenmeyer com a tampa, com a

finalidade de distribuir toda a agua e impedir a formac&o de grumos.
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Apoés esse procedimento de agitacédo, o baldo foi armazenado em dessecador
durante a noite anterior ao ensaio. O Florisil® desativado tem validade de sete dias
apos a sua preparacao. Para desativar ap0s esse periodo é necessario aquecer a
130 °C por 3 horas e desativado novamente com 20% de agua.

Sao necessarios cerca de 30 g de Florisil ativado para preparar uma quantidade

suficiente de adsorvente desativado para uma coluna.

» Solucédo de eluicao de éter dietilico a 1% em hexano.

Na preparacao da solucao de eluicdo de éter dietilico foi adicionado 1,5 mL de
éter dietilico em um baldo de 150 mL, completado o volume com hexano.

» Solucdo de hidroxido de potassio metandlico a 0,5 mol/litro

Foi dissolvido 2,81 g de hidroxido de potassio em 100 mL de metanol contendo
ndo mais de 0,5% (fracdo de massa) de agua.

Caso a solucéo for armazenada por um longo periodo de tempo, pode formar-
se uma pequena quantidade de precipitado branco de carbonato de sdédio; esse

fendbmeno nao afeta a preparacao de ésteres metilicos.

» Solucao padréo interno: undecanoato de metila a 500 ppm

Colocamos 50 mg de undecanoato de metila num baldo de 100 mL e o volume

foi completado com hexano (c) e a solugédo armazenada a 4 ° C.

3.1.4 Substéancias utilizadas no ensaio de Micronucleos por Citometria de fluxo



37

» PBS

Em baldo volumétrico contendo 1000 mL de agua deionizada, foram
adicionados 0,2 g de cloreto de potassio (KCI), 0,2 g de fosfato monobasico de potéssio
(KH2PO4), 0,8 g de cloreto de sodio (NaCl) e 1,15 g de fosfato de sodio anidro
(NaHPO4) e agitado até a dissolucdo completa. O pH foi ajustado para 7,4 com

hidréxido de sédio a 0,1 M e autoclavado a 120 °C por 30 minutos.

» Solucéao de lise de eritrocitos
(Modificado de McCoy Jr, J. P,1998 curr. Protocol. cytom. 5:5.1.1.5.1.13)

Em um frasco com 90 mL de agua deionizada foram adicionados 8,2 g de cloreto
de amoénio (NH4CL), 0,94 g de bicarbonato de so6dio (NaHCO3) e aos poucos, sob
agitacéo, 0,37 g de EDTA (C10H16N20s) até a dissolugdo completa. O pH foi corrigido
para 7,4, e o volume completado para 100 mL com &gua deionizada. A solucéo foi
filtrada e armazenada a 4 °C.

Solucéo |

Lisando membranas e mantendo o nucleo.
14.700 mL de PBS
300 uL SFB

Filtrado com filtro de seringa 0,22 um
LISE I —Incompleta
58,4 mg de NaCl

100 mg de citrato de sodio
30 pL de Igepal
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» LISE |- Completa

10.551,2 L de Lise | Incompleta

50 uL de RNAse (Ribonuclease 3’- pyrimidinooligonucleotidohydrolase, Sigma Aldrich
CAS 9001-59-4)

0,768 pL de Sytox Green (SYTOX® Green, nucleic acid stain, Life Tecnologies, Ref
S7020)

» LISE Il - Incompleta

8.560 mg de sacarose
1500 mg de acido citrico
100 mL de agua MilliQ

» LISE Il - Completa

10.119,2 uL de Lise Il incomplete
480 uL de Beads (Accucheack counting beads for count & pipetting accuracy Life)
0,768 L de Sytox Green

» Solugao de Hank’s (Solucédo de sal de Hanks balanceado, modificado-HBSS)

Produto em forma liquida, comercializado pronto para uso por Sigma Aldrich,
namero de referéncia H6648.

E uma mistura de sais e outros componentes essenciais para a manutencao
celular, que age como uma solugéo nutritiva, desenvolvida principalmente para
manter viaveis diversos cultivos celulares durante periodos de tempo curtos.

Composicéo: Cloreto de Potassio (KCI), Fosfato de Potassio monobasico
(KH2POa4), Bicarbonato de Sédio (NaHCO3s), Cloreto de Sodio (NaCl), Sulfato de
Magneésio heptahidratado (MgS0O4.7H20), Cloreto de Célcio dihidratado (CaClz.2H20),
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Fosfato de Sodio dibasico heptahidratado (Na:HP04.7H20), D-Glicose (CsH1206),

vermelho de fenol.

Colagenase tipo IA

Forma em pé, de coloragao castanha, 2125 CDU/MG comercializada por Sigma
Aldrich, CAS 9001-12-1.

A concentracao de 300 pg / mL foi solubilizada na solucéo salina equilibrada de
Hanks (HBSS), e utilizada 2 mL para cada amostra de tecido hepatico.

As colagenases de Clostridium histolyticum sdo enzimas proteoliticas com
capacidade de clivar peptideos da tripla hélice de coldgeno humano e animal, atuando
em colageno tipo I, I, Ill e IV através de diferentes mecanismos moleculares. S&o
indicadas para diversas aplicacdes de isolamento de células e tecidos. Utilizada para
a dissociacdo das amostras de tecido hepatico animal (WILLIANS; MACKEMY;
JARIEL, 1995).

Ciclofosfamida Monohidratada - Controle positivo

A ciclofosfamida monohidratada (C7H1sCl2N202P - H20), peso molecular:
279,10 g/mol e CAS 6055-19-2, comercializada pela Sigma Aldrich, foi utilizada para
injecao intraperitoneal nos animais como controle positivo, de acordo com as normas
OECD. A ciclofosfamida foi solubilizada em NaCl 0,9% na concentracdo de 50

mg/mL/kg.

Metilmetanosulfonado - Controle positivo

O metilmetano sulfonado (CH3SO3CHzs), peso molecular: 110,13 g/mol e CAS
66-27-3, comercializado pela Sigma Aldrich, foi utilizado como controle positivo, sendo
injetado intraperitonealmente nos animais, de acordo com as normas OECD e

solubilizado em solucdo de NaCl 0,9%, em concentracao de 25 mg/mL/kg
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» NacCl 0,9% - Controle negativo

Solucdo injetavel, limpida, estéril, apirogénica, em embalagens nao fracionaveis
de 5 mL, da marca ADV® e comercializada por drogarias. Cada mL da solucéo contém:

9 mg de cloreto de sodio (NaCl) em 1mL de agua para injecao q.s.p.

» Manteiga de cacau

Foram utilizadas amostras de manteiga de cacau Brazilcoa®, de mesmo lote,
contendo 29% de &cido palmitico (precursor da 2-Dodecilciclobutanona) e 32% de
acido esteérico (precursor da 2-Tetradecilciclobutanona) e que foram mantidas em
refigeracdo a 7°C (WANG; MALEKY, 2018). Foram submetidas ao processo de
irradiacéo, utilizando raios gama nas doses de 10, 20 e 30 kGy, (taxa de dose
0,473kGy / h) usando uma fonte de %°Co (IPEN Gammacell 220) a temperatura
ambiente. Foram fluidizadas em banho-maria a 38°C e administrados 1 mL
/pesocorpéreo por via oral diariamente a todos os animais durante 5 semanas,

inclusive amostra controle, que n&o sofreu o processo de irradiacao.

3.1.5 Animais

Um grupo de 16 ratos machos, linhagem Wistar, alojados em duplas, foram
mantidos sem restricdes alimentares durante 30 dias no Biotério do IPEN, sob todos
os principios de bem-estar animal (ciclos noturnos de 12/12 h, temperatura ambiente:
22 - 23 °C e 44 - 65% de umidade relativa do ar), conforme especificado pelo Comité
de Etica em Experimentag&o Animal do IPEN (nimero do processo CEUA-IPEN N°
148/14).

3.1.6 Substancias utilizadas nas técnicas Histoldgicas

» Formalina neutra tamponada 10%
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Utilizada para a fixagdo do tecido a ser analisado.

Solucéo:

100 mL de formol (solu¢do a 37% de formaldeido) (HCHO), peso molecular:
30,03 g/mol e CAS: 50-00-0.

900 mL de agua destilada.

4,0 g de fosfato de sddio monobasico (NaH2PO4), peso molecular: 119,98 g/mol
e CAS 7558-80-7.

6,5 g de fosfato de sodio dibasico anidro (NazHPOa4), peso
molecular: 141.96 g/mol e CAS 7558-79-4.

> Alcool etilico

(CH3CH20H), peso molecular 46,07 g/mol e CAS 64-17-5.
Utilizado para desidratacdo e posteriormente hidratacdo do tecido (remocéo de toda
agua presente no tecido).

30%

30 mL de alcool etilico
70 mL de 4gua destilada

50%

50 mL de alcool etilico
50 mL de agua destilada

70%

70 mL de alcool etilico
30 mL de 4gua destilada

80%

80 mL de alcool etilico
20 mL de agua destilada

95%

95 mL de alcool etilico
5 mL de agua destilada
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> Xilol

(CeHa(CHs3)z2), peso molecular: 106,17 g/mol e CAS 108-38-3
Utilizado para remover totalmente o &lcool do interior do tecido, preparando-o para as
etapas subsequentes.

1° Xilol I (50% de alcool 100% e 50% de Xilol)
2° Xilol Il (Puro)

> Parafina

A parafina fundida é utilizada para a impregnacao do tecido, para que posteriormente
seja seccionado.

» Hematoxilina

Coloragéao para lamina (Sigma Aldrich, C16H1406 - XH20, CAS 517-28-2)

Hematoxilina 254¢g

Alcool 100% 25 mL

Alimen de aménioou potassio  50¢g

Agua destilada 500 mL

Oxido vermelho de mercurio 1,25 g

Acido acético 20 mL
» Eosina

Coloragéao para lamina (Sigma Aldrich, Ref: 230251)

Eosina soluvel em agua 19
Agua destilada 100 mL

» Entellan®

Utilizado para montagem da lamina (Merck, Ref :1079610100)
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3.2 Métodos

A infra-estrutura utilizada conta com o Departamento de alimentos da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — USP, Laboratorio Aerial (centro de exceléncia
em processamento por radiagao), localizado em lllkirch — Graffenstaden - Franga e o
irradiador Gammacell do Centro de Tecnologia das Radiagbes (CETER-IPEN) e

Departamento de Estomatologia da Faculdade de Odontologia —USP.

3.2.1 Amostras

As amostras de manteiga de cacau de uso culinario com prevaléncia de acidos
graxos precursores das 2-Alcilciclobutanonas (2-Dodecilciclobutanona, derivada do
acido palmitico e 2-Tetradecilciclobutanona, derivada do acido esteéarico) sendo C16:0;
C18:0 respectivamente, foram fracionadas em porcées de 100 g e submetidas ao
processo de irradiacdo (Gammacell IPEN), nas doses de 10, 20 e 30 kGy e amostra

controle (n&o irradiada).

3.2.1.1 Preparacéao do extrato para analise de 4cidos graxos e de 2-ACBs

3.2.1.2 Extrac&o por imersao

Foram pesadas aproximadamente 4 g de cada amostra, para que no final da

extracdo tenhamos a quantidade ideal de 2 g de gordura. (Quadro 2).
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Quadro 2 - Peso das amostras.

AMOSTRA PESO (g)
0 kGy 4,2748
10 kGy 4,3973
20 kGy 4,3281
30 kGy 4,4214

Fonte: Autora da tese.
Foi adicionado 100 mL de hexano em cada amostra em um bequer, cobertas

com papel aluminio, mantidas em banho maria a temperatura de 50 °C durante 1 hora,

agitando manualmente de tempos em tempos (Figura 4).

Figura 4 - Amostra de manteiga de cacau, em imersdo em banho maria a 50° C.

Fonte: Autora da tese.

Apbs o banho maria, foi o conteudo foi filtrado em 1 de vidro e sulfato de sodio

em um baldo (Figura 5).
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Figura 5 - Filtragem da amostra em la de vidro e sulfato de sédio em balao.

Fonte: Autora da tese.

A amostra foi evaporada em rotaevaporador a 40 °C (Figura 6) em vacuo

minimo e rotagdo lenta até obter-se uma concentracdo de 15 mL.
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Figura 6 - Evaporacao em rota evaporador a 4

0 °C em vacuo minimo.
-

Fonte: Autora da tese.

3.2.1.3 Concentragao de lipideos na amostra

Em vial de 5 mL, seco em estufa a 50 °C e colocado durante 10 minutos em
dissecador, para eliminar qualguer umidade, foi previamente pesado (Ma). No vial foi
pipetado 250 uL (V1) do extrato, evaporado por nitrogénio, colocado em estufa por
45 minutos a 50 °C e mais 10 minutos em dissecador. Foram pesados (Mp) e
calculados.

A quantidade de gordura no extrato retirado é expressa pela equacéo (1), pela
qual obtivemos os resultados presentes no quadro 3:

M1=Mp-Ma (1)
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Onde:

Ma: Peso do vial vazio

Mb: Peso do vial com amostra
M1: Massa da amostra.

Quadro 3 — Quantidade de gordura no extrato.

Ma (peso do vial Mo (peso do vial

Amostra vazio)(q) com amostra) (g) M1(g)
0 kGy 3,9891 4,1069 0,1178
10 kGy 4,1147 4,1867 0,0720
20 kGy 4,6883 4,7742 0,0859
30 kGy 4,0119 4,1128 0,1009

Fonte: Autora da tese.

O volume do extrato (V2) contido em 0,2 g de gordura foi calculado por meio da
equacao (2) (Quadro 4).

Vo= — (2

Onde:

V2: Volume do extrado
V1: Volume pipetado
Mz1: Massa
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Quadro 4 - Volume do extrato em 0,2 g de gordura.

Amostras V (W/L) adicionado na coluna
0 kGy 0,424
10 kGy 0,694
20 kGy 0,589
30 kGy 0,496

Fonte: Autora da tese.

3.2.1.4 Determinacéo de acidos graxos

A determinacdo de acidos graxos foi realizada para a confirmacédo de que a
amostra de manteiga de cacau apresenta os acidos graxos precursores das 2-ACBs,
a 2-Dodecilciclobutanona, derivada do acido palmitico representado por C16 e 2-
Tetradecilciclobutanona, derivada do acido estearico representado por C18 (AOCS,
2017).

Foram analisados por meio de andlise cromatografica, em Cromatografo
gasoso/ espectrometria de massas Shimatzu LabSolutions® (Figura 7), no laboratério

Aerial, localizado em lllkirch Graffenstaden, Franca.

Figura 7- Cromatdgrafo gasoso/espectrometria de massas Shimatzu® - Nexis GC 20-

Fonte: Autora da tese.
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Foi injetado 1 pL da solucdo do extrato preparado anteriormente no
cromatografo, com as seguintes condicdes cromatograficas:
Equipamento: GC - FID
Método: acido graxo_metil_optima 225 5
Quantidade injetada: 1 pL
Coluna: coluna Optima® 225 0,25 um 60mx0,25mmID Machery Nagel 726 118,60
Temperatura do injetor: 250 ° C
Modo de injecéo: Std Split / Splitless
Caudal: 1,4 mL / min
Temperatura do detector: 260 ° C
Solvente de enxaguamento: hexano (c)
Numero de lavagens: 3 lavagens com solvente e 1 lavagem com amostra antes da
injecdo, 2 lavagens com solvente apds injecao
Integracao de picos: C11:0 (RT 19.094), C16:0 (RT 27.261) e C18:0 (RT 32.494).

3.3 Deteccao das 2-ACBs

3.3.1 Purificac@o por Cromatrografia de adsorcdo por coluna de Florisil®, seguindo a

Norma Européia EN1785,2003.

Preparamos as colunas de vidro de 21 cm, colocando hexano para
acondicionamento. As colunas foram identificadas com dois conjuntos de dois tempos.

O hexano foi colocado até a segunda marca, do segundo tempo (Figura 8).
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Figura 8 - Colunas de vidro de 21 cm, identificadas com dois conjuntos de dois
tempos, sendo acondicionadas com hexano.

Fonte: Autora da tese.

O Florisil® foi colocado e utilizou-se um bastdo de madeira a fim de evitar a
formacédo de grumos e bolhas de ar, até a primeira marca, aproximadamente 20 cm.
Em seguida foi adicionado sulfato de sodio até a segunda marca, com
aproximadamente 1 cm de espessura (Figura 9).
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Figura 9 - Colunas de 21 cm com o Florisil®.

Fonte: Autora da tese.

Depositada a quantidade de extrato V2 na coluna e fechada a torneira para nao

secar a coluna (Figura 10).
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Figura 10 - Adicionando o extrato para eluicdo

Fonte: Autora da tese.

As bordas foram enxaguadas com 5 a 10 mL de hexano, para garantir que todo
0 extrato passasse pela coluna penetrando igualmente. Adicionado o restante de
hexano, 150 mL no total em um reservatério superior a extremidade. Foi eluido em
fluxo entre 2 e 5 mL por minuto em um recipiente — o liquido da primeira passagem foi

descartado.

ApGs o término da eluicéo, ndo deixando a coluna secar foi colocado um baléo
de 250 mL abaixo da coluna para recuperar o extrato. Eluido com 150 mL de dietil éter
a 1% em hexano e aguardamos a eluicdo completa do solvente. Foi evaporado o baldo
em rotaevaporador a 40 °C em baixa rotatividade, até obter-se um volume de 5 a
10 mL.
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Transferido o extrato para um tubo e concentrado com nitrogénio até obtermos
a quantidade proxima de uma gota.
A amostra foi ressuspensa em uma solucdo de 200 pL de 2-

ciclohexilciclohexanona a 1 pg/mL e transferido para um vial de injegéo.

3.3.2 Deteccéo de 2-ACBs por GC-MS

Para deteccéo de 2-ACBs por cromatografia gasosa/espectrometria de massa
(GC-MS) foi injetado 1 pL da solucéo purificada, ressuspensa em 200 pL de padréao
interno 2-ciclohexilciclohexanona a 1 pg/mL, assim como 1 pL a solucdo de mistura
padrao (100 pL da solugcdo de 2-Dodecilciclobutanona; 100 pL da solugcao de 2-
tetradecilciclobutanona; 10 pyL da solugcdo méae de 2-Ciclohexilciclohexanona (CHCH)

completado o volume com isooctano). As analises foram realizadas em triplicatas.

As condi¢des cromatograficas seguiram as seguintes especificacées:

Aparelho - GC-MS

Método - 2ACBVF5MS

Quantidade de injecao - 1uL

CombiPAL- INJETOR - injecéo em fase liquida

Injetor - 260 °C

Coluna - Factor Four ™ Capillary Columm VF 5 ms, 30 m, 0,25 mm, 0, 25 um (part
Number CP8944)

Lavagem 1 e 2 - hexano
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Quadro 5 - Gradiente de temperatura.

