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RESUMO

A fritura ¢ um dos métodos de cozimento mais utilizados em todo o mundo e tem sido
reportado como um processo que aumenta a producdo de acidos graxos trans (AGT). A
formagéo de AGT ocorre pelo processo de isomerizagdo cis-trans da gordura insaturada,
podendo ser favorecida na presenca de ions metalicos e em temperaturas acima de 180 °C.
Este trabalho teve como objetivo avaliar a formacdo de acidos graxos trans em amostras de
oOleos de soja e canola em temperatura tipica de aquecimento (180 + 5)°C na presenca de ions
de cobre e ferro ao longo de 24 h de aquecimento. Para quantificar os acidos graxos trans no
6leo antes e ap0s 0 aquecimento, a transesterificacdo alcalina foi otimizada, seguida da
validacdo do método empregando a analise por cromatografia em fase gasosa com detector de
ionizacdo de chama (GC-FID). A otimizacdo da transesterificacdo foi realizada de maneira
univariada e, nas condi¢Ges recomendadas, empregou-se os fatores estudados nas seguintes
condicdes: concentracdo da solugdo metandlica de KOH a 2,0 mol L, tempo de agitagdo de
40 s, volume da solucdo saturada de NaCl de 3,0 mL e solvente n-heptano. Na validacdo do
método cromatografico foram avaliados os limites de deteccdo e quantificacdo, linearidade,
precisdo e exatiddo. Os teores de Cu e Fe foram quantificados nos Oleos antes do
aquecimento, sendo encontrados valores compativeis com a literatura, revelando a
contaminacdo de origem. Para o Oleo de soja observou-se que, nos experimentos de
aquecimento sem adicdo de metais houve a formacdo em g/100g de C18:1, 9t; C18:2, 9c 12t;
C18:2, 9t 12c e C18:3 trans em 24 h de, respectivamente: 0,10+0,02; 0,38+0,02; 0,36+0,02 e
0,92+0,01. Para o 6leo de canola a formagdo em g/100g de C18:1, 9t; C18:2, 9c 12t; C18:2, 9t
12c e C18:3 trans foi de, respectivamente: 0,31+0,04; 0,23+0,02; 0,24+0,02 e 1,25+0,02. No
estudo da influéncia dos metais Cu e Fe na concentragio de 10, 30 e 50 pg kg de dleo, de um
modo geral, a adicdo dos ions metalicos as amostras provocou um aumento nas concentracdes
dos acidos graxos trans. Em termos de efeito catalitico, o ferro foi 0 metal que mostrou-se
mais eficiente em promover um aumento nas concentracdes em relagdo ao cobre, sendo que,
em geral, esses efeitos eram superiores na concentracio de 50 ug kg?. Os resultados do
presente trabalho sdo de grande importancia para a sociedade em geral pois aborda a
problemaética relacionada a formacéo de AGT em 6leos quando submetidos ao aquecimento.
Os metais cobre e ferro podem estar presentes em utensilios e recipientes e geram uma maior

formacdo de AGT durante o aquecimento.

Palavras-chave: 0leos vegetais, aquecimento, &cidos graxos trans, ions metalicos.
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ABSTRACT

Frying is one of the most widely used cooking methods in the world and has been reported as
a process that increases the production of trans fatty acids (TFA). The formation of TFA
occurs through the cis-trans isomerization process of the unsaturated fat, which can be
favored in the presence of metallic ions and at temperatures above 180°C. The objective of
this work was to evaluate the formation of trans fatty acids in samples of soybean and canola
oils at typical heating temperature (180 = 5)°C in the presence of copper and iron ions over 24
h of heating. To quantify the trans fatty acids in the oil before and after heating, the alkaline
transesterification was optimized, followed by the validation of the method using gas
chromatographic analysis with flame ionization detector (GC-FID). The optimization of the
transesterification was performed in a univariate manner and, under the recommended
conditions, the following factors were used: concentration of KOH methanolic solution at 2,0
mol L, stirring time of 40 s, volume of the saturated solution of 3,0 mL NaCl and n-heptane
solvent. In the validation of the chromatographic method the limits of detection and
quantification, linearity, precision and accuracy were evaluated. The Cu and Fe contents were
quantified in the oils before heating, and values compatible with the literature were found,
revealing the contamination of origin. For the soybean oil it was observed that in the heating
experiments without addition of metals there was formation in g/100g of C18:1, 9t; C18:2, 9c
12t; C18:2, 9t 12c and C18:3 trans in 24 h of, respectively: 0,10+0,02; 0,38+0,02; 0,36+0,02
and 0,92+0,01. For canola oil the formation in g/100g of C18:1, 9t; C18:2, 9c 12t; C18:2, 9t
12c¢ and C18:3 trans was, respectively: 0,31+0,04; 0,23+0,02; 0,24+0,02 and 1,25+0,02. In
the study of the influence of the metals Cu and Fe in the concentration of 10, 30 and 50 pg kg
! of oil, in general, the addition of the metal ions in the samples caused an increase in the
concentrations of the trans fatty acids. In terms of the catalytic effect, iron was the metal that
proved to be more efficient in promoting an increase in the concentrations in relation to
copper, and, in general, these effects were higher in the concentration of 50 ug kg?. The
results of the present work are of great importance for the society in general as it addresses the
problems related to the formation of TFA in oils when submitted to heating. Copper and iron
metals may be present in utensils and containers and generate increased TFA formation

during heating.

Keywords: vegetable oils, heating, trans fatty acids, metal ions.

XV



1. INTRODUCAO

Os oOleos e gorduras comestiveis sdo nutrientes essenciais da dieta humana, sendo
constituintes do metabolismo primario, apresentando papel vital mediante o fornecimento de
acidos graxos essenciais, energia, vitaminas lipossolGveis e outros compostos benéficos a
salde (ERATTE et al., 2017). Atuam também como precursores na sintese de horménios
como esteroides e prostaglandinas (LI et al., 2016). Os acidos graxos monoinsaturados e
polinsaturados, presentes em Oleos vegetais, estdo associados a diminuicdo dos riscos de
doenca coronariana e, portanto, sdo geralmente considerados saudaveis (BENDSEN et al.,
2011). Em todo o mundo, o consumo de 6leo comestivel vem aumentando constantemente.
Vaérios fatores estdo associados com o aumento do consumo de 6leos e gorduras, como o
aumento da renda per capita, urbanizacdo e mudanca para dietas obesogénicas observadas em
todo o0 mundo (KOJIMA, PARCELL e CAIN, 2016).

Os 6leos vegetais de soja, colza, palma e milho representam uma fracdo importante da
dieta humana, além de ser fonte de energia (9 kcal/g) e de acidos graxos essenciais como
linoleico (C18:2) e linolénico (C18:3) (ENDO, 2018). Em adicdo as qualidades nutricionais,
os Oleos e gorduras proveem consisténcia e caracteristicas de fusdo especificas aos produtos
que os contém, atuam como meio de transferéncia de calor durante o processo de fritura e
como carreadores de vitaminas lipossolUveis e aroma (BHARDWAJ et al., 2011; ENDO,
2018; YOUNG, 1985). Alem disso, os lipidios afetam a estrutura, estabilidade, sabor, aroma,
qualidade de estocagem, caracteristicas sensoriais e visuais dos alimentos (ENDO, 2018;
O’BRIEN, 1998).

A fritura é um dos métodos de cozimento mais utilizados em todo o mundo,
especialmente em se tratando de 6leos comestiveis, e tem sido indicado como um processo
gue aumenta a producdo de acidos graxos trans (AGT), sendo dependente das condicdes
aplicadas, incluindo a temperatura, tempo, tipo de 6leo, composicdo de acidos graxos e
presenca de antioxidantes. A notavel popularidade da fritura é devido as suas caracteristicas
favoraveis, incluindo cozimento rapido, praticidade, baixo custo de investimento, sabor e cor
atraentes do produto final (BANSAL et al., 2009; ZIAIIFAR et al., 2010). Durante 0 processo
de fritura, algumas reacGes quimicas ocorrem no Oleo, incluindo isomerizagdo, hidrolise,
oxidacéo, ciclizacdo e polimerizagéo, e os produtos resultantes podem modificar as condic¢des
fisicas e caracteristicas quimicas de 6leos comestiveis, tais como a viscosidade, composi¢do
de &cidos graxos e substancias polares totais (GERTZ, 2000; GOYAL e SUNDARARAJ,
2009).
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A presenca de &cidos graxos na alimentacdo humana, especialmente dos acidos graxos
trans, e seus efeitos na salde tém se destacado como temas de interesse de novos estudos e
pesquisas (DJOUSSE et al., 2014; FLOCK e KRIS-ETHERTON, 2013; GANGULY et al.,
2016; HUA et al., 2017). Os AGT séo encontrados naturalmente em pequenas quantidades em
alimentos de origem animal, como leite e carne bovina, devido & biohidrogenacdo e também
em gorduras vegetais hidrogenadas industrialmente, a partir da reacdo de hidrogenacgéo
catalitica (GALVIN et al., 2016).

O tipo de gordura consumida e o0 seu estado de oxidacdo influenciam o
desenvolvimento de doencas cronicas vasculares. O uso generalizado de Oleos vegetais
parcialmente hidrogenados tem levantado questdes sobre os efeitos na salde decorrentes do
consumo de AGT. Existem estudos que citam o consumo de AGT como fatores de risco para
doencas crbnicas como, doencas cardiacas, diabetes mellitus e sindrome metabodlica
(ESTADELLA et al., 2013), devido ao acumulo destes componentes em diversos 6rgaos
como coracao e figado, além de tecidos (GANGULY et al., 2016).

Considerando a producédo dos AGT e as questdes relacionadas a saude, sdo necessarios
estudos comparativos de diferentes métodos de frituras para avaliar as influéncias sobre os
aspectos nutricionais e sensoriais dos alimentos, incluindo a formacéo dos acidos graxos trans
(NEFF et al., 2014).

A literatura cita diversos estudos sobre a formacdo dos &cidos graxos trans durante a
oxidacdo térmica de 6leo (BALTACIOG™LU, 2017; BHARDWAJ et al., 2016; CHEN et al.,
2014; CUl et al., 2017; GOTOH et al., 2018; HOU, JIANG e ZHANG, 2012; KALA, JOSHI
e GURUDUTT, 2012; MENAA et al., 2013), todavia, ndo ha estudos que investigam a
presenca de metais em 6leos de soja e canola sob aquecimento por diferentes intervalos de
tempo em temperatura tipica utilizada na fritura de alimentos. Assim sendo, este estudo visa,
dentre outros fatores, avaliar o impacto da formacédo dos AGT do ponto de vista da presenca

dos metais.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Determinar o teor de &cidos graxos trans em amostras de 6leos de soja e canola em

temperatura tipica de aquecimento com e sem adi¢do de ions metélicos.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1

2.2.2

2.2.3

2.24

2.2.5

Otimizar a transesterificagdo alcalina com base no Método 055/1V do Instituto
Adolf Lutz - Preparacdo de esteres metilicos de acidos graxos para
determinacéo de &cidos graxos para posterior determinacdo por cromatografia
em fase gasosa;

Implementar 0 método cromatografico em fase gasosa com detector de
ionizacdo de chama (DIC) para determinacdo de acidos graxos;

Quantificar os acidos graxos trans nas amostras de 6leo de soja e canola a
temperatura ambiente (25°C) e apds 0 aquecimento por intervalos de tempo
variaveis, na temperatura empregada em processos de fritura (180°C + 5°C);
Quantificar os acidos graxos trans nas amostras de 6leo de soja e canola apés o
aquecimento por intervalos de tempo variaveis, na temperatura empregada em
processos de fritura (180°C + 5°C) com adic&o dos ions metalicos Cu?* e Fe*
em trés diferentes concentracoes;

Avaliar a influéncia dos ions metalicos Cu®* e Fe3* na formacdo dos &cidos
graxos trans nas amostras de Oleo de soja e canola em temperatura tipica de

fritura.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Acidos graxos

3.1.1 Definicdo

Sdo denominados acidos graxos (AG) todos os acidos monocarboxilicos alifaticos originarios
da hidrdlise de 6leos e gorduras (FAHY et al., 2009). Em geral, possuem uma cadeia longa
constituida de atomos de carbono e hidrogénio (hidrocarboneto) e um grupo terminal,
caracteristico de &cidos organicos, denominado de grupo carboxila (RIBEIRO e SERAVALLI,
2004). A grande maioria dos acidos graxos encontrados em animais e plantas terrestres tem
nimero par de carbonos na cadeia, e quando insaturados, na maioria das vezes, tem a
configuragdo cis. Todos esses &cidos existem na natureza principalmente na forma dos ésteres
de glicerol ou de alcoois alifaticos de cadeia longa, embora possam ocorrer em quantidades
menores na forma de ésteres de vitamina A, de esterdis ou de outros compostos ciclicos e
acidos livres (BOBBIO e BOBBIO, 2003). Podem também estar presentes, sob a forma de
ésteres, nos esfingolipidios, cerebrosidios, lipoproteinas, colesterol e fitoesterdides (VIANNI
e BRAZ-FILHO, 1996). Desempenham varias fungdes bioldgicas essenciais como, por
exemplo, producdo de energia, estrutura de membranas, imunidade e inflamacdo (RUSTAN e
DREVON, 2005).

Umas das principais fontes de acidos graxos sdo os lipidios, pois sdo formados por
ésteres de acidos e alcoois graxos, ou seja, os glicerideos. Vale salientar ainda que, os lipidios
sdo encontrados em: Gleos comestiveis; gorduras; carne; produtos lacteos; peixe e nozes
(DORNI et al., 2018).

Os acidos graxos livres ocorrem em quantidades pequenas nos 6leos e gorduras, mas
participam da construcdo das moléculas de glicerideos e de certos ndo glicerideos,
representando até 96% da massa total dessas moléculas (RIBEIRO e SERAVALLI, 2004).

Gorduras e Oleos comestiveis sdo diferenciados pela estrutura do glicerideo
(comprimento da cadeia, posi¢do da ligacdo dupla e orientagdo cis/trans), bem como, pela
proporcao relativa de acidos graxos saturados e acidos graxos insaturados (nimero e posicao
das ligacGes duplas) (O’BRIEN, 2008). Quando trés moléculas de acidos graxos sdo
combinadas com uma molécula de glicerol através do processo esterificacdo temos um

triacilglicerol (TAG) (Figura 1). Por hidrélise total, uma molécula de TAG origina trés
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moléculas de acidos graxos livres e uma de glicerol. No caso de hidrélise parcial, é formado
acido graxo livre, diacilglicerol ou monoacilglicerol (BOBBIO e BOBBIO, 2003).

Figura 1. Representacdo geral da reacdo de esterificacdo e hidrolise para formacéo de

triacilglicerol.
0]
OH 0 0 (0] Esterificagéo 0 >_R1
o Jr X X "l o
OH RTi "OH R; "OH R} OH Hidrélise D—<:
Glicerol Acidos Graxos Triacilglicerol °
JRs
0]

Os &cidos graxos possuem uma cadeia carbénica que varia de 2 a 36 ou mais &tomos
de carbono além de um grupo metilico (CHz) e um grupo carboxilico (HO-C=0) em extremos
opostos (ASSIS, 1999; GOMEZ, 2003). A cadeia carbdnica dos &cidos graxos saturados esta
sob a forma estendida em virtude da sua conformacdo linear e flexivel, sendo o estado de
menor energia, 0 que permite 0 empacotamento e aumento de interacdo das moléculas pela
maior proximidade (GOMEZ, 2003; KUS, 2009).

Na natureza, os acidos graxos estdo normalmente presentes com numeros pares de
atomos de carbono e de cadeia contendo de 10 a 22 4tomos sem ramificagdes (GURR et al.,
2002). Podem ser classificados pelo tamanho da cadeia em termos de nimero de carbonos:
curta (2-8); média (8-12) e longa (13-24) ou em acidos graxos saturados (AGS),
monoinsaturados (AGMI) e polinsaturados (AGPI), dependendo da presenca ou auséncia de
ligacBes duplas (KOSTIK, MEMETI e BAUER, 2013). Os principais AGPI séo: &cido
linoleico (cis-9,12-4cido octadecadiendico, C18:2) e acido a-linolénico (cis-9,12,15-
octadecatrienoico, C18:3), que sdo chamados de acidos graxos essenciais, ja que eles ndo
podem ser sintetizados pelo corpo humano e precisam ser fornecidos através da dieta. As
principais fontes de lipidios da dieta humana sdo os 6leos comestiveis, gorduras, carne,
produtos lacteos, peixe e nozes (DORNI et al., 2018).

As caracteristicas fisicas e quimicas de 4acidos graxos como temperatura de
congelamento, solubilidade e propriedades nutricionais dependem do ndmero de dtomos de
carbono, da posicdo e da configuragdo da ligacdo dupla (isémeros cis-trans), no caso de
acidos insaturados. Nos acidos graxos saturados os atomos de carbonos estdo ligados entre si
por ligagdes simples (ligacao &) e simples e duplas (ligagdes m) nos &cidos graxos insaturados.
Essas ligacdes dupla estdo localizadas na cadeia de forma ndo conjugada (sistema 1,4-diénico)

quase sempre separadas por grupo metilénico (a-CH2) sendo que as duas unidades da
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molécula estdo localizadas em cada um dos lados da liga¢do dupla assumindo a configuracdo
espacial do tipo cis = Z, sendo que essa configuracdo podera ser convertida no isémero trans
= E, quando da ocorréncia de algumas reacdes quimicas (VIANNI e BRAZ-FILHO, 1996).

A insaturacdo presente nos acidos graxos restringe a rotacdo da cadeia hidrocarbonada
e permite a isomeria sendo uma das formas de classificacdo em séries/familias. Desta forma a
nomenclatura IUPAC (Internacional Union of Pure and Applied Chemistry) tem como
referéncia o radical carboxila e na outra extremidade da cadeia, o radical metila é a base da
nomenclatura 6mega (KUS, 2009).

No sistema de nomenclatura oficial, o namero de carbonos € indicado por um prefixo
grego sendo, como exemplo, dodeca- (12 carbonos), tetradeca- (14 carbonos), hexadeca- (16
carbonos), octadeca- (18 carbonos), eicosa- (20 carbonos) e docosa- (22 carbonos). Os acidos
graxos saturados sdo conhecidos pelo sufixo andico, 0s mono insaturados por endico, para 0s
di-insaturados como diendico e os tri-insaturados por triendico (VIANNI e BRAZ-FILHO,
1996).

Os acidos graxos também podem ser representados por letras gregas minusculas,
referindo a posigdo do carbono no acido graxo. A letra a (alfa) se refere ao primeiro carbono
adjacente ao grupo carboxila, B (beta) ao segundo carbono ¢ ® (6mega) ao ultimo carbono
(MARTINS et al., 2008; NOVELLO, FRANCESCHINI e QUINTILIANO, 2008). A posicéao
da ligacdo dupla na cadeia carbénica é definida por um numero arabico, atribuindo-se 1 ao
carbono da carboxila ou o da carbonila da funcdo éster correspondente ao acido graxo. Essa
estrutura quimica também pode ser indicada por uma notacao simplificada na qual se escreve
0 numero de atomos de carbono seguido de dois pontos e do numero de ligacdes duplas
presentes na molécula. Em seguida identifica-se a posicao da primeira ligacdo dupla pela letra
grega 6dmega, Figura 02 (VIANNI e BRAZ-FILHO, 1996).
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Figura 2. Acidos graxos naturais dos tipos 6mega 3 e 6mega 6 (Timberlake, 2012).
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Os acidos graxos saturados apresentam temperaturas de fusdo relativamente elevadas e

geralmente possuem elevada viscosidade e podendo ser sélidos a temperatura ambiente. Os

acidos graxos insaturados geralmente sdo liquidos a temperatura ambiente, conforme

apresentado abaixo na Tabela 1. Quando existe mais de uma ligacdo dupla, estas sdo sempre

separadas por pelo menos 3 carbonos e nunca sdo adjacentes nem conjugadas (BOBBIO e
BOBBIO, 2003; DIXIT e DAS, 2012; TIMBERLAKE, 2012; WAHEED et al., 2009).
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Tabela 1. Nomenclaturas, estruturas e pontos de fusdo dos &cidos graxos comuns (TIMBERLAKE, 2012).

Nome Nome Temperatura
Trivialdo  sistematico do Delta (A) Omega (o) Estrutura perar Fonte
de fuséo (°C)
AG AG
Acidos graxos saturados
O
Caprico Decandico C10:0 - /\/\/\/\)J\ 32 Pele de
OH caprinos
Laurico Dodecandico C12:.0 i /\/\/\/\/\)Oj\ 43 Céco
OH
o]
Miristico Tetradecanoico C14:0 i /\/\/\/\/\/\)J\OH 54
Noz-moscada
O
Palmitico Hexadecanoico C16:0 ] /\/\/\/\/\/\/\)J\OH 62 Palma
Estearico Octadecandico C18:0 - 9 69 Gordura animal
/\/\/\/\/\/\/\/\)LDH
Oleos de:
0 .
idi i O /\/\/\/\/\/\/\/\/\)J\ 76 amendoim,

Araquidico Eicosanoico C20:0 ) OH vegetais e peixe
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Nome Nome
Trivial do sistematico do

AG AG
Acidos graxos monoinsaturados
Cis-9-
Palmitoléico  hexadecendico
cis-9-
Oleico octadecenoico

Acidos graxos poli-insaturados

cis-9,12
octadecadiendico
Linoleico
cis-9,12, 15
octadecatrienoico
Linolénico

cis-b, 8, 11, 14
eicosatetraenoico
Araquiddnico

Delta (A)

C16:1 A°

C18:1 A®

C18:2 A%

C18:3 A?1215

C20:4 ABB1L14

Omega (o)

Omega -7

Omega -9

Omega -6

Omega -3

Omega -6

Estrutura

/H.f\\\/ /:\\v/ /:\\\’/ /:\\“-v//:\\\»//\\

Temperatura Fonte
de fuséo (°C)

Manteiga e 6leo

0 de peixe
Azeite de oliva
13 e Oleo de milho
6leo de soja,
cartamo e
-9 girassol
-17 Milho
-50 Prostaglandina

Na Tabela 2, sdo mostrados os teores de &cidos graxos saturados, monoinsaturados e polinsaturados de alguns éleos vegetais. Pode-se

observar que o 6leo de girassol é o que possui um maior teor de acidos graxos polinsaturados e o0 6leo de oliva é o que possui 0 menor teor. Por

outro lado, observa-se que o azeite de oliva tem o0 maior percentual de acidos graxos monoinsaturados (REDA e CARNEIRO, 2007).

24


https://www.clearsynth.com/en/CST38584.html
https://www.clearsynth.com/en/CST38584.html
https://www.differencebetween.com/difference-between-linoleic-acid-and-vs-conjugated-linoleic-acid/

Tabela 2. Teor médio dos &cidos graxos em 0leos vegetais (%).

