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Resumo

A Termindlia catappa linn também conhecida como castanhola, pertencente a familia
das combretaceae, é encontrada em todo litoral brasileiro. Apesar de ndo ser uma
espécie nativa, sua facilidade em germinar e alta resisténcia a salinidade, tornou-a
invasiva. Os frutos coletados desta espécie nas imediacdes da UFPB, apresentam
améndoas ricas em 0leo e o rendimento obtido por extracdo mecénica foi em torno
de 26 %. Os triacilglicerideos que o compde influenciam diretamente nos parametros
fisico e quimicos avaliados como indice de acidez, iodo, peroxido, massa especifica
e o fator reoldgico viscosidade. Estas analises comprovam que a amostra estudada
apresentou bom estado de conservacdo. Este resultado foi corroborado com as
técnicas analiticas de termogravimetria e através da oxidacdo acelerada por fluxo de
calor, evidenciando que a amostra em estudo apresenta boa estabilidade em relacao
a decomposicao termo-oxidativas. A andlise em cromatografia gasosa acoplada ao
espectrometro de massas sugere o0s ésteres metilicos majoritarios palmitato,
elaidato, linoleato e estearato como constituintes dos triacilglicerideos responsaveis
pelas propriedades avaliadas. Estes foram confirmados por técnicas
espectroscopicas como infravermelho, RMN H, RMN 3C, COSY e HSQC que séo
as mais importantes quando se discute sobre elucidacdo estruturais de moléculas

organicas.
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Abstract

Terminalia catappa linn also known as castanets is belonging to the family of
combretaceae and is found throughout the Brazilian coast. Although it is not a native
species, it has ease germination and high resistance to salinity that lead it to become
invasive. The fruits of castanets collected around UFPB campus showed almonds
rich in oil with vyield around 26% obtained by mechanical extraction. The
triacylglycerides in the oil have showed a direct influence in the physical and
chemical properties as acid value, iodine, peroxide, specific gravity and viscosity
rheological factor. The results of these analyzes proved that the samples were in
good condition of conservation. Furthermore, the results obtained from analytical
thermogravimetry technics showed good thermooxidative stability to decomposition
of the samples. The gas chromatography analysis coupled with mass spectrometer
suggested that the palmitate, elaidate, linoleate and stearate as major methyl esters
constituents of the triacylglycerides responsible for the evaluated properties.These
esters were confirmed by the most important spectroscopic techniques to discuss
structural elucidation of organic molecules such as FTIR, *H and 3C NMR, COSY
and HSQC.

Keywords: Terminalia catappa, spectroscopy, triacylglycerols.
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INTRODUCAO




1. INTRODUCAO

Os Oleos e as gorduras sao resultantes da condensacéao entre o glicerol e
acidos graxos de cadeia longa (MORETTO e FETT, 1998). Estes ésteres
graxos diferem pelo comprimento da cadeia carbbnica, do numero, da
orientacéo e da posicéo das duplas ligacdes (REDA e CARNEIRO, 2007).

As propriedades fisicas e quimicas desses compostos sdo determinadas
pela natureza dos acidos graxos que constituem a molécula. A propor¢ao de
grupos acila saturados e insaturados presentes nos triglicerideos € o que
diferencia os 6leos das gorduras (BELTRAO e OLIVEIRA, 2008). Desta forma,
guimicamente, ndo ha diferencas qualitativas entre os acidos nos 6leos e nas
gorduras e sim, quantitativas. Existem semelhancas do valor energético dos
acidos graxos relativos a alimentagcdo, entretanto ha diferencas no efeito
fisiolégico atribuido a cada um. Vale ressaltar que alguns desses acidos néo
sdo produzidos bioquimicamente, e por isso precisam ser administrados via
alimentacdo, e devido a tal importancia biolégica, sdo chamados de &cidos
essenciais. (MORETTO e FETT, 1998).

Na alimentacéo, o consumo de 6leos principalmente os vegetais in natura

vem crescendo entre a populacdo devido a sua composicdo rica em
triacilglicerdis insaturados, os quais estdo associados ao bom funcionamento
do organismo. Tal fato justifica o desenvolvimento de pesquisas referentes a
extracdo desses produtos naturais (REDA e CARNEIRO, 2007).

Os o6leos representam um dos principais produtos extraidos de plantas,
cerca de dois tercos da producdo sdo empregados na industria alimenticia,
fazendo assim parte da dieta humana. Estes 6leos sdo compostos por lipideos,
proteinas e carboidratos, os quais sdo fontes de energia. Portanto, estes
apresentam uma vasta gama de aplicacBes de interesse industrial, como na
producado de &cidos graxos, glicerina, lubrificantes, carburantes, biodiesel, entre
outros (FERRARI, OLIVEIRA e SCABIO, 2003; FARIA, LELES e IONASHIRO,
2002; NETO, 1996).