Temperature (*C) = Rate (*C-min) Hold (min) Total (min)
70 5 5
295 8 5 38,13

Fonte: Autora da tese.

Condicdes de massa:
FIL\MUL DELAY — 6 min

Aquisicao - entre 6 e 38 min
Massas - entre 70 e 400

Modo de ionisacao- El Auto

3.4 Teste de micronucleos por Citometria de Fluxo

3.4.1 Tratamento dos animais

Mantidos no Biotério IPEN, o grupo de 16 animais foi alojado em duplas, durante
30 dias, de acordo com o tratamento a ser aplicado. A utilizacdo de dois animais para
cada dose foi suficiente para bons resultados no teste de micronucleos por citometria

de fluxo, importante para a reducéo do uso de animais em pesquisa.

A administragédo de 1g de manteiga de cacau aos animais respeita a tolerancia
de mL via gavagem.

Todos os animais tiveram acesso a ragdo normocalérica Nuvilab® e dgua sem

restricdes, seguindo os principios de bem estar animal.

Grupo controle (CC): foi administrada a dois animais, via oral, por meio de uma

seringa de 1 mL,1 g de manteiga de cacau que nao sofreu o processo de irradiagéo

(controle), deixada em banho maria a 37 °C por 10 minutos, para obter forma liquida.
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Grupo NaCl (NaCl): também foi administrada aos dois animais a manteiga de

cacau da mesma forma que o grupo (CC), ao término dos 30 dias. As 24 h que
antecederam ao experimento, foi administrado 1 Ml de NaCl 0,9 % via intraperitoneal
(Figura 11).

Figura 11 - Injec&o intraperitoneal - utilizada para administracdo de 1 mL de NaCl, 1

mL de Ciclofosfamida monohidratada, que sdo controles negativo e positivo para
genotoxicidade respectivamente.

Fonte: Autora da tese.

Grupo Ciclofosfamida (Ciclo): os dois animais foram suplementados

diariamente via oral também com manteiga de cacau controle. Com 12 h de
antecedéncia ao experimento foi administrada intraperitonealmente 50 mg/ mL de
ciclofosfamida, solubilizada em 1 mL de NacL 0,9%. O controle positivo foi injetado
com 12 h anterior ao experimento por estar no seu pico de agao.
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Grupo 2-Dodecilciclobutanonas (2-dCBs): os dois animais foram

suplementados diariamente via oral também com manteiga de cacau controle, durante
os 30 dias. Foi administrado nos ultimos 5 dias, via oral, por meio de uma seringa de
1 mL, 1 mg/mL de 2-dCBs sintetizada para cada animal. A 2-dCB foi solubilizada em
Oleo de soja por ter apresentado melhores condi¢des de diluicdo do composto, por ser

mais fluido que a manteiga de cacau.

Grupo 2-Tetradecilciclobutanonas (2-tDCB): os dois animais do grupo foram

tratados da mesma forma que os do grupo (2-dCBs) e também receberam nos 5
altimos dias de experimento a concentracdo de 1 mg/mL diariamente via oral de 2-
tDCBs sintetizada, também solubilizada em 6leo de soja.

Grupos 10 kGy, 20 kGy e 30 kGy: Foram tratados diariamente, durante os 30

dias com 1 g de manteiga de cacau irradiada nas respectivas doses (Figura 12).

Figura 12 - Administragdo via oral da manteiga de cacau.

Fonte: Autora da tese.

3.4.2 Isolamento de células Hepaticas

Os animais foram eutanasiados em uma camara de CO? e retiradas por¢ées

dos lébulos hepaticos para processamento.
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O tecido hepatico foi fragmentado de 3 a 4 mm e triturados por um bisturi em
placa de petri (Figura 13). Foi adicionado 2 mL da solu¢cédo de Hank’s com colagenase
(200 ug / mL) em cada amostra e passados através da agulha de uma seringa 25x0,80
para melhor dissociacao do tecido (NARUMI et al., 2012).

Figura 13 - Fragmentacéo do tecido hepatico com bisturi em placas de petri.

P

Fonte: Autora da tese.

As suspensoOes foram incubadas a 37 °C durante 1 hora, com agitacéo vigorosa

a cada 15 minutos e centrifugadas (1500 rpm, 5 minutos, temperatura ambiente).

Os peletes de células foram suspensos em cloreto de aménio (15,2 mM em
agua) para lisar eritrocitos e mantidos em gelo durante 5 minutos (Figura 14). As
células foram centrifugadas como descrito e suspensas em solucao salina tamponada

com fosfato gelada (PBS).
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Figura 14 - Suspensdes apoés centrifugacéo e suspensdo em cloreto de amonio.

Fonte: Autora da tese.

3.4.3 Plagueamento para Leitura

As células hepdticas isoladas foram plaqueadas (100 pL/poco,
aproximadamente 1x10°), em placa de 96 pocos em quadruplicatas. O protocolo

utilizado para rotular DNA nuclear / micronuclear foi descrito por (BRYCE et al., 2007).

As células foram incubadas com EMA (Ethidium monoazide bromide, Life
Tecnologies, Ref E3474) a uma concentracdo de 5 pg/ mL diluidos em PBS

suplementado com 2% de soro fetal bovino, tendo sido adicionados 50 pL por pogo.

A placa permaneceu em gelo e expostas a luz led azul (30 W) durante

30 minutos para fotoativacado dos compostos (Figura 15).
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Figural5 - Fotoativacdo em Luz Led Azul e gelo por 30 minutos.

Fonte: Autora da tese.

Este procedimento rotulou nucleos e micronucleos de células inviaveis, nao
entrando com estatistica. Apos essa fase, foi adicionado aos pocos PBS e centrifugado

para remover o corante.

Foi adicionado 150 pL de solucéo | e centrifugado a 1500 rpm por 10 minutos,
retirado o sobrenadante e foi adicionado 100 uL de Lise |, com o auxilio de uma pipeta
multicanal o conteudo foi ressuspenso por 10 vezes e a placa foi incubada em estufa
a 37 °C por 1 hora (Figura 16). Esta etapa rompe as membranas e mantém a carioteca,

na lavagem remove as organelas, deixando apenas o nucleo.
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Figura 16 - Ressuspensédo dos poc¢os apos adicionar etapa de Lise I.

Fonte: Autora da tese.

Apbs o periodo de incubacao, foram adicionados aos pog¢os 100 pL de Lise Il e
novamente ressuspenso por 10 vezes. A placa foi acondicionada a temperatura
ambiente e auséncia de luz por 30 minutos. A placa foi verificada em um microscopio
de fluorescéncia (Nikon Eclipse TS 100), aclopado a um Lumencar® Mira Light Engine
(4-NII-FA)

Nas etapas de pré-aquisicdo, as células foram analisadas usando um
citbmetroAccuri C6 (BD Biosciences), através da aquisicdo de fluorescéncia nos
canais FL1 (SYTOX®-Green) e FL3 (EMA) (Figura 17).
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Figura 17 - Placa com amostras em triplicatas para aquisicdo em Citdmetro de fluxo
Accuri C6 (BD Biosciences).

Fonte: Autora da tese.

3.4.4 Andlises estatisticas

Apos a leitura do equipamento BD CSampler, os resultados foram analisados e

comparados usando One Way- ANOVA seguido de Bonferroni.

3.5 Histologia

As amostras foram processadas no laboratorio de histologia do Departamento de

Estomatologia da Faculdade de Odontologia da Universidade de Sado Paulo (FOUSP)

3.5.1 Tecido hepatico

A porcdo com aproximadamente 3 a 4 mm do figado foi retirada e lavada em
PBS para retirada do sangue excedente para 0 processamento.
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3.5.2 Fixacéo

O tecido foi colocado em formalina tamponada a 4% — ph 7,2, que atua como
fixador e interrompe o metabolismo celular, o0 material permaneceu no fixador por 24
horas. Apds o periodo de fixacao, foi lavado 3x em tampéo fosfato de sédio 0,1 M, pH
7,2 (30 minutos) e em seguida em H20 destilada por 1 hora antes de iniciar a

desidratacao.

3.5.3 Desidratacéo

A inclusdo em parafina compreende antes da desidratacdo, quando ocorre a retirada
da &gua dos tecidos e a sua substituicdo por alcool. Foi utilizado um processador de

amostras Leica® (Figura 18).

Sequéncia:

Alcool etilico 30 % 1 hora
Alcool etilico 50 % 1 hora
Alcool etilico 70 % 1 hora
Alcool etilico 80 % 1 hora
Alcool etilico 90 % 1 hora
Alcool etilico 100 % | 1 hora

Alcool etilico 100 % I 1 hora
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Figura 18 - Processador de amostra Leica®.

Fonte: Autora da tese.

3.5.4 Diafanizacgéo

A diafanizacéo é a etapa seguinte, com a substituicdo do alcool, agora presente

nos tecidos, utilizando o xilol. O tecido torna-se transparente e retira-se a gordura dos

tecidos.

Sequéncia:

1° Xilol | (50% de Alcool 100% e 50% de Xilol) 40 minutos
2° Xilol 11 (Puro) 40 minutos

3.5.5 Inclusdo em parafina

Este procedimento consiste na impregnacao do tecido com uma substancia de
consisténcia firme que permita, posteriormente, secciona-lo em camadas delgadas.

Pelo facil manuseio e bons resultados, a parafina € a mais utilizada neste
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procedimento. O xilol foi substituido por parafina fundida a 60 °C em pequenos blocos
(Figura 19).

Sequéncia:

Parafina | 3 horas
Parafina Il 3 horas
Parafina Il 3 horas

Figura 19 - Tecido hepatico incluido em blocos de parafina.

Fonte: Autora da tese.

Apbs a catalogacdo dos blocos foi feita a microtomia de 5 a 10 micrétomos e

montagem das laminas com as fitas.

3.5.6 Montagem da lamina

As fitas obtidas a partir do micrétomo foram transferidas para um banho-maria,
com o auxilio de uma pinca, para serem distendidas. A agua a temperatura entre 3° e
8° abaixo do ponto de fusédo da parafina utilizada (45 °C aproximadamente).

Nesta etapa, foram retiradas as dobras e evitadas as bolhas abaixo da fita. Apos

a distensdao, os cortes foram separados individualmente utilizando-se laminas de vidro
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previamente limpas com detergente, estocadas em alcool 80% e previamente secas
(Figura 20).

Figura 20 - La&mina montada ap6s microtomia do bloco de parafina.

Fonte: Autora da tese.

3.5.7 Coloracdo HE (Hematoxilina e Eosina)

Os corantes mais utilizados nos procedimentos histolégicos sdo a Hematoxilina
e a Eosina (HE). A Hematoxilina € uma base que cora, preferencialmente,
componentes &cidos das células em um tom azulado escuro. Como 0s componentes
acidos mais abundantes sdo o DNA e o RNA, tanto o nucleo, quanto certas partes do
citoplasma, se tornam azulados. Esses componentes sdo chamados de basofilos. A
Eosina, ao contrario, € um acido que cora as estruturas basicas da célula de rosa.
Estas estruturas sdo abundantes no citoplasma e sdo chamadas de acidéfilas
(Gartner; Hiatt, 1999).



De acordo com TIMM (2005) a colorag&o consiste nos seguintes processos:

Sequéncia:
Xilol Puro | (desparafinizacao)

Xilol Puro Il (desparafinizacéao)

10 minutos

10 minutos

Alcool 100 % | (hidratac&o)

5 minutos

Alcool 100% Il (hidratac&o)

5 minutos

Alcool 90% (hidratac&o)

5 minutos

Alcool 80% (hidratag&o)

5 minutos

Alcool 70% (hidratac&o)

5 minutos

Alcool 50% (hidratac&o)

5 minutos

Agua (hidratag&o)

10 minutos

Hematoxilina de Meyer (coloracao)

Agua Corrente (lavagem)

3 minutos

10 minutos

Eosina amarelada (coloracéo)

de 8 a 20 minutos

Agua Corrente (lavagem)

Alcool 70% (desidratac&o)

Alcool absoluto | (desidratacéo)

Alcool Absoluto Il (desidrataco)

Xilol | (50% de Alcool 100% e 50% de Xilol)
Xilol Il Puro (Fixagcao do corante e conservacdo do material)

3.5.8 Montagem da lamina com laminula

Sequéncia:

1 minuto

2 minutos
3 minutos
3 minutos
5 minutos

10 minutos

1° - Pingar 2 gotas de resina liquida (Entelan, Permount, Balsamo do Canadd);

2° - Foi colocada a laminula sobre a lamina;
3° - Pressionado levemente para tirar as bolhas;

4° - Permaneceram na estufa para secagem

5° - Etiquetadas as laminas.

66
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4 RESULTADOS

4.1 Determinacgao de acidos graxos

A andlise para caracterizacgéo foi realizada com a finalidade de confirmagé&o dos
acidos graxos presentes nas amostras de manteiga de cacau. Foi utilizada a

cromatografia gasosa/ espectrometria de massas (GC/MS) para analise.

O resultado da presente analise estd de acordo com a literatura e informacéo
nutricional fornecida pelo fabricante do produto, contendo picos de maior area nos

compostos C18:0, C16:0 respectivamente, como mostra a figura 21

Foram encontradas de forma mais abundante as 2-dDCBs, provenientes do
acido palmitico representado por (C16:0), e 2-tDCBs do acido esteérico (C18:0), como

vemos na tabela de picos (Quadro 6).

Figura 21 — Cromatograma da analise por GC-MS de acios graxos extraidos de
manteiga de cacau.
uV

1500007 2 R FID1
T w0 < N
@ 1 0
~N «]m
100000+
o
o
T s
(o]
50000+ -
] 2
~ ©
| | B s B
A <
gl Nz I [ | s
— T T[T T
10 20 30 40 50 60 70

min

Fonte: Autora da tese.



Quadro 6 - Determinacao de acidos graxos da manteiga de cacau por GC-MS.

Peak#| Ret. Time Area Height Conc. Unit Mark Name

1 19.733 110036 46330 0.000 [ ppm C11:0

2 24 597 2126 815 0.000 | ppm M C14:.0

3 28.579 803400 217087 0.000 | ppm C16:0

4 34.498 823843 141262 0.000 | ppm C18:0

5 35.224 753306 132837 0.000 | ppm V C18:1cis

6 36.725 679011 11653 0.000 [ ppm C18:2n6c¢is

7 44 063 18529 2264 0.000 | ppm C20:0

Total 2579142 552248
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Fonte: Autora da tese

4.2 Deteccéo de 2-ACBs

A deteccéao das 2-ACBs foi realizada em triplicatas, seguindo a Norma Européia

EN 1785: 2003.

As analises foram realizadas pelo método 2ACBVF5MS, Coluna- Factor Four
TM Capillary Columm VF 5ms, 30m, 0.25 mm, 0,25 pum (part Number CP8944), com
injecao de 1 pL da amostra e padrdes. Foram realizados os testes de calibracdo, que

encontram- se no ANEXO A.

Os cromatogramas foram obtidos em TIC (Total ion chromatogram) e SIM
(Single ion monitoring).
Observa-se em cromatograma obtido por TIC SCAN os picos de 2-dCB,

crescentes em funcdo do aumento das doses de irradiacdo utilizada nas amostras.

(Figura 22). No cromatograma obtido por SIM, foram somados os ions 98, 112 ,70 e

84 m/z.



Figura 22. Cromatograma TIC de 2- dDCBs em amostras de manteiga de cacau

irradiadas com as doses de 10, 20 e 30 kGy.
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Cromatograma TIC de 2- dDCBs em amostras de manteiga de cacau irradiadas com
as doses de 10, 20 e 30 kGy. O pico de 2- dDCBs, com tempo de retencéo 28,45 min
esta indicado pela seta amarela.
Fonte : Autora da tese.

Nas andlises do cromatograma SIM, para 2-dDCBs, com soma dos ions 98,

112, 70,84 m/z, com RT 28,45 min, observa-se também o aumento do pico em relacao

a dose de radiacao utilizada (Figura 23).
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Figura 23 - Cromatograma SIM de 2- dDCBs em amostras de manteiga de cacau
irradiadas com as doses de 10, 20 e 30 kGy

Datal:beure de cacan 0 kGy - repet3 4.qgd DataZbeure de cacao 10 kGy - repetd 8.qgd Datad:beure de cacao 30 kGy - repet?_14.qod Datad: beurre de cacao 20 kGy - iepet!_8.ggd
(1,000,000} Max Intensity : 1 384 601 miz  TIC
Time: Scan# Inten -
+ Ewvent 2 a|r
1.0+
% N RS S GRS (S ST [P 60 S O S S S -
75 10.0 125 15.0 175 200 25 250 275 30.0 325 35.0 375 40.0 425
(x100,000) Max Intensity - 1 354 601
7.09 Time Scan Tnien. A
6.0 L
2
o 3
4
4.0
* —
2.0+
104 -
A A
T T T T T U T T T =
27.50 2175 28.00 2825 2850 2875 29.00 2925 2950
] 3

Cromatograma SIM de 2- dDCBs em amostras de manteiga de cacau irradiadas com
as doses de 10, 20 e 30 kGy. O pico de 2- dDCBs, com tempo de retencéo 28,45 min
esta indicado pela seta amarela.

Fonte : Autora da tese.

As andlises de 2-tDCBs foram feitas da mesma forma, com cromatogramas TIC
e SIM, apresentando RT 31,65 min. Os picos dos compostos 2- tDCB presentes nas
amostras irradiadas, também aumentam conforme a dose de radiagéo aplicada (Figura
24).



Figura 24 - Cromatograma TIC de 2- tDCBs em amostras de manteiga de cacau

irradiadas com as doses de 10, 20 e 30 kGy
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Cromatograma TIC de 2- tDCBs em amostras de manteiga de cacau irradiadas com
as doses de 10, 20 e 30 kGy. O pico de 2- tDCBs, com tempo de retencdo 31,65 min
esta indicado pela seta amarela.
Fonte : Autora da tese.

Nas analises do cromatograma SIM, para 2-tDCBs, com soma dos ions 98, 112,

70,84 m/z, com RT 31,65 min, observa-se também o aumento do pico em relagédo a

dose de radiacao utilizada (Figura 25).
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Figura 25 - Cromatograma SIM de 2- tDCBs em amostras de manteiga de cacau

irradiadas com as doses de 10, 20 e 30 kGy.
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Cromatograma SIM de 2- tDCBs em amostras de manteiga de cacau irradiadas com
as doses de 10, 20 e 30 kGy. O pico de 2- tDCBs, com tempo de retencdo 31,65 min
esté indicado pela seta amarela.