Acidos graxos (AG)

Oleo Polinsaturado
Saturados Monoinsaturados
Linoleico Linolénico
Canola 6 58 26 10
Girassol 11 2 69 -
Milho 13 25 61 1
Oliva 14 77 8 <1
Soja 15 24 54 7

REDA e CARNEIRO, 2007

3.2 Oxidacao lipidica

A oxidacdo dos constituintes lipidicos constitui reacdo importante que limita a vida-de-
prateleira de varios alimentos. As alteracdes na qualidade dos alimentos podem ser percebidas
pelas mudancas nas caracteristicas sensoriais, no valor nutricional e pela producdo de
compostos potencialmente toxicos (MARIUTTI e BRAGAGNOLO, 2009). A diferenca na
composi¢do e no grau de insaturacdo dos acidos graxos presentes nos 6leos e gorduras pode
alterar as suas qualidades fisico-quimicas, além de favorecer ou diminuir as alteracdes
quimicas sofridas durante o processo, armazenamento e preparo desses produtos. Sdo diversas
as alteracdes que podem acometer os lipidios, sendo a oxidacdo a mais comum, e pode ser
favorecida por fatores como luz, presenga de metais, calor, contato com oxigénio, entre outros
(BOBBIO e BOBBIO, 2003; MORETTO et al., 2002).

A oxidacao lipidica é o termo geral utilizado para descrever uma sequéncia complexa de
alteracdes quimicas resultantes da interacdo de lipidios com oxigénio. Durante esse processo,
0s &cidos graxos esterificados em triacilglicerdis e fosfolipidios decompdem-se, formando
moléculas pequenas e volateis que produzem os aromas indesejaveis conhecidos como
rancidez oxidativa. Este processo pode ser descrito por trés etapas gerais: iniciacdo,
propagacao e terminacdo. Na inicia¢do ha a abstragdo do hidrogénio de um &cido graxo para a
formacdo de um radical conhecido como aquila. Uma vez formado, o radical formado é
estabilizado atraves da mudanca de configuragéo cis ou trans. A facilidade para a formacao de
radicais de &cidos graxos aumenta com o crescimento da insaturacao, isto porque, a energia de

dissociacdo da ligacdo covalente carbono-hidrogénio em uma cadeia alifatica é de 98 kcal
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mol™. Se o 4tomo de carbono é adjacente a uma ligagdo dupla, a ligacdo covalente carbono-
hidrogénio torna-se mais fraca com energia de dissociagdo de 89 kcal.mol™. Em &cidos graxos
polinsaturados, as ligacdes duplas apresentam-se em uma configuracdo de pentadieno com
carbono metilénico intermediario. Adicionalmente, quando ligacdo covalente desse carbono é
enfraquecida por duas ligacdes duplas, a energia de dissociacdo é ainda menor de 80 kcal.mol
! (DAMODARAN, PARKIN e FENNEMA, 2010).

Na etapa de iniciacdo ocorre a formacao de radicais. Esta reacdo tem elevada energia de
ativacdo, ndo ocorrendo de forma espontanea. Para o seu desenvolvimento é necessaria a
presenca de catalisadores, tais como luz visivel, radiacdo ultravioleta, metais (cobre, ferro,
niquel, cobalto e manganés) ou metaloproteinas (grupo heme) (JORGE, 2009). Segundo
Fogaga e Sant’ana (2009), os radicais sdo espécies quimicas que apresentam Um OuU mais
elétrons desemparelhados no seu ultimo orbital, o que os tornam altamente reativos. Devido a
essa caracteristica de alta reatividade, tais espécies quimicas podem alterar a estrutura e a
funcéo de componentes celulares e extracelulares, contribuindo para o surgimento de doengas.

Uma vez formado, o radical (Re) reage com o oxigénio e origina o radical peroxila
(ROO¢). Este, por sua vez, abstrai um atomo de hidrogénio do carbono a-metilénico de outro
acido graxo insaturado adjacente, produzindo hidroperoxidos (ROOH) e outro radical alila
(R*) que retroalimenta a reacdo. No inicio da fase de propagacdo os hidroperoxidos
acumulam-se, porém, devido a sua natureza instavel, com o decorrer da reacdo oxidativa, eles
comecam a se decompor. Os ions metalicos, tais como ferro, cobalto, cobre e molibdénio,
podem atuar como catalisadores dessa decomposi¢do. Como resultados da decomposicdo dos
hidroperoxidos, obtém-se hidrocarbonetos e &cidos graxos de cadeia curta, radicais e
compostos volateis, como carbonilas (aldeidos e cetonas), responsaveis pelo odor de ranco.
Na etapa de terminacdo ocorre reducdo da quantidade de acidos graxos insaturados no sistema
e os radicais ligam-se uns aos outros formando compostos estaveis. Os produtos finais da
oxidacdo lipidica sdo derivados da decomposicéo dos hidroperdxidos, como alcoois, aldeidos,
cetonas, ésteres e outros hidrocarbonetos, além de produtos de elevados pesos moleculares
resultantes de reacOes de dimerizacdo e polimerizacdo. Este processo também é catalisado por
tracos de metais, principalmente cobre e ferro (JORGE, 2009).

Sabendo-se que a oxidacdo de lipidios € uma reacdo que nao pode ser totalmente cessada e
que, uma vez iniciada, ocorre em alta velocidade, o seu inicio pode ser retardado pela adi¢édo
de antioxidantes. Além disso, para retardar o inicio da oxidagdo em Oleos vegetais deve-se
adotar alguns cuidados no seu processamento, como 0 uso de equipamentos em ago inox,

embalagens herméticas, refrigeracdo e protecdo contra raios ultravioletas. A diferenca da
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estabilidade entre os diversos tipos de 6leos vegetais é decorrente principalmente da presenca
de &cidos graxos polinsaturados e da quantidade de y- e &-tocoferdis, além da adicdo de
antioxidantes sintéticos. Antioxidantes, presentes naturalmente em Oleos vegetais ou
adicionados a estes, sdo substancias inibidoras da oxidacdo lipidica, ou seja, ajudam na
prevencdo da deterioracdo que ocorre em 06leos devido a reacdo de oxidacdo, causada por
espécies reativas de oxigénio. O principal antioxidante natural encontrado em éleos vegetais é
o tocoferol, podendo ocorrer em quatro formas diferentes: a, B-, y- e d-tocoferol. Estas
substancias apresentam alto valor nutricional, possuindo também atividade antioxidante
(principalmente nas formas de y- e &- tocoferois) e poder vitaminico E (em especial nas
formas o- e - tocoferdis) (TASAN e DEMIRCI, 2005).

A presenca de metais também é um fator que contribui para a degradacdo lipidica.
Pera et al. (2002) reportaram que a contaminacdo de 6leo por metais pode ser devida tanto a
fatores enddgenos como exdgenos. A presenca destes metais no solo, na agua e no
metabolismo da planta representa fatores enddgenos e as contaminacgdes, atraves dos métodos
de colheita, extracdo e procedimentos de acondicionamento do 6leo, sdo fatores exdgenos
(LA PERA et al., 2002). Os metais nos 6leos vegetais podem ter fontes diferentes, como
processos de tratamento (branqueamento, refino e desodorizacdo), corrosao de equipamentos
de processamento e moagem, procedimentos de armazenamento, residuos fungicidas
utilizados na agricultura, contaminagdo do solo ou metais emitidos por veiculos e industrias
perto do local de cultivo (SAHAN, BASOGLU e GUCER, 2007). A determinacdo desses
tracos de metais € muito importante, porque eles podem catalisar processos de oxidacao de
cadeias de &cidos graxos, exercendo uma influéncia deletéria na vida de prateleira dos
produtos (GARRIDO et al., 1994). Uma amostra de 6leo de boa qualidade devera apresentar
teor de Cu que pode variar entre 20 ¢ 200 pg kg* (JIMENEZ et al., 2003).

Alguns desses metais podem ser essenciais para 0 organismo de seres vivos, COmo 0
Zn; entretanto, outros sdo potencialmente toxicos como Pb, Cd e Hg (ALLEN et al., 1998). O
chumbo é considerado um dos mais perigosos elementos para a vida humana, porque pode
causar disturbios no sistema nervoso. Pb e Cd, em particular, sdo venenos cumulativos. No
entanto, os antioxidantes do éleo oferecem alguma protecdo contra a toxicidade de Pb e Cd,
reduzindo sua acumulacdo em tecidos animais (NWOKOCHA et al., 2012). O cobre e o ferro
tém acédo bioldgica em doses baixas, mas pode ser toxico em quantidades maiores. Ambos 0s
metais sdo oligoelementos necessarios encontrados em quase todos 0S seres Vivos
(GARRIDO et al., 1994).
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Os antioxidantes sdo compostos quimicos que podem ser utilizados para melhorar a
estabilidade oxidativa das gorduras e éleos interrompendo o mecanismo de radical de auto-
oxidacdo. Antioxidantes sintéticos podem prontamente retardar a oxidacdo lipidica a
temperatura ambiente, mas sdo facilmente degradaveis e podem perder suas atividades em
temperaturas mais altas (ALADEDUNYE e PRZYBYLSKI, 2009a). Zambonin et al. (2008)
demonstraram que 0s antioxidantes como as vitaminas A e E mostram efeitos "anti-
isomerizantes”. O termo genérico "vitamina E" é utilizado para designar oito diferentes
compostos, nomeados a-, -, y- e 6- (alfa, beta, gama e delta) tocoferois e tocotrienois. No
6leo de canola e soja o composto predominante é y-tocoferol (GUINAZI et al., 2009).

Assim sendo, a degradacdo lipidica através do processo de oxidacdo € muito comum em
Oleos e gorduras principalmente quando submetidos as condi¢des favoraveis como por
exemplo, presenca de luz, metais e aquecimento. Desta forma, vé-se que, &cidos graxos
polinsaturados possuem maior potencial de oxidagdo e sdo largamente utilizados em
processos de frituras e preparo de alimentos. Sendo, portanto, importante o estudo sobre 0 uso
de antioxidantes para retardar o inicio da etapa de iniciacdo, no entanto, estes devem ser
avaliados quanto a sua concentracdo ideal, resisténcia térmica e aprovacdo pela Agéncia de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) como aditivo. Além disso, deve-se avaliar o processo de
refino de dleos quanto ao uso dos coadjuvantes de tecnologia que podem agir como
catalisadores se permanecerem no produto final, como por exemplo mistura a base de cromo,

manganés e 0xido de cobre e niquel.

3.3 Acidos graxos trans

Os é&cidos graxos trans (AGT) sdo acidos graxos insaturados (AGI) com atomos de
carbono adjacentes as suas ligacGes duplas em lados opostos, o que gera uma configuracdo
reta e torna 0 composto pastoso a temperatura ambiente. Podem ser classificados em naturais
e industriais, dependendo da sua origem. Naturais sdo encontrados em carne, derivados e
produtos lacteos de animais ruminantes. Industriais sdo formados a partir de uma reacdo de
hidrogenagdo, que consiste na adicdo de 4&tomos de hidrogénio na presenga de um catalisador
(ALBUQUERQUE et al., 2011; ASCHERIO et al., 1999; MOZAFFARIAN et al., 2006).

Segundo Tzeng e Hu (2014), a isomerizacdo do acido graxo insaturado pode ocorrer
por duas vias, ou seja, adicdo reversivel por um radical catalisador ou abstracdo de
hidrogénio, conforme Figura 3. Adicionalmente, as espécies de radicais cataliticos se somam

as especies de ligacao simples C - C e ha a rotacéo de ligagdo C - C. A dissociacdo do radical
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catalisador completa a isomerizagdo. No mecanismo de abstracdo, um hidrogénio alilico é

subtraido pelas espécies de radicais cataliticos, seguido da rotacdo da ligacdo C — C.

(TZENG e HU, 2014).

RH+

R,

Abstracdo de hidrogénio

|

RH+

Figura 3. Vias de reacdo para isomerizacdo iniciadas por radicais de &cidos graxos

O numero, a geometria e a posicéo das ligacGes duplas carbono-carbono interferem na

temperatura de fusdo (Tf) dos &cidos graxos. O &cido oleico (C18:1-9¢) tem Tf = 13°C, seu
isdbmero, o &cido elaidico, (C18:1-9t) tem T = 44°C, e o &cido estearico (18:0) tem Tf=72°C
(Tabela 3) (ASCN/AIN, 1996; BHARDWAJ et al., 2011; VALENZUELA e MORGADO,

1999). Por suas caracteristicas estruturais, os acidos graxos trans (AGT) tém temperaturas de

fusdo mais elevadas quando comparadas com seus isdmeros cis correspondentes, mas inferior

aos acidos graxos saturados com mesmo numero de &tomos de carbono (O’BRIEN, 1998).
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Tabela 3. Estrutura, nomenclatura e temperatura de fusdo dos &cidos: elaidico, oléico e
estearico (adaptado de BHARDWAJ et al., 2011).

Temperatura de

Estrutura Nomenclatura fuséo (T¢), °C
f),
/\/\/\/\/\/\/\/\)ﬁ)\ Acido elaidico 44
23 1 OH (trans)
18 10 C18:1
. 0
107 © . : . 13
1 OH Acido oleico (cis)
C18:1
18
0 Acido estearico
/\/\/\/\/\/\/\/\)J\ (saturado) 72
18 1 O C18:0

Os isdmeros de &cido linoleico (AL) e acido linolénico (ALO) presentes em gorduras
ndo hidrogenadas ou em alimentos ricos em gorduras sdo resultados da exposicdo desses
acidos graxos polinsaturados a alguma forma de tratamento térmico, tais como desodorizacao
a vapor ou degomagem durante o refino de éleos (ACKMAN et al., 1974) ou aquecimento
durante a fritura (GRANDGIRARD, S'EB'EDIO e FLEURY, 1984). Nestes processos, as
ligagdes duplas ndo mudam de posicdo, mas séo isomerizados de cis para trans, resultando na
formacdo de pequenas quantidades de isdmeros geométricos trans de AL e ALO. Na
configuracdo cis da isomeria geométrica, os dois atomos de hidrogénio ligados aos carbonos
da ligagéo dupla estéo espacialmente no mesmo lado da cadeia de carbono enquanto que na
configuracdo trans, estdo diagonalmente opostos um ao outro (RATNAYAKE e GALLI,
2009).

A posicdo da ligacdo dupla nos isbmeros trans C18:1, a partir do carbono carboxilico,
geralmente varia entre A4 para A16. A distribui¢do dos isomeros trans em 6leos vegetais
parcialmente hidrogenados depende da composi¢do dos &cidos graxos do 6leo de origem. A
extensdo da hidrogenacdo é uma distribuicdo Gaussiana que gira em torno da dupla A9 ou
A10 (RATNAYAKE, 2004; YOSHINAGA et al, 2014). Entretanto, a distribuicdo de
isdbmeros trans C18:1 em gorduras lacteas € diferente do que ocorre em 0leos vegetais, pois 0
acido vacénico (C18:1-11t) é sempre o principal isbmero em gorduras de ruminantes (30-60%
do total de t-18:1), enquanto os isdmeros C18:1-9t e C18:1-10t ocorrem em niveis
relativamente baixos (MENDIS et al., 2008).
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Os principais acidos graxos trans polinsaturados encontrados em o6leos vegetais e
6leos de fritura sdo os C18:2-9c, 12t e 0 C18:2-9t, 12c, formados a partir do acido linoleico
(C18:2 9c,12c). Os isdmeros do acido a—linolénico (18:3-9c, 12¢, 15¢) sdo principalmente os
18:3-9t,12c,15c, 18:3-9c,12c,15t e 18:3-9t,12¢,15t (CHARDIGNY et al., 1997; LOI et al.,
2000; BRETILLON et al., 1998).

Cerca de 80% dos &cidos graxos trans da dieta humana provém das gorduras
parcialmente hidrogenadas, obtidas em processo industrial de hidrogenacéo de 6leos vegetais
insaturados, como, por exemplo, o 6leo de soja (MARTIN et al., 2007; MAZOFFARIAN et
al., 2006). Entretanto, os acidos graxos trans podem ocorrer naturalmente, em pequenas
proporcdes, na gordura de animais ruminantes (leite e carne), sendo formada pelo processo de
biohidrogenacdo no rimen dos animais, por acdo de enzimas bacterianas (MARTIN et al.,
2007; MAZOFFARIAN et al., 2006).

3.3.1 Acidos graxos trans que ocorrem naturalmente

A lipolise é um pré-requisito para que ocorra a bio-hidrogenacdo. Os lipidios
provenientes da dieta sdo hidrolisados extensivamente por lipases microbianas ruminais, que
provocam a liberacdo de seus acidos graxos constituintes (JENKIS, 1993).

Apbs a lipolise, com a oxidacao dos triacilglicerdis a acidos graxos livres e glicerol, a
sintese do &cido linoleico conjugado (ALC) tem inicio, propriamente, com a isomerizacdo dos
acidos graxos insaturados e posterior biohidrogenacdo pelas bactérias ruminais (0s
protozoarios desempenham um papel secundario neste processo) (HOLANDA et al., 2011).

Nos animais ruminantes, a acdo de microrganismos presentes no rdamen, como
Butyrivibrio fibrisolvens e Megasphaera esldenii provocam a isomerizagdo e troca de posicao
de ligacGes duplas dos acidos graxos poli-insaturados, resultando na formacdo dos isémeros
C18:2-9c,11t, C18:2-10t, 12c, do acido linoleico (Figura 4). Estes &cidos graxos sao
chamados de &cido linoleico conjugado (ALC) ou CLA em inglés, e podem ser absorvidos
pelo animal ou ser bio-hidrogenados para formar acidos C18:1-11t (&cido vacénico) e C18:1-
10t, que também podem ser obtidos a partir de alfa linolénico (18:3-9c, 12c, 15c) (MARTIN
et al., 2007; MENDIS et al., 2008; RATNAYAKE e GALLI, 2009).
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Figura 4. Formacdo de acidos C18:1-11t e C18:1-10t em ruminantes a partir de acidos
linoleico, alfa-linolénico e gama-linolénico (adaptado de KHANAL e DHIMAN, 2004).

— 18:3 9¢,12¢,15¢c — 18:2 9¢,12¢c — — 18:3 6¢,9¢,12¢
| 0 0
L L 3 L
18:39c11L15¢ 18:310012¢15¢ 182 10412¢ 18:2 9¢, 11t 18:3 8¢, 106,12¢ 18:3 6¢,9¢, 11t
l
L L | L L | v
18:2 114,15¢ 18:2 101, 15¢ 18:1 10¢ 18:1 11t 18:2 6¢,10¢ 18:2 611t
[ M Y
18:1 11t 18:1 10t += {180 = 18:1 10t 18:1 11t
R
|I| Isomerase redutase

Em seguida, estes acidos graxos trans monoinsaturados podem ser absorvidos ou
hidrogenados para formar o acido estearico (18:0). Quando absorvidos, esses acidos sao
incorporados nos tecidos adiposo e muscular do animal. O &cido C18:2-9c, 11t pode ser
formado a partir de acido vacénico com a acdo de enzima delta-9-dessaturase (KHANAL e
DHIMAN, 2004). Ou seja, a maioria dos &cidos insaturados que tem 18 carbonos (C18:1,
C18:2 e 18:3, respectivamente, oleico, linoleico e linolénico) ou 16 carbonos (16:1, o
palmitoléico) serdo convertidos, respectivamente, a acido estearico (18:0) e palmitico (16:0)
(HOLANDA et al., 2011).

CLA € um termo genérico utilizado para se referir a posices e geometria dos
isbmeros do acido linoleico com uma ligacdo dupla conjugada. Os dois principais isdbmeros de
CLA, o cis-9, o trans-11 e o trans-10, cis-12, sdo naturalmente encontrados em produtos
lacteos e carnes de ruminantes, com o cis-9, trans-11 CLA, sendo o isbmero mais abundante
(aproximadamente 75 a 90% de cis-9, trans-11 CLA, 10 a 25% de trans-10, cis-12 CLA)
(KIM et al., 2009).

Os acidos graxos polinsaturados sdo mais toxicos para as bactérias que participam da
bio-hidrogenacdo em relagéo aos acidos graxos monoinsaturados. Quando acidos graxos poli-

insaturados sdo ingeridos por ruminantes, a bio-hidrogenacdo acontece para permitir a
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sobrevivéncia da bactéria Butyrivibrio fibrisolvens, que é a maior responsavel por este
processo (MAIA et al., 2007; MAIA et al., 2010).

3.3.2 Acidos graxos trans formados em processos industriais

Muitos estudos tém relatado que o contetdo de &cidos graxos trans depende ndo sé da
origem e a qualidade da gordura, mas também dos processos que € submetida, como
hidrogenacdo, tratamento térmico, desodorizacédo e aeracdo (GERCA, 2003; MALHEIRO et
al., 2009; NGADI et al., 2009; QUI'LEZ et al., 2006; WEBER et al., 2008; ZIAIIFAR et al.,
2010).

Gorduras ricas em &cidos graxos trans quando presentes nas formulacdes dos
alimentos podem: (i) aumentar a sua estrutura e textura (isto é, aumenta a consisténcia,
elasticidade, fragilidade, e mastigabilidade); (ii) aumentar a sua vida de prateleira; (iii)
aumentar a sua estabilidade do sabor; (iv) diminuir a sua vulnerabilidade a oxidagao; (V)
aumentar a sua estabilidade durante o armazenamento a temperatura ambiente; (vi) a
aumentar a sua estabilidade durante a fritura; e (vii) melhorar a estabilidade de emulsGes
(MENAA et al., 2013).

3.3.2.1 Refino de 6leo vegetal

Os principais fatores que aumentam os niveis de AGT nos 6éleos comestiveis sdo: 1)
refino de 6leo comestivel, 2) hidrogenacdo de dleos vegetais, e 3) métodos de cozimento
inadequados. Varias substancias, como acidos graxos livres, fosfolipidios, carboidratos e
proteinas, que estdo presentes em 6leos vegetais, podem causar alteracdes na cor, aroma, e
sabor dos Oleos, que restringem as aplicaces do Gleo e reduzem a vida-de-prateleira.
Portanto, os 6leos devem ser refinados para remover essas substancias (HUANG et al., 2016).

O refino do 6leo vegetal pode ser definido como um conjunto de processos que visam
transformar os 0leos brutos em 6leos comestiveis, embora existam casos de consumo de dleos
brutos, como o azeite de oliva e o azeite de dendé. As principais etapas do refino séo:
degomagem ou hidratacdo, neutralizagcdo ou desacidificacdo, branqueamento ou clarificagéo,
desodorizagéo. A finalidade do refino é melhorar a aparéncia, odor e sabor do 6leo bruto, por
meio da remocgdo dos seguintes componentes (BHARDWAJ, PASSI e MISRA, 2011,
MANDARINO e ROESSING, 2001):

a) substancias coloidais, proteinas, fosfatideos e produtos de sua de composic¢éo;

33



b) acidos graxos livres e seus sais, acidos graxos oxidados, lactonas, acetais e polimeros;

c) substancias coloridas como clorofila, xantofila, carotendides, incluindo-se, neste caso, 0
caroteno ou pro-vitamina A,

d) substéncias volateis como hidrocarbonetos, alcoois, aldeidos, cetonas e ésteres de baixo
peso molecular;

e) substancias inorganicas como os sais de calcio e de outros metais, silicatos, fosfatos, dentre

outros minerais.

Oleos vegetais brutos sdo refinados por processos fisicos ou quimicos. No refino
quimico, os &cidos graxos livres sdo neutralizados com solucdo alcalina, usualmente o
hidroxido de sddio, enquanto que no refino fisico os acidos graxos livres sdo removidos por
destilacdo durante a desodorizagcdo (O’BRIEN, 2009).

Para tornar o processo de refino totalmente fisico, a etapa de neutralizacdo por alcalis
deve ser substituida pela destilacdo dos é&cidos graxos livres, tornando 0 processo
essencialmente fisico. Esta destilacdo elimina alguns aspectos desfavoraveis da neutralizacédo
alcalina: a saponificacdo e o arraste de 6leo neutro causam perdas de 6leos e dificuldade de
tratar 6leos com alta acidez. Esta destilagdo esta baseada na consideravel diferenca entre os
pontos de ebulicdo dos acidos alifaticos e seus ésteres de glicerol (CERIANI e MEIRELLES,
2006; DUMONT e NARINE, 2007).

O refino quimico é o método tradicionalmente utilizado, principalmente porque 0s
custos energéticos sao menores e 0 processo € mais flexivel relativamente ao tipo e qualidade
do 6leo a processar (OLIVEIRA, 2012).

Os 6leos vegetais brutos contém quantidades minimas de acidos graxos trans, isto €,
de 0,1 a 0,3% no total de acidos graxos. Nas etapas de refino, prévias a desodorizacdo, 0s
niveis destes acidos graxos permanecem baixos. Na desodorizacdo, a temperatura atinge valor
ao redor de 230°C e por conta disso os niveis de trans elevam-se de trés a dez vezes. Os
acidos graxos trans formados sdo principalmente isémeros a partir daqueles com duas e trés
insaturaces (C18:2 e 18:3), enquanto que o0s &cidos graxos monoinsaturados sdo 0s mais
resistentes (DUCHATEAU et al., 1996; VAN BRUGGEN et al., 1998).
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3.3.2.2 Fritura de alimentos

A fritura ¢ um dos mais antigos métodos de preparacdo de alimentos com invencgéo
atribuida aos chineses (ROSSELL, 2001). A alta temperatura usada na fritura gera diversas
alteragBes quimicas e fisicas devido a decomposicéo térmica. A fritura tornou-se o metodo de
cozimento de alimentos mais amplamente utilizado, sendo um dos responsaveis pela
formacdo de AGT, dependendo das condigdes de processamento aplicadas, incluindo
temperatura, tempo, tipo de 6leo, composicdo de acidos graxos e presenca de antioxidantes
(ALBUGUERQUE et al., 2016). Durante a fritura, o dleo é continuamente exposto a
temperaturas elevadas na presenca de ar e pode sofrer hidrolise, oxidacdo e polimerizagéo,
resultando na deterioracdo da qualidade, provocando mudancas ndo apenas sensoriais, mas
também as propriedades nutricionais (ZHANG et al., 2012).

Alguns estudos sugerem que a acumulacdo consideravel de &cidos graxos trans ocorre
somente quando o 6leo é sujeito a condi¢bes severas, como aquecimento a mais de 250°C
(BANSAL et al., 2009; LIU et al., 2007). No entanto, na Tabela 4, estudos mostram que
diferentes condicdes de fritura empregadas geram a formacdo de AGT na faixa de 150 a
220°C.

Baltaciog™lu (2017) estudou a formagédo de AGT nos 0leos de girassol e canola quando
submetidos ao processo de fritura de batatas em 3 ciclos de 4 min com uso de duas
temperaturas (160 e 190°C). As concentracdes dos AGT, em %, antes da fritura, para 6leo de
girassol e canola, foram de 0,26 + 0,06 e 0,28 + 0,04, respectivamente. O teor total de AGT
foi reduzido em 8,47% no Oleo de girassol apos a fritura, enquanto que, um aumento foi
observado no 6leo de canola. Uma das razdes para esta diferenca foi relacionada com o teor
inicial menor de AGT no 6leo de girassol e esse valor foi diminuido apos a fritura. Neste
aumento de AGT em o0leo de canola, a maior quantidade observada foi de acido elaidico
(C18:1 trans) com um valor em % de 0,18 £ 0,04. Segundo Aladedunye e Przybylski (2009Db),
a oxidacdo térmica explica o aumento nos valores de AGT, além do tempo de fritura e
presenca de oxigénio.

Hou et al. (2012) também avaliaram a formacgdo de AGT em diferentes tipos de 6leos
de soja quando submetidos ao processo de fritura de batatas a 180-185°C por 32 h. Os valores
totais de AGT encontrados para os 3 tipos de 6leo variaram de 1,12 a 1,79%.

Koh et al. (2008) relataram que o Oleo de palma com adi¢do de antioxidantes
(incluindo BHT e BHA) comparado com o 0leo sem os antioxidantes sintéticos e naturais

adicionados, apresentaram uma maior protecdo contra rancidez. O perfil de acidos graxos

35



presentes no 6leo vegetal afeta diretamente a estabilidade a oxidacdo. Aqueles com maior
grau de insaturagdo sdo 0s mais susceptiveis as reacdes oxidativas (LIU et al., 2002).

Chen et al. (2014) constataram que, em geral, pequenas alteracfes sao observadas na
composicdo de acidos graxos e na formacdo de isbmeros trans apds 8 h de fritura em
temperatura inferior a 200°C. No entanto, com 0 processo extremo de fritura, a degradagéo
térmica e a formacdo de AGT’s no Oleo de fritura aumentam em proporcdo direta a
temperatura e ao tempo de fritura. Segundo os autores, 0os maiores valores foram encontrados
a 250°C (6% para 9c12t C18:2 e 9t12c C18:2 e 5,7% para 9t12t C18:2). Esses resultados
sugerem que a fritura a baixas temperaturas (por exemplo, a 150°C) pode ser preferivel ndo
apenas para menor ingestdo de AGT, mas também para o consumo de 6leos menos
deteriorados.

Conforme Tabela 4, em termos de avaliacdo da influéncia do tipo de material usado no
recipiente de fritura para formacéo de acidos graxos trans, Kala e Gurudutt (2012) realizaram
um processo de fritura por até 12 h a 175-185°C com recipientes de vidro, ferro fundido, aco
inox e uma liga de 5 metais (aluminio, magnésio, manganés, cromio e silicio) usando éleo de
castanha refinado (6leo 1), 6leo de palma branqueado e desodorizado (6leo 2), gordura
vegetal parcialmente hidrogenada com baixo teor de AGT (gordura 1) e gordura com alto teor
de AGT (gordura 2). O estudo demonstrou que o recipiente de vidro apresentou a menor
formacdo de C18:1t e atuou como uma superficie inerte ndo metalica no aquecimento. O
recipiente de ferro acelerou o processo de oxidacdo para o Oleo 2, aumentando o teor de
C18:1t de 0 para 2%, devido a oxidacdo e polimerizacdo do 6leo tendo o ferro como
catalisador.

O aquecimento de 6leos ricos em &cido linolénico gera quatro isdbmeros de acido
linolénico. Os isémeros formados, 18:3 (9¢, 12c, 15t) e o 18:3 (9t, 12c, 15c), representam
cerca de 85-90% do total, enquanto para o 18:3 (9t, 12c, 15t) e o 18:3 (9c, 12t, 15¢) os
isdbmeros formados representam cerca de 10-15% (ACKMAN et al, 1974; WOLFF, 1995).
Proporgdes relativas destes quatro isdmeros transparecem ser constantes e independentes do
nivel inicial em acido linolénico. Eles podem representar até 3,5% do total de &cidos graxos
(WOLFF, 1995).
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Tabela 4. Estudos sobre o efeito do aquecimento de 6leos e formacao de &cidos graxos trans.

Oleo Tipo de aguecimento % trans C18:1 % trans C18:2 % trans C18:3 Total trans Referéncia
Girassol Fritura de batata a 160 + 0,01; 0,01 e 0,02 0,22; 0,15; 0,12 0,00; 0,00; 0,00 0,23; 0,16; 0,14
5°C —3ciclos de 4 min
Girassol Fritura de batata a 190 + 0,03; 0,02 e 0,02 0,09; 0,21; 0,22 0,00; 0,00; 0,00 0,12; 0,24 e 0,23
5°C — 3 ciclos de 4 min Baltaciog™u,
Canola Fritura de batata a 160 =+ 0,00; 0,04 e 0,01 0,09:;0,11;0,11 0,05; 0,09; 0,03 0,14; 0,24:; 0,14 2017
5°C —3ciclos de 4 min
Canola Fritura de batataa 190 + 0,10; 0,01 e 0,18 0,09; 0,12; 0,12 0,02; 0,04; 0,13 0,21;0,17e 0,42
5°C — 3 ciclos de 4 min
Amendoim Aguecimento a 175~ Ferro fundido (0,14 - - -
duplamente 185°Cpor6e12h —-6he0,33-12h)
filtrado Ago inox (0,11 -6
h e 03 - 12 h)
Hindalio — liga de Kala e
aluminio (0,17 — 6 Gurudutt
he0,5-12h) (2012)
Palmoléina,  Aquecimento a 175- Ferro fundido (0,8 - - -
refinado, 185«Cpor6e12h —-6he2-12h)

branqueado e

desodorizado

Aco inox (0,2-6h
e 03 - 12 h)
Hindalio — liga de
aluminio (0,2 -6 h
e0,3-12h)
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Oleo Tipo de aguecimento % trans C18:1 % trans C18:2 % trans C18:3 Total trans Referéncia
Soja Aguecimento a 180 e - - - 0,60 e 2,18 -
220°C (2 ciclos de 30 180°C
min) 162 e 3,70 - Bhardwaj et
220°C
Azeite de Aquecimento a 180 e - - - 0,40 e 1,10 - al. (2016)
oliva 220°C (2 ciclos de 30 180°C
min) 09 e 3,70 -
220°C
Soja 180-185°C (0, 20 e 40 0,04;0,21€0,27 *C18:2, 9t 12t — 0; 0,16 e *C18:3, 9c 12t 15t — 0,29;1,55¢e 1,79
ciclos de 30 min — 20 h) 0,16. 0,02; 0,22 e 0,26.
*C18:2,9c 12t - 0,11; 0,39 e *C18:3, 9c 12t 15¢c + Hou et al.
0,46. *C18:3, 9t 12c¢ 15c - (2012)
*C18:2, 9t 12¢ - 0,07; 0,43 e 0,06; 0,16 € 0,15
0,49
Palma 150,200 e 250°C-8h - *9cl2t C18:2: 0,09 (150°C); *9cl2t15t -
0,08 (200°C); 6 (250°C) C18 e 9c12c15t
*0t12¢ C18:2: 0,09 (150°C); (C18:3:0,031 (250°C) Chen et al.
0,08 (200°C); 6 (250°C) *9t12¢15¢ (2014)

*9t12t C18:2: 0,18 (150°C);
0,18 (200°C); 5,7 (250°C)

C18:3: 0,025 (250°C)
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Atraveés dos estudos da Tabela 4, ha a indicagdo de que aumentando o numero de
ciclos de fritura a 180°C pode causar um aumento significativo de isdmeros de AGT nos
diferentes tipos de 6leo com altos teores de acidos graxos monoinsaturados e polinsaturados, a
exemplo de soja, canola, girassol e oliva. Além disso, o aquecimento dos Oleos em
temperaturas acima de 180°C, gera uma maior formacdo de AGT pois acelera as reagdes de
oxidagéo. O estudo de Bhardwaj et al. (2016) encontrou no primeiro ciclo de fritura a 180°C
um valor total de AGT de 0,60% enquanto a 220° foi de 1,62%.

Em outro estudo, Tsuzuki, Matsuoka e Ushida (2010) verificaram que quando batatas
cruas cortadas em fatias foram fritas em 6leo de canola a 180°C, o teor de acidos graxos trans
foi maior quando comparado com 6leo aquecido na mesma temperatura sem batatas. Song et
al. (2015) demonstraram que entre 0os métodos de cozimento testados, o processo de fritura a
170 °C em 6leo de milho, com agitagdo continua podem acelerar as taxas de oxidagdo lipidica
e a formacdo de cidos graxos trans.

Em oleos e gorduras com alto teor de &cido oleico com ligacdo dupla na posigdo 9,
pode ocorrer a isomerizacao durante o aquecimento por tempo prolongado. A quantidade total
de AGT, especialmente para C18:1t foi aumentada conforme o aumento da temperatura e o
tempo de aquecimento (XIAO et al., 2010). Durante o aquecimento em temperaturas de
fritura, a isomerizacao ocorreu e a formacdo de AGT foi observada (SANDHYA et al, 2010;
TYAGI et al.,1996;). O 6leo de canola aquecido a 240°C por 10 h produziu isbmeros trans
dos &cidos linoleico e a-linolénico. No mesmo estudo, observou-se que AGT trans C18:2 e
C18:3 foram produzidos em niveis muito mais baixos, quando o 6leo foi aquecido a 200°C
durante 10 h (GRANDGIRARD et al., 1984).

A influéncia de metais comuns tais como ferro, cobre e aluminio (normalmente usados
nas composicbes dos materiais dos recipientes usados na culindria doméstica) na
hidrogenacdo de 0Oleos vegetais ndo foi estudada, ou seja, como 0s ions metélicos podem
catalisar reacbes de oxidacdo, hidrélise e polimerizacdo (KALA e GURUDUTT, 2012;
O’BRIEN, 2000; STAUFFER, 1996). Além disso, também n&o foi avaliada a influéncia dos
metais ferro, cobre e aluminio, em diversas concentraces, em processos de aquecimentos e
frituras usando 6leos com altos teores de acidos graxos monoinsaturados e polinsaturados.

O tipo de recipiente pode alterar a qualidade do 6leo. No caso das panelas de ferro, por
exemplo, sabe-se que elas recebem regularmente pintura com tinta escura atoxica e propria
para contato com alimentos. Essa tinta, durante o uso da panela, sai gradualmente, expondo o
metal ao oxigénio, umidade e acidos proprios dos alimentos. Isso ira resultar na ferrugem

(6xido de ferro) que habitualmente é vista nas panelas de ferro. Entretanto, além de alterar a
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cor e o sabor do alimento, a sua ingestdo em quantidade elevada podera causar distlrbios
gastrointestinais (QUINTAES et al., 2004). Adicionalmente, sendo o ferro um catalisador na
oxidacdo lipidica, a exposicdo do alimento sob aquecimento ao 6xido de ferro pode acelerar
processos de isomerizacdo dos acidos graxos.

Aladedunye e Przybylski (2009b) sugeriram técnicas diferentes desenvolvidas nos
ultimos anos para evitar formacdo de AGT durante a fritura, tais como: diluicdo do 6leo,
fritura sob atmosfera modificada, fritura hermética, filtracdo, tratamento adsorvente e adicéo
de antioxidante em o6leo. Sendo que em termos de uso domestico alguns processos ndo sao
exequiveis. O antioxidante jA é amplamente utilizado industrialmente, mas é necessario

avaliar a sua resisténcia térmica e, portanto, sua atuagéo no processo de fritura.

3.3.3 Acidos graxos trans e suas implicacdes na satde

Ha evidéncias consistentes de que os AGT geram efeitos adversos a salde,
particularmente nos perfis de lipoproteinas (ASCHERIO, 2006; MOZAFFARIAN et al. 2009;
BENDSEN et al, 2011), mais notadamente na razdo das lipoproteinas LDL-colesterol
(lipoproteina de baixa densidade) e HDL-colesterol (lipoproteina de alta densidade) que &,
provavelmente, o melhor marcador para estimar os efeitos destes acidos graxos sobre a
incidéncia de doencas cardiovasculares (ALLEN et al., 2016; BROUWER, 2016). Além
disso, os AGT aumentam a lipoproteina A (LPA) e os niveis de triacilglicer6is plasmaticos,
que estdo independentemente associados com o aumento do risco de doencas cardiovasculares
(ARO et al.,, 1997; ASCHERIO et al., 1999). A proteina HDL tem propriedades anti-
aterogénicas atuando no transporte de colesterol da periferia dos tecidos para o figado. Sendo
assim, valores baixos de HDL e valores altos de LDL est&o associados ao desenvolvimento de
doencas coronarias (DC). Estudos epidemioldgicos tém sugerido que o desenvolvimento de
DC aumenta em individuos com menos de 40 mg/dL de HDL (YANAI et al., 2015). Ha
proposicdes que evidenciam a associacdo entre o consumo de AGT e outras doengas como
diabetes mellitus, cancer, asma, Alzheimer, depressio e infertilidade (CHAJES et al., 2008;
DE SOUZA et al., 2015; LOTTENBERG et al., 2012; WEILAND et al., 1999).

O consumo de oleos oxidados, como verificado em frituras dos mais diversos tipos de
alimentos, traz sérios riscos & saude, pois alguns dos produtos formados pela oxidagdo tém
atividade biolégica (CHOE e MIN, 2007). Os compostos formados pela decomposi¢do de
acidos graxos insaturados durante o processo de fritura afetam a disponibilidade dos acidos
graxos essenciais como linoleico e a-linolénico (KINSELLA, et al, 1981; TYAGI e
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VASISHTHA, 1996), responsaveis pela biossintese dos acidos araquidénico,
eicosapentaenoico e do cosaexaenoico, na formacdo de prostaglandinas, tromboxanos e
prostaciclinas, compostos que participam da regulacdo da pressdo arterial, frequéncia
cardiaca, resposta imunoldgica, dos processos da coagulacdo sanguinea e do funcionamento
do sistema nervoso central (MANTZIORIS et al, 1994).

Os isOmeros cis sdo mais rapidamente metabolizados como fonte de energia que os trans,
e sdo preferencialmente incorporados em fosfolipidios estruturais e funcionais. Em humanos,
a incorporacdo dos isdbmeros trans nos tecidos depende da quantidade ingerida, do tempo de
consumo deste tipo de gordura, da quantidade de acidos graxos essenciais consumidos, do
tipo de tecido e do tipo de isdmero (configuracdo e posicdo da ligagdo dupla na cadeia). Os
teores de AGT encontrados em tecidos adiposos refletem o consumo por longo periodo de
tempo, apresentando normalmente correlagdo com historico de ingestdo por mais de um ano
(CHIARA et al., 2002)

A baixa ingestdo de AGT deve reduzir a incidéncia de doencas do coracdo. As estimativas
de reducdo podem variar de 4%, com base em mudancas no plasma das concentracdes de
lipoproteinas de baixa densidade e lipoproteinas de alta densidade, para maior que 20%,
baseada em associacGes epidemioldgicas quando a ingestdo de AGT é inferior a 2% de
consumo de energia (5g/dia). Assim, a ingestdo didria de AGT deve ser tdo baixa quanto
possivel para minimizar os riscos a saude (CRAIG-SCHMIDT, 2006; KATAN, 2006;
STENDER et al., 2006). Segundo BENDSEN et al. (2011), o aumento do consumo total de
AGT, variando de 2,8 a 10 g por dia, foi associado com um aumento de 22% no risco de
eventos coronarianos com um semelhante aumento do risco de doenca coronaria fatal.

Entre as pesquisas voltadas para a analise da acdo dos AGT sobre a salde do feto,
encontrou-se que a concentracdo de AGT ou especialmente de C18:1 trans no sangue do
corddo umbilical demonstra uma correlacdo inversa com as dimensdes do feto, sugerindo um
impacto negativo. Além disso, C18:1 trans pode interferir no metabolismo do &cido
araquidoénico que esta diretamente relacionado ao crescimento e desenvolvimento pos-natal
como relato comum o bloqueio e inibicdo da biossintese dos acidos graxos polinsaturados de
cadeia longa, na fase fetal e apds o nascimento (BOUWSTRA et al., 2006; WADA et al.,
2017). O estudo de Koletzko e Muller (1990) demonstrou correlagcdo inversamente
proporcional e significativa entre o acido linoleico e os AGT, devido possivelmente a inibicao
da enzima dessaturase. Portanto, 0s acidos graxos trans deveriam apresentar prioridade

nutricional secundaria quando comparados aos acidos graxos saturados, embora 0 consumo
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destes ultimos também provoque efeitos desfavoraveis a salde e nao deve ser negligenciado
(VALENZUELA et al., 1995).

De acordo com MOZAFFARIAN et al. (2006), evidéncias indicam que os AGT sdo pro-
inflamatdrios. Outras evidéncias apontam que os efeitos pro-inflamatdrios sdo mais intensos
para os isémeros trans do &cido linoleico (C18:2) e do &cido oleico (C18:1) do que para os do
acido palmitoleico (C16:1). Os mecanismos que descrevem esses efeitos ainda ndo estéo
estabelecidos, mas devem envolver a incorporacdo dos AGT a determinadas células que estdo
relacionadas a inflamacéo. Isso pode explicar as implicacdes dos AGT na ocorréncia de
doencgas cardiovasculares. Segundo Katz (2006), os AGT podem modificar a fungédo celular
através da interacdo com regides hidrofobicas. Evidéncias mostraram que a configuracdo dos
AGT influencia na interacdo entre membranas lipidicas e membranas proteicas, modificando

o seu funcionamento, podendo acarretar em arritmias cardiacas.

3.3.4 Legislacdo sobre rotulagem dos acidos graxos trans

A preocupacao dos 6rgdos reguladores com a informacao ao consumidor sobre o conteido
dos AGT na alimentacdo remonta ao ano de 1995, quando a Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) recomendou a ingestdo moderada desse tipo de gordura. Em 1999, o FDA (Food and
Drug Administration) recomendou que a quantidade de AGT fosse incluida na embalagem
dos produtos junto com a informacéo de gordura saturada. A partir de janeiro de 2006, esta
informacdo passou a ser obrigatdria nos Estados Unidos, que exigiram que o conteldo teria
que ser informado quando o produto contivesse mais de 0,59 de AGT por porgédo (RIBEIRO
et al., 2007). Por definicdo do FDA, os AGT sdo a soma de todos os &cidos graxos
insaturados que contém uma ou mais ligacdo dupla ndo conjugada na configuracdo trans
(MOSS, 2006).

A ingestdo média didria de &cidos graxos trans, na Franca, era de 3 g/dia em adultos,
representando 1,3% do total de energia. Entdo, a Agéncia de Seguranca Alimentar da Franca
(AFSSA, Agence Francaise de Secuitité Sanitaire dés Aliments) recomendou a populacédo
para diminuir o consumo de produtos de padaria em 30% e que o contetdo de acidos graxos
trans nestes produtos ndo deveria exceder 1 g/100g (LERGER e RAZANAMAHEFA, 2005).

Ja a Dinamarca foi pioneira no mundo em regulamentacdo de AGT em produtos
industrializados. Em 1993, o governo dinamarqués iniciou acdes para remover os AGT dos
alimentos industrializados, culminando com a remocdo total em 2003. Essa iniciativa foi

decorrente de inumeros trabalhados publicados sobre os efeitos maléficos dos AGT na saude
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(ASTRUP, 2006). A legislacdo da Dinamarca de 11 de marco de 2003 estabeleceu que, nos
produtos embalados como “livre de acidos graxos trans”, o conteudo destes acidos deve ser
menor que 2g/100g da gordura ou Oleo. Foi concedido um periodo de transi¢cdo de 01 de
junho de 2003 a 01 de janeiro de 2004 para adequacdo das industrias (LETH et al., 2006;
STENDER et al., 2006).

Na Holanda, desde 1990, esforcos tém sido feitos pelas industrias para a reducdo de AGT
em alimentos fast-food. A pressdo da sociedade local ajudou na reducdo desse conteddo em
contraposicdo ao governo, cuja intervencdo foi minima. As batatas-fritas do McDonald’s tém
agora menos de 4% de AGT e 24% de acidos graxos saturados em comparacdo com as dos
Estados Unidos, que apresentam 21% de AGT e 21% de saturados (KATAN, 2006).