Fonte : Autora da tese.

4.2.1 Identificacdo das 2-ACBs

A identificacdo das 2-ACBs nas amostras foi obtida com a comparacédo das
razBes encontradas nas amostras, refletidas as encontradas nos padrdes analisados

ao mesmo tempo.

A 2-dDCB produz picos de ion m/z 98 e m/z 112 em uma razdo de
aproximadamente 4,0-4,5 para 1, enquanto para 2-tDCB a razdo correspondente é
3,8-4,2 para 1(EN 1785,2003). No quadro 7, observamos que todos os resultados
encontram- se dentro da faixa da razao estabelecida, validando assim a identificacao

das 2-ACBs nas amostras analisadas.



Quadro 7- Caracterizacdo das 2-ACBs.
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Amostras RT( min) Areadoionm/z98(u.a) | Areadoion m/z 112(u.a) Razdo 98/112
CHCH 2-Dcb 2-TDCB CHCH 2-DCB 2-TDCB | CHCH 2-DCB 2-TDCB | CHCH 2-DCB 2-TDCBH
O kGy 24,041 53588 0 0
O kGy 24,047 11915 0 0
O kGy 24,04 62207 0 0
10kGy | 24,043 28,454 31,614 86092 288796 1005383 0 67834 249340 0 406 4,23
10kGy | 24,046 28,454 31,613 45868 109799 333376 0 24995 81748 0 439 4,08
10kGy | 24,046 28,454 31,612 68176 233039 778253 0 54444 193506 0 428 4,02
20 kGy 24,039 28,449 31,604] 73518 473956 1652893 0 112459 412346 0 4,21 4,01
20 kGy 24,042 28,447 31,602] 81842 347958 996970 0 82233 249799 0 423 3,99
20 kGy 24,039 28,449 31,603] 115153 824457 2753900 0 195264 687211 0 4,220 4,01
30 kGy 24,04 28,449 31,604y 44664 355886 1190705 0 84201 296067 0 4,23 4,02
30 kGy 24,041 28,45 31,608] 106783 947486 3195580 0 225322 799161 0 421 4
30 kGy 24,043/ 28,451 31,605 75226 468075 1488818 0 110847 372771 0 4,22/ 3,99
Valores determinados por GC/MS. RT (Tempo de retengdo), CHCH

(Ciclohexilciclohexanona- Padrao interno), 2-dDCB (2-Dodedilciclobutanona) e 2-tDCB

(2-Tetradecilciclobutanona).

Fonte: Autora da tese.

4.2.2 Célculo de quantificacdo das 2-ACBs

O calculo da quantidade das 2-ACBs presentes nas amostras foi realizado pela

resposta relativa F de cada 2 -ACB em relagéo ao padréo interno (CHCH) por meio da

equacao (3):

Onde:

Aci

P
Api X pci

Aci:é a area do pico do ion m/z 98 da 2- ACB;

Api: € a area do pico do ion m/z 98 do padrao interno (CHCH);

pci: € a concentracdo de massa da 2- ACB, em /L.

3)
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Foi realizada a média de todas as respostas F para que cheguemos a Fm para
cada uma das 2-ACBs. Foi calculada a concentracdo de massa pci/a em microgramas

por 200 p/L para ambas 2-ACBs, pela equacao (4):

Aci/a
Api/a X Fm X 5

(4)

Pci/a=

Onde:
Aciia: € @ area do pico do ion m/z 98 correspondente a 2-ACB na amostra;
Apira: € a area do pico do ion m/z 98 correspondente ao padrdo interno na amostra;

Fm: & a média de todas as razdes F, calculadas por meio da equagao(1).

O fator de correcéo para lipidio foi calculado pela equacéo (3) :

wei- 22 X 1000 (3)
Onde :
Pcira: € @ concentracdo de massa da 2-ACB na amostra em pg/ 200 W/L, célculo da
equacao (2).
mo: é o0 peso do lipidio proveniente da coluna de Florisil®, em mg.

Wi : € a fracdo de massa da 2-ACB correspondente, expressada em ug/g.

Os resultados da quantificacdo das 2-ACBs calculados apresentam-se no

quadro 8.
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Quadro 8 - Concentracao de 2-ACBs nas amostras.

Amostras Concentragao no vial(ug Fracdio de lipideos(ug/g) Concentragao na amostra
/200 L) (ne/g)
2-DCB 2-TDCB 2-DCB 2-TDCB 2-DCB 2-TDCB
0 0,000 0,000 0,0 0,0 0,0 0,0
0 0,000 0,000 0,0 0,0 0,0 0,0
0 0,000 0,000 0,0 0,0 0,0 0,0
10 kGy 0,831 4,479 4158,4 22411,8 4158,4 22411,8
10 kGy 0,593 2,788 2967,5 13948,6 2967,5 13948,6
10 kGy 0,847 4,379] 4237,3 21907,7 4237,3 21907,7
20 kGy 1,597 8,624 7972,1 43041,8 7972,1 43041,8
20 kGy 1,053 4,673 5257,5 23320,9I 5257,5 23320,9
20 kGy 1,774 9,173 8853,6 45783,9 8853,6 45783,9
30 kGy 1,974 10,226 9862,1 51082,6 9862,1 51082,6
30 kGy 2,198 11,479 10982,1 57342,1 10982,1 57342,1
30 kGy 1,542 7,592 7701,3 37922,8 7701,3 37922,8

Fonte: Autora da tese.

Considerando a média calculada, presente no quadro 9, nota-se um aumento
consideravel na concentracdo de 2-Tdcbs, na concentracéo de 2-dCBs também houve
aumento, porém mais discreto, ambas em funcdo da dose de radiacdo aplicada na
amostra, como mostra o grafico 1, confirmando assim alguns trabalhos realizados que
concluem que as concentracdes dos compostos sejam dose-dependentes
(BARBEZAN, 2017).
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Quadro 9 — Média e desvio padrdo das concentracoes de 2-ACBS presentes nas

amostras.

Gréfico 1- Formacéo das 2-ACBs em ug/g, nas doses de 10, 20 e 30 kGy.

2-dDCB 2-tDCBs
Dose MédiatDV (ug/g ) | MédiazDV (ug/g)
0 0,040 0,0+0
10 kGy 3787, 7£711,4375 | 19422,7+4747,405
20 kGy 7361,1+1874,301 | 37382,2+12254,38
30 kGy 9515,27+1667,688 | 48782,5+9911,869

Fonte: Autora da tese.
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4.3 Evolucado de massa corporal dos animais

A ingestdao de alimentos em cada grupo consistiu em ragdo comercial
normocaldrica Nuvilab® e suplementacéo diaria com administracdo via oral de 1 g de

manteiga de cacau solubilizada. Os animais foram pesados semanalmente.

A massa corpérea dos animais foi analisada estatisticamente por meio da
Oneway ANOVA, por meio do programa Excel®, a fim de relacionar possiveis

variancias na massa corporal com a ingestao diaria de manteiga de cacau (Tabela 3).

A Anova utilizada para avaliar a possivel influéncia no aumento de peso dos
animais que ingeriram manteiga de cacau diariamente, foi observado que tratamento
nao influenciou significamente o aumento de peso, para um nivel de confianca de 95%.
Como o valor de p (0,072297) foi maior que o a especificado de 0,05 e F<Fc,
considera-se a nao rejeicao da hipotese nula de igualdade das médias, podemos dizer
que ndo existe diferencas estatisticamente consideraveis na massa corporal dos

animais dos grupos avaliados.
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Tabela 2 — Variancia da massa corporal entre grupos de animais.

RESUMO
Grupo Contagem  Soma Média  Varidncia
mg mg mg
CTRL 2 648 324 128
NACL 2 760 380 288
CP 2 712 356 288
10 kGy 2 646 323 882
20 kGy 2 691 345,5 544,5
30 kGy 2 667 333,5 264,5
2-DCB 2 689 344,5 84,5
2-TDCB 2 623 311,5 24,5
ANOVA
Fonte da
variagdo SQ gl MQ F valor-P  F critico
Entre grupos 6611 7 944,4286 3,017344 0,072297 3,500464
Dentro dos
grupos 2504 8 313
Total 9115 15

Oneway ANOVA. (p< 0,05)

A evolucdo do peso de cada animal foi semelhante ao longo do periodo
experimental mantendo parametro da linhagem Wistar, que é de 350-500 g para um
macho adulto jovem de aproximadamente 8 semanas, de acordo com o MANUAL DA
FCF-IQ/USP como aprsentado no Grafico 2.
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Grafico 2— Média de massa corporal dos animais.

Média de massa corporal dos
animais.
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Fonte: Autora da tese.

4.4 Aspectos macroscoépicos dos 6rgaos

Na macroscopia, os tecidos hepaticos foram considerados normais no que se
refere a cor, forma, tamanho e consisténcia. Neste estudo, a coloracdo do 6rgéo foi
considerada como um dos principais parametros macroscépicos para descricdo das
alteragcbes macroscopicas.

Identificou-se a presenca de gordura visceral em toda cavidade abdominal.
Nenhum animal apresentou pontos de esteatose hepética visiveis. A ingestdo de racao
se deu dentro da normalidade.

Analises macroscopicas dos tecidos hepaticos dos animais do grupo controle
(CTRL), apresentaram cavidades abdominais de formag&o normais, figado com

aspectos dentro da normalidade (Figura 26).
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Figura 26 - Analise macroscépica dos tecidos hepaticos dos animais do grupo controle.

Fonte: Autora da tese.

Animais do grupo Controle Negativo (NaCl) apresentaram caracteristicas
macroscopicas normais do figado e presenca de gordura em toda cavidade abdominal
(Figura 27).

Figura 27 - Animais do grupo Controle Negativo (NaCl).

Fonte: Autora da tese.

Os animais do grupo controle positivo (Ciclofosfamida) apresentaram aspecto e

coloragédo normais, l6bulos bem definidos (Figura 28).



81

Figura 28 - Animais do grupo controle positivo (Ciclofosfamida).
e ¢ ) . . B

Fonte: Autora da tese.

Nos animais do grupo experimental alimentados com manteiga de cacau
irradiada a 10 kGy, observam-se 6rgdos com aspectos totalmente normais, pouca

gordura visceral, figado com colora¢do normal (Figura 29).

Figura 29 - Animais do grupo experimental alimentados com manteiga de cacau
irradiada a 10 kGy.

Fonte: Autora da tese.

Os animais do grupo experimental alimentados com manteiga de cacau
irradiada a 20 kGy apresentam 6rgaos de aspectos normais, figado com coloracéo e
irrigacdo dentro da normalidade, sem sinais visiveis de esteatose (Figura 30).
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Figura 30 - Animais do grupo experimental alimentados com manteiga de cacau
irradiada a 20 kG

Fonte: Autora da tese

Animais do grupo experimental, suplementados com manteiga de cacau
irradiada a 30 kGy mantém o figado em condicbes normais, coloracdo e irrigacao

adequadas e I6bulos bem definidos (Figura 31).

Figura 31 - Animais do grupo experimental alimentados com manteiga de cacau
_irradiada a 30 kGy.

Fonte: Autora da tese.

Os animais administrados via oral com 1 mg/mL diario de 2-dCBs, durante 5
dias, ndo apresentaram alteracdes visiveis, o figado encontra-se em condi¢cdes

normais macroscopicamente (Figura 32).
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Figura 32- Animais grupo experimental 2-dBCBs.

Fonte: Autora da tese.
Os animais do grupo experimental 2-tDCBs que foram administrados via oral

com 1 mg/mL ao dia durante 5 dias com o referido composto, macroscopicamente n&o

encontram- se alteracdes, figado de coloracéo e aspectos gerais normais (Figura 33).

Figura 33- Animais do grupo experimental 2-tDCBs.

Fonte: Autora da tese

4.5 Ensaio de MNs

Neste teste os animais foram alimentados via oral durante 4 semanas com

manteiga de cacau irradiada nas doses de 10, 20 kGy e 30 kGy (consideradas altas
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doses), por conterem uma alta quantidade de 2-ACBs derivadas de seus acidos graxos

precursores.

Na figura 34 observamos Estratégia de Gating para analise da frequéncia de

micronucleos a partir de experimentos.

O ensaio foi primeiramente realizado no grupo 10 kGy. O controle positivo para
genotoxicidade (CP) induziu o aumento na frequéncia de MNs, possibilitando assim
validar o ensaio, o metil metano sulfonado, foi descartado das analises subsequentes
por ndo atingir o dano genotoxico suficiente ou ter ocorrido reparo de dano, sendo

inconsistente para a validacéo do ensaio (Figura 35).

Os ensaios dos grupos 20 e 30 kGy foram realizados posteriormente,
juntamente com 0s grupos experimentais dos compostos sintetizados, importantes
para comparagcdo com os resultados a partir da ingestdo de 2-ACBs naturalmente
presentes nos alimentos que contenham gordura e passaram por processo de

irradiacao.

Os animais que foram tratados com 2-dDCB e 2-tDCB apresentaram um

namero consideravel de inducdo de MNs, podendo ser comparado ao controle positivo.

Por outro lado, o grupo experimental, alimentado com manteiga de cacau
irradiada ndo apresentou potencial de inducdo genotoxica, mostrando que a
concentracdo de 2-ACBs ingerida por meio da alimentacéo é insuficiente para causar

danos genotoxicos (Grafico 3).
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Figura 34 - Estratégia de gatting para analise da frequéncia de micronucleos a partir
de experimentos.
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Figura 35 - Resultado do grupo experimental 10 kGy
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Grafico 3 - Porcentagem de MN (% dos eventos totais) de células hepaticas
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4.5.1 Ensaio de Micronudcleos 20 kGy e 30 kGy

Os animais foram alimentados com dieta normocalérica Nuvilab® e
suplementados diariamente com manteiga de cacau irradiada e nédo irradiada por 30
dias. Administramos via oral 1 mg/ dia de 2-dDCB e 2-tDCB para cada animal do grupo

experimental 2-ACBs nos ultimos 5 dias antes do experimento.

Observamos um crescimento estatisticamente significativo na frequéncia de
micronucleos (MNs) das amostras dos animais dos grupos 2-dDCB e 2-tDCB

comparado ao grupo controle.

Por outro lado, o grupo que ingeriu a manteiga de cacau irradiada,
representando a quantidade ingerida naturalmente pelos alimentos, ndo apresentou
guantidades significativas que induzam genotoxicidade (Grafico 4). O controle positivo

quimico (CP) induziu claramente MNs (Figura 36).

Na figura 37 podemos observar a formacdo de MNs em imagens microscopicas
do grupo controle, controle positivo e negativo, na figura 38, visualizamos o grupo
experimental que ingeriu manteiga de cacau irradiada e na figura 39 o grupo induzido
com 2-Dcb e 2-Tdcb.
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Grafico 4 - Formacao de Microndcleos.
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Figura 36 - Inducdo de micronucleos.
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Apos o plagueamento e etapas de lise, as placas de 96 pocos foram levadas ao
microscopio de fluorescéncia Nikon 80I® e obtivemos imagens que ilustram a
formacao de MNs. Na figura 37, observamos a formacéo de MNs no poc¢o de controle
positivo CP, com a inducao esperada. No grupo tratado com 20 e 30 kGy representado
pela figura 38, a incidéncia de MNs foi baixa em relacéo ao grupo 2-ACBs, que houve

uma maior inducédo de MNs (Figura 39).

Figura 37 — Imagens microscopicas (Controles)

Células hepaticas dos animais tratados com controles positivos e negativos: (A) CC-
Controle celular. (B) NaCl e (C) Ciclofosfamida. (Na ponta da seta, presenca de
micronucleos).
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Figura 38 - Imagens microscopicas (Grupos 20 e 30 kGy)

Células hepaticas dos animais:( A) Grupo 20 kGy (B) Grupo 30 kGy e (Na ponta da
seta, presenca de micronucleos).

Figura 39 - Imagens microscoépicas (Grupo 2-ACBSs)

Células hepaticas dos animais tratados com: (A) 2-dDCB E (b) 2-tDCB. (Na ponta
da seta, presenca de micronucleos).
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4.6 Analise Histolbgica

Nos cortes histologicos analisados, em todos os grupos estudados, foi possivel
observar nas figuras 40, 41, 42, 43, 44 e 45 a preservacgao arquitetural hepatica, com
hepatocitos com amplo citoplasma, nacleocentralizado, contornos citoplasmaticos de
aspectos normais. Esses estéo arranjados em corddes e placas que se anastomosam.
Os cordbes de hepatocitos sdo delimitados por espacos sinusodides, conteudo

hemacias em seu interior, com aspecto de normalidade.

Eventuais células de Kupffer (CK) estdo visiveis. A arquitetura lobular esta
mantida, tendo como é&rea central a veia centrolobular, apresentando contornos
preservados e por vezes € notado fluxo sanguineo com presenca de eritrécitos em seu
interior. Quando visiveis, a triade hepatica também apresenta aspectos de
normalidade. Dentro dos grupos analisados, nao foi possivel notar a presenca de
infiltrado inflamatorio, alteracdes celulares, presenca de areas de necrose, assim como
alteracOes displésicas. Eventuais areas com presenca focal de esteatose sao vistas,

porém, dentro dos limites de normalidade.



Figura 40 - Histologia Controle

Corte histoldgico hepatico, corado em hematoxilina e eosina (H&E) em aumento de
100X (objetivade 10x) mostrando caracteristicas histolégicas do figado dos animais
sendo em (A) Grupo Controle.

Fonte: Autora da tese

Figura 41 - Histologia Grupo 10 kGy.
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Corte histologico hepético, corado em hematoxilina e eosina (H&E) em aumento de
100X (objetiva de 10x) mostrando caracteristicas histolégicas do figado dos animais
sendo em (B) Grupo 10 kGy.

Fonte: Autora da tese
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Figura 42 - Histologia Grupo 20 kGy.

Corte histologico hepético, corado em hematoxilina e eosina (H&E) em aumento de
100X (objetivade 10x) mostrando caracteristicas histologicas do figado dos animais
sendo em (C) Grupo 20 kGy

Fonte: Autora da tese

Figura 43- Histologia Grupo 30 kGy

Corte histologico hepatico, corado em hematoxilina e eosina (H&E) em aumento de
100X (objetivade 10x) mostrando caracteristicas histolégicas do figado dos animais
sendo em (D) Grupo 30 kGy.

Fonte: Autora da tese

94



95

Corte histoldgico hepatico, corado em hematoxilina e eosina (H&E) em aumento de
100X (objetivade 10x) mostrando caracteristicas histolégicas do figado dos animais
sendo em (E) Grupo 2-DCBs.

Fonte: Autora da tese.