No Brasil, a Secretaria de Vigilancia Sanitaria publicou em 17/10/1997 a Portaria n° 521,
que determinava que os AGT deveriam ter seus teores somados com 0s dos acidos graxos
saturados (BRASIL, 1990). Somente em 2003, com a publicacdo da Resolu¢cdo RDC 360,
harmonizada no MERCOSUL, as empresas ficaram obrigadas a declarar o teor de AGT na
rotulagem nutricional (Figura 5). De acordo com essa resolucdo, a informacdo nutricional
para 0s AGT serd expressa como “zero”, “0” ou “ndo contém” quando o alimento contiver
quantidades menores ou iguais a 0,2 g por porcdo em g. Entretanto, o Codigo de Defesa do
Consumidor Brasileiro, no artigo 31, determina que os produtos ofertados a populagdo devem
apresentar declaracGes corretas e objetivas a respeito de suas caracteristicas quanto a
qualidade, quantidade e composicdo, entre outras, aléem dos riscos que oferecem a salde dos
consumidores (ANVISA, 2014). A legislacdo brasileira ndo estabeleceu a quantidade
recomendada para consumo de AGT que seja segura para a saude, apenas que 0 consumo
deve ser menor que 1% do valor energético diario, 0 que representa 2 g/dia, considerando-se
uma dieta de 2.000 quilocalorias (BRASIL, 2014).
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Figura 5. Informacé&o nutricional obrigatdria para alimentos com destaque para gordura trans
(Ministério da Saude, 2018).
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A OMS e outras agéncias governamentais aumentaram os esforcos para reduzir as
quantidades de AGT’s em alimentos processados ou até mesmo para elimina-lo. Muitos
paises exigem que o contetdo de AGT seja informado no rétulo nutricional dos produtos. Em
junho de 2015, o FDA declarou que o 6leo parcialmente hidrogenado € a principal fonte de
acidos graxos trans oriundos de produtos industrializados, ndo sendo mais, portanto,
reconhecidos como seguros para 0 consumo. Atrelado a isto, estabeleceu um periodo de
conformidade de trés anos. Isso permitiu que as empresas reformulassem os produtos sem a
adicdo de oleos parcialmente hidrogenados ou solicitassem ao Orgdo que permitisse Usos
especificos (FDA, 2015; KHAN et al., 2017).

3.3.5 Ocorréncia dos acidos graxos trans nos alimentos

Aued-Pimentel et al. (2009) estudaram a composicdo de &cidos graxos, principalmente
trans, de 6leos vegetais polinsaturados refinados, coletados no comércio do estado de Séo
Paulo entre os anos de 2005 e 2007. Foram analisadas 34 amostras de 6leo de soja, 7 de
girassol, 2 de canola e 6 de milho. Destas, 47% das amostras de 6leo de soja, 100% das
amostras de canola e 57% das amostras de girassol apresentaram niveis de &cidos graxos trans
acima de 2,0% (m/m de ésteres metilicos). Segundo os autores, a melhoria no processo de
refino dos 6leos vegetais insaturados como soja, canola e girassol, pelo controle das

temperaturas de desodorizacdo, poderd contribuir para atender as recomendagdes da
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Organizagdo Mundial de Sadde, no sentido de minimizar os niveis de &cidos graxos trans dos
alimentos preservando a salde da populacdo. Ainda neste trabalho publicado analisaram-se
por cromatografia em fase gasosa 22 amostras de salgadinhos, batatas fritas, sorvetes,
produtos de panificacdo, bebida lactea, creme vegetal e macarrdo instantaneo, com a alegacéo
nos rétulos de “0% de gordura trans”, os resultados indicaram desacordo em quatro amostras,
ou seja, os valores obtidos variaram de 0,3 g/porgéo a 1,8 g/porgéo, contrariando o limite de
até 0,2 g/porcédo. Os autores ainda destacam gque somente uma amostra apresentou claramente
na lista de ingredientes descrita no rotulo a presenca de gordura vegetal parcialmente
hidrogenada.

Badolato (2007) estudou os aspectos analiticos da determinacdo de acidos graxos trans em
19 amostras de gorduras vegetais hidrogenadas, 14 margarinas comercializadas no Brasil e 16
amostras de margarinas comercializadas no exterior. Os teores de acidos graxos trans nas
gorduras vegetais hidrogenadas variaram de 0 a 20,5%, tendo o C18:1t como principal
isdbmero, variando de 1,7 a 13,22%. Seis margarinas brasileiras ndo apresentaram acidos
graxos trans. O C18:2 t foi observado em 4 amostras, variando de 0,23 a 4,81% e 0s isdmeros
C18:3 t variaram de 0,17 a 1,11% em 5 amostras. Duas margarinas importadas apresentaram
teores de &cidos graxos trans variando de 2,21 a 7,81%, 0 18:1t de 1,76 a 7,81%.

Chiara et al. (2003) avaliaram os teores de acidos graxos trans de batatas tipo chips,
batatas de redes de fast food, biscoito cream cracker e sorvetes, consumidos na cidade do Rio
de Janeiro. O valor médio de &cidos graxos trans para as batatas tipo “chips” foi zero e para as
batatas de fast food foi de 4,74 g/100g de alimentos. Nos sorvetes variou de 0,04 a 1,41 g/100
g e nos biscoitos cream cracker de 2,81 a 5,60 g/100g.

Martin et al. (2005) analisaram doze marcas de biscoitos cream cracker por cromatografia
em fase gasosa e observaram niveis de acidos graxos trans de 12,2 até 31,2% do total de
acidos graxos com valor médio foi de 20,1%. Isdmeros do C18:1 t foram o principal grupo de
acidos graxos trans presentes, representando 83,2% do total de isdmeros trans. Os resultados
indicaram que os biscoitos cream cracker continham considerdveis proporcfes de acidos
graxos trans.

HUANG et al. (2016) analisaram nove diferentes tipos de 6leos comestiveis de 7 cidades
da China: dleo de colza, 6leo de ché, 6leo de soja, 6leo de amendoim, dleo de salada, 6leo de
milho, banha, 6leo de palma e um mix de diversos 0leos. Os teores de acidos graxos trans
(AGT) em Oleos comestiveis foram determinados e foi feita uma avaliacdo de risco através da
identificacdo do perigo, avaliacdo de resposta, avaliagdo de exposicdo e caracterizagdo de
risco. O conteudo total de AGT variou de 0,075 £ 0,011 a 2,243 £ 0,770 g/100 g de 6leo, com
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um teor médio de 0,66 g/100 g de 6leo. Os conteudos de AGT diferiram entre diferentes tipos
de 6leos e entre diferentes cidades. De um modo geral, amostras de 6leo das areas do norte da
China continham mais AGT, e a banha geralmente tinha niveis mais elevados de AGT. Uma
avaliacdo da exposicdo mostrou que a ingestdo diaria estimada de AGT a partir de 0Oleos
comestiveis chineses era baixa e uma avaliagdo de risco indicava que havia um baixo risco de
consumo de AGT em 6leos comestiveis chineses.

Apesar dos estudos citados anteriormente demonstrarem a ocorréncia de acidos graxos
trans em diversos tipos de alimentos ao longo dos anos, hd uma atual tendéncia de utilizagédo
de ingredientes com propriedades funcionais e uma constante busca por alimentos mais
saudaveis, incluindo a redugdo no consumo de &cidos graxos trans na dieta, por exemplo, no
trabalho de Rios e Lannes (2014) determinaram o efeito da substituicdo de gordura vegetal
hidrogenada por outros lipidios como: gordura de palma, 6leo de soja, 6leo de castanha do
Brasil e dleo de coco e extrato de aveia. Os resultados da analise sensorial demonstraram
6timo padrdo de qualidade dos bolos elaborados com a substituicdo da gordura vegetal
hidrogenada, podendo assim apontar outras op¢oes de ingredientes para o consumidor e para a
industria de alimentos com agregacao de valor nutricional.

Um método alternativo em substituicdo a hidrogenacdo dos O6leos vegetais é a
interesterificacdo: processo que ndo promove a isomerizacdo de ligacbes duplas dos acidos
graxos, ndo afeta o grau de saturacdo e produz uma gordura semi-sélida com propriedade
fisica desejavel como modificacdo da temperatura de fusdo e plasticidade (FARFAN et al.,
2013; RIBEIRO et al., 2007; SILVA et al., 2010). E, portanto, ¢ considerado um método
indicado para a producdo de gorduras saudaveis (DOGAN, JAVIDIPOUR e AKAN, 2007).
Na reacdo de interesterificacdo os acidos graxos permanecem inalterados, mas ocorre a
redistribuicdo dos mesmos nas moléculas dos triacilglicerdis, resultando na modificacdo da
composicdo triacilgliceridica, cuja caracteristica final é totalmente determinada pela
composicdo total em acidos graxos das matérias-primas iniciais (ROZENDAAL e MACRAE,
1997).

Recentemente, o FDA revogou o status considerado seguro para Oleos parcialmente
hidrogenados, que se tornou a principal fonte de acidos graxos trans da dieta. Assim, a
interesterificagcdo tem recebido muita atencdo na industria do 0leo comestivel como substituto
da hidrogenacgéo. Sendo uma reacdo de rearranjo na moléecula de glicerol sem alterar o perfil
de &cidos graxos. Os dois tipos de interesterificacdo sdo: quimica e enzimatica (RASHID,
KAMARULZAMAN e OMAR, 2018).
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Ao contrdrio do que ocorre na hidrogenacdo, a interesterificacdo ndo promove a
isomerizacdo dos &cidos graxos cis para trans, pois 0s acidos graxos ndo sdo modificados,
mas sim redistribuidos nas ligacGes éster do glicerol, criando novas estruturas. Desta forma, a
interesterificacdo é uma alternativa a hidrogenacdo parcial para obter produtos livres de
acidos graxos trans, com aplica¢gdes em margarinas e substitutos de manteiga de cacau (LIU e
LAMPERT, 1999; SONNTAG, 1982). Podendo ser aplicada por diversas raz0es: para
influenciar o comportamento de fusdo, fornecendo consisténcia desejada a temperaturas
ambiente e de refrigeracdo, para melhorar ou modificar o comportamento cristalino, de forma
a facilitar os processos de producgdo e para diminuir a tendéncia a recristalizacdo durante a
vida util do produto (ROZENAAL, 1992).

A interesterificacdo enzimatica de um processo catalisado por lipase tem varias vantagens
sobre a quimica. Este processo € mais especifico, especialmente com o uso de lipase 1,3-
especifica, resultando em gorduras personalizadas que tém propriedades fisicas e nutricionais
desejadas. A interesterificacdo quimica é normalmente realizada na faixa de temperatura entre
70 e 120°C enquanto a enzimatica é realizada a baixas temperaturas (55 a 70°C), 0 que gera
reducdo de custos e de energia. Além disso, gera uma maior estabilidade do acido graxo a
oxidagdo. Assim, interesterificacdo enzimatica € mais aceitavel para os consumidores
preocupados com a salude (NOOR et al., 2015). Além disso, as enzimas ndo sao perigosas
para 0 ambiente nem perigoso manusear em compara¢do com produtos quimicos (Chen et al.,
2007).

3.4 Quantificacdo dos acidos graxos trans

Devido a relevancia do teor de AGT, a sua determinacdo de maneira rapida e confiavel é
altamente relevante e de grande importancia para a caracterizacdo quimica e controle de
qualidade de alimentos processados. O método versatil e oficial e classico para analise de
acidos graxos é a cromatografia em fase gasosa acoplada a um detector de ionizacdo de chama
(GC-FID). O GC-FID ¢é amplamente utilizado devido a sua precisdo, conveniéncia e
sensibilidade (DODDS et al, 2005; DOWNS, THOW e LEEDER, 2013; FDA, 2015; KHAN,
HASSAN e RAUF, 2017; ROBERTS et al, 2008).

Diferentes areas da ciéncia tém utilizado as avaliacbes qualitativas e quantitativas de
ésteres de acidos graxos (EAG) em estudos de diferentes componentes lipidicos. A formacéo
destes EAG ocorre, comumente, da reacdo entre 6leos e gorduras (lipidios) com monoalcoois

de cadeia curta, como o metanol ou o etanol, os quais fornecem respectivamente o grupo metil
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e etila, Quando a reacdo é com o metanol, formam-se os ésteres metilicos de &cidos graxos
(EMAG). Quando a reacdo € com o e etanol, formam-se os ésteres etilicos de &cidos graxos
(EEAG) (SUAREZ, 2007a; SUAREZ, 2007b).

Os 4acidos graxos tém polaridade relativamente alta, sendo geralmente derivados em
EMAG correspondentes, que séo derivados ndo-polares (RUIZ-RODRIGUEZ et al., 2010).
As amostras podem ser usadas diretamente ou apds a extracdo de gordura. Devido a sua
elevada reatividade e polaridade do produto final os EMAG’s sdo preferidos em detrimento
aos EEAG’s nas determinacdes quimicas. A rota de producdo dos EMAG’s a partir dos
componentes lipidicos pode ser de diferentes tipos, todavia, devido aos baixos custos sdo
prioritariamente utilizadas aqueles que fazem uso de &cidos e bases de Bronsted-Lowry. A
esterificacdo é realizada na maioria das vezes com hidréxido de sédio metanolico (RICHTER
et al., 2009; WAGNER et al., 2008) ou metdxido de sdédio metandlico (também chamado
metilato de s6dio), embora o hidroxido de potassio metandlico também tenha sido utilizado
(SAUNDERS et al., 2008).

3.4.1 Preparo da amostra

A determinacdo quantitativa de AGT em niveis muito baixos, como nos 06leos
vegetais, ndo é um procedimento simples. As concentragdes destes &cidos estdo,
normalmente, abaixo de 2% e os teores obtidos sdo, muitas vezes, utilizados na avaliagéo do
processamento ou como critério de rejeicdo de produto nas transacbes comerciais. A
determinacdo do AGT por cromatografia em fase gasosa requer a otimizacdo dos parametros
analiticos como: tipo e temperatura da coluna; quantidade de amostra injetada; bem como,
parametros de processamento dos picos (VAN BRUGGEN et al., 1998).

A analise de acidos graxos em alimentos por cromatografia em fase gasosa requer o
uso de procedimentos de preparo de amostras. O que envolve o uso da extracdo lipidica
seguida da obtencdo dos ésteres metilicos a partir dos triglicerideos por reacbes de
esterificacdo e/ou transesterificacdo, isto se faz necessario, devido as altas temperaturas de
ebulicdo das substancias envolvidas (acidos graxos, triacilglicerdis, fosfolipidios entre outros)
(EDER, 1995; ULBERTH e SCHRAMMEL, 1995; SEPPANEN et al., 2002). Apé6s a
conversdo destes compostos para ésteres metilicos, hé a reducdo no ponto de ebulicdo, o que
promove sua volatilizagdo, permitindo a resolucdo cromatografica (RUIZ-RODRIGUEZ et
al., 2010). Vérios aspectos, incluindo o tipo de catalisador (alcalino ou &cido), razdo molar

alcool/éleo vegetal, temperatura, pureza dos reagentes (principalmente teor de agua) e
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contelido de &cidos graxos livres tem influéncia sobre a transesterificagdo (FREEDMAN,
BUTTERFIELD e PRYDE, 1986).

Métodos de esterificacdo sdo geralmente divididos em duas categorias: catalise acida e
de catalise basica. Os reagentes mais usados na esterificacdo por catalise acida sdo: acido
cloridrico (HCI), acido sulfarico (H2SOa4) e trifluoreto de boro (BFs) em metanol (CHzOH)
(METCALFE e WANG, 1981; MEHER et al, 2006). Normalmente, a transesterificacdo por
catalise bésica dos triacilglicerideos é realizada em presenca de metanol como agente de
alcoolise, pois a reacdo ocorre com maior eficacia na presenca desse alcool (MENEGHETTI
et al., 2009). A transesterificacdo catalisada por base em 0leos vegetais é mais rapida que a
reacdo catalisada por &cido (FREEDMAN, BUTTERFIELD e PRYDE, 1986).

O mecanismo da reacdo de transesterificacdo ocorre em trés etapas consecutivas e
reversiveis, nas quais sdo formados os ésteres, diacilglicerideos e monoacilglicerideos como
intermediarios (Figura 6). Apesar da estequiometria geral da reacdo requerer trés mols do
alcool para cada mol de triacilglicerideo, a reversibilidade das reagdes envolvidas faz com que
seja necessario o emprego de um excesso de alcool ao meio reacional para promover um
aumento no rendimento em ésteres (AUED-PIMENTEL, 2007; MENEGHETTI,
MENEGHETTI e BRITO, 2013).
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Figura 6. Etapas reacionais envolvidas na transesterificacdo de triacilglicerideos
(MENEGHETTI, MENEGHETTI e BRITO, 2013).
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A transesterificacdo em meio basico ocorre em condi¢cGes de temperaturas mais
amenas e tempo reduzido. Além disso, ocorre satisfatoriamente com excesso de alcool e na
auséncia de agua (AUED-PIMENTEL, 2007). A escolha do procedimento depende de
caracteristicas como porcentagem de acidez e umidade. Para lipidios com menor acidez e
umidade maxima de 1%, metodologias de catalise alcalina sdo recomendadas, pois sdao mais
rapidas, mais econémicas e ndo utilizam aquecimento (ISO, 2000).

No mecanismo da substituicdo nucleofilica em derivados de acidos carboxilicos é bem
conhecido que a formacdo do intermediario tetraédrico € a etapa lenta da reacdo em duas
etapas (adicdo e eliminacdo) conforme apresentado na Figura 7. Assim, uma primeira etapa
consertada de pseudo primeira ordem opera no ciclo catalitico onde o alcool é o solvente da
reacdo, com a participacdo do catalisador HO", e exclui a participacdo de metoxido como
nucleofilo. Ou seja, na catalise basica, o nucledfilo que ataca a carbonila é o proprio metanol,
que atua como o solvente da reacdo com a participagdo do catalisador HO™ (Cunha et al.,
2018).
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Figura 7. Ciclo catalitico do mecanismo da transesterificacdo com CH3OH como solvente e

catélise béasica por hidroxido (Cunha et al., 2018).
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A esterificacdo/transesterificagdo proposta por Hartman e Lago (1973), modificada
posteriormente por Maia e Amaya (1993), é amplamente utilizada e prop8e o uso de reacoes
de saponificagio com  &cidos graxos  (catdlise  alcalina), seguidas de
esterificacdo/transesterificacdo (catalase é&cida). No entanto, este procedimento tem a
limitacdo de que as amostras de &cidos graxos polinsaturados podem facilmente sofrer
degradacéo lipidica, principalmente devido ao uso de altas temperaturas (PEREZ-PALACIOS
et al., 2008; KEBEDE et al., 2013). Além disso, pode ocorrer isomerizacdo de acidos graxos
insaturados, principalmente os conjugados, quebra de grupamentos reativos como 0s grupos
ciclopropenidicos (CHRISTIE, 1993; CHRISTOPHERSON e GLASS, 1969; KRAMER et
al., 1997).

Os reagentes mais utilizados na esterificacdo de acidos graxos por catélise basica sao
solucBes metandlicas de metoxido de sédio (NaOCHs), hidroxido de potassio (KOH) e
hidroxido de sodio (NaOH). Os meétodos bésicos de catalise de esterificagdo sdo rapidos e
podem ser realizados a temperatura ambiente, reduzindo do risco de decomposicao de &cidos
graxos polinsaturados (BANNON et al,1982b; GLASS, 1971; GUTNIKOV, 1995).

Na Figura 8, € mostrado 0 mecanismo aceito para a reacdo de transesterificacdo de
triacilglicer6is com alcodis em meio &cido. Uma carbonila, por exemplo, de um

triacilglicerideo, sofre um ataque eletrofilico do H*, conforme a reagdo (i), formando um
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carbocétion. A seguir, este carbocétion sofre um ataque nucleofilico de uma molécula do
alcool, formando um intermediério tetraédrico. Entdo, ocorre a formacdo de, neste caso, um
diacilglicerideo e um éster graxo, juntamente com a regeneracdo da espécie H*. Por processos
semelhantes serdo formados o0s monoacilglicerideos e glicerol (MENEGHETTI,
MENEGHETTI e BRITO, 2013; SCHUCHARDT, SERCHELI e VARGAS, 1998).

Figura 8. Mecanismo de transesterificacdo de triglicerideos em meio acido (MENEGHETTI,
MENEGHETTI e BRITO, 2013).
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Os procedimentos oficiais para preparacdo de ésteres metilicos de &cidos graxos,
recomendados pela AOAC e AOCS (AOAC, 2005; AOCS, 2005) utilizam como catalisador
BF: em metanol, que apresenta a desvantagem de ser toxico, instavel e pode provocar a
formacdo de produtos secundarios, além da reacdo necessitar de aquecimento (CHRISTIE,
1993).

O método IUPAC 2.301 e o método alternativo de esterificacdo da AOCS Ce 2-66,
que emprega KOH metandlico como reagente de esterificacdo (IUPAC,1987; INSTITUTO
ADOLFO LUTZ, 2008), apresentam restricGes para sua aplicacdo na analise da gordura dos
alimentos, pois ndo esterifica acidos graxos livres; também, pode levar a formacdo destes
acidos por hidrolise, além de ndo esterificar a gordura de amostras com elevado teor de acidez
(CHRISTIE, 1993; CHRISTOPHERSON e GLASS, 1969; KRAMER et al., 1997). Contudo,
para amostras de 6leos vegetais refinados, que contém essencialmente triacilglicerdis e séo
praticamente isentas de Aacidos graxos livres, fosfolipidios e outros lipidios polares, a
transesterificagdo alcalina tem sido recomendada devido a simplicidade e rapidez
(CHRISTOFERSON e GLASS, 1969; RATNAYAKE, 2004).

MILINSK et al (2011) efetuaram a comparacdo dos diferentes métodos de
esterificagdo que envolvem catélises &cidas e basicas na determinagdo quantitativa de EMAGs

em azeite de oliva. Os métodos selecionados foram descritos por Metcalfe, 1966 (MET);
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Bannon, 1982 (BAN); Joseph e Ackman, 1992 (JAC); Hartman e Lago, 1973 (HLA). Os
resultados mostraram a eficiéncia dos métodos de esterificagcbes para os principais acidos
graxos saturados presentes no azeite de oliva analisado. Os métodos mais eficientes para a
esterificacdo de acidos graxos insaturados nos 6leos analisados foram JAC, ISO e BBA. O
método ISO é o mais simples e menos toxico. Trata-se de uma catalise basica com uso de
NaOH e n-heptano.

Um ponto importante a se considerar é a toxicidade dos solventes que sdo empregados
nos métodos convencionais de extracdo de gordura e transesterificacdo. As legislacbes de
protecdo ambiental e de biosseguranca tém previsto a reducdo na utilizacdo de solventes
toxicos e exigido o descarte adequado (Ministério da Saude, 2004). A Tabela 5 apresenta

algumas constantes fisicas destes solventes e aspectos sobre toxicidade.

Tabela 5. Propriedades fisicas e aspectos de toxicidade de alguns solventes organicos

empregados na extracéo de lipidios dos alimentos.

Constante
Solvente PE, °C*  dielétrica Toxicidade®P
(25°C)
Irritante para vias areas superiores,
pele e olhos.
n-hexano 69 1,89 Alta  Ppossivelmente carcinogénico para o
homem, podendo também causar
defeitos genéticos®.
n-heptano 97 1,90 Baixa !Ifitante para vias areas superiores e

pele.

Irritante para olhos e pele.
Tolueno 111 2,38 Alta  Depressor do sistema nervoso
central (SNC).

Eter etilico 35 433 Média Irrltzfmte, para os olhos e sistema
respiratorio. Pode afetar SNC.

Nocivo quando inalado, ingerido ou

Cloroférmio 61,7 4,81 Alta ©m contato com a pele.
Possivelmente carcinogenico para o
homem®©.
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Irritante para a pele e olhos. Pode
Iso-octano 99 1,94 Média ser mortal por ingestdo e penetragdo
nas vias respiratorias.