Figura 45 - Histologia Grupo 2-tDCBs.
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Corte histologico hepético, corado em hematoxilina e eosina (H&E) em aumento de
100X (objetiva de 10x) mostrando caracteristicas histolégicas do figado dos animais
sendo em (F) Grupo 2-TDCBs

Fonte: Autora da tese.
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5 DISCUSSAO

A tecnologia de irradiacdo parece ser uma das técnicas mais capazes de
satisfazer as crescentes demandas dos consumidores em termos de seguranca e
sustentabilidade, de modo a nutrir a populacdo mundial, mantendo a qualidade do
produto (BASHIR, 2020).

Todas as agéncias internacionais, como OMS, FDA e IAEA, aprovam a
irradiacdo de alimentos como uma técnica segura e eficaz para garantir a seguranca

e gqualidade dos alimentos.

A FDA preconiza doses nao superiores a 1 kGy para frutas e legumes para
controlar ou remover insetos, pragas e outros artropodes e inibir a germinacao e
amadurecimento para manter o frescor. Além disso, a irradiacdo de aves ndo deve
exceder 3 kGy para controlar patégenos de origem alimentar. Para carne refrigerada
ou congelada, as doses recomendadas de irradiacao para remover patégenos séo 4,5
kGy e 7,0 kGy, respectivamente. As desidratadas podem ser tratadas com doses de
até 10 kGy para controlar os microrganismos. Especiarias e temperos podem sofrer
irradiacdo com doses que nao excedam 30 kGy para controlar microorganismos (IAEA,
2002).

No entanto resultados de estudos recentes validam que a aplicacdo de altas
doses de radiacdo (> 10 kGy) é segura e eficaz. Nao ha davida sobre a seguranca e
adequacao nutricional dos alimentos irradiados. No entanto, em altas doses, foi
observada reducdo nas propriedades sensoriais de alguns alimentos irradiados.
Assim, sdo necessarios mais estudos sobre como melhorar as qualidades sensoriais
de alimentos irradiados em altas doses (FELICIANO, 2018).

Sobre os requisitos de rotulagem, o FDA exige que os fabricantes de alimentos

informem os consumidores se um produto alimenticio foi irradiado.
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Os produtos alimenticios irradiados devem conter o simbolo radura ou devem
ser rotulados com a informacdo "ALIMENTO TRATADO POR PROCESSO DE
IRRADIACAQ" (BRASIL, 2001).

As pessoas associam a radiacdo ionizante ao cancer e consideram 0s
alimentos irradiados como igualmente perigosos. Esse € um equivoco que deve ser
erradicado pela educacédo adequada (RAVINDRAN; JAISWAL, 2019).

Apesar de todos os beneficios da técnica de irradiagdo de alimentos, nota-se
claramente que a aceitacao publica é negativa e a populacdo, no mais das vezes,
desinformada, os julgamentos dos consumidores e a tomada de decis6es dependem

da sua percepcéao sobre riscos e beneficios. (LEVY, 2018).

O tratamento de radiacdo ionizante de alimentos contendo lipidios resulta na
producéo dependente da dose de 2-dDCB, que é especificamente correlacionada com
a concentracao de lipidios contendo acido palmitico, uma vez que o acido palmitico é
um precursor do 2-dDCB (OBANA et al., 2005). Resultado esse, compativel com o
presente trabalho, com as andlises realizadas no Laboratério Aerial/ Illikirch
Graffenstaden, Franca, que teve um aumento na quantidade de 2-ACBs nas amostras
e também associado a dose de radiacdo empregada.

A ingestao diaria de 2-ACBs por aves irradiadas foi aproximadamente estimado
em 0,5 ug / kg p.c / dia (SOMMERS, 2013). E comparado com o consumo estimado
(0,3-0,8 ug /kg de peso corporal / dia para a populacdo em geral) de acrilamida,
encontrada em café, alimentos ricos em carboidratos, considerado cancerigeno para

0 ser humano.

De acordo com a literatura, poucos estudos in vivo foram realizados para avaliar

a genotoxicidade de 2-ACBs.

HORVATOVICH et al. (2002) relataram que menos de 1% dos 2-ACBs séo
excretados nas fezes e uma pequena quantidade foi detectada no tecido adiposo.

RAUL et al. (2002), afirmaram a promogdo do céncer de colon, levando a
comunidade cientifica a realizar mais estudos sobre o assunto. Até entdo, estudos

com microndcleos ndao haviam sido realizados.
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YAMAKAGE et al. (2014) realizaram o teste de micronucleo da médula 6ssea
e sugeriram a ndo genotoxicidade de 2-ACBs, correlacionando os resultados desse
presente trabalho em células alvo especificas hepaticas que também nao

apresentaram danos genotoxicos.

O ultimo teste de micronucleo realizado por SONG et.al. (2018), utiliza
concentracdes de 250, 500, 1000 e 2000 mg/ g/ pc e apresentou resultados alinhados
com YAMAKAGE et.al. (2014).

O conhecimento sobre as propriedades toxicoldgicas das 2-ACBs ainda é
escasso, a avaliacao dos valores de DL50 para os 2-ACBs € necesséaria porque nao
existem dados relacionados a toxicidade aguda em relacdo a esses compostos
quimicos (SONG, et al., 2018)

Em estudos anteriores foram utilizadas células de medula 6ssea no ensaio de
MNSs, enquanto o presente estudo, células extraidas do tecido hepético. Comparado
aos presentes resultados ha divergéncia quando se trata da analise de micronucleos
em células especificas submetidas as 2-ACBs sintetizadas, onde encontramos

consideravel dano genotéxico, comparado ao controle positivo.

O teste de micronucleo com células hepaticas de ratos produziu resultados
positivos com substancias transformadoras metabdlicas complexas, cujos resultados
negativos sado obtidos nos testes de MNs da medula éssea; os metabdlitos produzidos
no figado ndo atingem a medula 6ssea. Essa técnica usando figado de rato remove o
problema de especificidade estudando diferentes 6rgéos-alvo, de acordo com (CLIET,
1989).

Correlacionando com os resultados de estudos in vitro de Barbezan et.al, as 2-
ACBs podem ser consumidas com relativa seguranca sob ponto de vista de possiveis
efeitos genotdxicos e mutagénicos, pois ndo foram encontradas substancias que
causem ambos efeitos nas concentracdes testadas por meio do teste de Ames e

micronucleos dos compostos 2- dDCB e 2- tDCB.

No entanto os grupos experimentais que consumiram as 2-ACBs por meio da
manteiga de cacau irradiada, ndo induziram nameros consideraveis para
genotoxicidade, e revelando cortes histolégicos com preservacdo arquitetural

hepética, mesmo com a administracdo de grande quantidade de acidos graxos
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diariamente na dieta, podendo refletir no aparecimento ou aumento de esteatose

hepatica.
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6 CONCLUSAO

Concluimos que o consumo de 2-ACBs por meio dos alimentos irradiados,
sendo no presente estudo representado por manteiga de cacau tratada com doses
10, 20 e 30 kGy tem baixo potencial genotdxico em células hepaticas, ndo sendo

suficientes para acarretar danos celulares irreversiveis.

Visto que as analises histologicas do figado dos animais apresentaram a
arquitetura preservada, somente alguns pontos de esteatose hepatica dentro da

normalidade.

Assim como, verificamos que ensaios com células especificas sdo mais
indicados que o teste de MNs em células de médula 6ssea para determinados
compostos, como 0s compostos mutagénicos instaveis (como por exemplo anilina,

amianto, diclorometano), que podem néo ser detectaveis em células de medula 6ssea.

No ensaio de MNs, a inducdo de MNs nos grupos que consumiram manteiga
de cacau irradiada foi menor que 3%, comparando com o controle positivo, com
porcentagem de 25,8%, nos leva a concluir que nao foi significativo para

genotoxicidade dentro dos modelos e limites de resultados avaliados.

Sendo assim, alimentos ricos em gorduras tratados com radiacdo sao
relativamente seguros para consumo em relacdo a genotoxicidade e mutagenicidade,
porém nédo sdo recomendadas altas doses no processo de irradiacdo, por alteracdes
sensoriais e pela alta oxidacéo lipidica que também séo fatores a serem considerados

em problemas de saude como aterosclerose.
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Batch File: D:\191017\191017 - process beurre de cacao ion 112.qgb

Method File: D:\191017\PR_2ACB_DB624_SIM-scan_new-191017 ion112.qgm
Project File: D:\191029\191017 calibration - 191028-29 repet ion 112.damlp
Flags File: D:\191029\191017 calibration - 191028-29 repet ion 112.damlp

ID3: 2-tetradecylcyclobutanone

Data Filename Conc. Area S/N Found RT
Etalons 005 ppm SI'1 ppm_6 —— —— - ——
Etalons 01 ppm SI'1 ppm_7 S S - S
Etalons 02 ppm SI'1 ppm_8 0,203 1195 18,81 31,617
Etalons 05 ppm SI'1 ppm_9 0,436 2597 54,22 31,617
Etalons 1 ppm SI'1 ppm_10 0,951 5796 209,63 31,618
Etalons 2 ppm SI'1 ppm_11 2,050 13133 498,66 31,621
Etalons 5 ppm SI'1 ppm_12 4,995 36144 152511 31,620
hexane 4_13 == == - ==
hexane 5_14 - - i -
hexane_1 == == - ==
beurre de cacao 0 kGy - repetl_2 —— —— - ——
beurre de cacao 0 kGy - repet2_3 S S - S
beurre de cacao 0 kGy - repet3_4 —— —— - ——
hexane_5 == == - ==
beurre de cacao 10 kGy - repetl_6 21,149 249340 3530,08 31,615
beurre de cacao 10 kGy - repet2_7 9,584 81748 1918,79 31,614
beurre de cacao 10 kGy - repet3_8 17,829 193506 3306,78 31,613
hexane_9 0,658 3954 89,69 31,617
etalons 1 ppm_10 1,872 11898 410,81 31,619
hexane_11 0,606 3632 48,21 31,618
hexane_12 0,449 2676 37,38 31,621
hexane_1 2,631 17282 498,52 31,576
hexane_2 - - i -
CHCH 1 ppm_3 ==- ==- it ==-
CHCH 1 ppm 191029_4
Etalons 2 ppm_5 2,267 14657 537,65 31,608
hexane_6 - - i -
hexane_7 == == - ==
beurre de cacao 20 kGy - repetl_8 29,282 412346 4941,56 31,605
beurre de cacao 20 kGy - repet2_9 21,175 249799 495778 31,603
beurre de cacao 20 kGy - repet3_10 40,108 687211 5404,01 31,604
hexane_11 0,487 2902 46,90 31,609
hexane_12 0,305 1802 29,15 31,605
beurre de cacao 30 kGy - repetl_13 23,680 296067 463772 31,604
beurre de cacao 30 kGy - repet2_14 43,901 799161 5244,03 31,610
beurre de cacao 30 kGy - repet3_15 27,468 372771 5338,28 31,606
hexane_16 0,921 5604 79,81 31,610
hexane_17 0,717 4325 68,28 31,607

waste - beurre de cacao 20 kGy - repet2_18

waste - beurre de cacao 20 kGy - repet3_19

waste - beurre de cacao 30 kGy - repet2_20

waste - beurre de cacao 30 kGy - repet3_21

hexane_22

hexane_23

Etalons 005 ppm SI 1 ppm Etalons 01 ppm SI 1 ppm Etalons 02 ppm SI'1 ppm

Etalons 05 ppm SI 1 ppm

6 7 8 9
Conc ---- Conc ---- Conc 0,203 Conc 0,436
Area ---- Area ---- Area 1195 Area 2597
Q 112,00 (+) 4,61e2 Q112,00 (+) 4,87e2 Q112,00 (+) 522e2 Q112,00 (+) 7,02e2
. . . Y RT=31,617 . Y RT=31,617
100,00 ) G 100,00 \J/J 100,00 ) ’ 100,00 .
% % % %
0,00 —T—T — T 0,00 —T—T — T 0,00 —T—T T | 0,00 —T—T — T
31 32 31 32 31 32 31 32
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Etalons 1 ppm SI1 ppm Etalons 2 ppm SI1 ppm Etalons 5 ppm SI1 ppm  hexane 4_13

_10 11 _12
Conc 0,951 Conc 2,050 Conc 4,995 Conc ----
Area 5796 Area 13133 Area 36144 Area ----
Q 112,00 (+) 1,62e3 Q112,00 (+) 3,70e3 Q112,00 (+) 1,03e4 Q112,00 (+) 4,08e2
100,00 Y RT=31,618 100,00 Y RT=31,621 100,00 Y RT=31,620 100004 .
% % % %
0,00 T T 0,00 T T 0,00 T — - 0,00 T ——
31 32 31 32 31 32 31 32
hexane 5_14 hexane_1 beurre de cacao 0 kGy - beurre de cacao 0 kGy -
repetl_2 repet2_3
Conc ---- Conc ---- Conc ---- Conc ----
Area ---- Area ---- Area ---- Area ----
Q112,00 (+) 3,90e2 Q112,00 (+) 1,12e4 Q112,00 (+) 9,42e3 Q112,00 (+) 4,72e2
100,00 100,00 (RT=31.178 100,00 RT:32'030\ 100,00
’ N — ’ N ’ N ’ N
,/—/_ﬁ i i ,\/_\/,_/\_/\
% | % | % | %
| | N | N |
0,00 — — 0,00 — — 0,00 — — 0,00 — —
31 32 31 32 31 32 31 32
beurre de cacao 0 kGy - hexane_5 beurre de cacao 10 kGy - beurre de cacao 10 kGy -
repet3_4 repetl_6 repet2_7
Conc ---- Conc ---- Conc 21,149 Conc 9,584
Area ---- Area ---- Area 249340 Area 81748
Q 112,00 (+) 1,11e4 Q112,00 (+) 5,34e2 Q112,00 (+) 6,99e4 Q112,00 (+) 2,37e4
RT=32,030 y y
100,00 - N 100,00 — A\ 100,00 — Y RT=31,615 100,00 Y RT=31,614
, I , ,
% % % %
0,00 ——— S 0,00 ~——1— —— 0,00 === —A— 0,00 ——— A
31 32 31 32 31 32 31 32
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beurre de cacao 10 kGy -

repet3_8

Conc 17,829

Area 193506

Q112,00 (+) 5,55e4
Y RT=31,613

100,00

Ll

hexane 12

Conc 0,449
Area 2676

Q112,00 (+)

6,94e2

100,00 Y RT=31,621

0,00 ~——1— ——
31 32

CHCH 1 ppm 191029 4

Conc ----
Area ----

Q112,00 (+) 3,87e2

10000 o~

hexane 9

Conc 0,658
Area 3954

Q112,00 (+)

100,00

1,01e3

Y RT=31,617

0,00 ——

hexane_1
Conc 2,631
Area 17282
Q112,00 (+)

100,00

T
31

32

RT=31,576
Y

4,12e3

Etalons 2 ppm_5

Conc 2,267
Area 14657

Q112,00 (+)

100,00

RT=31,608
v

4,00e3

etalons 1 ppm_10

Conc 1,872
Area 11898

Q112,00 (+) 3,26e3

100,00 Y RT=31,619

S

0,00 ~——1— ——
31 32

hexane_2

Conc ----
Area ----

Q112,00 (+)

100,00
’L_/\/v_

4,89e2

0,00 ~——1— ——
31 32

hexane_6
Conc ----
Area ----

Q112,00 (+) 3,70e2

10000 o~

hexane 11

Conc 0,606
Area 3632

Q112,00 (+) 8,63e2

100,00 Y RT=31,618

0,00 ~——1— ——
31 32

CHCH 1 ppm_3

Conc ----
Area ----
Q 112,00 (+)

100,00 T N

4,19e2

0,00 ——1— ——
31 32

hexane_7

Conc ----
Area ----

Q112,00 (+) 3,84e2

10000 o _——

31 32
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beurre de cacao 20 kGy - beurre de cacao 20 kGy - beurre de cacao 20 kGy - hexane_11
repetl_8 repet2_9 repet3_10
Conc 29,282 Conc 21,175 Conc 40,108 Conc 0,487
Area 412346 Area 249799 Area 687211 Area 2902
Q112,00 (+) 1,17e5 Q112,00 (+) 6,85e4 Q112,00 (+) 1,89e5 Q112,00 (+) 8,28e2
RT=31,605 RT=31,603 RT=31,604 RT=31,609
100,00 - Y 100,00 - Y 100,00 - Y 100,00 - M
% % % %
0,00 HF YA 0,00 == r —— 0,00 A 0,00 ——— ——
31 32 31 32 31 32 31 32
hexane_12 beurre de cacao 30 kGy - beurre de cacao 30 kGy - beurre de cacao 30 kGy -
repetl_13 repet2_14 repet3_15
Conc 0,305 Conc 23,680 Conc 43,901 Conc 27,468
Area 1802 Area 296067 Area 799161 Area 372771
Q112,00 (+) 6,01e2 Q112,00 (+) 8,16e4 Q112,00 (+) 2,13e5 Q112,00 (+) 1,03e5
RT=31,605 RT=31,604 RT=31,610 RT=31,606
100,00 /\/Z‘L\ 100,00 - v 100,00 v 100,00 v
% % % %
4 4 4 /\’ v 4
0,00 -———————1——— 0,00 0,00 S 0,00 =T———A—A AT
31 32 31 32 31 32
hexane_16 hexane_17 waste - beurre de cacao  waste - beurre de cacao
20 kGy - repet2_18 20 kGy - repet3_19
Conc 0,921 Conc 0,717 Conc ---- Conc ----
Area 5604 Area 4325 Area ---- Area ----
Q112,00 (+) 1,66e3 Q112,00 (+) 1,08e3 Q112,00 (+) 6,83e2 Q112,00 (+) 5,85e2
RT=31,610 RT=31,607
100,00 - Y 100,00 - Y 100,00 \/v\/\/\/\ 100,00 —N/\/\A
% % % %
0,00 ——— —— 0,00 ——— —— 0,00 ——— —— 0,00 ———— ——
31 32 31 32 31 32 31 32
Batch File: 191017 - process beurre de cacao ion 112 2-tetradecylcyclobutanone Page 4 of 5



waste - beurre de cacao  waste - beurre de cacao  hexane 22 hexane 23

30 kGy - repet2_20 30 kGy - repet3_21

Conc ---- Conc ---- Conc ---- Conc ----

Area ---- Area ---- Area ---- Area ----

Q112,00 (+) 538¢2 Q112,00 (+) 4,862 Q112,00 (+) 4,70e2 Q112,00 (+) 4,53e2

100,00 TN AN 10000 A A~ 100007 s~ 100009 o~ —

% % % %

31 32 31 32 31 32 31 32
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Batch File: D:\191017\191017 - process beurre de cacao.qgb