Levemente irritante para olhos,
Acetona 56,5 20,7 Baixa nariz e garganta. A inalacdo pode
causar tontura, narcose e coma.

Metanol 65 32,63 Alta  Nocivo quando inalado, ingerido ou
em contato com a pele. Afeta SNC.

20MS, 2004; ® The Merck Index, 1996; Carpenter et al (1993); IARC, 2006.

Uma anélise da Tabela 5, demonstra que, apesar da maioria dos solventes
apresentarem elevada toxicidade, no caso do metanol o mesmo ¢é utilizado para as reacdes de
transesterificacdo e ainda ¢ o mais utilizado por apresentar maior rendimento quimico. Os
solventes n-heptano e n-hexano podem atuar na recuperacao dos ésteres metilicos em fungéo

do seu carater apolar.

3.4.2 Cromatografia em fase gasosa

A base para a separacdo dos analitos na cromatografia em fase gasosa é a parti¢do da
amostra no estado de vapor entre duas fases, uma fase estacionaria (FE) (sélida ou liquida) e
uma fase gasosa mdvel. Na separacdo de ésteres metilicos de &cidos graxos (EMAG) havera
diferentes afinidades com a FE, de acordo com a estrutura quimica de cada componente, isto
é, numero de insaturacdes, polaridade, presenca de isomeria (geométrica ou de posicao) ou de
grupamentos na cadeia carbonica. Para esta separacdo, as fases estacionarias mais adequadas
sdo de polimeros polares como poliésteres (Carbowax 20M) e cianosiliconas (SP 2340, SP
2560). Os componentes terdo tempos de eluicdo da coluna, ou tempos de retencdo
diferenciados. O tempo de retencdo é caracteristico para determinado composto em uma FE,
em condic¢des padronizadas de analise (AUED-PIMENTEL, 2007).

Apos a separacdo, na coluna cromatografica, os componentes séo direcionados ao
sistema de deteccdo. Na analise de EMAG, normalmente, é empregado um detector de
ionizagdo de chama. Os componentes da amostra séo queimados originando uma corrente de
ions os quais sdo coletados e transformados em sinais elétricos e registrados como picos.

Estes detectores emitem sinais para compostos organicos volateis. O sistema de cromatografia
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em fase gasosa emprega N2, H> ou He como gas de arraste; possuem alta sensibilidade e
ampla faixa de resposta linear (LANCAS, 2009).

Métodos de cromatografia em fase gasosa tém progredido gracas a evolucdo das
colunas analiticas. A evolucgdo das colunas de vidro para as colunas capilares contribuiu para
uma excelente resolucdo de sinais, especialmente no que se refere a separacdao dos isdbmeros
cis/trans (ALBUQUERQUE et al, 2011). Sébédio e Ratnayake (2008) desenvolveram varios
métodos melhorados de CG em colunas altamente polares, como a CPSil 88 de 100m ou
equivalente, no entanto, uma separacdo completa dos sete isdmeros geométricos do acido
linolénico ainda ndo pode ser alcangada. Na verdade, a separacdo individual de cada isbmero
é essencial para uma quantificacdo Otima de AGT em varios alimentos e para prevenir
qualquer risco de sub ou superestimacdo devido ao método. Portanto, desenvolvimentos
futuros para simplificar e melhorar o atual procedimento de CG tera grande necessidade para
atender a diversidade de produtos alimentares.

A anélise dos isémeros cis e trans originam, em geral, os melhores resultados quando
realizada usando colunas capilares de 100 m (KIM et al., 2008; LEE et al., 2008; SANDERS
et al., 2008; WIJESUNDERA et al., 2007), flexiveis de silica fundida tendo como fase
estaciondria o cianopolisiloxane altamente polar, visto que sdo capazes de separar iSOmeros
geométrico e posicional de AGT. A utilizacdo de colunas mais longas reduz o risco de
sobreposicao de isdmeros (DIJKSTRA et al., 2008).

A separacdo de EMAG por cromatografia em fase gasosa € realizada com base no
comprimento da cadeia de acido graxo, nimero de ligacdes duplas e sua configuracdo
geométrica cis e trans (MOSSOBA e KRAMER, 2009). As separagdes cromatogréaficas sdo
otimizadas atraves de estudos das condi¢bes da temperatura do forno (isoterma ou programa
de temperatura), fluxo e natureza do gas de arraste (H2 ou He), tipo, fase estacionéria e
comprimento da coluna capilar. Fases estacionarias polares como cianopropilsiloxano (CPS)
sdo comumente usadas para a separacao da maioria dos isbmeros posicionais e geométricos
dos EMAG, sendo encontradas no mercado como SP-2560 (SUPELCO, Bellefonte, PA,
Estados Unidos) e CP-Sil 88 (Agilent J&W, Santa Clara, CA, Estados Unidos) (AHMAD,
2017).

Conforme Tabela 6, 0 método AOCS ce 1h-05 da American Oil Chemists’ Society
(AOCS) para a determinacao dos isdmeros trans de AG em 0leos e gorduras requer o uso de
coluna de 100 m SP-2560 (Supelcolnc.) ou coluna capilar CP-Sil 88 (Varianinc.) operando
isotermicamente a 180°C. Estas condigdes maximizam a resolucdo de isbmeros de C18:1,

C18:2 e C18:3 que, geralmente, se encontram em 0leo vegetal parcialmente hidrogenados
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com uso de padrdo interno (1S) 21:00 para fins quantitativos (RATNAYAKE et al, 2006). No
entanto, apesar do sucesso da coluna altamente polar de 100 m com fase de
cianopropilsiloxano para a separacdo de AGT, existem limitacOes relacionadas a co-elui¢des e
dificuldades de separacdo para acidos graxos C16:1, C18:1, C18:2, C20:1 e C18:3 (KRAMER
et al, 2008).
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Tabela 6. Métodos oficiais para analise de acidos graxos trans por GC-FID.

Método Oficial Matrizes aplicaveis Coluna GC Programacao de temperatura Gas de arraste
Coluna capilar (100% 120°C por 4 min, rampa de
AOAC 996.01 Cereais dimetilpolisiloxano), 30 m x 0,25 mm  5°C.min™* até 230°C, manter He
ID, Rtx 233 por 5 min
- . 100°C por 4 min, rampa de 3°
. Coluna de silica fundida CPS 100 m x e o
AOAC 996.06 Alimentos em geral 0.25 mm ID, filme de 0,2um, SP-2560 C.min™ até fg?nﬁ] manter por He
oo oo Coumadesica funcioa CPs 00mx 07 RS e 15
AOAC 2012.13 . L 0,25 mm ID, filme de 0,2um, SP-2560e " . "o 0 He ou H»
férmula nutricional CP-Si| 88 1 min. Rampa de 2° C.min
adulto e pediétrica até 225°C, manter por 20 min
Oleos e gorduras Coluna de silica fundida CPS 100 m x
AOCS ce 1h-05 vegetais, fontes ndo- 0,25 mm ID, filme de 0,2um, SP-2560 e  Isoterma 180°C por 65 min He ou H>
ruminantes CP-Sil 88
Coluna de silica fundida PEG 30 m x o . o
Oleos marinhos e outros 0,25 mm ID, filme de 0,2um, gguﬁlp S{észr;égéragg’nisree%
AOCS ce 1i-07 contendo acidos graxos Suplecowax-10, FAMEWAX, HP- Ao £ X He ou H2
. 225°C ¢ usado para EMAG
polinsaturados INNOwax, CP-Wax, Carbowax 20M, . :
de cadeia longa (>C25:0)
Omagawax 320
Coluna de silica fundida CPS 100 m x  Isoterma 180°C por 32 min.
AOCS ce 1j-07 Gorduras extraidas 0,25 mm ID, filme de 0,2um, SP-2560 e~ Rampa de 20° C.min* até He ou H:

CP-Sil 88 215°C. Manter por 31 min.
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Tabela 7. Métodos Cromatogréaficos para determinacgdo de acidos graxos trans.

Analito Transesterificacdo Condicdes de Analise LQ Referéncia
GC-FID. Coluna: capilar silica fundida BPX-70 - 30 m
o o Programagdo: 100°C, a 10°C.min* até 160°C e a 3°C.min? 0,10 a 0,20 pg/mL _
Acidos graxos  Uso de metdxido de ] _ ) ] ) ) Salimon et al.
) o até 220°C por 5 min, 10° C.min* até 260°C por 5 min. Injetor ~ (C18:1, C18:2 e
cis e trans sodio e n-hexano ] ) _ (2017)
e Detector: 260 e 280°C, gas carreador: He (1 mL.mint). Split C18:3)
30:1.
GC-FID. Coluna: capilar CP-Sil88 - 100 m
Acidos graxos  Uso de metoxido de Programacao: 45°C por 4 min, 13°C/min para 175°C, Huang et al.
_ o _ _ Né&o declarado
cis e trans sodio e n-hexano 4°C/min a 215°C. Injetor e Detector: 250°C, gases: Ha, ar e N2 (2016)
foram 30,0 m/ min.
GC-FID. Coluna: capilar SP-2560, 100 m
Acido oléicoe  AOCS Ce 1j-07 (BF3 Programacdo: 180°C por 32 min, aumento para 240°C a Nio declarad Gotoh et al.
do declarado
acido elaidico 14% em metanol) 20°C/min. Por fim 240°C por 31,25 min. Injetor e Detector: (2018)
235 e 325°C, gas carreador: He (2 mL.min™). Split 100:1.
o GC-FID. Coluna: CB - 50 m Programacao: 140°C a 200°C
Acidos graxos  1SO 12966-2 (2011) — ) ) ) 3 Costa et al.
por 40 min. Injetor e Detector: 250 e 270°C, gas carreador: He Né&o declarado
trans KOH 2M em metanol (2016)

(1 mL.min'). Split 100:1.

AHMAD (2017).
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Conforme Tabela 7, Salimon et al. (2017) efetuaram a extracdo de lipidios nas
amostras de alimentos combinado & derivatizagdo utilizando NaOCHsz e n-hexano. A
quantificacdo dos AGT’s foi realizada em GC-FID com coluna capilar de silica fundida de 30
m. Os autores obtiveram resultados satisfatorios com este método de derivatizacdo e produziu
adequada preparacdo de EMAG para anélise em GC, incluindo AGT’s, sem ter que fazer
separacOes auxiliares. DELMONTE et al. (2011) avaliaram a coluna capilar SLB-IL111
(Supelco Inc.) comparando com as colunas de siloxanocianopropilo altamente polares,
atualmente recomendadas para a separacdo dos isdmeros cis e trans de acidos graxos e
comercializadas como SP-2560 e CP-Sil 88. A coluna foi SLB - IL111 operada em modo
isotérmico a 168°C, com hidrogénio como gas de arraste a vazdo de 1,0 mL/min proporcionou
uma melhor separacdo dos &cidos graxos trans.

Weatherly et al. (2016) testaram quatro colunas liquidas idnicas (IL), SLB-IL59, SLB-
IL60, SLB-IL65 e SLB-IL111, para avaliar qual a analise mais rapida para quantificacdo de
ésteres metilicos de acidos graxos como omega-3, omega-6, isdmeros posicionais adicionais e
misturas de éster e &cidos graxos isdmeros encontrados no 6leo de peixe, 6leo de linhaca e
composigdes potencialmente mais complexas. As colunas IL estruturalmente distintas
proporcionaram tempos de retencdo mais curtos e picos simétricos para os ésteres etilicos ou
metilicos de acidos graxos, do que uma coluna convencional de polietileno glicol (PEG). A
resolucéo de ésteres de &cidos graxos é importante para alimentos e suplementos complexos,
onde diferentes formas de &cidos graxos podem ser incorporadas. As eficiéncias médias dos
modelos SLB-1L60 e SLB-1L111 sdo maiores que as demais estudadas, esta Gltima mantendo
a eficiéncia mesmo com seus tempos de retencao consideravelmente menores. Neste mesmo
trabalho, além do estudo da eficiéncia da coluna, os autores determinaram atraveés dos
detectores de ionizacdo de chama (FID) e o de detector de absor¢do na regido do ultravioleta a
vacuo (UV) forneceram uma sistematica melhoria da resolucdo possibilitando determinar
misturas altamente complexas, ou seja, 0s isdmeros (isdmeros cis e trans).

O método oficial 996.06 da AOAC, conforme Tabela 6, envolve a extracdo de gordura
do alimento por hidrélise tipo Monjonnier, que causa uma completa quebra da matriz do
alimento, seguida da extracdo etérea, transesterificacdo do acido graxo para 0s seus ésteres
metilicos, usando BFs em metanol e quantificacdo por cromatografia em fase gasosa capilar.
Para laticinios € feita a hidrolise alcalina com hidroxido de amonio, para queijos hidrolise
alcalina e hidrdlise acida. Para os demais tipos de alimentos utiliza-se a hidrélise acida com

HCI. Acidos graxos individuais sdo calculados em relagio ao padréo interno (C11:0) e cada
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acido graxo é convertido para seu triglicerideo equivalente e somados para dar o total de
gordura (AOAC, 2005a).

AUED-PIMENTEL (2007) analisou diversos alimentos utilizando diferentes
procedimentos para a determinacédo de lipidios ou gordura total (GT), acidos graxos saturados
(AGS), polinsaturados (AGP) e trans (AGT). O teor de GT dos alimentos foi também
determinado a partir da composicao de &cidos graxos obtida por cromatografia em fase gasosa
com detector de ionizacdo de chama (GC-FID) conforme método AOAC 996.06 (ou 996.01),
com modificagdes. A autora concluiu que o método AOAC 996.06, para extracdo e
quantificacdo de GT, AGS e AGT por GC-FID, revelou exatiddo e precisdo satisfatorias (CV
<5% para analitos em concentracdo acima de 1%), rapidez e emprego de solventes de baixa
toxicidade e em menor volume, sendo uma metodologia viavel a ser adotada no Brasil para
fins de rotulagem nutricional.

Os estudos mais recentes revelam que os reagentes mais utilizados na esterificagéo de
acidos graxos por catalise basica sdo solu¢des de hidroxido de potéssio e metoxido de sddio.
Os métodos podem ser realizados a temperatura ambiente, reduzindo o risco de decomposicao
de &cidos graxos polinsaturados e evitando o uso de um agente antioxidante. Em termos de
métodos de cromatografia gasosa com utilizacdo de detector de ionizacdo de chama, a
evolucdo na anélise de acidos graxos em alimentos se deve muito as inovacdes das colunas
analiticas, principalmente quanto aos tipos de fases estacionarias que estdo diretamente
relacionadas com a melhoria no poder de separacéo.

A analise dos isdmeros cis e trans, geralmente, demonstra melhores resultados quando
realizada em colunas de 100 m (LEE et al., 2008; SAUNDERS et al., 2008; WIJESUNDERA
et al., 2007), flexiveis, do tipo capilar de silica fundida revestidas com fases estacionarias de
cianopolissiloxano altamente polares, uma vez que eles sdo capazes de separar 0s isOmeros
geométricos e posicionais de acidos graxos. O uso de colunas mais longas reduz o risco de
sobreposicdo de isdmeros (DIJKSTRA et al., 2008). De acordo com RATNAYAKE,
HANSEN e KENNEDY (2006), o uso de hidrogénio reduz o tempo de execugéo, origina uma

melhor resolucdo dos isbmeros trans e picos mais nitidos, quando comparado ao hélio.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1Materiais

4.1.1 Amostras

As amostras dos 0leos de canola e soja foram adquiridas das marcas: Liza®, Salada®,
Soya® e Purilev®, em mercados locais e foram coletadas de maneira aleatéria em Salvador,
Bahia, sendo os vasilhames retirados do fundo das gondolas visando minimizar a influéncia
da luz no estudo, visto que este & também um fator importante na oxidag&o lipidica. Com o
intuito de minimizar a heterogeneidade natural existente entre as diferentes marcas de 6leo,
foram preparadas amostras compostas de cada Oleo a partir de trés marcas comerciais, na
mesma proporcdo e foram armazenadas em frascos de vidro ambar com tampa rosqueavel. A
cada abertura do frasco, fazia-se passar nitrogénio puro sobre a superficie do 6leo contido no
frasco, a fim de remover o ar. Ao final foram preparadas 12 amostras compostas de cada tipo

de dleo.

4.1.2 Solventes, reagentes e padrdes

Os reagentes utilizados para a transesterificagdo foram: hidréxido de potéssio, PA (Merck,
>99,9%), cloreto de sédio, PA (Merck, 99%). Os solventes utilizados foram: n-hexano, grau
HPLC (Merck, Lichrosolv, >98%), n-heptano, grau HPLC (Merck, Lichrosolv, >99%), Iso-
octano, grau HPLC (Merck, >99,8%), metanol, PA (Panreac, 99,96%) e alcool etilico, PA
(Synth, 99%). Os sais dos metais utilizados no aquecimento: cloreto de ferro I1l, PA (Synth,
98%), cloreto de cobre Il, PA (Synth, 98%). Para a analise de metais utilizou-se HNO3 65%,
m m?t (Merck, Alemanha), purificado em destilador de &cidos (Milestone, sub-boiling
distilation), peroxido de hidrogénio, H.O2 30% v v (Merck, Alemanha), agua deionizada,
com resistividade especifica de 18,2 MQ cm™, de um sistema de purificagdo Milli-Q (ELGA,
Purelab, Option- Q).

Para as analises de cobre e ferro foram utilizadas: solucio padrdo de Ferro 1000 mg L™
(997 mg Lt + 5 mg L) — SPECSOL, Campinas, Brasil e solugdo padrdo de Cobre 1000 mg
L (1000 mg L™+ 4 mg L!) — SPECSOL, Campinas, Brasil
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Padrdes individuais e misturas com teores certificados de EMAG foram utilizados para
identificar os componentes das amostras e determinar os fatores de corre¢do de resposta do

detector de ionizacdo de chama. Os materiais de referéncia certificados foram os seguintes:

e Padrdo com mistura de 14 EMAG, variando de 8:0 a 24:0 (Supelco 18918), com

concentracgdes certificadas de cada componente (Tabela 8).

Tabela 8. Padrdo com mistura de 14 EMAG variando de 4:0 a 24:0, com percentuais em

massa aproximadas de cada isbmero.

Componente EMAG % massa
Palmitato de metila (C16:0) 11
Octanoato de metila (C8:0) 8
Decanoato de metila (C10:0) 8
Dodecanoato de metila (C12:0) 8
Miristato de metila (C14:0) 8
Estearato de metila (C18:0) 8
Araquidato de metila (C20:0) 8
Behenato de metila (C22:0) 8
Tetracosanoato de metila (C24:0) 8
Palmitoleato de metila (C16:1,cis-9) 5
Oleato de metila (C18:1,cis-9) 5
Cis-cis-Linoleato de metila (C18:2,cis-9,12) 5
Cis-cis-cis-Linolenato de (C18:3,cis-9,12,15) 5
metila

cis-13-docosenoato de metila (C22:1,cis-13) 5

e Padrdo com mistura de 14 EMAG isémeros cis-trans do &cido linoleico (C18:2)

(Sigma-Aldrich 47791) — 10 mg mL™*, com a concentragdes mostradas na Tabela 9;

Tabela 9. Padrdo com mistura de 14 EMAG de ésteres metilicos de isbmeros cis(c)/trans(t) do

acido linoleico (C18:2), com percentuais em massa aproximadas de cada isémero.

Componente EMAG % massa
Trans-trans-linoleato de metila (C18:29t,12t) 50
Cis-trans-linoleato de metila (C18:29c,12t) 20
Trans-cis-linoleato de metila (C18:29t12c) 20
Cis-cis-linoleato de metila (C18:29c,12c) 10
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e Padrdo com mistura de 14 EMAG isdmeros cis-trans do acido linolénico (18:3)
(Sigma-Aldrich 47792) — 10 mg L™* conforme Tabela 10;

Tabela 10. Padrdo com mistura de 14 EMAG isdmeros cis (c)/trans (t) do acido linolénico

(C18:3) (Sigma-Aldrich 47792), com percentuais em massa aproximadas de cada isémero.

Componente EMAG % massa
Trans-trans-trans linolenato de metila (18:3 9t,12t,15t) 30
Trans-trans-cis-linolenato de metila (18:3 9t,12t,15¢) 15
Trans-cis-trans-linolenato de metila (18:39t,12¢,15t) 15
Cis-cis-trans-linolenato de metila (18:39c,12c,15t) 15
Cis-trans-trans-linolenato de metila (18:39c,12t,15t) 7
Cis-trans-cis-linolenato de metila (18:39c,12t,15¢c) 7
Trans-cis-cis-linolenato de metila (18:39t,12c,15¢) 7
Cis-cis-cis-linolenato de metila (18:39c,12c,15c) 3

Padrdes individuais (Sigma-Aldrich, com pureza >99%):

e Oleato de metila (C18:1, 9¢ 18918 — SUPELCO) (C18:1) - 46902-U a 10 mg/mL;
e Trans-elaidato de metila (C18:1, 9t 46903 — SIGMA) (C18:1 9t) — 46903 a 10 mg/mL;
e Acido linoleico puro (SIGMA L1376) com pureza >99%.

As preparacdes das solucdes padrdo para a calibracdo foram feitas a partir de diluigdes dos
padrdes: mistura de 14 EMAG’s, variando com cadeia de 8 a 24 carbonos (Supelco 18918),
mistura de EMAG isémeros cis-trans do &cido linoleico (C18:2) (Sigma-Aldrich 47791),
mistura de EMAG isémeros cis-trans do acido linolénico (18:3) (Sigma-Aldrich 47792) e
trans-9-ac. Octadecendico metil éster (&cido elaidico) (C18:1 9t) — 46903 a 10 mg/mL

Para a mistura de 14 EMAG (Supelco 18918) foi preparada uma solucdo estoque de cada
padrdo a 1000 mg Lt a partir da dissolugdo de 0,050 g do padrdo de alta pureza em n-hexano
e ajuste do volume final para 50 mL em baldo volumétrico e armazenada em freezer.

Para a mistura de EMAG isdmeros cis-trans do acido linoleico (C18:2) (Sigma-Aldrich
47791), mistura de EMAG isdémeros cis-trans do &cido linolénico (18:3) (Sigma-Aldrich
47792) e trans-9-ac. Octadecenoico metil ester (acido elaidico) (C18:1 9t) — 46903 a 10 mg

mL™ o conteido de cada ampola (10 mg mL™) foi transferido, cuidadosamente, para vial de
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1,5 mL para efetuar as diluicOes para preparo de curva de calibragdo com o solvente n-
hexano.

Todas as solucdes estoque preparadas foram armazenadas em baldes volumétricos
previamente condicionados com n-hexano e posteriormente vedados com tampa de vidro e
fita teflon.

As solucdes dos ions metélicos para acrescentar em 200 mL de éleo foram preparadas
através da utilizacéo dos sais: FeClz e CuCl, Foi preparada uma solugdo-mée para cada ion na
concentracio de 0,5 g mL™* em etanol. Para Ferro, foi necessario pesar 1,45 g do reagente
FeCls PA e ajuste do volume final para 1000 mL em baldo volumétrico. Para cobre, foi
necessario pesar 1,06 g do reagente CuCl, PA e ajuste do volume final para 1000 mL em
baldo volumétrico.

Para andlise dos metais utilizou-se dois padrdes individuais de Cu e Fe: solucdo padréo
de Ferro 1000 mg L™ (997 mg Lt + 5 mg L) — SPECSOL, Campinas, Brasil e solucéo
padrdo de Cobre 1000 mg L (1000 mg L + 4 mg L) — SPECSOL, Campinas, Brasil. A
partir de cada solugdo padrdo de metal a 1000 mg L foi preparado cada ponto da curva de
calibracdo de 0,1 a 2,0 mg L™ diluindo em balGes volumétricos de 100mL com HNO3 0,2%.

E importante levar em consideragio o grau de pureza oferecido por cada padrdo e a forma
correta de armazenamento, de modo a manter a confiabilidade dos resultados adquiridos.

4.1.3 Equipamentos e acessorios

No procedimento de analise das amostras de 6leo de soja e canola foi utilizado
Cromatografo a gas Varian modelo 450-G, acoplado com detector de ionizagdo de chamas
(FID), médulo EFC11, equipado com injetor split/splitless e sistema de aquisicdo de dados
GALAXIE Versdo 1.X (California, USA). A coluna instalada no cromatografo durante a
realizacdo das analises foi uma coluna capilar polar SLB-1L111, fase estacionaria 1,5-di (2,3-
dimetilimidazdlio) pentano (100 m X 0.25mm, 0.2um), marca Supelco, Bellefonte, PA. O gas
de arraste utilizado foi hidrogénio (99,9999%) da White Martins (Brasil). No procedimento de
agitacdo foi utilizado Vortex Lab Dancer IKA (Brasil). A &gua ultrapura foi obtida do
purificador Milli-Q modelo RiOS da Merck Millipore (Alemanha). Na preparacdo das
solucBes padréo utilizou-se balanca analitica modelo AUW-220 da marca Shimadzu (Japéo).
Para analise dos metais foi utilizado forno de micro-ondas com cavidade (Microwave

Digestion Labstation - ETHOS EZ - Milestone), com capacidade para 10 frascos de 100 mL
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fabricados em TFM (PTFE modificado) e espectrometro de Absor¢do Atdmica com Chama
(FAAS), modelo: Varian AA 220FS (Mulgrave, Victoria, Australia).

4.2 Procedimento de otimizacdo da transesterificacdo (preparo dos ésteres

metilicos)

O método oficial de transesterificacdo - 055/IV Preparacdo de ésteres metilicos de
acidos graxos — Método 2, do guia de métodos fisico-quimicos para anélise de alimentos do
Instituto Adolfo Lutz (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008) foi adaptado de modo a se
otimizar a concentracdo da solucdo de KOH, tempo de agitacdo, volume da solugédo saturada
de NaCl e solvente n-heptano. A otimizagéo foi feita de maneira univariada e utilizou-se as
areas dos picos de cada composto como respostas. As analises foram feitas em triplicata e
com diluicdo de 1:100 depois da esterificacdo. Os analitos alvos foram os ésteres metilicos de
acido oleico, linoleico e linolénico do 6leo de soja.

Para selecdo da concentracdo da solugdo de KOH, foram preparadas solu¢ées de KOH
1, 2 e 3 mol L't em metanol para realizagio da transesterificacdo alcalina. Foram realizados
experimentos com o objetivo de testar o efeito do tempo de agitacdo apds a adicdo da solugédo
de KOH e solvente para verificar variacdo nas areas dos picos cromatograficos dos analitos.
Os tempos de agitagdo testados foram 20, 30 e 40 s. A influéncia do efeito salting-out foi
verificada testando-se a adicdo de 2,0, 3,0 e 4,0 mL de uma solucdo aquosa saturada em NaCl.
Também se testou diferentes solventes organicos, considerando as indicacBes de métodos
oficiais para esterificacdo: n-hexano (IAL), n-heptano (AOCS - American Oil Chemists
Society - AOCS Official Method Ch 1-91 — 7° edicdo - 2017), e iso-octano (Bannon et al.,
1982b). O volume de 2,0 mL de solvente, indicado no método padrdo (INSTITUTO
ADOLFO LUTZ, 2008) foi mantido.

O procedimento consistiu em: pesar cerca de 100 mg da amostra de 6leo em tubo de
centrifuga de 20 mL com tampa. Seguido da adi¢do de 2 mL de n-hexano e 0,2 mL de solucao
metandlica de KOH 2 mol L. Fechar o tubo e agitar no vortex por 30 segundos. Adicionar 3
mL de solucdo saturada de cloreto de sodio. Deixar separar as fases e utilizar a fase superior
para a analise por cromatografia em fase gasosa. Os ésteres metilicos foram analisados o mais

rapido possivel, evitando assim a perda dos esteres mais volateis.

65



4.3 Método cromatografico e quantificacdo dos acidos graxos

As condi¢bes a seguir de separagdo no cromatdgrafo em fase gasosa, foram utilizadas
conforme DELMONT et al. (2011):

- Rampa de aquecimento do forno da coluna: isoterma a 180°C por 35 min;

- Temperatura do injetor e detector: 250°C (Split — 1/100)

- Tipo de gés de arraste: H»

- Vazdo do gas de arraste: 1 mL/min

- Tempo de andlise: 35 min.

- Volume de injecéo: 1pL.

A identificacdo dos picos foi realizada pela comparacdo do tempo de retencdo dos
acidos graxos das amostras com o tempo de retencdo dos materiais de referéncia de ésteres
metilicos de acidos graxos acidos graxos monoinsaturados e polinsaturados. A quantificacdo
foi realizada por normalizacdo da area e 0s resultados expressos em g/100 g, utilizando
também o fator de diluicdo das amostras e fator de conversdo de ésteres metilicos para acidos
graxos (Tabela 11).

O objetivo da andlise quantitativa determinar seletivamente cada espécie presente na
amostra analisada. Desta forma, a area do componente obtida no cromatograma foi
relacionada com a concentragdo (AUED-PIMENTEL, 2007). Utilizou-se o método de
calibracdo externa, através da injecdo de solucdes de varias concentracdes de ésteres metilicos
de 4cido graxos e construiu-se graficos relacionando concentragio (mg L) e area. Para
expressao do resultado final, levou-se em conta o volume de sobrenadante da etapa de

esterificacdo, fator de diluicdo e fator de conversao conforme Tabela 11 abaixo.

Tabela 11. Fatores de conversdo de éster metilico de acido graxo para acido graxo
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

Acidos graxos Fator de Conversdo
C16:1 (&cido palmitoléico) 0,948
C17:0 (&cido margarico) 0,951
17:1 (4cido heptadecendico) 0,950
C18:0 (acido estearico) 0,953
C18:1 cis (acido oleico) 0,953
C18:1 trans (&cido elaidico) 0,953
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C18:2 cis (acido linoleico) 0,952

C18:2 trans (&cido linolelaidico) 0,952
C18:3 cis (&cido linolénico) 0,952
C18:3 trans (&cido linolénico trans) 0,952

Vale salientar que, todos os valores atingiram conversao de éster metilico superiores a
94% e ressalta-se que os componentes C18 apresentaram conversao relativamente superiores
aos C16 e C17.

4.4 Anélise do teor de metais nos 6leos de soja e canola

Neste topico serdo tratados os processos para determinacdo dos ions presentes nos
oOleos de soja e canola. Vale ressaltar que, a analise dos metais, bem como, a determinacao das
espécies organicas obedeceu aos mais rigorosos critérios previstos nas figuras de mérito deste
trabalho.

4.4.1 Decomposicdo das amostras para analise de Fe e Cu

As etapas de decomposicdo das amostras foram realizadas em forno de microndas com
cavidade (Microwave Digestion Labstation - ETHOS EZ - Milestone) com capacidade para
10 frascos de 100 mL fabricados em TFM (PTFE modificado). O equipamento foi acoplado
com sensores de temperatura e pressao visando garantir uma maior confiabilidade nos
resultados.

Os metais foram quantificados empregando Espectrometro de Absorcdo Atémica com
Chama, modelo AA 220FS (Varian, Mulgrave, Victoria, Australia). Equipado com corretor de
fundo com lampada de deutério e chama ar/acetileno. Os pontos da curva analitica de
calibragdo, bem como as amostras estavam em meio aquoso.

As amostras de 0leo de canola e soja foram realizadas em triplicata. O procedimento
de decomposicdo consistiu em pesar cerca de 0,25 g de cada amostra de 6leo em tubo de
teflon utilizado no forno de micro-ondas, em seguida foram adicionados os seguintes
reagentes: 5 mL de HNO3z 65% m m™ e 2,0 mL de H20, 30% v v, e os frascos foram
devidamente fechados e inseridos no forno e o programa de aquecimento era acionado no

equipamento (Tabela 12).
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Tabela 12. Rampa de aquecimento para decomposi¢do de amostras de 6leos de soja e canola
assistida por radiacdo de micro-ondas, em forno com cavidade (PINELLI, 2017).

Tempo, min Poténcia, W Temperatura, °C
3 600 120
2 600 120
10 850 220
15 850 220

Apbs finalizacdo do programa, as amostras digeridas foram esfriadas a temperatura
ambiente e transferidas para frascos de Falcon e diluidas para volume de 20,0 mL com agua

deionizada.

4.4.2 Determinacdo elementar de Fe e Cu

Para a determinacgéo de Fe e Cu foi empregado um espectrometro de Absorgcédo Atdmica
com Chama, modelo: Varian AA 220FS (Mulgrave, Victoria, Australia). Equipado com
correcdo de fundo de deutério e chama ar-acetileno. As condi¢des de operacao encontram-se
na Tabela 13.

Tabela 13. CondicBes de operacdo para analise de ferro e cobre por FAAS (BARAN e
YASAR, 2010).

Pardmetros Cu Fe
Comprimento de onda (nm) 324.8 248,3
Largura da faixa espectral (nm) 0,5 0,2
Corrente da lampada (MmA) 3,5 5,0
Fluxo (L min™?) 0,70 0,70
Altura da chama (mm) 13 13

4.5 Figuras de mérito consideradas na validagdo do método analitico

A validacdo de um método analitico € confirmagdo por exame e fornecimento de

evidéncia objetiva de que os requisitos especificos para um determinado uso pretendido sédo
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atendidos (INMETRO, 2017). Dessa forma, o0 método validado deve produzir resultados que
atendam as necessidades do problema analitico em questéo.

De acordo com o ICH (The International Conference on Harmonisation), os parametros
empregados na validacdo dependerdo da natureza da analise. Logo, o objetivo do
procedimento analitico deve ser claramente entendido, pois este ir4 direcionar as
caracteristicas de desempenho que precisardo ser avaliadas (ICH, 2005). Os principais

parametros de desempenho que devem ser considerados na validagdo séo abordados a seguir.

45.1 Linearidade

Linearidade de um procedimento analitico é a sua habilidade (dentro de uma dada faixa)
em obter resultados os quais sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na
amostra (ICH, 2005).

Faixa de trabalho de um procedimento analitico é o intervalo entre a menor
concentracdo e a maior concentracao de analito na amostra para o qual se demonstrou que o
procedimento analitico tem um nivel aceitavel de precisdo, exatiddo e linearidade (ICH,
2005).

A verificacdo da linearidade do método desenvolvido para os analitos foi realizada

numa faixa de concentragdo entre 0,5 e 10 mg L.

4.5.2 Precisao

A precisdo pode ser definida como a expressao da concordancia entre varios resultados
analiticos obtidos para uma mesma amostra (LANCAS, 2009). Normalmente, a precisao é
determinada para circunstancias especificas de medicdo e as trés maneiras mais comuns de
expressa-la sdo por meio da repetibilidade, precisdo intermediaria e da reprodutibilidade,
sendo usualmente expressas pelo desvio padréo e coeficiente de variagdo (INMETRO, 2017).
O coeficiente de variacdo (CV, usualmente expresso em %), também conhecido como desvio
padrdo relativo (DPR), é calculado da seguinte forma (INMETRO, 2017):

P
)#100

CV = DPR = (
CMD
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Sendo:
DP: desvio padrao;

CMD: concentracdo média determinada.

A avaliagdo da precisdo do método foi realizada atraves de experimentos de precisao
intradia e precisdo interdia. A precisdo intradia foi avaliada realizando-se triplicatas das
analises consecutivas do padrdo de acido linoleico puro — L1376 SIGMA no mesmo dia em
trés concentracdes diferentes: 5, 10 e 25 mg L.

A precisdo interdia foi realizada por um periodo de dois dias consecutivos onde, em
cada dia, foram realizadas triplicatas das andlises consecutivas do padrdo de &cido linoleico
puro — L1376 SIGMA (5, 10 e 25 mg L), utilizando o mesmo procedimento otimizado ja

descrito.

4.5.3 Exatidao

A exatidao reflete a proximidade entre o valor medido e um valor de referéncia
considerado verdadeiro, e relaciona-se com o erro absoluto de uma medida (ICH, 1996). A
exatiddo é avaliada numericamente por meio da tendéncia. Os processos normalmente
utilizados para avaliar a tendéncia de um método sdo, entre outros: uso de materiais de
referéncia certificados (MRC), participacdo em comparacdes interlaboratoriais, comparagao
com método de referéncia (ou método validado) e realizacdo de ensaios de recuperagdo. A
tendéncia, quando aplicada a uma série de resultados de ensaio, implica numa combinacdo de
componentes de erros aleatorios e sistematicos. A determinacédo da tendéncia com relacdo aos
valores de referéncia apropriados é importante no estabelecimento da rastreabilidade aos
padrdes reconhecidos (INMETRO, 2017).

A recuperacdo (R) pode ser expressa como recuperacdo analitica, definida como:

Valor observado
R= X 100
Valor esperado

A exatiddo do método foi avaliada realizando-se o estudo das recuperagdes relativas
para o padrdo puro na analise e para a fortificagdo de amostra de 6leo de soja.
Para a andlise do padrdo puro, as recuperagoes relativas foram avaliadas em trés niveis

do material de referéncia do acido linoleico puro: 5, 10 e 25 mg L. Isto porque para avaliar a
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eficiéncia da transesterificacdo e, portanto, a formacéo dos ésteres metilicos de acidos graxos
pelo método de catalise bésica avaliado neste estudo foi necesséria a utilizacdo de acido
graxo.

Para obtencdo das concentracbes de ésteres metilicos de acido graxo foi necessario
adicionar 1 mg de &cido linoleico puro. Considerando 2 mL do sobrenadante na analise de
transesterificacdo, temos a concentracdo de 500 ppm na fase, a partir dai foi retirada aliquotas
para diluicdo de 1 para 100, 1 para 50 e 1 para 20, seguida da injecdo de 1 pL. Utilizando a
curva analitica foi possivel obter a concentracao.

Para a fortificagdo do 6leo de soja, o padrdo de acido linoleico puro — L1376 SIGMA
(>99%) foi submetido a transesterificacdo em triplicata para 3 concentragdes: 5,40 e 70 mg L
! utilizando o método otimizado conforme descrito no item 4.2. Inicialmente, realizou-se a
analise de 6leo de soja puro sem o padrdo adicionado, e quantificou-se o teor de acido
linoleico. Em seguida, a amostra de 6leo de soja foi fortificada com o padrdo de &cido
linoleico, de modo que a concentracdo final (fortificagdo + teor presente no 6leo puro)
estivesse em 3 faixas: 5, 40 e 70 mg L.

Para o célculo da concentracdo do padrdo adicionado, foi considerada a massa
acrescentada em relagéo ao volume do sobrenadante transesterificado. Foi realizada a diluigdo
do sobrenadante e realizada a injecdo de 1 puL. A quantificacdo foi realizada através da curva

analitica para cis-9, cis-12-acido octadecadiendico metil éster (acido linoleico).

4.5.4 Limites de deteccdo e quantificacéo

Em termos gerais, o limite de detec¢do (LD) é a menor quantidade ou concentracdo do
analito na amostra de teste, que pode ser distinguida do zero, com seguranca (IUPAC, 2002).

Limite de deteccdo (LD) de um procedimento analitico individual é a menor quantidade
de analito na amostra que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada sob as
condigdes estabelecidas para o ensaio (ICH, 2005).

Limite de quantificacdo (LQ) de um procedimento analitico individual é a menor
guantidade do analito na amostra que pode ser quantitativamente determinada com preciséo e
exatiddo aceitaveis (ICH, 2005).

Limite de quantificacdo € Util para indicar a concentracdo abaixo da qual o método
analitico ndo pode operar com uma precisdo aceitavel. Com frequéncia essa precisdo é
arbitrariamente definida como 10% do desvio padrdo relativo (DPR) ou o limite é tomado

arbitrariamente como sendo igual a um multiplo do limite de detecgdo (IUPAC, 2002).
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Os limites de deteccdo e quantificacdo foram determinados pelo método visual através
de andlises cromatogréaficas de diluicdo seriada do padrdo até o menor nivel detectado. Para 0s
calculos foram utilizadas as equacdes abaixo:

O limite de detecgdo (LD) e limite de quantificacdo (LQ) podem ser estimados pelas
equacOes (INMETRO, 2017):

LD—EES
=337
L —105
=105

Onde,
s = desvio padrdo da resposta no menor nivel da curva analitica (10 replicatas);

b = inclinacdo (coeficiente angular) da curva analitica.

4.6 Aquecimento dos 6leos de soja e canola

Uma vez estabelecidos os métodos para as analises de &cidos graxos trans e metais
procedeu-se as etapas de aquecimento dos Oleos na auséncia e presenca de metais para
posterior quantificacdo. Abaixo sdo elencados os procedimentos utilizados para alcancar este

objetivo.

4.6.1 Aquecimento sem metais

O sistema experimental usado é mostrado na Figura 9, e consistia de um bal&o de
vidro de trés vias de 250 mL de fundo redondo, aquecido por uma manta a uma temperatura
de 180+5°C, contendo agitador mecanico com haste de vidro e um termopar para registrar a
temperatura. O processo de aquecimento foi realizado durante 24 horas com um volume de
200 mL de dleo. As amostras para analise foram coletadas em 4, 8, 12, 16 e 24 horas de
aquecimento, em uma relacio superficie/volume de 0,43 cm™, condigBes previamente testadas
(BASTOS e PEREIRA, 2010; DA SILVA e PEREIRA, 2008).
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Figura 9. Sistema de aquecimento do 6leo.
Fonte: Préprio autor.

. $ Agitador mecanico

4.6.2 Aquecimento com adicédo de Cu?* e Fe®*

As amostras coletadas e armazenadas em frasco ambar foram submetidas

aquecimento com adicdo de metais para avaliar a influéncia dos ions metalicos

isomerizacdo dos &cidos graxos.

ao

na

No estudo da influéncia dos ions metalicos, foram utilizadas solucdes de cloreto

férrico e cloreto clprico em etanol na concentragdo de 0,5 mg mL™?. No inicio do
aquecimento, um volume da solucdo do ion metalico, a ser estudado, era adicionado ao 6leo
com o uso de micropipetas calibradas para as faixas de 2-20 pL e de 10-100 pL. Assim, para
o Fe (I11) eram adicionados volumes de 19,6 pL; 58,7 uL; e 97,8 uL para concentracao final
10,0; 30,0 e 50,0 pug kg™ do ion metalico em dleo, respectivamente; para o Cu (II) foram
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usados volumes de 10,8 pL; 32,5 uL e 54,3 pL para concentracédo final 10,0; 30,0 e 50,0 ug
kg™ do ion metalico em dleo, respectivamente. CondigBes adotadas por Bastos (2014) para
quantificacdo de compostos carbonilicos em o6leo.

Em seguida, o aquecimento foi realizado por intervalos de tempos correspondentes a
4,8, 12, 16 e 24 h, com retirada de uma aliquota da amostra para anélise em cada intervalo de
tempo.

4.7 Analises Estatisticas

Cada um dos experimentos de aquecimento foi realizado em triplicata sob cada condicao
experimental. Os dados foram descritos como média + desvio padrdo e avaliados pela anélise
de variancia (ANOVA) para verificar se ha diferenca significativa com 95% de confianca,
para cada composto (&cido graxo trans) nos 6leos aquecidos com e sem a presenca de metais
em diferentes concentracdes. ApoOs a constatacdo de diferenca significativa na distribuicdo
global dos dados pela ANOVA, foi realizado o teste de Tukey para verificar em quais grupos
de resultados (pares de tratamentos) a diferenca foi significativa. Para estes tratamentos foram

utilizados os softwares Statistica 11 e Excel 2016.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Otimizacéo do preparo dos ésteres metilicos por transesterificacao

5.1.1 Concentracao da solucdo de KOH

O primeiro parametro otimizado no procedimento de transesterificacdo foi a
concentracdo da solucdo metandlica de KOH. O método do Instituto Adolf Lutz estabelece
uma concentracdo de 2 mol L para a solucio de KOH. No presente trabalho, estabeleceu-se
2 mol L como ponto central e demais pontos foram 1 mol L e 3 mol L™.

Moura et al. (2006) verificaram que a concentracdo de NaOH, dentro da faixa avaliada
(0,93 a 1,27%) para otimizacdo das condi¢bes de producdo de ésteres etilicos a partir de 6leo
de peixe, ndo apresentou influéncia significativa no rendimento em ésteres etilicos,
permitindo a escolha da menor concentragdo de NaOH testada sem perdas na taxa de
conversao em ésteres.

Verifica-se na literatura que a concentracdo de catalisadores alcalinos utilizados tem
variado de 0,4 a 2,0% (m/m) de 6leo. A grande variacdo nas concentrac@es utilizadas pode ser
atribuida as diferencas existentes nos diversos sistemas reacionais utilizados, tais como tipo e
razdo molar do alcool utilizado, configuracdo do reator e matéria-prima (MEHER et al., 2006)

Conforme figura 10 a seguir, a melhor concentragéo foi de 2,0 mol L™ que € o valor do
método do Instituto Adolfo Lutz (2008), que caracteriza a melhor razdo estequiométrica para

alcodlise.
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Figura 10. Efeito da concentracdo do KOH sob as condi¢Oes experimentais: tempo de
agitacdo de 30 s; volume do solvente n-hexano 2 mL; volume da solugdo de NaCl saturado 3

mL.
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5.1.2 Tempo de agitacéo

O tempo de agitagdo no vortex, apds a etapa de adicdo de 0,2 mL de KOH 2 mol L
foi avaliado em 20, 30 e 40 s. O melhor resultado foi a agitacdo de 40 s (Figura 11),
mostrando uma diferenca do tempo estabelecido pelo método padrdo (INSTITUTO ADOLFO
LUTZ, 2008) que é de 30 s. O maior tempo de agitacdo facilitou a reacdo e aumentou o
contato entre os reagentes. O tempo de agitacdo relativamente inferior do método padrdo
possivelmente deve-se a faixa de otimizacdo adotada diferente. Vale salientar, que o tipo
impelidores, velocidade de agitacdo sdo fatores imprescindiveis no processo de transferéncia
de massa. Como foram obtidos tempos relativamente inferiores com conversdes satisfatorias
ndo foram investigados outros dados. Ressalta-se que, apesar deste topico ser relevante, ndo
foi objeto de estudo mais aprofundado por este trabalho
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Figura 11. Efeito do tempo de agitagdo sob as condi¢Ges experimentais: 0,2 mL de KOH 2

mol L; volume do solvente n-hexano 2 mL; volume da solucio de NaCl saturado 3 mL.
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5.1.3 Efeito salting-out

Foram adicionados diferentes volumes da solucdo saturada de cloreto de sédio saturado
para avaliar a influéncia do efeito salting-out nas areas dos picos cromatograficos. Os
resultados obtidos para esse experimento sdo mostrados na figura 12.