Method File: D:\191029\191017 calibration - 191028-29 repet.qgm
Project File: D:\191029\191017 calibration - 191028-29 repet.damlp
Flags File: D:\191029\191017 calibration - 191028-29 repet.damlp

ID1: 2-cyclohexylcyclohexanone

Data Filename Conc. Area S/N Found RT
ETALONS 005 PPM SI'1 PPM_6 1,018 46501 12087,37 24,057
ETALONS 01 PPM SI'1 PPM_7 1,116 50996 16064,10 24,056
ETALONS 02 PPM SI'1 PPM_8 0,890 40656 31172,36 24,054
ETALONS 05 PPM SI'1 PPM_9 1,006 45936 17067,02 24,054
ETALONS 1 PPM SI1 PPM_10 0,948 43319 15804,96 24,054
ETALONS 2 PPM SI1 PPM_11 1,035 47296 2464648 24,056
ETALONS 5 PPM SI1 PPM_12 0,986 45044 13711,57 24,056
hexane_1 == == - ==
beurre de cacao 0 kGy - repetl_2 1,173 53588 794,60 24,041
beurre de cacao 0 kGy - repet2_3 0,261 11915 749,68 24,047
beurre de cacao 0 kGy - repet3_4 1,362 62207 3382,15 24,040
hexane_5 == == - ==
beurre de cacao 10 kGy - repetl_6 1,885 86092 2305,54 24,043
beurre de cacao 10 kGy - repet2_7 1,004 45868 236641 24,046
beurre de cacao 10 kGy - repet3_8 1,493 68176 245313 24,046
hexane_9 == == - ==
etalons 1 ppm_10 1,340 61199 5236,83 24,049
hexane_11 == == - ==
hexane_12 - - i -
hexane_1 == == - ==
hexane_2 - - i -
CHCH 1 ppm_3 1,626 74272 6154,23 24,043
CHCH 1 ppm 191029_4 0,082 3737 242,51 24,043
Etalons 2 ppm_5 1,110 50707 4682,92 24,043
hexane_6 - - i -
hexane_7 == == - ==
beurre de cacao 20 kGy - repetl_8 1,609 73518 2396,46 24,039
beurre de cacao 20 kGy - repet2_9 1,792 81842 2466,33 24,042
beurre de cacao 20 kGy - repet3_10 2,521 115153 233275 24,039
hexane_11 == == - ==
hexane_12 - - i -
beurre de cacao 30 kGy - repetl_13 0,978 44664 1983,32 24,040
beurre de cacao 30 kGy - repet2_14 2,338 106783 246435 24,041
beurre de cacao 30 kGy - repet3_15 1,647 75226 2065,55 24,043
hexane_16 - - i -
hexane_17 == == - ==
waste - beurre de cacao 20 kGy - repet2_18 0,511 23330 893,16 24,043
waste - beurre de cacao 20 kGy - repet3_19 0,246 11222 602,38 24,042
waste - beurre de cacao 30 kGy - repet2_20 0,378 17268 670,71 24,036
waste - beurre de cacao 30 kGy - repet3_21 0,400 18256 730,08 24,040
hexane_22 - - i -
hexane_23 == == - ==

ETALONS 005 PPM SI 1

PPM_6 PPM_7
Conc 1,018 Conc 1,116
Area 46501 Area 50996
Q 98,00 (+) 1,84e4 Q98,00 (+)
100,00 Y RT=24,057 100,00 -

%,

%,

ETALONS 01 PPM SI 1

2,03e4 Q98,00 (+)

Y RT=24,056

ETALONS 02 PPM SI 1

PPM_8

Conc 0,890
Area 40656

100,00

%,

1,58e4
Y RT=24,054

ETALONS 05 PPM SI 1

PPM_9

Conc 1,006
Area 45936

Q98,00 (+)

100,00

%,

1,82e4

Y RT=24,054
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ETALONS 1 PPM SI 1 PPM ETALONS 2 PPM SI 1 PPM ETALONS 5 PPM SI 1 PPM hexane_1

_10 11 12
Conc 0,948 Conc 1,035 Conc 0,986 Conc ----
Area 43319 Area 47296 Area 45044 Area ----
Q 98,00 (+) 1,66e4 Q98,00 (+) 1,82e4 Q98,00 (+) 1,71e4 Q98,00 (+) 3,24e2
100[00 - \4 RT:24,054 100[00 - \ 4 RT:24,056 100[00 - \ 4 RT:24,056 100[00 - //
% % % %
) J Lv ) J k v ) J Lv )
0,00 R \ 0,00 A \ 0,00 A \ 0,00 T T
24 24 24 24
beurre de cacao 0 kGy - beurre de cacao 0 kGy - beurre de cacao 0 kGy - hexane_5
repetl_2 repet2_3 repet3_4
Conc 1,173 Conc 0,261 Conc 1,362 Conc ----
Area 53588 Area 11915 Area 62207 Area ----
Q 98,00 (+) 1,92e4 Q98,00 (+) 4,00e3 Q98,00 (+) 2,22e4 Q98,00 (+) 1,84e2
RT=24,041 RT=24,047 RT=24,040
100,00 Y 100,00 M 100,00 Y 100,00 J\J—/
% % % %
0,00 = S S — 0,00 A 0,00 = A 0,00 ++—————————
24 24 24 24
beurre de cacao 10 kGy - beurre de cacao 10 kGy - beurre de cacao 10 kGy - hexane_9
repetl_6 repet2_7 repet3_8
Conc 1,885 Conc 1,004 Conc 1,493 Conc ----
Area 86092 Area 45868 Area 68176 Area ----
Q 98,00 (+) 3,04e4 Q98,00 (+) 1,66e4 Q98,00 (+) 2,44e4 Q98,00 (+) 1,992
RT=24,043 RT=24,046 RT=24,046
100,00 - Y 100,00 - Y 100,00 - Y 100,00 /\j\//
% % | % %
0,00 L T 0,00 L T 0,00 T T} T T 0,00 L T
24 24 24 24
Batch File: 191017 - process beurre de cacao Page 2 of 13



etalons 1 ppm_10 hexane_11 hexane_12 hexane_1
Conc 1,340 Conc ---- Conc ---- Conc ----
Area 61199 Area ---- Area ---- Area ----
Q98,00 (+) 2,43e4 Q98,00 (+) 1,89e2 Q98,00 (+) 1,77e2 Q98,00 (+) 2,37e2
RT=24,049
100,00 Y 100,00 - 100,00 / 100,00 //
% % % %
000 T F 0,00 ++————1—+——— 0,00 ++————1—+———— 0,00 ++————1—+————
24 24 24 24
hexane_2 CHCH 1 ppm_3 CHCH 1 ppm 191029 4  Etalons 2 ppm_5
Conc ---- Conc 1,626 Conc 0,082 Conc 1,110
Area ---- Area 74272 Area 3737 Area 50707
Q98,00 (+) 1,94e2 Q98,00 (+) 2,92e4 Q98,00 (+) 1,25e3 Q98,00 (+) 2,00e4
RT=24,043 RT=24,043 RT=24,043
100,00 // ~___~ 100007 M 100,00 M 100,00 M
% % %/J %
0,00 ++————1—+———— 0,00 F—————F 0,00 ++————1—+——— 0,00 T F
24 24 24 24
hexane_6 hexane_7 beurre de cacao 20 kGy - beurre de cacao 20 kGy -
repetl_8 repet2_9
Conc ---- Conc ---- Conc 1,609 Conc 1,792
Area ---- Area ---- Area 73518 Area 81842
Q98,00 (+) 1,53e2 Q98,00 (+) 1,60e2 Q98,00 (+) 2,82e4 Q98,00 (+) 3,07e4
RT=24,039 RT=24,042
100,00 J/ 100,00 \// 100,00 vy 100,00 — v
% % % %
0,00 —— ‘ 0,00 —— ‘ 0,00 —A——— 0,00 —A ‘
24 24 24 24
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beurre de cacao 20 kGy -
repet3_10

Conc 2,521
Area 115153

Q98,00 (+) 4,29e4

RT=24,039
100,00 Y

0,00 —— :
24

beurre de cacao 30 kGy -

repet2_14
Conc 2,338
Area 106783
Q98,00 (+) 4,08e4
RT=24,041
100,00 Y
%,
0,00 /———F ——++5

waste - beurre de cacao
20 kGy - repet2_18

Conc 0,511

Area 23330

Q98,00 (+) 8,09e3
RT=24,043

100,00 Y

hexane 11

Conc ----
Area ----

Q98,00 (+) 2,08e2

100,00

1

beurre de cacao 30 kGy -
repet3_15

Conc 1,647
Area 75226

Q98,00 (+) 2,86e4
RT=24,043
\ 4

100,00

%

waste - beurre de cacao
20 kGy - repet3_19

Conc 0,246
Area 11222

Q98,00 (+) 4,22e3
RT=24,042

100,00 Y

hexane_12

Conc ----
Area ----

Q98,00 (+) 2,04e2

100,00

1

hexane_16

Conc ----
Area ----

Q98,00 (+) 2,29e2

100,00

e

% -

waste - beurre de cacao
30 kGy - repet2_20

Conc 0,378
Area 17268

Q98,00 (+) 5,80e3
RT=24,036
v

100,00

beurre de cacao 30 kGy -

repetl_13
Conc 0,978
Area 44664
Q 98,00 (+) 1,70e4
RT=24,040
100,00 - Y
% -
0,00 e
24
hexane_17
Conc ----
Area ----
Q 98,00 (+) 2,272
100,00

/J

%

waste - beurre de cacao
30 kGy - repet3_21

Conc 0,400
Area 18256

Q98,00 (+) 6,45e3
RT=24,040
v

100,00
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hexane_22
Conc ----

Area ----
Q98,00 (+)

%a

hexane 23

Conc ----
Area ----

2,07e2 Q98,00 (+)

0,00 —————7—

1,99e2

100,00 100,00
A’)\_/ AI//

T 0,00 ——

ID2: 2-dodecylcyclobutanone

Data Filename Conc. Area S/N Found RT
ETALONS 005 PPM SI'1 PPM_6
ETALONS 01 PPM SI'1 PPM_7 0,095 3534 65,90 28,460
ETALONS 02 PPM SI'1 PPM_8 0,154 5724 191,34 28,458
ETALONS 05 PPM SI'1 PPM_9 0,419 15793 560,52 28,458
ETALONS 1 PPM SI1 PPM_10 0,924 35758 1119,39 28,459
ETALONS 2 PPM SI1 PPM_11 2,079 85120 3276,00 28,462
ETALONS 5 PPM SI1 PPM_12 4,993 232724 10119,98 28,462
hexane_1 == == - ==
beurre de cacao 0 kGy - repetl_2 — —— - ——
beurre de cacao 0 kGy - repet2_3 —— S - S
beurre de cacao 0 kGy - repet3_4 — —— - ——
hexane_5 == == - ==
beurre de cacao 10 kGy - repetl_6 5,956 288796 574,35 28,454
beurre de cacao 10 kGy - repet2_7 2,615 109799 569,65 28,454
beurre de cacao 10 kGy - repet3_8 4,998 233039 590,07 28,454
hexane_9 0,261 9769 147,01 28,458
etalons 1 ppm_10 1,386 54876 1218,67 28,457
hexane_11 0,096 3562 38,04 28,457
hexane_12 - - i -
hexane_1 == == - ==
hexane_2 - - i -
CHCH 1 ppm_3 ==- ==- it ==-
CHCH 1 ppm 191029_4
Etalons 2 ppm_5 2,168 89144 1736,05 28,450
hexane_6 - - i -
hexane_7 == == - ==
beurre de cacao 20 kGy - repetl_8 8,781 473956 891,07 28,449
beurre de cacao 20 kGy - repet2_9 6,912 347958 946,51 28,447
beurre de cacao 20 kGy - repet3_10 13,184 824457 850,93 28,449
hexane_11 == == - ==
hexane_12 - - i -
beurre de cacao 30 kGy - repetl_13 7,036 355886 923,24 28,449
beurre de cacao 30 kGy - repet2_14 14,538 947486 911,21 28,450
beurre de cacao 30 kGy - repet3_15 8,698 468075 976,18 28,451
hexane_16 0,060 2227 14,07 28,450

hexane_17

waste - beurre de cacao 20 kGy - repet2_18

waste - beurre de cacao 20 kGy - repet3_19

waste - beurre de cacao 30 kGy - repet2_20

waste - beurre de cacao 30 kGy - repet3_21

hexane_22

hexane_23

Batch File: 191017 - process beurre de cacao

Page 5 of 13



Insight Report

Printed at 30/10/2019 17:00:26

ETALONS 005 PPM SI 1

ETALONS 01 PPM SI 1

ETALONS 02 PPM SI 1 ETALONS 05 PPM SI 1

PPM_6 PPM_7 PPM_8 PPM_9
Conc ---- Conc 0,095 Conc 0,154 Conc 0,419
Area ---- Area 3534 Area 5724 Area 15793
Q98,00 (+) 7,59e2 Q98,00 (+) 1,74e3 Q98,00 (+) 2,69e3 Q98,00 (+) 6,96e3
RT=28,458 RT=28,458
100,00 V 100,00 Y RT=28,460 100,00 - A 100,00 — v
% % /\J % % L/—
0,00 —— — 0,00 —— — 0,00 —— — 0,00 ——————————
28 29 28 29 28 29 28 29
ETALONS 1 PPM SI 1 PPM ETALONS 2 PPM SI 1 PPM ETALONS 5 PPM SI 1 PPM hexane_1
_10 11 12
Conc 0,924 Conc 2,079 Conc 4,993 Conc ----
Area 35758 Area 85120 Area 232724 Area ----
Q98,00 (+) 1,50e4 Q98,00 (+) 3,47e4 Q98,00 (+) 9,72e4 Q98,00 (+) 1,13e3
100,00 Y RT=28459 100,00 - YRT=28462 100,00 - YRT=28462 100,00 vﬁw/\/
% % % %
000 ————7 71— 000 ——F7F"*—T"TT7 000 —V——F—"F 7T 000 —+——7T 77—
28 29 28 29 28 29 28 29
beurre de cacao 0 kGy - beurre de cacao 0 kGy - beurre de cacao 0 kGy - hexane_5
repetl_2 repet2_3 repet3_4
Conc ---- Conc ---- Conc ---- Conc ----
Area ---- Area ---- Area ---- Area ----
Q98,00 (+) 7,72e3 Q98,00 (+) 8,22e2 Q98,00 (+) 9,83e3 Q98,00 (+) 8,69e2
RT=29,075 _ RT=29,074 _
100,00 100,00 // 100,00 100,00 /\/
% . 7/ 5 . 7/
I 1 1 1
0,00 —— — 0,00 —— — 0,00 ———————+——1— 0,00 —— —
28 29 28 29 28 29 28 29
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beurre de cacao 10 kGy - beurre de cacao 10 kGy - beurre de cacao 10 kGy - hexane_9
repetl_6 repet2_7 repet3_8
Conc 5,956 Conc 2,615 Conc 4,998 Conc 0,261
Area 288796 Area 109799 Area 233039 Area 9769
Q 98,00 (+) 1,23e5 Q98,00 (+) 4,82¢4 Q98,00 (+) 1,00e5 Q98,00 (+) 4,19e3
RT=28,454 RT=28,454 RT=28,454 RT=28,458
100,00 - Y 100,00 - Y 100,00 - Y 100,00 - Y
% % % %
0,00 /——F—A———— 0,00 —F— —A 0,00 . 0,00 —— ——
28 29 28 29 28 29 28 29
etalons 1 ppm_10 hexane_11 hexane_12 hexane_1
Conc 1,386 Conc 0,096 Conc ---- Conc ----
Area 54876 Area 3562 Area ---- Area ----
Q 98,00 (+) 2,32e4 Q98,00 (+) 1,71e3 Q98,00 (+) 9,16e2 Q98,00 (+) 1,04e3
RT=28,457 RT=28,457
100,00 - Y 100,00 - Y 100,00 - u/ 100,00 -
% % % %
0,00 ———— A ————— 0,00 —— —— 0,00 —— —— 0,00 —— ——
28 29 28 29 28 29 28 29
hexane_2 CHCH 1 ppm_3 CHCH 1 ppm 191029 4  Etalons 2 ppm_5
Conc ---- Conc ---- Conc ---- Conc 2,168
Area ---- Area ---- Area ---- Area 89144
Q 98,00 (+) 7,92e2 Q98,00 (+) 7,66e2 Q98,00 (+) 7,39e2 Q98,00 (+) 3,76e4
RT=28,450
100,00 / 100,00 / 100,00 / 100,00 v
. 7/ . 7/ . 7/ ]
0,00 —— —— 0,00 —— —— 0,00 —— —— 0,00 A
28 29 28 29 28 29 28 29
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hexane_6 hexane_7 beurre de cacao 20 kGy - beurre de cacao 20 kGy -
repetl_8 repet2 9
Conc ---- Conc ---- Conc 8,781 Conc 6,912
Area ---- Area ---- Area 473956 Area 347958
Q 98,00 (+) 7,202 Q98,00 (+) 7,47e2 Q98,00 (+) 1,97e5 Q98,00 (+) 1,43e5
RT=28,449 RT=28,447
100,00 / 100,00 / 100,00 v 100,00 v
% / % ,/ % - %
4 4 4 - N 4 ?
0,00 —— —— 0,00 —— —— 0,00 A 0,00 F—— A ———F——
28 29 28 29 28 29 28 29
beurre de cacao 20 kGy - hexane_11 hexane_12 beurre de cacao 30 kGy -
repet3_10 repetl_13
Conc 13,184 Conc ---- Conc ---- Conc 7,036
Area 824457 Area ---- Area ---- Area 355886
Q 98,00 (+) 3,21e5 Q98,00 (+) 1,00e3 Q98,00 (+) 8,92e2 Q98,00 (+) 1,445
RT=28,449 RT=28,449
100,00 Y 100,00 \/ 100,00 / 100,00 Y
% % | % / % |
) y, 4 L v 7 7 7 L v
0,00 /AT ——A 0,00 —+————————— 0,00 0,00 =2 ———F—
28 29 28 29 28 29 28 29
beurre de cacao 30 kGy - beurre de cacao 30 kGy - hexane_16 hexane_17
repet2_14 repet3_15
Conc 14,538 Conc 8,698 Conc 0,060 Conc ----
Area 947486 Area 468075 Area 2227 Area ----
Q 98,00 (+) 3,79e5 Q98,00 (+) 1,96e5 Q 98,00 (+) 1,34e3 Q98,00 (+) 1,03e3
RT=28,450 RT=28,451 RT=28,450
100,00 M 100,00 Y 100,00 L//\/ 100,00 \//
% % % % |
] ¥ L v )} ¥ L % 1 1
0,00 F—E A ———F—— 0,00 A 0,00 —— —— 0,00 —— ——
28 29 28 29 28 29 28 29
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waste - beurre de cacao
20 kGy - repet2_18

waste - beurre de cacao
20 kGy - repet3_19

waste - beurre de cacao

30 kGy - repet2_20

waste - beurre de cacao
30 kGy - repet3_21

Conc ---- Conc ---- Conc ---- Conc ----

Area ---- Area ---- Area ---- Area ----

Q98,00 (+) 1,12e3 Q98,00 (+) 1,05e3 Q98,00 (+) 1,31e3 Q98,00 (+) 1,04e3

100,00 \/\J 100,00 \/\/ 100,00 100,00 \/\/
% % % /\/ %
0,00 T T 0,00 T T 0,00 T T 0,00 T ——
28 29 28 29 28 29 28 29

hexane_22 hexane 23

Conc ---- Conc ----

Area ---- Area ----

Q98,00 (+) 8,91e2 Q98,00 (+) 9,40e2

100,00 / 100,00 /
% %
0,00 =——— - 0,00 ——— —
28 29 28 29

ID3: 2-tetradecylcyclobutanone
Data Filename Conc. Area S/N Found RT
ETALONS 005 PPM SI'1 PPM_6 - - - -
ETALONS 01 PPM SI'1 PPM_7 0,114 2773 134,61 31,618
ETALONS 02 PPM SI'1 PPM_8 0,172 4194 408,69 31,618
ETALONS 05 PPM SI'1 PPM_9 0,381 9399 819,67 31,616
ETALONS 1 PPM SI1 PPM_10 0,964 24341 2007,90 31,616
ETALONS 2 PPM SI'1 PPM_11 2,065 54515 5232,02 31,620
ETALONS 5 PPM SI'1 PPM_12 4,993 146995 23989,74 31,620
hexane_1 - - ---- -
beurre de cacao 0 kGy - repetl_2 P P ---- P
beurre de cacao 0 kGy - repet2_3 ---- ---- o ----
beurre de cacao 0 kGy - repet3_4 P P ---- P
hexane_5 - - ---- -
beurre de cacao 10 kGy - repetl_6 21,568 1005383 4100,11 31,614
beurre de cacao 10 kGy - repet2_7 9,712 333376 4052,77 31,613
beurre de cacao 10 kGy - repet3_8 18,093 778253 3995,80 31,612
hexane_9 0,563 13989 392,89 31,616
etalons 1 ppm_10 1,752 45696 1085,60 31,619
hexane_11 0,487 12071 216,95 31,618
hexane_12 0,353 8702 129,22 31,617
hexane_1 2,567 69100 952,19 31,575
hexane_2 - - ---- -
CHCH 1 ppm_3 ---- ---- o ----
CHCH 1 ppm 191029 _4
Etalons 2 ppm_5 2,236 59426 177724 31,605
hexane_6 - - ---- -
hexane_7 - - ---- -
beurre de cacao 20 kGy - repetl_8 29,911 1652893 5569,57 31,604
beurre de cacao 20 kGy - repet2_9 21,446 996970 6938,68 31,602
beurre de cacao 20 kGy - repet3_10 41,156 2753900 5716,24 31,603
hexane_11 0,428 10573 157,65 31,608
hexane_12 0,239 5866 104,53 31,604
beurre de cacao 30 kGy - repetl_13 24,155 1190705 6139,50 31,604
beurre de cacao 30 kGy - repet2_14 45,044 3195580 5991,30 31,608
beurre de cacao 30 kGy - repet3_15 27,963 1488818 6580,13 31,605
hexane_16 0,938 23675 308,88 31,610
hexane_17 0,615 15321 296,37 31,605
waste - beurre de cacao 20 kGy - repet2_18 0,244 5978 68,30 31,611
waste - beurre de cacao 20 kGy - repet3_19 0,164 4014 42,31 31,608

waste - beurre de cacao 30 kGy - repet2_20

Batch File: 191017 - process beurre de cacao
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(Table continued from previous page)
Data Filename

Conc.

Area

S/N Found RT

waste - beurre de cacao 30 kGy - repet3_21

hexane_22
hexane_23

ETALONS 005 PPM SI 1

PPM_6
Conc ----
Area ----
Q98,00 (+)

100,00 *//

%

9,78e2

ETALONS 1 PPM SI 1 PPM

T
31

32

_10
Conc 0,964
Area 24341
Q98,00 (+) 7,06e3
100 00 - ‘V RT=31,616
% -
0,00 11—
31 32
beurre de cacao 0 kGy -
repetl_2
Conc ----
Area ----
Q98,00 (+) 3,82e4
RT=32,030
100,00 3\
% -
0,00 ——— -
31 32

ETALONS 01 PPM SI 1

PPM_7

Conc 0,114
Area 2773

Q98,00 (+)

100,00

%

1,18e3
Y RT=31,618

0,00 ——

ETALONS 2 PPM SI 1 PPM

11

Conc 2,065
Area 54515
Q98,00 (+)

100,00

T
31

32

1,494
Y RT=31,620

beurre de cacao 0 kGy -

repet2_3
Conc ----
Area ----
Q98,00 (+)

100,00

%

1,16e3

ETALONS 02 PPM SI 1

ETALONS 05 PPM SI 1

PPM_8 PPM_9
Conc 0,172 Conc 0,381
Area 4194 Area 9399
Q98,00 (+) 1,52e3 Q98,00 (+) 3,04e3
100,00 — Y RT=31,618 100,00 — Y RT=31,616
% - % /—J
0,00 L T 0,00 —T— —
31 32 31 32
ETALONS 5 PPM SI 1 PPM hexane_1
12
Conc 4,993 Conc ----
Area 146995 Area ----
Q98,00 (+) 4,12e4 Q98,00 (+) 4,51e4
100,00 Y RT=31620 100,00
% — % -
1 v ] N
0,00 —T — T 0,00 —T—T — T
31 32 31 32
beurre de cacao 0 kGy - hexane_5
repet3_4
Conc ---- Conc ----
Area ---- Area ----
Q98,00 (+) 4,52e4 Q98,00 (+) 1,48e3
RT=32,030
100,00 3 100,00 jh
1 VN
% %
0,00 L T 0,00 —T— —
31 32 31 32

Batch File: 191017 - process beurre de cacao
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beurre de cacao 10 kGy -
repetl_6
Conc 21,568
Area 1005383
Q98,00 (+) 2,80e5

100[00 - \4 RT:31,614

etalons 1 ppm_10
Conc 1,752
Area 45696

Q98,00 (+) 1,35e4

100,00 Y RT=31,619

%

|

0,00 ——1———+———

hexane_2

Conc ----
Area ----

Q98,00 (+)

100,00 1 A

1,04e3

beurre de cacao 10 kGy -
repet2_7
Conc 9,712

Area 333376
Q98,00 (+) 9,43e4

100[00 - \4 RT:31,613

L.

hexane_11

Conc 0,487
Area 12071

Q98,00 (+)

4,05e3

100,00 Y RT=31,618

CHCH 1 ppm_3

Conc ----
Area ----

Q98,00 (+)

100,00 i//J\/\/\

1,03e3

beurre de cacao 10 kGy -
repet3_8
Conc 18,093
Area 778253
Q98,00 (+) 2,22e5

100,00 \4 RT=31,612

hexane 12
Conc 0,353
Area 8702
Q98,00 (+) 2,93e3

100,00 Y RT=31,617

%\_’—J

CHCH 1 ppm 191029 4

Conc ----
Area ----

Q98,00 (+)

100,00 i//\_/\/\

9,43e2

%

hexane 9

Conc 0,563
Area 13989

Q98,00 (+) 4,77e3

100,00 Y RT=31,616

hexane_1

Conc 2,567
Area 69100

Q98,00 (+) 1,70e4
RT=31,575
Y

100,00

0,00 ——1— ——
31 32

Etalons 2 ppm_5

Conc 2,236
Area 59426

Q98,00 (+) 1,64e4
RT=31,605
v

100,00

31 32

Batch File: 191017 - process beurre de cacao
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hexane_6

Conc ----
Area ----

Q98,00 (+)

100,00 i/_//\/\ﬁ

9,38e2

0,00 ~——1— ——
31 32

beurre de cacao 20 kGy -
repet3_10

Conc 41,156
Area 2753900

Q98,00 (+) 7,47e5
RT=31,603
\

100,00

% -

beurre de cacao 30 kGy -
repet2_14

Conc 45,044

Area 3195580

Q98,00 (+) 8,50e5

RT=31,608
100,00 M

hexane_7

Conc ----
Area ----

Q98,00 (+) 9,42e2

100,00 1T

0,00 ~——1— ——
31 32

hexane_11

Conc 0,428
Area 10573

Q 98,00 (+) 3,893
RT=31,608
100,00 M

%

beurre de cacao 30 kGy -
repet3_15

Conc 27,963
Area 1488818

Q98,00 (+) 4,10e5
RT=31,605
y

100,00

beurre de cacao 20 kGy -
repetl_8

Conc 29,911

Area 1652893

Q98,00 (+) 4,60e5

RT=31,604
100,00 Y

hexane 12

Conc 0,239
Area 5866

Q98,00 (+) 2,29e3

RT=31,604
100,00 M

% -

0,00 -
31

hexane_16

Conc 0,938
Area 23675

Q98,00 (+) 7,36e3

RT=31,610
100,00 M

beurre de cacao 20 kGy -

repet2_9

Conc 21,446

Area 996970

Q98,00 (+) 2,75e5
RT=31,602

100,00 Y

N 4 /\VV
AT

32

beurre de cacao 30 kGy -
repetl_13

Conc 24,155
Area 1190705

Q98,00 (+) 3,25e5
RT=31,604
A\

100,00

%

hexane_17

Conc 0,615
Area 15321

Q98,00 (+) 5,19e3
RT=31,605
v

100,00

31 32

Batch File: 191017 - process beurre de cacao
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waste - beurre de cacao

20 kGy - repet2_18

20 kGy - repet3_19

waste - beurre de cacao

waste - beurre de cacao
30 kGy - repet3_21

waste - beurre de cacao
30 kGy - repet2_20

Conc 0,244 Conc 0,164 Conc ---- Conc ----
Area 5978 Area 4014 Area ---- Area ----

Q98,00 (+) 2,57e3 Q98,00 (+) 1,86e3 Q98,00 (+) 1,50e3 Q98,00 (+) 1,27e3

RT=31,611 RT=31,608
100,00 M 100,00 100,00 —AJW R N/ WA
% % 3 % %
0,00 ——— —— 0,00 - ———————— 0,00 -—— —— 0,00 -—— ——
31 32 31 32 31 32 31 32

hexane_22 hexane 23
Conc ---- Conc ----
Area ---- Area ----

Q98,00 (+) 1,21e3 Q98,00 (+) 1,21e3

31

32

Batch File: 191017 - process beurre de cacao
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Method File: D:\191029\191017 calibration - 191028-29 repet.qgm
Project File: D:\191029\191017 calibration - 191028-29 repet.damlp
Flags File: D:\191029\191017 calibration - 191028-29 repet.damlp

ID1: 2-cyclohexylcyclohexanone

Data Filename Conc. Area S/N Found RT
ETALONS 005 PPM SI 1 PPM_6 (Not Available)
ETALONS 01 PPM SI'1 PPM_7 (Not Available)
ETALONS 02 PPM SI'1 PPM_8 (Not Available)
ETALONS 05 PPM SI'1 PPM_9 (Not Available)
ETALONS 1 PPM SI1 PPM_10 (Not Available)
ETALONS 2 PPM SI1 PPM_11 (Not Available)
ETALONS 5 PPM SI1 PPM_12 (Not Available)
hexane_1 - I I -
beurre de cacao 0 kGy - repetl_2 1,173 53588 794,60 24,041
beurre de cacao 0 kGy - repet2_3 0,261 11915 749,68 24,047
beurre de cacao 0 kGy - repet3_4 1,362 62207 3382,15 24,040
hexane_5 J— — — -
beurre de cacao 10 kGy - repetl_6 1,883 86034 2304,93 24,043
beurre de cacao 10 kGy - repet2_7 1,003 45807 2365,39 24,046
beurre de cacao 10 kGy - repet3_8 1,491 68123 2452,52 24,046
hexane_9 - I I -
etalons 1 ppm_10 1,340 61199 5236,83 24,049
hexane_11 J— — — -
hexane_12 — I I -
hexane_1 - I I -
hexane_2 — I I -
CHCH 1 ppm_3 1,626 74272 6154,23 24,043
CHCH 1 ppm 191029_4 0,082 3732 242,51 24,043
Etalons 2 ppm_5 1,110 50707 468292 24,043
hexane_6 — I I -
hexane_7 J— — e -
beurre de cacao 20 kGy - repetl_8 1,609 73518 239646 24,039
beurre de cacao 20 kGy - repet2_9 1,792 81842 2466,33 24,042
beurre de cacao 20 kGy - repet3_10 2,521 115153 233275 24,039
hexane_11 J— — e -
hexane_12 — — . e
beurre de cacao 30 kGy - repetl_13 0,978 44664 1983,32 24,040
beurre de cacao 30 kGy - repet2_14 2,338 106783 2464,35 24,041
beurre de cacao 30 kGy - repet3_15 1,647 75226 2065,55 24,043
hexane_16 — — . e
hexane_17 J— — e -
waste - beurre de cacao 20 kGy - repet2_18 0,511 23330 893,16 24,043
waste - beurre de cacao 20 kGy - repet3_19 0,246 11222 602,38 24,042
waste - beurre de cacao 30 kGy - repet2_20 0,378 17268 670,71 24,036
waste - beurre de cacao 30 kGy - repet3_21 0,400 18256 730,08 24,040
hexane_22 — — . e
hexane_23 J— — e -
hexane_1 — — . e
hexane_2 J— — e -
beurre de cacao 0 kGy - repetl_3 0,029 1313 29,12 24,028
beurre de cacao 0 kGy - repet2_4 0,100 4561 275,51 24,043
beurre de cacao 0 kGy - repet3_5 0,248 11322 740,45 24,042
hexane_6 J— — e -
hexane_7 — — . e
beurre de cacao 10 kGy_8 0,482 22016 1399,62 24,044
beurre de cacao 10 kGy + 5 ppm 2-DCB + 10 ppm 2-TCB_9 0,527 24068 2163,28 24,044
5 ppm 2-DCB + 10 ppm 2-TCB_10 2457 112236 4846,57 24,043
hexane_11 — — . e
hexane_12 J— — e -
Project File: 191017 calibration - 191028-29 repet Page 1 of 17
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ETALONS 005 PPM SI 1
PPM_6 (Not Available)

Conc ----
Area ----

ETALONS 1 PPM SI 1 PPM
_10 (Not Available)

Conc ----
Area ----

beurre de cacao 0 kGy -

repetl_2
Conc 1,173
Area 53588
Q 98,00 (+) 1,92e4
RT=24,041
100,00 Y
%,
0,00 A
24

ETALONS 01 PPM SI 1
PPM_7 (Not Available)

Conc ----
Area ----

ETALONS 2 PPM SI 1 PPM

_11 (Not Available)

Conc ----
Area ----

beurre de cacao 0 kGy -
repet2_3

Conc 0,261
Area 11915

Q98,00 (+) 4,00e3
RT=24,047
A

100,00

%

N

24

0,00

ETALONS 02 PPM SI 1
PPM_8 (Not Available)

Conc ----
Area ----

ETALONS 05 PPM SI 1
PPM_9 (Not Available)

Conc ----
Area ----

ETALONS 5 PPM SI 1 PPM hexane_1

_12 (Not Available)

Conc ----
Area ----

Conc ----
Area ----

Q98,00 (+) 3,24e2

100,00
007 /_/
,//

%

0,00 —————+————
24
beurre de cacao 0 kGy - hexane_5
repet3_4
Conc 1,362 Conc ----
Area 62207 Area ----
Q 98,00 (+) 2,22e4 Q98,00 (+) 1,84e2
RT=24,040
100,00 Y 100,00 \J\J_/
% %
0,00 — ‘ 0,00 T \

24

Project File: 191017 calibration - 191028-29 repet
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beurre de cacao 10 kGy - beurre de cacao 10 kGy - beurre de cacao 10 kGy - hexane_9

repetl_6 repet2_7 repet3_8
Conc 1,883 Conc 1,003 Conc 1,491 Conc ----
Area 86034 Area 45807 Area 68123 Area ----
Q98,00 (+) 3,04e4 Q98,00 (+) 1,66e4 Q 98,00 (+) 2,44e4 Q98,00 (+) 1,99¢2
RT=24,043 RT=24,046 RT=24,046
100,00 - Y 100,00 - Y 100,00 - Y 100,00 /\j\//
% % % %
0,00 & — T 0,00 A T 0,00 —— T 0,00 — ‘
24 24 24 24
etalons 1 ppm_10 hexane_11 hexane_12 hexane_1
Conc 1,340 Conc ---- Conc ---- Conc ----
Area 61199 Area ---- Area ---- Area ----
Q98,00 (+) 2,43e4 Q98,00 (+) 1,89e2 Q98,00 (+) 1,77e2 Q98,00 (+) 2,37e2
RT=24,049
100,00 Y 100,00 - 100,00 / 100,00 /
% % % %
0,00 LI T 0,00 LI T 0,00 LI T 0,00 LI T
24 24 24 24
hexane_2 CHCH 1 ppm_3 CHCH 1 ppm 191029 4  Etalons 2 ppm_5
Conc ---- Conc 1,626 Conc 0,082 Conc 1,110
Area ---- Area 74272 Area 3732 Area 50707
Q98,00 (+) 1,94e2 Q98,00 (+) 2,92e4 Q98,00 (+) 1,25e3 Q98,00 (+) 2,00e4
RT=24,043 RT=24,043 RT=24,043
100,00 /ﬁ\ﬁ/ 100,00 v 100,00 — v 100,00 v
% % % /J %
0,00 LI T 0,00 L T 0,00 LI T 0,00 L S T
24 24 24 24

Project File: 191017 calibration - 191028-29 repet Page 3 of 17
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hexane_6

Conc ----
Area ----

Q98,00 (+) 1,53e2

100,00

0,00
24
beurre de cacao 20 kGy -
repet3_10
Conc 2,521
Area 115153
Q98,00 (+) 4,29¢4
RT=24,039
100,00 Y
% -
0,00 T H
24
beurre de cacao 30 kGy -
repet2_14
Conc 2,338
Area 106783
Q98,00 (+) 4,08e4
RT=24,041
100,00 Y
% -
0,00 A :

24

hexane_7

Conc ----
Area ----

Q98,00 (+) 1,60e2

100,00

://

2,86e4 Q98,00 (+)