Os resultados revelaram semelhancas entre as areas nos volumes de adigéo de sal, sendo

3 mL, que é volume do método padrdo, o valor escolhido.

Figura 12. Efeito do volume de NaCl saturado sob as condi¢fes experimentais: tempo de

agitacdo de 40 s, 0,2 mL de KOH 2 mol L; volume do solvente n-hexano 2 mL.
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A influéncia da forca ibnica, efeito salting-out influencia na separacdo das fases de
modo que o aumento na concentragdo de NaCl aumenta o volume de fase sedimentada,
devido a diminuicdo da solubilidade do solvente extrator na presenca de um sal. Esta
influéncia sera de acordo com as caracteristicas de cada analito, sendo adotada uma grande
variacdo da adicdo de NaCl, desde a ndo utilizacdo até a adi¢do de 0,5 a 30% (ZANG et al.,
2009).

5.1.4 Tipo de solvente

A quantificacdo dos lipidios dos alimentos € realizada, tradicionalmente, por extragdo
com solventes organicos e determinacdo gravimétrica. A recuperacdo dos varios componentes
dos lipidios varia com o solvente de extracdo. Diferentes tipos de ligacbes e energias
envolvem as moléculas que deverdo ser extraidas (LUTHEIA, 2004). Importante considerar a
toxicidade dos solventes que sdao empregados nos meétodos convencionais de extracdo de
gordura. As legislagcdes de protecdo ambiental e de biosseguranga tém previsto a reducdo na
utilizacdo de solventes toxicos e exigido o descarte adequado (MINISTERIO DA SAUDE,
2004).

Nesta etapa, os solventes foram selecionados para o teste a partir das avaliacbes de

Milinsk et al. (2011) sobre os tipos de métodos de transesterificagao.

Figura 13. Efeito do tipo de solvente sob as condi¢fes experimentais: tempo de agitacdo de 40

s, 0,2 mL de KOH 2 mol L*; volume da solucéo de NaCl saturado 3 mL.
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O melhor resultado foi obtido com o n-heptano, diferindo do método padrdo
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008) e também sendo superior ao iso-octano, conforme
Figura 13. Vale ressaltar que, 0 n-heptano possui uma cadeia linear mais longa, o que gera
uma caracteristica apolar maior da substancia em relacdo ao n-hexano e iso-octano o que
influencia positivamente a afinidade na extracdo, visto que 0s EMAG séo apolares. Atrelado
ao fator da elevada apolaridade no n-heptano, junta-se ao fato de que este solvente possui
menor grau de toxicidade em relacdo ao n-hexano, o que estd compativel com os principios da

quimica verde.

Apos a otimizacéo dos pardmetros mais importantes da transesterificacdo, definiu-se as
condicdes recomendadas para a realiza¢do do procedimento, como a seguir:
> Concentracdo do KOH: 2,0 mol L?;
» Tempo de agitacéo: 40 s;
» Volume da solucéo saturada de NaCl: 3,0 mL;

» Solvente: n-heptano.

5.2 Validagdo do método analitico

A condicdo cromatogréafica final para analise foi baseada no estudo de DELMONT et
al., 2011 utilizando a coluna SLB-IL111, com teste também para isoterma a 168 e 180°C.
Seguido de testes com os métodos citados em Milinsk et al. (2011), Kramer et al (2002) e
AOCS ce 1h-05 (2005).

Quanto a eluicdo dos isdbmeros cis/trans dos derivados dos ésteres metilicos do acido
linoléico e linolénico, o método cromatografico baseado no estudo de DELMONT et al., 2011
promoveu a resolucdo dos isébmeros C18:2 (Figura 15); entretanto, nenhuma das
programacdes propiciou a resolucdo completa para os isdmeros cis/trans do C18:3 (Figura
14), assim como néo foi verificada a resolugdo completa isdmeros cis/trans do C18:3 em
nenhum artigo pesquisado e nem no catalogo do fabricante. Paralelamente, foram feitos
também testes com rampa de fluxo para tentar separar ainda mais os isbmeros, mas sem
sucesso. Dentre as diferentes condi¢Ges cromatograficas avaliadas, a selecionada para
utilizacdo na determinacgdo dos &cidos graxos C18:1, C18:2 e C18:3 foi conforme descrito

abaixo:
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» Cromatdgrafo a gas Modelo: Varian 450-GC

» Coluna capilar: SLB-IL 1111, 100 m, 0,25 mm, 0,2 um, SIGMA-ALDRICH,
Silica fundida, extremamente polar;

> Detector de ionizacdo de chama - FID;

» Gas de arraste: Ha:

> Gases auxiliares para FID: nitrogénio/ar sintético (livre de hidrocarbonetos);

» Fluxo: constante de 1mL/min com a velocidade linear de 26 cm/s;

» Temperatura do detector: 250°C;

» Temperatura do injetor: 250°C;

» Rampa de aquecimento: Isoterma 180°C por 35 min;

> Split: 1/100.

As Figuras 14, 15 e 16 mostram as separacGes dos padrbes de ésteres metilicos de
acido linolénico, linoleico, oléico e elaidico, respectivamente, obtida no sistema GC-FID.

Figura 14. Mix de isdmeros geométricos do linolenato de metila (C18:3, 47792 — SIGMA) a
100 mg L. Coluna capilar SLB-1L111 (100 m x 0,25 mm x 0,2 um). Volume injetado 1 pL.
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Figura 15. Mix de isdmeros geométricos do linoleato de metila (C18:2, 47791 — SIGMA) a

100 mg L. Coluna capilar SLB-1L111 (100 m x 0,25 mm x 0,2 um). Volume injetado 1 pL.
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Figura 16. Mix de isémeros geométricos do trans-elaidato de metila (C18:1, 9t 46903 —
SIGMA) e oleato de metila (C18:1, 9¢ 18918 — SUPELCO) a 100 mg L. Coluna capilar
SLB-1L111 (100 m x 0,25 mm x 0,2 um). Volume injetado 1 pL.
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Os cromatogramas foram fundamentados de acordo com a literatura (DELMONT et al.,
2011; Milinsk et al. (2011); Kramer et al (2002) e AOCS ce 1h-05 (2005)). Ressalta-se que a

coluna cromatografica utilizada neste procedimento possui natureza quimica similar a

utilizada pelas literaturas citadas. Apesar dos cromatogramas do padrdo mix de isémeros de

ésteres metilicos de: acido linolénico (47792 — SIGMA) apresentar baixa resolucao, coeluigédo
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dentre outros. N&o ha na literatura trabalhos com uma boa separacéo dos ésteres metilicos.

Sugere-se que seja necessario usar fases estacionarias mais seletivas e diminuir o nimero de

pratos teoricos da coluna. Vale ressaltar que o software apresenta recursos de integracdo para

picos coeluidos em forma de “vale” e “ombro”.

5.2.1 Limites de detecc¢éo e quantificacao

Para 0 método otimizado, os limites de deteccdo e quantificacdo foram determinados

pelo método visual, ou seja, através de analises cromatograficas do padrdo Supelco 18918,

com concentracdes conhecidas e decrescentes até 0 menor nivel detectado. Posteriormente, no

menor nivel de concentracdo detectado foram realizadas 10 réplicas. Os valores obtidos

experimentalmente sdo mostrados na Tabela 14.

Tabela 14. Valores de limites de detecgdo (LD) e limites de quantificagdo (LQ) para o

método.

Analito

Oleato de metila
trans-elaidato de metila
cis-cis-linoleato de metila
cis-trans-linoleato de metila
trans-cis-linoleato de metila
trans-trans-linoleato de metila

cis-cis-cis-linolenato de metila

trans-trans-cis-linolenato de metila + trans-cis-trans-
linolenato de metila + Cis-trans-trans-linolenato de
metila + Cis-cis-trans-linolenato de metila + Cis-
trans-cis-linolenato de metila + Trans-cis-cis-
linolenato de metila

trans-trans-trans-linolenato de metila

LD, mgL?

1,26
0,89
0,69
0,78
0,92
0,41

1,78

1,52

1,69

LQ, mgL?

3,82
2,35
2,09
2,34
2,78
1,25

5,40

4,63

5,14

Chen et al. (2014), ao empregarem GC-FID para avaliarem 6leo de palma apos fritura,

encontraram para 0s mesmos compostos, valores de LD entre 0,75 a 1,50 mg L e LQ
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variando de 1,25 a 5,38 mg L. Como mostrado na Tabela 14, os valores de LD estavam entre
0,41e1,78 mg L e os LQs estavam entre 1,25 e 5,14 mg L, respectivamente.

De forma simplificada pode-se afirmar que os componentes que apresentam maior
numero de insaturacbes no mesmo tamanho de cadeia carbonica poderdo ter maior interacao
fisica e quimica com a fase estacionaria da coluna cromatografica implicando em maior

tempo de retencdo e maiores limites de deteccao.

5.2.2 Linearidade

A linearidade do método foi avaliada a partir das curvas analitica (tabela 13)
construidas utilizando materiais de referéncia certificados com ISO/IEC 17025 e 1ISO GUIA
34. Os coeficientes de determinacio (R?) obtidos variaram de 0,9962 a 0,9995, o que
demonstrou uma forte correlacdo linear entre a concentracdo dos ésteres metilicos de acidos
graxos analisados e as areas dos picos, permitindo a quantificagdo em amostras de 6leo
transesterificado.

Para calcular os coeficientes de regressdo (a e b) e também o coeficiente de
determinacdo (R?) foi utilizado o método matematico de regressdo linear. Os resultados
obtidos para cada curva analitica estdo apresentados na Tabela 15.

Tabela 15. EquacOes das curvas analiticas, coeficientes de determinagdo (R?) e faixas de

trabalho para cada composto analisado, para 0 método de determinacdo empregado.

Equacéo de regressao

Acidos graxos i R2 Faixa de mg Lt
inear

Oleato de metila

y =0,6695 x + 0,1098 0,9998 4-100
trans-elaidato de metila y = 07197 X - 0,4742 0.9986 5100
cis-cis-linoleato de metila

y =0,7546 x + 0,7907 0,9962 2-80
cis-trans-linoleato de metila

y =0,5811 x + 0,3559 0,9982 2-80
trans-cis-linoleato de metila y = 06451 x - 0,0386 0,9988 580
trans-trans-linoleato de — }
etila y =0,7821 x - 0,2124 0,9985 1-100
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cis-cis-cis-linolenato de - -
metila y=03239x-0272 4 9979 5-80

trans-trans-cis-linolenato de
metila + trans-cis-trans-
linolenato de metila + cis-
trans-trans-linolenato de
metila + cis-cis-trans-
linolenato de metila + Cis-
trans-cis-linolenato de metila
+ trans-cis-cis-linolenato de
metila

y =0,5132x + 1,2483 0,9985 4-100

gr;rrﬁ;irgns-trans-lmolenato y = 0,0427 x - 1,6715 0,9983 5-100

A ANVISA e o INMETRO recomendam que o coeficiente de determinacdo deve
assumir valores acima de 0,99 e 0,90, respectivamente. Sendo assim, é possivel concluir que o
modelo de regressao linear obtido a partir das curvas analiticas esta de acordo com a literatura
e 0 mesmo é adequado para as determinacdes analiticas desse estudo (RIBANI et al., 2004).

Todos os coeficientes de determinacdo obtidos foram superiores a 0,99, confirmando a
linearidade do método de acordo com as normas da ANVISA e do INMETRO. O método da
padronizacéao externa foi aplicado para a quantificacdo dos acidos graxos.

Para os ésteres metilicos (C18:3), listados a seguir, foi realizada uma Unica curva
analitica em funcéo da dificuldade de separacdo de todos individualmente e o proprio padrédo
considera para estes o0 equivalente a 66% do total em peso contidos no padrdo, jA que no
préprio certificado de analise do padrdo ha co-eluicdo também em pelo menos 2 picos:

- trans-trans-cis-linolenato de metila;
- trans-cis-trans-linolenato de metila;
- cis-trans-trans-linolenato de metila;
- cis-cis-trans-linolenato de metila;
- cis-trans-cis-linolenato de metila;
- trans-cis-cis-linolenato de metila.

Para a quantificacdo do teor de metais nos 6leos antes do aquecimento, obteve-se as
seguintes informagdes sobre o método adotado:

- Ferro (ug g): y = 0,076913x — 0,001624 (R? = 0,9995; LQ = 0,08 ug g™2).

- Cobre (ug g1): y = 0,21826x — 0,000665 (R? = 0,9990; LQ = 0,017 ug g™2).
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5.2.3 Precisao e Exatidao

A precisdo do método analitico foi avaliada através da estimativa do desvio padrao
relativo (RSD %) referente as analises realizadas intradia e interdia, para o &cido graxo puro
disponivel, &cido linoleico, que foi submetido & transesterificacdo da mesma maneira que o

6leo. Os resultados obtidos para precisdo e exatidao se encontram nas Tabelas 16 e 17.

Tabela 16. Resultados da recuperacdo e desvios padrdo relativos para 3 niveis de

concentracdo realizada intra-dia para o analito acido linoleico.

Nivel de fortificacdo, mg L  Recuperagdo, % (n = 3) RSD, %
5 87,20% 4,87
10 89,71% 5,20
25 96,46% 3,67

Tabela 17. Resultados da recuperacdo (%) e desvios padrdo relativos (% RSD) para 3 niveis
de concentragdo realizada inter-dia para o analito &cido linoleico.

Nivel de fortificacdo, mg L'  Recuperacéo, % (n = 3) RSD, %
5 85,50% 3,89
10 82,30% 4,55
25 90,05% 2,80

Vale ressaltar que, foi necessario usar o fator de conversdo de EMAG para AG (acido
graxo), que para acido linoleico (C18:2) é de 0,9524.

E importante que os laboratdrios estabelecam critérios de aceitacdo para recuperagao,
de preferéncia seguindo as orientacBes normativas da legislacdo aplicavel as areas de
atividades. Normalmente, os critérios estdo atrelados ao nivel de concentracdo. Os intervalos
aceitaveis de recuperacdo em se tratando de analitos em concentracdes na ordem de 1 a 10
ppm, geralmente se encontram entre 80 e 110%. Para 100 ppm, os valores estdo entre 90 e
107% (INMETRO, 2017). Para este trabalho, considerando as concentragdes na ordem de 1 a
10 ppm, observa-se que as recuperagdes estdo dentro do limite recomendavel.

A precisdo do método foi adequada e aceitdvel para analise de &cidos graxos
utilizando a transesterificacdo otimizada, visto que os desvios padréo relativos (RSD) obtidos
apresentaram valores abaixo de 20% de acordo com o recomendado na literatura (RIBANI et
al., 2004).
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Para andlises onde extracdo, digestdo e derivatizacdo sdo etapas normalmente
requeridas, um dos principais desafios € quantificar o analito presente originalmente na

amostra com pequenas perdas (BRASIL, 2004).

Tabela 18. Resultados da recuperacdo (%) e desvios padrdo relativos (% RSD) para 3 niveis
de fortificagdo em Gleo de soja realizada para o analito acido linoleico.

Nivel de fortificacao, ppm Recuperagéo, % (n = 3) RSD, %
5 80,10% 2,76
40 82,03% 4,92
70 80,60% 5,45

KONING et al (2001) relataram um método GC para a separacdo de acidos graxos no
Oleo de peixe, em que o RSD (%) estavam na faixa de 1,5% e 11%. Chen et al. (2014)
avaliaram as recuperagdes de 13 padrdes de EMAGs e encontraram valores na faixa de
89,84% e 115,72%. Vale ressaltar que neste caso, 0 autor avaliou a recuperagdo em funcéo
das condi¢bes cromatograficas e ndo da transesterificacdo. De acordo com a literatura relatada
por Cajak et al. (2008), a faixa aceitavel para a recuperacdo percentual foi deve ser de 70% e
120% com um RSD<20%. No presente trabalho os valores encontrados na tabela 18 foram
abaixo de 20%, sendo confiavel para quantificacdo de acidos graxos trans em Gleo
polinsaturado. Vale salientar que, os valores de recuperacdo obtidos encontram-se dentro da

faixa aceitavel das referéncias supracitadas.

5.3 Teor de metais e aquecimento do 6leo

Conforme citado por Delmont et al. (2011), hd uma coeluicdo entre cis-9, trans-12-
acido linoleico e acido araquidico (C20:0) em o6leos e gorduras, sendo confirmada nesta
pesquisa quando comparada com a condicdo de isoterma de 168°C, conforme Figura 17. Para
Ratnayake et al. (2006), condi¢Oes de isoterma a 180°C maximizam a resolucdo dos isémeros
de C18:1, C18:2 e C18:3. Por conta disto, a temperatura de 180°C foi adotada como condicdo

cromatografica do presente trabalho.
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Figura 17. Cromatograma (GC-FID) de aquecimento com isoterma de 168 e 180°C, de

amostras derivadas de 6leo de soja com expansdo nos isdmeros de &cido linoleico.
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As composi¢des detalhadas dos &cidos graxos dos Oleos de soja e canola estdo

apresentadas na Tabela 19 abaixo. Observa-se, que os valores da composi¢cdo em acidos

graxos cis, para 0s 6leos analisados no presente estudo, estdo bem proximos aos apresentados

por GUNSTONE et al. (1994) que encontraram, para os 6leos de soja, valores de 23,5 — 31
0/100g para C18:1, 49 — 51,5 ¢/100g para C18:2 e 2 — 10,5 ¢g/100g para C18:3. O mesmo se
aplica ao 6leo de canola, no qual os valores encontrados pelos autores foram: 13 — 38 g/100g
para C18:1, 9,5 — 22 ¢g/100g para C18:2 e 2 — 10,5 g/100g para C18:3. Song et al. (2015)
encontraram em 0leo de soja um alto teor de &cido linoleico (48,50 g/100 g), seguido por
acido oleico (27,03 g/100 g) e acido linolénico (6,09 g/100 g).
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Tabela 19. Composicdo de acidos graxos 18:1, C18:2 e 18:3 cis/trans do 6leo de soja e canola antes

da fritura.
N Oleo de soja Oleo de canola

Acidos graxos (/100 g) (/100 g)

C18:1, 9t <0,005 <0,005
C18:1, 9¢ 21,30+3,4 52,40+2,8
C18:2,9c 12c 48,50+1,1 21,98+1,7

C18:2, 9c 12t <0,005 <0,005

C18:2, 9t 12c <0,005 <0,005
10,20+0,55 9,20+1,8

C18:3, 9c 12¢ 15¢
C18:3, 9t 12t 15c + C18:3, 9t 12¢ 15t <0.02 <0.02

+ C18:39c 12t 15t + C18:2 9c 12c 15t
+ C18:39c 12t 15¢c + C18:3 9t 12¢ 15¢c

* Os valores sdo expressos como média + desvio padrao de trés repeti¢des (<X = < Limite de Quantificacao).

Nos experimentos de aquecimento a 180°C do éleo de soja e canola (sem adicdo de
metais), apos 4 h, ndo foi encontrada a formacéo de acido graxo trans (Tabela 21), enquanto
Tsuzuki (2012), quando fez o aquecimento de 1 g de 6leo de canola a 180°C por 4 h em tubo
de ensaio aberto encontrou os seguintes valores para os acidos graxos trans C18:1, C18:2 e
C18:3, respectivamente: 0,06; 0,14 e 0,89 g/100 g. No 6leo estudado pelo autor, antes do
aquecimento ja existiam acidos graxos trans pré-formados, C18:1, C18:2 e C18:3,
respectivamente: 0,04; 0,13; 0,99. Vale ressaltar que diversos fatores estdo relacionados com
a isomerizacao, neste caso a temperatura, composicao dos 6leos, condi¢des de refino do 6leo e
antioxidantes adicionados (tipo e concentracao).

Os fatores de formacdo dos é&cidos graxos trans podem estar relacionados as
composicdes quimicas e fisicas do grdo de origem do 6leo, presenca de antioxidantes naturais,
aditivos e contaminantes. Todas as amostras analisadas possuem &cido citrico e/ou BHT
(butil-hidroxi-tolueno) como antioxidantes declarados no rétulo do produto. N&o foi possivel
quantificar os teores de &cido citrico e BHT para relacionar com o teor de metais, mas pode-se
questionar a sua eficacia nas condi¢cdes de aquecimento do estudo. Segundo pesquisa de

Santos (2012), alguns antioxidantes volatilizam-se ou decompdem-se a temperaturas bastante
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inferiores a de fritura. Ou seja, no caso dos antioxidantes sintéticos, ocorre a seguinte ordem
de maior resisténcia térmica: PG (propil galato) > TBHQ (terc-butilhidroguinona) > BHA
(butil-hidroxi-anisol) >BHT (butil-hidroxi-tolueno). O BHT, BHA e TBHQ apresentaram
temperatura inicial de decomposicéo térmica menor que 110°C e a 250°C apresentaram total
volatilizagdo/decomposi¢do. Para 0 BHT, especificamente, o tempo necessario para que toda
a amostra volatilizasse foi de 90 min. Com relacdo aos compostos com propriedades
quelantes, apresentam a seguinte ordem de estabilidade térmica: acido ascorbico>acido
citrico>EDTA. Os antioxidantes naturais tiveram boa resisténcia térmica: a-tocoferol>acido
caféico>acido fertlico>acido galico. No caso especifico do a-tocoferol, a temperatura inicial
de perda de massa foi a 199°C. Contrariando Gongalves, Mar¢o e Valderrama (2014) que
afirmam que com o aquecimento térmico do 6leo de soja, o tocoferol sofre degradacdo a partir
de 50°C, favorecendo a formacéo de produtos de oxidacéo.

Em funcdo destes resultados, sugere-se que o tocoferol, acido citrico e o BHT
presentes nos Gleos devem ter sido degradados na temperatura de fritura de 180°C.

No presente estudo, ndo foram adicionados alimentos ao 6leo durante o aquecimento,
embora a maioria dos estudos existentes na literatura apresente condicbes de fritura com
batatas, frango etc. Por exemplo, Tsuzuki, Matsuoka e Ushida (2010) verificaram que quando
batatas cruas cortadas em fatias foram fritas em 6leo de canola a 180°C, o 6leo da fritura teve
maior teor de acidos graxos trans do que o 6leo com a mesma temperatura de aquecimento
sem fritura de batata. Isto porque fatores como acidos graxos trans pré-formados, atividade de
agua do produto e superficie de contato do alimento com o 6leo, interferem diretamente no
processo de oxidacdo do Gleo. Song et al. (2015) demonstraram que entre 0s métodos de
cozimento testados, o processo de aquecimento a 170 °C em 6leo de milho por 2 min, com
agitacdo continua podem acelerar as taxas de oxidacao lipidica e a formacao de &cidos graxos
trans.

Hou et al. (2012) realizaram as frituras de batatas em 6leo de soja a 180-185°C por 10
e 20 h e encontraram valores de acidos graxos trans de respectivamente; 0,21 e 0,27% para
C18:1 9t, 0,16 e 0,16% para C18:2, 9t 12t, 0,43 e 0,49 para C18:2, 9t 12c e 0,39 e 0,46 % para
C18:2, 9c 12t, para trans C18:3 achou valores variando de 0,38 a 0,41. No presente estudo,
também foi encontrada a formagdo dos isémeros semelhantes de C18:1 9t, C18:2 9c 12t,
C18:2 9t 12c e C18:3t para 6leo de soja apos 24 h de aquecimento de, respectivamente:
0,10+0,02; 0,38+0,01; 0,36+0,02 e 0,92+0,01 g/100g.