0,00
24
hexane_11
Conc ----
Area ----
Q 98,00 (+) 2,082
100,00 \/
% -
0,00
24
beurre de cacao 30 kGy -
repet3_15
Conc 1,647
Area 75226
Q 98,00 (+)
RT=24,043
100,00 - Y
% -
0,00 = — ‘

beurre de cacao 20 kGy -
repetl_8

Conc 1,609
Area 73518

Q98,00 (+) 2,82e4
RT=24,039
y

100,00

T

24

hexane 12

Conc ----
Area ----

Q98,00 (+) 2,04e2

100,00

1

% -

hexane_16

Conc ----
Area ----

2,29e2

100,00

beurre de cacao 20 kGy -
repet2 9
Conc 1,792
Area 81842

Q98,00 (+) 3,07e4

RT=24,042
100,00 Y

T

24

beurre de cacao 30 kGy -
repetl_13

Conc 0,978
Area 44664

Q 98,00 (+) 1,70e4
RT=24,040
100,00 Y

%

hexane_17

Conc ----
Area ----

Q98,00 (+) 2,27e2

— 100,00 —
ﬁ// ﬁ/

%

Project File: 191017 calibration - 191028-29 repet
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waste - beurre de cacao
20 kGy - repet2_18

Conc 0,511

Area 23330

Q98,00 (+) 8,09e3
RT=24,043

100,00 Y

hexane 22
Conc ----
Area ----

Q98,00 (+) 2,07e2

100,00

T

beurre de cacao 0 kGy -
repetl_3

Conc 0,029
Area 1313

Q98,00 (+) 3,23e2
RT=24,028
Y

100,00

% -

waste - beurre de cacao
20 kGy - repet3_19

Conc 0,246

Area 11222

Q98,00 (+) 4,22e3
RT=24,042

100,00 Y

hexane_23
Conc ----
Area ----

Q98,00 (+) 1,99e2

100,00
F/_/\/

beurre de cacao 0 kGy -
repet2_4

Conc 0,100
Area 4561

Q 98,00 (+) 1,473
RT=24,043
100,00 Y

%

waste - beurre de cacao
30 kGy - repet2_20

Conc 0,378
Area 17268

Q98,00 (+) 5,80e3
RT=24,036
v

100,00

hexane_1
Conc ----
Area ----

Q98,00 (+) 2,33e2

100,00

1

beurre de cacao 0 kGy -
repet3_5

Conc 0,248
Area 11322

Q 98,00 (+) 3,87¢3
RT=24,042
100,00 Y

% -

waste - beurre de cacao
30 kGy - repet3_21

Conc 0,400
Area 18256

Q98,00 (+) 6,45e3

RT=24,040
100,00 Y

hexane_2
Conc ----
Area ----

Q98,00 (+) 2,05e2

100,00

7

hexane 6

Conc ----
Area ----

Q98,00 (+) 1,97e2

100,00
/_/_/M

% -

Project File: 191017 calibration - 191028-29 repet
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hexane_7 beurre de cacao 10 kGy_8 beurre de cacao 10 kGy + 5 ppm 2-DCB + 10 ppm 2
5 ppm 2-DCB + 10 ppm 2 -TCB_10
-TCB_9
Conc ---- Conc 0,482 Conc 0,527 Conc 2,457
Area ---- Area 22016 Area 24068 Area 112236
Q98,00 (+) 1,95e2 Q98,00 (+) 7,87e3 Q98,00 (+) 8,92e3 Q98,00 (+) 4,17e4
RT=24,044 RT=24,044 RT=24,043
100,00 100007 Y 100,00 Y 100,00 Y
% % % %
000 ——F——7TTT T 0,00 —— 0,00 ————% — T 000 ——F——F T
24 24 24 24
hexane_11 hexane_12
Conc ---- Conc ----
Area ---- Area ----
Q98,00 (+) 1,88e2 Q98,00 (+) 1,89e2
100,00 \// 100,00 \/_/
% %
000 ——F—F—7T 7T 0,00 — T
24 24
ID2: 2-dodecylcyclobutanone
Data Filename Conc. Area S/N Found RT
ETALONS 005 PPM SI 1 PPM_6 (Not Available) - — — -
ETALONS 01 PPM SI'1 PPM_7 (Not Available) -—-- J— - —
ETALONS 02 PPM SI'1 PPM_8 (Not Available) - - - —
ETALONS 05 PPM SI'1 PPM_9 (Not Available) -—-- J— - —
ETALONS 1 PPM SI'1 PPM_10 (Not Available) - - - —
ETALONS 2 PPM SI'1 PPM_11 (Not Available) -—-- J— - —
ETALONS 5 PPM SI'1 PPM_12 (Not Available) - - - —
hexane_1 - - e -
beurre de cacao 0 kGy - repetl_2 - - - -
beurre de cacao 0 kGy - repet2_3 - - - I
beurre de cacao 0 kGy - repet3_4 - - - -
hexane_5 - - e -
beurre de cacao 10 kGy - repetl_6 - - - -
beurre de cacao 10 kGy - repet2_7 - - - I
beurre de cacao 10 kGy - repet3_8 - - - -
hexane_9 - I - -
etalons 1 ppm_10 — — e e
hexane_11 - - e -
hexane_12 - - . -
hexane_1 - I - -
hexane_2 — I - -
CHCH 1 ppm_3 - - - -
CHCH 1 ppm 191029_4
Etalons 2 ppm_5 J— — - -
hexane_6 - - . e
hexane_7 - - e -
beurre de cacao 20 kGy - repet1_8 - - - -
beurre de cacao 20 kGy - repet2_9 - - - I
beurre de cacao 20 kGy - repet3_10 - - - -
hexane_11 - - e -
hexane_12 - - . e
beurre de cacao 30 kGy - repetl_13 - - - I
beurre de cacao 30 kGy - repet2_14 - - - -
beurre de cacao 30 kGy - repet3_15 - - - I
hexane_16 - - . e
hexane_17 - - e -
waste - beurre de cacao 20 kGy - repet2_18 - - - -
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(Table continued from previous page)
Data Filename

waste - beurre de cacao 20 kGy - repet3_19
waste - beurre de cacao 30 kGy - repet2_20
waste - beurre de cacao 30 kGy - repet3_21
hexane_22

hexane_23

hexane_1

hexane_2

beurre de cacao 0 kGy - repetl_3

beurre de cacao 0 kGy - repet2_4

beurre de cacao 0 kGy - repet3_5

hexane_6

hexane_7

beurre de cacao 10 kGy_8

beurre de cacao 10 kGy + 5 ppm 2-DCB + 10 ppm 2-TCB_9
5 ppm 2-DCB + 10 ppm 2-TCB_10
hexane_11

hexane_12

ETALONS 005 PPM SI 1
PPM_6 (Not Available)

Conc ----

ETALONS 01 PPM SI 1
PPM_7 (Not Available)

Conc ----

Area ---- Area ----

ETALONS 1 PPM SI 1 PPM ETALONS 2 PPM SI 1 PPM ETALONS 5 PPM SI 1 PPM hexane_1

_10 (Not Available)

Conc ----

_11 (Not Available)

Conc ----

Area ---- Area ----

Conc. Area

18004
42779
211537
4964
1958

0,476
1,096
4,612
0,134
0,053

ETALONS 02 PPM SI 1
PPM_8 (Not Available)

Conc ---- Conc ----

Area ---- Area ----

_12 (Not Available)

Conc ---- Conc ----
Area ---- Area ----
Q98,00 (+)

2621,70

S/N Found RT

28,454
28,453
28,454
28,454
28,455

239,92
407,86

69,31
13,38

ETALONS 05 PPM SI 1
PPM_9 (Not Available)

1,13e3

100,00
vﬁ M/\/

Project File: 191017 calibration - 191028-29 repet

Page 7 of 17



Insight Report

Printed at 31/10/2019 12:02:00

beurre de cacao 0 kGy - beurre de cacao 0 kGy - beurre de cacao 0 kGy - hexane_5
repetl_2 repet2_3 repet3_4
Conc ---- Conc ---- Conc ---- Conc ----
Area ---- Area ---- Area ---- Area ----
Q98,00 (+) 7,72e3 Q98,00 (+) 8,22e2 Q98,00 (+) 9,83e3 Q98,00 (+) 8,69e2
100,00 100,00 // 100,00 100,00 /b
% %/ 5 %7/
I 1 1 1
0,00 —— — 0,00 —— — 0,00 0,00 —— —
28 29 28 29 28 29 28 29
beurre de cacao 10 kGy - beurre de cacao 10 kGy - beurre de cacao 10 kGy - hexane_9
repetl_6 repet2_7 repet3_8
Conc ---- Conc ---- Conc ---- Conc ----
Area ---- Area ---- Area ---- Area ----
Q98,00 (+) 1,23e5 Q98,00 (+) 4,82¢4 Q98,00 (+) 1,00e5 Q98,00 (+) 4,19e3
100,00 100,00 100,00 100,00
% % % %
0,00 V7 0,00 17— 0,00 17— 0,00 —————+————
28 29 28 29 28 29 28 29
etalons 1 ppm_10 hexane_11 hexane_12 hexane_1
Conc ---- Conc ---- Conc ---- Conc ----
Area ---- Area ---- Area ---- Area ----
Q98,00 (+) 2,32e4 Q98,00 (+) 1,71e3 Q98,00 (+) 9,162 Q98,00 (+) 1,04e3
100,00 100,00 100,00 W 100,00
% % u % %
0,00 17— 0,00 ——————+———— 0,00 —————+———— 0,00 —————————
28 29 28 29 28 29 28 29
Project File: 191017 calibration - 191028-29 repet Page 8 of 17



Insight Report

Printed at 31/10/2019 12:02:00

hexane_2 CHCH 1 ppm_3 CHCH 1 ppm 191029 4  Etalons 2 ppm_5
Conc ---- Conc ---- Conc ---- Conc ----
Area ---- Area ---- Area ---- Area ----
Q 98,00 (+) 7,92e2 Q98,00 (+) 7,66e2 Q98,00 (+) 7,39e2 Q98,00 (+) 3,76e4
100,00 / 100,00 / 100,00 / 100,00
%/ %/ ] / 5
0,00 ————————— 0,00 ————— — 0,00 ————————— 0,00 17—
28 29 28 29 28 29 28 29
hexane_6 hexane_7 beurre de cacao 20 kGy - beurre de cacao 20 kGy -
repetl_8 repet2_9
Conc ---- Conc ---- Conc ---- Conc ----
Area ---- Area ---- Area ---- Area ----
Q 98,00 (+) 7,20e2 Q98,00 (+) 7,47e2 Q98,00 (+) 1,97e5 Q98,00 (+) 1,43e5
100,00 / 100,00 / 100,00 100,00
%/ %/ % %
0,00 —— — 0,00 —— — 0,00 0,00 e
28 29 28 29 28 29 28 29
beurre de cacao 20 kGy - hexane_11 hexane_12 beurre de cacao 30 kGy -
repet3_10 repetl_13
Conc ---- Conc ---- Conc ---- Conc ----
Area ---- Area ---- Area ---- Area ----
Q 98,00 (+) 3,21e5 Q98,00 (+) 1,00e3 Q98,00 (+) 8,92e2 Q98,00 (+) 1,44e5
100,00 100,00 \/ 100,00 / 100,00
% | % | %/ % |
] A ] ] ]
0,00 = 0,00 — 0,00 —————+———— 0,00 17—
28 29 28 29 28 29 28 29
Project File: 191017 calibration - 191028-29 repet Page 9 of 17



Insight Report

Printed at 31/10/2019 12:02:00

beurre de cacao 30 kGy -
repet2_14

Conc ----

Area ----

Q98,00 (+) 3,79e5

100,00

waste - beurre de cacao
20 kGy - repet2_18

Conc ----
Area ----

Q98,00 (+)

100,00 \/\H

d

% —

1,12e3

000 —F———F—T———T——TT
28 29
hexane_22
Conc ----
Area ----
Q98,00 (+) 8,91e2

100,00 /

% —

beurre de cacao 30 kGy -
repet3_15

Conc ----

Area ----

Q98,00 (+) 1,96e5

100,00

waste - beurre de cacao
20 kGy - repet3_19

Conc ----
Area ----

Q98,00 (+)

100,00 ‘/\/

e

%

1,05e3

000 ————71 71—
28 29
hexane 23
Conc ----
Area ----
Q98,00 (+) 9,40e2
100,00 /
%/
000 ————71 71—
28 29

hexane_16

Conc ----
Area ----

Q98,00 (+) 1,34e3

100,00

|

0,00 —r— ——
28 29

waste - beurre de cacao
30 kGy - repet2_20

Conc ----
Area ----

Q98,00 (+)

100,00 \JL
. ﬁ/\/

1,31e3

hexane_1

Conc ----
Area ----

Q98,00 (+) 9,38e2

100,00 //

hexane_17

Conc ----
Area ----

Q98,00 (+) 1,03e3

100,00

0,00 —r— ——
28 29

waste - beurre de cacao
30 kGy - repet3_21

Conc ----
Area ----
Q98,00 (+) 1,04e3
100,00 \/\/
%/
0,00 ————T——T——T1—
28 29
hexane 2
Conc ----
Area ----
Q98,00 (+) 8,892
100,00 /
%/
0,00 ————T——T——T1—

Project File: 191017 calibration - 191028-29 repet

Page 10 of 17



Insight Report

Printed at 31/10/2019 12:02:00

beurre de cacao 0 kGy -

repetl_3
Conc ----
Area ----
Q 98,00 (+)

100,00

%7/‘/

1,22e3

28

hexane_ 7

Conc ----
Area ----

Q98,00 (+)

100,00

%7/

29

9,05e2

beurre de cacao 0 kGy -
repet2_4

Conc ----

Area ----

Q98,00 (+) 9,49e2

100,00

] /L
%i/

0,00 —r— ——
28 29

beurre de cacao 10 kGy_8

Conc 0,476
Area 18004

Q98,00 (+) 6,98e3

RT=28,454
100,00 M

0,00 T - 0,00 —T ——
28 29 28 29

hexane_11 hexane 12

Conc 0,134 Conc 0,053

Area 4964 Area 1958

Q98,00 (+) 2,42e3 Q98,00 (+) 9,90e2

RT=28,454 RT=28,455
v v

100,00

100,00

28 29

beurre de cacao 0 kGy -
repet3_5

Conc ----
Area ----
Q98,00 (+) 4,52e3

RT=29,075
100,00
% —

:/
0,00 T ——
28 29

beurre de cacao 10 kGy +
5 ppm 2-DCB + 10 ppm 2
-TCB_9

Conc 1,096
Area 42779
Q98,00 (+) 1,66e4
RT=28,453
100,00 - Y
% -
0,00 T ——
28 29

hexane_6

Conc ----
Area ----

Q98,00 (+) 1,06e3

100,00

%7//

0,00 LI — L —
28 29
5 ppm 2-DCB + 10 ppm 2
-TCB_10

Conc 4,612

Area 211537

Q98,00 (+) 8,82e4

RT=28,454
100,00 Y
% -
1 \J
0,00 — &1
28 29

Project File: 191017 calibration - 191028-29 repet

Page 11 of 17



Insight Report Printed at 31/10/2019 12:02:00

ID3: 2-tetradecylcyclobutanone

Data Filename Conc. Area S/N Found RT
ETALONS 005 PPM SI'1 PPM_6 (Not Available)
ETALONS 01 PPM SI1 PPM_7 (Not Available)
ETALONS 02 PPM SI1 PPM_8 (Not Available)
ETALONS 05 PPM SI1 PPM_9 (Not Available)
ETALONS 1 PPM SI'1 PPM_10 (Not Available)
ETALONS 2 PPM SI'1 PPM_11 (Not Available)
ETALONS 5 PPM SI'1 PPM_12 (Not Available)
hexane_1 - I I -
beurre de cacao 0 kGy - repetl_2 - - - -
beurre de cacao 0 kGy - repet2_3 - - - I
beurre de cacao 0 kGy - repet3_4 - - - -
hexane_5 - I I -
beurre de cacao 10 kGy - repetl_6 - - - -
beurre de cacao 10 kGy - repet2_7 - - - I
beurre de cacao 10 kGy - repet3_8 - - - -
hexane_9 - I I -
etalons 1 ppm_10 — — — e
hexane_11 - I I -
hexane_12 — I I -
hexane_1 - I I -
hexane_2 — I I -
CHCH 1 ppm_3 - - - -
CHCH 1 ppm 191029 4
Etalons 2 ppm_5 J— — - -
hexane_6 — I I -
hexane_7 - I I -
beurre de cacao 20 kGy - repetl_8 - - - -
beurre de cacao 20 kGy - repet2_9 - - - I
beurre de cacao 20 kGy - repet3_10 - - - -
hexane_11 - - e I
hexane_12 - - . -
beurre de cacao 30 kGy - repetl_13 - - - I
beurre de cacao 30 kGy - repet2_14 - - - -
beurre de cacao 30 kGy - repet3_15 - - - I
hexane_16 - - . -
hexane_17 - - e I
waste - beurre de cacao 20 kGy - repet2_18 - - - -
waste - beurre de cacao 20 kGy - repet3_19 - - - I
waste - beurre de cacao 30 kGy - repet2_20 - - - -
waste - beurre de cacao 30 kGy - repet3_21 - - - I
hexane_22 - - . -
hexane_23 - - e I
hexane_1 - - . -
hexane_2 - - e I
beurre de cacao 0 kGy - repetl_3 - - - -
beurre de cacao 0 kGy - repet2_4 - - - I
beurre de cacao 0 kGy - repet3_5 - - - -

hexane_6 == == == ==
hexane_7 - - - -
beurre de cacao 10 kGy_8 0,706 17652 332,66 31,613
beurre de cacao 10 kGy + 5 ppm 2-DCB + 10 ppm 2-TCB_9 3,362 93282 143341 31,610
5 ppm 2-DCB + 10 ppm 2-TCB_10 28,422 1526770 17597,85 31,614
hexane_11 1,598 41409 589,85 31,612
hexane_12 1,236 31566 582,61 31,614

Project File: 191017 calibration - 191028-29 repet Page 12 of 17



Insight Report

Printed at 31/10/2019 12:02:00

ETALONS 005 PPM SI 1
PPM_6 (Not Available)

Conc ----
Area ----

ETALONS 1 PPM SI 1 PPM
_10 (Not Available)

Conc ----
Area ----

beurre de cacao 0 kGy -
repetl_2

Conc ----

Area ----

Q98,00 (+) 3,82e4

100,00

%

0,00

T T
31

32

ETALONS 01 PPM SI 1
PPM_7 (Not Available)

Conc ----
Area ----

ETALONS 2 PPM SI 1 PPM

_11 (Not Available)

Conc ----
Area ----

beurre de cacao 0 kGy -
repet2_3

Conc ----

Area ----

Q98,00 (+)

100,00 J\J\
I~

%

1,16e3

0,00

LI

31

32

ETALONS 02 PPM SI 1
PPM_8 (Not Available)

Conc ----
Area ----

ETALONS 05 PPM SI 1
PPM_9 (Not Available)

Conc ----
Area ----

ETALONS 5 PPM SI 1 PPM hexane_1

_12 (Not Available)

Conc ---- Conc ----
Area ---- Area ----
Q98,00 (+) 4,51e4
100,00
% -
0,00 ——F———+—7—+
31 32
beurre de cacao 0 kGy - hexane_5
repet3_4
Conc ---- Conc ----
Area ---- Area ----
Q98,00 (+) 4,52e4 Q98,00 (+) 1,48€3
100,00 100,00 Jh
1 VN
% | % |
0,00 T T 0,00 —T— —

31 32

31 32

Project File: 191017 calibration - 191028-29 repet

Page 13 of 17



Insight Report

Printed at 31/10/2019 12:02:00

beurre de cacao 10 kGy -
repetl_6

Conc ----

Area ----

Q98,00 (+) 2,80e5

100,00

etalons 1 ppm_10
Conc ----
Area ----

Q98,00 (+) 1,35e4

100,00

)

0,00 ————————
31 32

hexane_2

Conc ----
Area ----

Q98,00 (+)

100,00 1 A

1,04e3

beurre de cacao 10 kGy -
repet2_7

Conc ----

Area ----

Q98,00 (+) 9,43e4

100,00

0,00 == ——
31
hexane_11

Conc ----
Area ----

Q98,00 (+) 4,05e3

100,00

L

0,00 ~——1— ——
31 32

CHCH 1 ppm_3

Conc ----

Area ----
Q98,00 (+)

100,00 i//J\/\/\

1,03e3

beurre de cacao 10 kGy -
repet3_8

Conc ----

Area ----

Q98,00 (+) 2,22e5

100,00

hexane 12
Conc ----
Area ----

Q98,00 (+) 2,93e3
100,00

%\_’—J

CHCH 1 ppm 191029 4
Conc ----
Area ----

Q98,00 (+) 9,43e2

100,00 i//\_/\/\

%

31 32

hexane 9

Conc ----
Area ----

Q98,00 (+) 4,77e3

100,00

0,00 ————————
31

hexane_1
Conc ----
Area ----

Q98,00 (+) 1,70e4

100,00

0,00 ——7— ——
31 32
Etalons 2 ppm_5
Conc ----
Area ----

Q98,00 (+) 1,64e4

100,00

31 32

Project File: 191017 calibration - 191028-29 repet

Page 14 of 17



Insight Report

Printed at 31/10/2019 12:02:00

hexane_6

Conc ----
Area ----

Q98,00 (+)

100,00 i/_//\/\ﬁ

9,38e2

0,00 ———
31

T
32

beurre de cacao 20 kGy -

repet3_10

Conc ----
Area ----

Q98,00 (+)

100,00

% -

7,47e5

beurre de cacao 30 kGy -

repet2_14
Conc ----
Area ----
Q98,00 (+)

100,00

8,50e5

hexane_7

Conc ----
Area ----

Q98,00 (+)

100004 -

9,42e2

0,00 ——7—
31

hexane_11

Conc ----
Area ----

Q98,00 (+)

100,00

%

32

3,893

beurre de cacao
repet3_15

Conc ----

Area ----

Q 98,00 (+)

100,00

30 kGy -

4,10e5

beurre de cacao 20 kGy -
repetl_8

beurre de cacao 20 kGy -
repet2 9

Conc ----
Area ----

Q98,00 (+)

100,00

4,60e5

hexane 12

Conc ----
Area ----

Q98,00 (+)

100,00

% -

32

2,29e3

hexane_16

Conc ----
Area ----

Q98,00 (+)

100,00

7,36e3

31

Conc ----
Area ----

Q98,00 (+)

100,00

2,75e5

beurre de cacao 30 kGy -
repetl_13

Conc ----
Area ----

Q98,00 (+)

100,00

%

3,25e5

hexane_17

Conc ----
Area ----

Q98,00 (+)

100,00

5,19e3

31 32

Project File: 191017 calibration - 191028-29 repet
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Insight Report

Printed at 31/10/2019 12:02:00

waste - beurre de cacao
20 kGy - repet2_18

waste - beurre de cacao
20 kGy - repet3_19

waste - beurre de cacao
30 kGy - repet2_20

waste - beurre de cacao
30 kGy - repet3_21

Conc ----
Area ----

Q98,00 (+)

100,00

2,57e3

0,00 T T
31
hexane 22
Conc ----
Area ----
Q 98,00 (+)

32

1,21e3

100,00 1 A~

0,00 T T
31

T
32

beurre de cacao 0 kGy -

repetl_3

Conc ----
Area ----

Q98,00 (+)

100,00

%

3,95e3

RT=32,033
N\

Conc ----
Area ----

Q98,00 (+)

100,00

1,86e3

.

0,00 ——

T T

31 32

hexane 23

Conc ----
Area ----

Q98,00 (+)

1,21e3

100007 A~

0,00 ——

T T

31 32

beurre de cacao 0 kGy -

repet2_4

Conc ----
Area ----

Q98,00 (+)

100,00

I
%

2,00e3

Conc ----
Area ----

Q98,00 (+)

1,50e3

e 7J\/J\/V\

0,00 ——

hexane_1
Conc ----
Area ----

Q 98,00 (+)

T T

31 32

1,19e3

100007 N~

0,00 ——

T T

31 32

beurre de cacao 0 kGy -

repet3_5

Conc ----
Area ----

Q98,00 (+)

100,00

% -

1,45e4
RT=32,034
N

Conc ----
Area ----

Q98,00 (+)

1,27e3

100007 AN

T

31

hexane_2

Conc ----
Area ----

Q98,00 (+)

32

1,08e3

100,00 7T o

T

31

hexane 6

Conc ----
Area ----

Q98,00 (+)

100,00

%+

32

2,32e3

Project File: 191017 calibration - 191028-29 repet
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Insight Report

Printed at 31/10/2019 12:02:00

hexane_7

Conc ----
Area ----

Q98,00 (+)

100,00

% -

1,88e3

hexane_11

Conc 1,598
Area 41409

Q98,00 (+)

100,00

% -

1,10e4

Y RT=31,612

beurre de cacao 10 kGy_8

Conc 0,706
Area 17652

Q98,00 (+) 4,69e3

100 00 - \4 RT=31,613

hexane_12

Conc 1,236
Area 31566

Q98,00 (+) 9,03e3

100 00 - \4 RT=31,614

%

beurre de cacao 10 kGy + 5 ppm 2-DCB + 10 ppm 2
5 ppm 2-DCB + 10 ppm 2 -TCB_10

-TCB_ 9
Conc 3,362 Conc 28,422
Area 93282 Area 1526770
Q98,00 (+) 2,56e4 Q98,00 (+) 4,27e5
RT=31,610
100,00 Y 100,00 Y RT=31,614
% %
0,00 — A 0,00 A
31 32 31 32

Project File: 191017 calibration - 191028-29 repet
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31/10/2019 12:05:45 Page 1/1

SHIMADZU

Labsolutions Analysis Report

<Sample Information>

Sample Name
Sample ID
Data Filename

: beurre de cacao

 beurre de cacao_002.gcd

Method Filename : Acides gras optima60 190704.gcm

Batch Filename

12019 09 23.gcb
03

Vial # : Sample Type : Unknown
Injection Volume :1uL
Date Acquired : 23/09/2019 14:48:35 Acquired by : System Administrator
Date Processed :30/09/2019 12:10:02 Processed by : System Administrator
<Chromatogram>
uv
7 [Te] < N
1 & 38
100000
| 3
1 ~
(o]
50000 -
] Q
N~
| ‘I
1 3 | 3
07 i A
‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T
10 20 30 40 50 60 70
min
<Peak Table>
FID1
Peak# Ret. Time Area Height Conc. Unit Mark Name
1 19.733 110036 46330 0.000 | ppm C11:.0
2 24.597 2126 815 0.000 | ppm M C14.0
3 28.579 803400 217087 0.000 | ppm C16:0
4 34.498 823843 141262 0.000 | ppm C18:0
5 35.224 753306 132837 0.000 | ppm \Y C18:1cis
6 36.725 67901 11653 0.000 | ppm C18:2n6cis
7 44.063 18529 2264 0.000 | ppm C20:0
Total 2579142 552248

C:\LabSolutions\Data\Acides gras\cacao\2019 09 23\beurre de cacao_002.gcd



31/10/2019 12:07:58 Page 1/1

Labsoutions Analysis Report

<Sample Information>

Sample Name : beurre de cacao 30 kGy
Sample ID :
Data Filename : beurre de cacao 30 kGy_004.gcd

Method Filename : HCoptima60 190704.gcm
Batch Filename  :2019 09 25.gcb

Vial # 03 Sample Type : Unknown
Injection Volume :1uL
Date Acquired : 26/09/2019 12:15:45 Acquired by : System Administrator
Date Processed :26/09/2019 13:17:48 Processed by : System Administrator
<Chromatogram>
uV

30000

20000

10000

ol

10 20 30 40 50 60
min
<Peak Table>
FID1
Peak# Ret. Time Area Height Conc. Unit Mark Name
1 10.691 14158 2714 0.000
2 12.031 6673 1512 0.000
3 12.249 6963 1341 0.000 \Y
4 15.426 8626 2346 0.000
5 16.462 9361 2533 0.000 | ppm 1-C12:1
6 17.335 5657 1302 0.000
7 19.192 8560 2192 0.000 | ppm C13:0
8 23.349 26814 6811 0.000
9 24.653 45188 11481 0.000 | ppm 1-C14:1
10 27.690 134125 32717 0.000 | ppm C15:0
11 29.034 9060 2206 0.000
12 32.025 31060 7461 0.000 S
13 32.774 8502 2093 0.000
14 33.393 55856 13592 0.000 | ppm \Y 1-C16:1
15 34.215 23029 5411 0.000 | ppm 1,7-C16:2
16 36.294 184933 43716 0.000 | ppm C17:.0
17 36.800 12377 2461 0.000 \Y
18 36.940 132176 30415 0.000 | ppm \Y 8-C17:1
19 37.633 11226 2663 0.000 | ppm \Y 6,9-C17:2
20 38.208 6765 1572 0.000
21 38.292 8511 1861 0.000 \Y
22 44.061 6788 1706 0.000 S
23 47.084 13618 4021 0.000 | ppm n-eicosane
24 49.655 6139 1865 0.000
Total 776162 185993

C:\LabSolutions\Data\Acides gras\cacao\2019 09 23\beurre de cacao 30 kGy_004.gcd



Project Name | Insight Calibration Report User Admin
Version 3.2.224.1

Date 31/10/2019

Time 11:39:03

ID1: 2-cyclohexylcyclohexanone

Correlation coefficient: ---- Quant Method: External Standard
Calibration curve: Curve type: Linear | Zero: Force Through | Weighting: None | Equation: y = 45678,29x + 0,0000000

g 50000 4 X Data Filename Sam Ca! Area Are?a Conc. Accur
< ) ple Point Ratio acy(%)
] Na
| X me
40000 ] ETALONS 005 PPM SI 1 PPM_6 (Not O
b Available)
) ETALONS 01 PPM SI 1 PPM_7 (Not O cee e e e
] Available)
| ETALONS 02 PPM SI 1 PPM_8 (Not [
30000 j Available)
7 ETALONS 05 PPM SI 1 PPM_9 (Not O cee e e e
] Available)
| ETALONS 1 PPM SI 1 PPM_10 (Not 0O -
20000 j Available)
7 ETALONS 2 PPM SI'1 PPM_11 (Not O cee e e e
) Available)
i ETALONS 5 PPM SI 1 PPM_12 (Not 0
10000 ] Available)
0 L ) B L B N R |
0,0 0,2 04 0,6 0,8
Conc. (ppm)

ID2: 2-dodecylcyclobutanone

Correlation coefficient: R? = 0.9992772 R = 0.9996385 Quant Method: External Standard
Calibration curve: Curve type: Quadratic | Zero: Force Through | Weighting: None | Equation: y = 1944,183x* + 36905,33x + 0,0000000

3 q Data Filename Sam Cal Area Area Conc. Accur
< 2,250€5 ple Point Ratio acy(%)
] Na
] me
2,000e5 E ETALONS 005 PPM SI 1 PPM_6 (Not O e e e e
] Available)
1,750e5 5 ETALONS 01 PPM SI 1 PPM_7 (Not 0
] Available)
1,500e5 7 ETALONS 02 PPM SI 1 PPM_8 (Not O - e e e
E Available)
1,250e5 ETALONS 05 PPM SI 1 PPM_9 (Not [
il Available)
1,000e5 ETALONS 1 PPM SI 1 PPM_10 (Not O e e e e
] Available)
7,500e4 ETALONS 2 PPM SI 1 PPM_11 (Not [
] Available)
5,000e4 ETALONS 5 PPM ST 1 PPM_12 (Not O e e e e
] Available)
2,500e4
0,000e0 ‘ ‘ \ T T
0 1 2 3 4 5
Conc. (ppm)
Data path D:\191029 Page 1 of 2 Verified by
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ID3: 2-tetradecylcyclobutanone

Correlation coefficient: R* = 0.9992312 R = 0.9996155 Quant Method: External Standard

Calibration curve: Curve type: Quadratic | Zero: Force Through | Weighting: None | Equation: y = 1036,357x* + 24262,41x + 0,0000000

3 ] Data Filename Sam Cal  Area Area Conc. Accur
< 4 ple Point Ratio acy(%)
1,400e5 Na
] me
1,20065: ETA.LONSOOSPPMSIlPPM_G(Not | e
1 Available)
. ETALONS 01 PPM SI 1 PPM_7 (Not O - e e -
1,000e5 Available)
] ETALONS 02 PPM SI 1 PPM_8 (Not S
] Available)
8,000e4 ETALONS 05 PPM SI 1 PPM_9 (Not [
] Available)
: ETAL
6,000e4 - LONS 1 PPM SI1PPM_10 (Not O
] Available)
p ETALONS 2 PPM SI 1 PPM_11 (Not O - e e -
4,000e4 Available)
] ETALONS 5 PPM SI 1 PPM_12 (Not S
1 Available)
2,000e4
] %
0,000e0 PS5+ —————
0 1 2 3 5
Conc. (ppm)
Data path D:\191029 Page 2 of 2 Verified by
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Batch file
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ID1: 2-cyclohexylcyclohexanone

Correlation coefficient: ---- Quant Method: External Standard

Calibration curve: Curve type: Linear | Zero: Force Through | Weighting: None | Equation: y = 45678,29x + 0,0000000

g 50000 X Data Filename Sample Name Cal Area  Area Conc. Accur
< b Point Ratio acy(%)
40000 3 % Etalons 005 ppm SI'1 ppm_6 Etalons 005 ppm SI'1 ppm 46501 ---- 1,018 101,80
] Etalons 01 ppm SI'1 ppm_7 Etalons 01 ppm SI 1 ppm 50996 ---- 1,116 111,64
] Etalons 02 ppm SI'1 ppm_8 Etalons 02 ppm SI 1 ppm 40656 ---- 0,890 89,01
30000 Etalons 05 ppm SI 1 ppm_9 Etalons 05 ppm SI 1 ppm 45936 ---- 1,006 100,56
] Etalons 1 ppm SI'1 ppm_10 Etalons 1 ppm SI 1 ppm 43319 ---- 0,948 94,83
20000 E Etalons 2 ppm SI'1 ppm_11 Etalons 2 ppm SI'1 ppm 47296 ---- 1,035 103,54
] Etalons 5 ppm SI'1 ppm_12 Etalons 5 ppm SI 1 ppm 45044 ---- 0986 98,61
10000
0 T
0,0 0,5
Conc. (ppm)
ID2: 2-dodecylcyclobutanone
Correlation coefficient: R* = 0.9986894 R = 0.9993445 Quant Method: External Standard
Calibration curve: Curve type: Quadratic | Zero: Force Through | Weighting: None | Equation: y = 527,6440x> + 8306,300x + 0,0000000
3 Data Filename Sample Name Cal Area  Area Conc. Accur
< 50000 Point Ratio acy(%)
Etalons 005 ppm SI 1 ppm_6 Etalons 005 ppm SI'1 ppm | ---- me- - ----
40000 Etalons 01 ppm SI'1 ppm_7 Etalons 01 ppm SI 1 ppm ---- It ----
Etalons 02 ppm SI'1 ppm_8 Etalons 02 ppm SI'1 ppm 1424 ---- 0,170 84,80
30000 Etalons 05 ppm SI'1 ppm_9 Etalons 05 ppm SI 1 ppm 3233 ---- 0,380 76,01
Etalons 1 ppm SI'1 ppm_10 Etalons 1 ppm SI'1 ppm 7907 ---- 0,900 90,04
20000 Etalons 2 ppm SI'1 ppm_11 Etalons 2 ppm SI 1 ppm 19777 ---- 2,101 105,03
Etalons 5 ppm SI'1 ppm_12 Etalons 5 ppm SI'1 ppm 54602 ---- 4,991 99,82
10000
0 \
0 4
Conc. (ppm)
ID3: 2-tetradecylcyclobutanone
Correlation coefficient: R* = 0.9996110 R = 0.9998055 Quant Method: External Standard
Calibration curve: Curve type: Quadratic | Zero: Force Through | Weighting: None | Equation: y = 281,9132x? + 5827,192x + 0,0000000
3 i Data Filename Sample Name Cal Area Area Conc. Accur
< 1 Point Ratio acy(%)
30000 ] Etalons 005 ppm SI' 1 ppm_6 Etalons 005 ppm SI'1 ppm | ---- me- - ----
] Etalons 01 ppm SI'1 ppm_7 Etalons 01 ppm SI 1 ppm | ---- It ----
g Etalons 02 ppm SI'1 ppm_8 Etalons 02 ppm SI 1 ppm 1195 ---- 0,203 101,54
20000 ] Etalons 05 ppm SI'1 ppm_9 Etalons 05 ppm SI 1 ppm 2597 ---- 0436 87,29
b Etalons 1 ppm SI1 ppm_10 Etalons 1 ppm SI 1 ppm 5796 ---- 0951 95,09
] Etalons 2 ppm SI'1 ppm_11 Etalons 2 ppm SI 1 ppm 13133 ---- 2,050 102,52
10000 ] Etalons 5 ppm SI'1 ppm_12 Etalons 5 ppm SI 1 ppm 36144 ---- 4995 9991
0 T
0 4
Conc. (ppm)
Data path D:\191029 Page 1 of Verified by
Processing file 191017 calibration - 191028-29 1

repet ion 112.damlp
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