Sanibal e Mancini-Filho (2004) avaliaram as alteragdes dos &cidos graxos e a

formacdo de isdbmeros trans durante o aquecimento de 6leo de soja e gordura parcialmente
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hidrogenada de soja. Para o 6leo de soja, observou-se uma maior formacéo de isdbmeros trans
com um total de 2,8% ap0s 24 h sem metal, e no caso do 6leo de canola, um total formado de
1,45% ap0s 24 h. No presente trabalho, para o 6leo de soja, o total de trans apos 24 h foi de
1,76 % e para canola foi 2,03%.

Nem todos os trabalhos demonstraram formacéo de acidos graxos trans em éleo sob
aquecimento. Liu et al (2007) efetuaram o aquecimento de 6leo de soja a 160, 180 e 200°C e
nenhuma formacdo de acidos graxos trans foi observada mesmo apds o aquecimento
extensivo de Oleo de soja ndo hidrogenada e hidrogenada por 24 h. Um possivel fator
atribuido e citado pelo autor é a reposicdo constante do Oleo durante o aquecimento. No
presente trabalho, ndo foi efetuada a reposicdo do 6leo ao longo de todo aquecimento, o que
gera acumulo de radicais livres e peroxidos para prosseguimento e aceleracdo das etapas de
iniciacdo, propagacdo e terminacao da oxidacdo lipidica.

Os teores encontrados de cobre e ferro antes do aquecimento estdo expressos na
Tabela 20, e estdo compativeis com outros estudos. Nunes et al. (2011) encontraram em 6leo
de soja, para os metais cobre e ferro, respectivamente: 1,17; 2,26 mg kg. Almeida et al.
(2019) encontraram os seguintes teores de Fe em 6leo de canola: <0,02 € 0,78 + 0,07 ug g e
para 6leo de soja 0,11 + 0,02; 1,21 + 0,07 pg g*. Lima (2016) encontrou os seguintes teores
de cobre em 6leos de soja: 0,60 + 0,01; 0,77 +0,07; 0,71 + 0,06 mg kg™*.

Tabela 20. Determinagio de metais (g gt) nas amostras de 6leo de soja e canola antes do
aquecimento (n=3).

Analito Oleo de soja Oleo de canola
Ferro 0,69 = 0,05 0,58 £ 0,01
Cobre 0,08 £0,03 0,05 +£0,02

Pequenas quantidades de metais como Fe e Ni, podem catalisar e aumentar o processo
de oxidacdo de oOleos vegetais, alterando suas caracteristicas e propriedades (BARAN e
YASAR, 2010; SHAHIDI, 2005). Os ions de metais de transicdo podem contribuir para a
ocorréncia da etapa de iniciacdo por uma variedade de mecanismos, tais como decomposi¢édo
de hidroperoxidos e/ou peréxido de hidrogénio para gerar os radicais alcoxila, peroxila e
hidroxila (YOSHIDA, FURUTA E NIKI, 1993).

Com relacéo a avaliagdo do aquecimento com adigdo de metais, verificou-se que para
0 Oleo de soja, atraves da avaliacdo estatistica usando ANOVA e teste de Tukey com nivel de

confianca de 95% (Tabela 21), ha diferenca significativa para formacéao de trans C18:1, trans
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C18:2 e trans C18:3, comparando 0s experimentos com aquecimento com cloreto de ferro 11l

e cloreto de cobre II.

Figura 18. Concentracdo de C18:1, 9t em o6leo de soja durante 24 h de aquecimento, nas
seguintes condices: sem adicdo de metal, com adicdo de Cloreto de ferro 111 (50 pg.kg?) (Fe
50) e Cloreto de cobre II (50 pg.kg™) (Cu 50).
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Figura 19. Concentragdo de C18:1, 9t em Gleo de canola durante 24 h de agquecimento: sem
adi¢do de metal, com adigdo de Cloreto de ferro III (50 pg.kg™) (Fe 50) e Cloreto de cobre I

(50 pg.kg™) (Cu 50).
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As figuras 18 e 19 acima, demonstram uma maior formacéo do trans C18:1 quando o
aquecimento foi realizado com metais. Para aquecimento com cloreto de ferro 111 a 50 pg kg™,
resultou em 0,71+0,01 g/100 g no 6leo de soja e 1,20+0,09 g/100 g no bleo de canola. Vale
ressaltar que o 6leo de canola possui um teor 2,6 vezes maior de &cido oleico (C18:1 cis), o
que justifica nas condi¢des do experimento uma maior formacao. Baltaciog™lu (2017) quando
realizou o processo de fritura de batatas em 3 ciclos de 4 min com uso de duas temperaturas
(160 e 190°C) observou um aumento de AGT em 0leo de canola, sendo a maior conversdo
observada para o acido elaidico (C18:1 trans) com um valor de 0,18 + 0,04%.

Ghisi (2011) avaliou a influéncia dos metais Cu e Fe sobre a estabilidade oxidativa do
biodiesel de soja pelo método Rancimat através do periodo de indugdo, os metais Cu*? e Fe*
foram adicionados nas amostras de biodiesel na forma de seus sais, e foram avaliados
diferentes tempos de armazenamento das amostras. Devido ao efeito catalitico destes metais,
a estabilidade oxidativa das amostras foi reduzida mesmo na presenga de baixas
concentragbes dos metais. O efeito do Fe™ sobre a estabilidade do biodiesel foi

significativamente maior quando comparada ao Cu*?,
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Kala et al. (2012) confirmaram o poder catalisador do ferro, através do estudo da
formacdo de acido elaidico em 6leos vegetais aquecidos a 175-185°C em trés recipientes
metalicos, visto que foi encontrada a seguinte ordem decrescente de formacéo: ferro fundido
> Hindalio > aco inoxidavel. O hindalio € um nome comercial da empresa Hindustan
Aluminium Corporation Limited (Uttar Pradesh, india) e trata-se de uma liga de aluminio,
magnésio, manganés, cromo e silicio.

No presente estudo, o aquecimento do 6leo de soja e canola a temperatura de 180°C
formou os acidos graxos trans a partir de 8 h sem a presenca de alimentos, sendo que com a
presenca de ferro e cobre no 6leo ocorreu em 4 h.

No entanto, ndo se pode afirmar que este aumento de concentragcdo esteja somente
relacionada com a acédo catalisadora dos metais de transicdo adicionados, visto que a taxa de
iniciacdo da oxidacdo lipidica é um processo multifatorial e depende de outros fatores alem do
tipo de metal como, por exemplo: acdo de antioxidantes, estado de oxidacao, potencial redox,
disponibilidade de oxigénio, presenca de hidroperoxidos, tipo de complexo formado, entre
outros, fatores estes que muitas vezes ndo podem ser totalmente quantificados no experimento

para uma completa rastreabilidade e correlacdo dos resultados.

Figura 20. Concentracdo de C18:2, 9¢c 12t e C18:2, 9t 12¢ em 6leo de soja durante 24 h
de aquecimento: sem adi¢do de metal, com adi¢ao de Cloreto de ferro III (50 pg.kg-1) (Fe 50)
e Cloreto de cobre II (50 pg.kg-1) (Cu 50).
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Figura 21. Concentracdo de C18:2, 9¢c 12t e C18:2, 9t 12c em 6leo de canola durante 24 h de
aquecimento: sem adi¢do de metal, com adigdo de Cloreto de ferro III (50 pug.kg-1) (Fe 50) e
Cloreto de cobre II (50 pg.kg-1) (Cu 50).
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Para o Oleo de soja foi observada diferenca significativa (p<0,05) a partir da
concentragdo de 30 pg.kgl para C18:2, 9c 12t e C18:2, 9t 12c (Tabela 21). Para o 6leo de
canola, ndo foi observada diferenca significativa (p<0,05) para trans C18:2 para 0sS
experimentos feitos nas mesmas concentracfes dos diferentes metais (Tabela 22). Os
cromatogramas das Figuras 16 e 17 demonstram esses resultados.

A figuras 20 e 21 demonstram que 0s aquecimentos com presenca de metais geraram
uma maior concentracdo dos acidos graxos trans para os dois tipos de 6leos, revelando a acao
catalisadora, aumentando gradativamente conforme o aumento da concentracdo de metal.
Segundo Shahidi (2005), os metais de transicdo tém habilidade de catalisar a formacéo de
radicais livres, como na auto-oxidagdo de radicais livres. Estas moléculas contém hidrogénio
alilico que pode formar radicais livres, 0s quais reagem com oxigénio para formar
hidroperoxidos. Ou seja, os ions metalicos que oxidam pela transferéncia de um elétron
podem ser catalisadores ativos, que incluem: cobalto, ferro, cobre, manganés e vanadio.

O ferro demonstrou maior reatividade na oxidacdo lipidica com maior formagdo de

trans. Alguns aspectos relacionados a isto sdo citados por Miller, Buettner e Aust (1990) que
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informam que como a geometria de compostos de coordenacdo de Cu (I) e Cu (Il) séo
tetraédricos e plana, respectivamente, pode ocorrer um impedimento cinético em reagdes
redox envolvendo cobre. No caso do ferro, a geometria € normalmente octaédrica para os dois
estados de valéncia. O efeito catalitico de cada metal é distinto e depende de fatores como
estado de oxidacdo, potencial redox, tipo de solventes, disponibilidade de oxigénio, presenca
de hidroperoxidos e tipo de complexo formado.

O mecanismo mais simples para a catalise de metal envolve a transferéncia de elétrons
de uma ligacéo de lipidios para um metal, levando a formacao do radical. Em alguns casos, a
formagéo de complexos ativados com Oz pode ocorrer (SANTOS, 2012). Como as taxas de
iniciacdo da oxidacdo lipidica € um processo multifatorial, resultados distintos podem ser
encontrados entre experimentos de aquecimentos ou frituras de 6leos comestiveis. Por
exemplo, segundo Shahidi (2005), as reacfes que acontecem na etapa de iniciacdo da
oxidacdo lipidica por metais redutores (Co?*, Fe**, V2", Cr?*, Cu*, Mn?") ocorre por dois
mecanismos diferentes, dependendo da disponibilidade de oxigénio no sistema e dos niveis de

hidroperdxidos.

Figura 22. Concentragdo de C18:3 trans em 0leo de soja durante 24 h de aquecimento: sem
adi¢do de metal, com adigdo de Cloreto de ferro III (50 pug.kg™) (Fe 50) e Cloreto de cobre Il
(50 ug.kg®) (Cu 50).
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Figura 23. Concentracdo de C18:3 trans em 0leo de soja durante 24 h de aquecimento: sem

adicdo de metal, com adi¢ao de Cloreto de ferro IIT (50 ng.kg-1) (Fe 50) e Cloreto de cobre Il
(50 pg.kg-1) (Cu 50).
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Com relagdo a formacdo de C18:3 trans, as figuras 22 e 23 demonstram a maior
formacdo para o aquecimento com metais. Os teores foram maiores no 6leo de soja (2,54 +
0,08 g/100g) do que canola (1,95 + 0,04 g/100g) para cloreto de ferro III a 50 pg kg?,
enquanto para cloreto de cobre Il a 50 pg kg™, a maior formagcéo foi para dleo de canola (1,83
+ 0,12 g/100g). Vale ressaltar que os metais de transicdo, como Fe, Cu, Co e Mn que possuem
dois ou mais estados de valéncia, afetam tanto a velocidade da oxidac¢do quanto a direcdo da
quebra dos hidroperdxidos formados durante a oxidacdo (PAZ e MOLERO, 2000; BOBBIO e
BOBBIO, 2003; BASTOS e PEREIRA, 2010).

Em termos totais de acidos graxos trans (g/100 g de éleo) formados no éleo submetido
ao aquecimento com adicdo de metais, observa-se que ha uma maior formacéo no 6leo de soja

em relacdo ao de canola. O que demonstra uma maior suscetibilidade do éleo de soja quando

exposto a metal de transigéo.
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Tabela 21. Composicdo de acidos graxos trans em g/100 g durante aquecimento de 6leo de soja a 180°C, com e sem a adi¢do de metais.

Acidos graxos trans (g/100 g de 6leo)

T h
empo () c18:1, ot C18:2, 9c 12t C18:2, 9t 12c C18:3 trans Total
0 <0,005 <0,005 <0,005 <0,02 <0,035
4 <0,005 <0,005 <0,005 <0,02 <0,035
Sem adicdo de metal . . 047
8 <0,005 0,09+0,01 0,08+0,01 0,300,05° ,
12 0,06+0,01°¢ 0,12+0,01° 0,14+0,01° 0,47+0,01° 0,79
16 0,08+0,02¢ 0,21+0,01° 0,23+0,02 0,68+0,02¢ 1,20
o 0,10+0,02¢ 0,38+0,02° 0,36+0,02 0,92+0,01¢ 1,76
4 0,2520,05" 0,3120,01? 0,3020,02? 1,43£0,13° 2,29
8 0,310,02° 0,46+0,01 0,410,012 1,6240,18" 2,80
Clogg’fge;g[)o i 12 0,410,03" 0,61+0,08° 0,52+0,03° 1,7120,17° 3,25
16 0,56+0,01° 0,71+0,05% 0,61+0,02* 1,7840,11° 3,66
24 0,71£0,05 0,83£0,07% 0,7740,04% 1,90+0,15" 4,21
4 0,18+0,012 0,21+0,01 0,18+0,01 1,01£0,01° 1,58
8 0,24+0,01 0,28+0,02* 0,25+0,01 1,2140,02* 1,98
C'Og’gofgelfg_?)re . 12 0,320,012 0,410,022 0,310,02: 1,310,042 2,35
16 0,45+0,05 0,58+0,03 0,420,012 1,4520,03° 2,90
24 0,610,012 0,630,042 0,54+0,05° 1,51+0,02° 3,29
4 0,28+0,06" 0,38+0,01° 0,32+0,02° 1,50£0,12" 2,48
8 0,37+0,04° 0,490,01° 0,46+0,01° 1,7020,10° 3,02
C'Ozggofgeg{f - 12 0,51+0,08" 0,75+0,05" 0,72+0,01° 1,800,05" 3,78
16 0,67+0,03° 0,89+0,02 0,810,02° 1,90£0,08" 4,21
24 0,72+0,05 0,92+0,05 0,88+0,03 2,00£0,01° 4,52
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Acidos graxos trans (g/100 g de 6leo)

Tempo (h) Total
C18:1, ot C18:2,9c 12t C18:2,9t 12c C18:3 trans

4 0,22+0,012 0,24+0,01° 0,21+0,012 1,14+0,03° 1,81

Cloreto de cobre Il 8 0,340,012 0,29+0,02¢ 0,260,02° 1,27+0,05° 2,16
(30 pg.kg™)

12 0,46+0,012 0,47+0,032 0,42+0,01° 1,42+0,07° 2,77

16 0,59+0,022 0,61+0,02° 0,58+0,03? 1,64+0,01° 3,42

24 0,64+0,012 0,810,012 0,75+0,01° 1,81+0,08? 4,01

4 0,41+0,05° 0,45+0,08° 0,42+0,02° 1,80+0,12° 3,08

8 0,58+0,05" 0,61+0,02° 0,54+0,03° 2,00+0,09° 3,73

Cloreto de ferro 11 12 0,64+0,02° 0,78+0,06" 0,730,01° 2,15+0,05" 4,30
(50 pg.kg™)

16 0,72+0,04° 0,84+0,01° 0,81+0,01° 2,20+0,12° 4,57

24 0,83+0,02° 1,12+0,05° 0,04+0,04° 2,54+0,08° 5,43

4 0,31+0,012 0,32+0,02° 0,31+0,04? 1,21+0,06° 2,15

8 0,420,022 0,360,032 0,34+0,02° 1,380,012 2,50

Cloreto de cobre Il 12 0,51:0,03° 0,480,05° 0,410,06° 1,51+0,01° 2,91
(50 pg.kg™)

16 0,62+0,022 0,64+0,06 0,62+0,022 1,62+0,04° 3,50

24 0,71+0,012 0,79+0,07° 0,77+0,012 1,79+0,052 4,06

*QOs valores sdo expressos como média + desvio padrdo de trés repeti¢des (LQ: limite de quantificacdo). Letras diferentes (a, b, c) na mesma coluna representam tratamentos que séo

significativamente diferentes (P <0,05)



Tabela 22. Composicdo de acidos graxos trans em g/100 g durante aquecimento de 6leo de canola a 180°C, com e sem a adi¢cdo de metais.

Acidos graxos trans (g/100 g de 6leo)

Tempo (h) Total
C18:1, ot C18:2, 9c 12t C18:2, 9t 12¢ C18:3 trans
0 <0,005 <0,005 <0,005 <0,02 <LQ
4 <0,005 <0,005 <0,005 <0,02 <LQ
Sem adicéio de metal 8 0,210,022 0,04+0,01° 0,06+0,01° 0,22+0,05" 0,53
12 0,26:+0,05% 0,05+0,01° 0,08+0,01° 0,28+0,03" 0,67
16 0,280,072 0,11+0,01° 0,16+0,02 0,75+0,01" 1,30
24 0,310,042 0,23+0,02 0,24+0,02 1,25+0,02" 2,03
4 0,59+0,05° 0,11+0,01° 0,09+0,01° 0,67+0,09° 1,46
8 0,65+0,02° 0,18+0,012 0,130,012 0,72+0,072 1,68
C'Oﬁtoofgeg[)o i 12 0,720,03" 0,210,012 0,15+0,017 0,810,067 1,89
16 0,83+0,01° 0,35+0,03¢ 0,29+0,03¢ 0,90+0,05° 2,37
24 0,900,05° 0,47+0,02 0,38+0,02° 1,61+0,09° 3,36
4 0,31%0,01° 0,07+0,01° 0,05+0,01° 0,510,092 0,94
8 0,38+0,03 0,080,012 0,070,012 0,64+0,13¢ 1,17
C'Ozfgofgélf;?)r ell 12 0,40+0,01? 0,15+0,02? 0,13+0,02? 0,7120,09? 1,39
16 0,43+0,05° 0,21+0,00° 0,18+0,00° 0,78+0,122 1,60
24 0,450,012 0,28+0,02 0,250,022 1,42+0,08° 2,40
4 0,61+0,01° 0,18+0,012 0,160,012 0,84+0,04 1,79
8 0,73+0,04° 0,29+0,01° 0,23+0,01° 0,90+0,03° 2,15
C'Ozgtoofgel':g[)o I 12 0,80+0,07° 0,370,027 0,32+0,02° 1,10+0,06° 2,59
16 0,91+0,06" 0,510,012 0,490,012 1,45+0,14° 3,36
24 1,1040,09° 0,690,032 0,550,032 1,760,372 4,10
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Acidos graxos trans (g/100 g de 6leo)

Tempo (h) Total
C18:1, ot C18:2, 9c 12t C18:2, 9t 12¢ C18:3 trans

4 0,350,072 0,09+0,01° 0,07+0,01° 0,59+0,02° 1,10

C'Ozgtoo fgﬁg?)re I 8 0,38+0,08° 0,17+0,01° 0,15+0,01° 0,710,04° 141
12 0,42+0,012 0,25+0,022 0,21%0,02 0,81%0,08° 1,69

16 0,46+0,02° 0,37+0,00° 0,32+0,00° 0,92+0,05° 2,07

24 0,500,042 0,530,022 0,47+0,022 1,62+0,16° 3,12

4 0,80+0,01° 0,230,012 0,19+0,012 0,90+0,06° 2,12

8 0,86:+0,04 0,390,012 0,310,012 1,100,072 2,66

C'Ozgté’fge g{;’ ) 12 1,00£0,07° 0,53+0,02° 0,46+0,02° 1,20+0,05° 3,19
16 1,1040,06" 0,610,012 0,57+0,012 1,74+0,03 4,02

24 1,20+0,09 0,74%0,03 0,71%0,03 1,950,042 4,60

4 0,39+0,02° 0,12+0,01° 0,10+0,01° 0,60+0,09° 121

8 0,430,092 0,210,012 0,160,012 0,810,072 1,61

C'Ozggofgelfg_?)r ell 12 0,4820,03? 0,3240,02? 0,2740,02? 0,9020,06? 1,97
16 0,510,082 0,48+0,00 0,430,00 1,24+0,01° 2,66

24 0,57+0,01° 0,64+0,02° 0,55+0,02° 1,83+0,122 3,99

*QOs valores sdo expressos como média + desvio padrdo de trés repeticfes (LQ: limite de quantificacdo). Letras diferentes (a,b,c) na mesma coluna representam tratamentos que sao

significativamente diferentes (P <0,05).
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Figura 25. Cromatogramas (GC-FID) de amostras derivadas de amostra de 0leo de canola aquecida por 16 h adicionada de metal. (1) Cloreto de
cobre 50 pg kgt de 6leo (2) Cloreto de ferro 50 pg kg* de dleo.
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6. CONCLUSOES

A otimizacdo das condicOes de transesterificacdo foi executada com éxito através de um
planejamento univariado. Através das figuras de mérito da validacdo, o método mostrou-se
simples e eficiente, apresentando bons resultados de preciséo, linearidade e exatid&o.

O aquecimento com dleo de canola gerou mais compostos C18:1 trans e soja C18:2 trans
e 18:3 trans. Os experimentos de aquecimento dos 6leos sem adicdo de alimentos, a
temperatura de fritura de 180+5°C, com presenca de metais Cu e Fe adicionados nas
concentragdes de 10 pg kgt; 30 pg kg e 50 pg kgt geraram um aumento na formagéo dos
acidos graxos trans a partir de 4 h para os dois tipos de 6leos. Sendo demonstrada uma maior
suscetibilidade do 6leo de soja quando exposto ao metal de transicao.

Os resultados do presente trabalho sdo de grande importancia para a comunidade em geral
pois aborda a problemaética relacionada a formacdo de AGT em 6leos quando submetidos ao
aquecimento, visto que é um tipo de processo comum tanto no ramo doméstico como
industrial, mas que expde o consumidor aos AGT que possuem efeitos adversos a salde.

Especificamente com relacdo aos metais cobre e ferro, 0s mesmos podem estar presentes
em utensilios e recipientes, e podemos afirmar que contribuiram com uma maior formag&o de
AGT durante o aquecimento. Assim sendo, deve-se evitar realizagdo de processos de frituras
em materiais nos quais cobre e ferro fazem parte da liga metalica ou possam estar expostos

por algum tipo de corrosao associada.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

Avaliar a formacéo de isdbmeros trans em 6leos comestiveis sem a presenca de metais, seja
através do uso de quelantes em 6leos comerciais, aquisicdo de 6leo comercial com auséncia
de metais ou producdo do 6leo em escala piloto em condig¢des controladas de contaminagéo de
metais. E assim dosar metais de transicdo com Cu, Fe e outros, para verificagdo do efeito
catalitico minimo e maximo.

Estudar o perfil térmico (curvas termogravimétricas) de antioxidantes naturais e sintéticos
permitidos como aditivos em 6leos e gorduras pela RDC n° 23, de 15 de fevereiro de 2005 da
ANVISA e dosar os mais resistentes em aquecimentos de 6leos comestiveis com metais para
avaliar a formacdo de acidos graxos trans.

Avaliar a formacdo de isdbmeros trans a partir da foto-oxidacdo em 6leos comestiveis
(presenca de luz e sensibilizantes).

Avaliar a formacdo de isdbmeros trans em 6leos comestiveis na presenca de metais em
processo de fritura de batatas em diferentes temperaturas normalmente adotadas em
fritadeiras.

Estudar a formag&o de isdbmeros trans em 6leos comestiveis sob aquecimento na presenga

dos metais: Ni, Mn e Cr.
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