A obtencéo do 6leo vegetal é realizada através de métodos fisicos como a
prensagem ou através da extracdo quimica por solventes aplicadas sobre as
sementes de oleaginosas (CASTRO, 2009).



A forma de extracdo pode influenciar na qualidade do produto final, por
isso é de extrema importancia que se evite a desnaturacdo das proteinas e a
presenca de solventes no residuo solido, sendo a prensagem mecéanica uma
alternativa adequada neste caso (ORDONEZ, 2005).

O fato da Termindlia catappa (castanhola) possuir améndoas de carater
oleaginoso despertou o interesse em analisar a composi¢ao de seus 6leos em
termos de ésteres graxos, em suma, quais os tipos de acido graxos (AG), se h4
acidos graxos essenciais (AGE), suas estruturas e estabilidade.

O presente trabalho sobre o 6leo de Terminalia catappa linn (castanhola)
descreve uma andlise sobre o estado de conservacdo medida por técnicas
fisicas e quimicas como indice de acidez (I.A.), indice de iodo (l.l.) e indice de
peréxidos (I.P.) além da verificacdo da estabilidade térmica e oxidativa da
amostra pelas técnicas de termogravimetria (TG) e Rancimat respectivamente.
Ja a identificacdo dos &cidos graxos majoritarios dos triacilglicerideos
responsaveis pelas propriedades foram dadas através das técnicas de
cromatografia acoplada ao espectrometro de massas, infravermelho, RMN de
H e 13C, além de técnicas novas como espectroscopia de correlacdo
bidimensional COSY e HSQC.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. A planta

A Terminalia catappa linn, exposta na Figura 1, também conhecida como
castanhola, améndoa da praia, castanheira, amendoeira, guarda-chuva, noz-
da-praia, chapéu-de-sol e sete-copas, dentre outras denominacfes (GILMAN e
WATSON, 1994). Esta planta, originaria da india e da Malasia, se difundiu pelo
mundo em consequéncia da migracdo humana, assim, foi introduzida e se
adaptou em muitos paises tropicais, principalmente em regifes proximas ao

litoral.

Figura 1- Arvore da Termindlia catappa linn (castanhola).

Fonte: O autor.

A a&rvore da castanhola é usada no Brasil para fins ornamentais,
florestamento e reflorestamento, esta espécie exdtica, que se adaptou as
condi¢bes edafoclimaticas do Brasil, é resistente ao calor, frio, escassez de
agua, ventos fortes e salinidade (OLIVEIRA, VASCONCELOS, et al., 2000;
ANGEL, BACALLAQO, et al., 2003; THOMSON e EVANS, 2006; SILVA, ROSA,
et al., 2010).

O fruto da castanhola, Figura 2, possui cerca de 5 a 7 cm apresentando
em sua composicao trés camadas bem definidas, uma pele externa (exocarpo),

polpa (mesocarpo) e um carogo rigido (endocarpo), neste, encontra-se uma



semente oleaginosa, que € revestida por uma pelicula (VARESCHI, 1979). A
planta produz quantidades significativas de frutos dos 3 aos 5 anos apos a
plantacdo, com frutificaces regulares duas a trés vezes ao ano (THOMSON e
EVANS, 2006).

Figura 2— Fruto da castanhola.

Fonte: O autor.

As fracbes comestiveis do fruto da Terminalia catappa apresentam
composicdo nutricional apreciaveis, porém, sdo pouco utilizadas na dieta
humana, mesmo possuindo um bom valor nutricional (LORENZI, SOUZA, et al.,
2003), sendo mais consumido por animais e passaros, que ao se alimentarem
dos frutos facilitam a dispersédo natural das sementes, possibilitando assim, o
aumentando da taxa populacional desta espécie (CAVALCANTE, MAIA, et al.,
1986).

Os frutos da Termindlia, ainda apresentam atividade antidiabética
(NAGAPPA, THAKURDESAI, et al., 2003), antitumoral (CHEN, LI e LIU, 2000)
e antiviral (TANAKA, NONAKA e NISHIOKA, 1986) e contém em sua
composicdo cerca de 95,9 + 5,8 mg de &cido ascorbico em 100 g de fruto. As
sementes apresentam em sua composicdo: proteinas, lipidios, potassio,
magnésio e calcio (852,20 mg em 100 g) (ODERINDE e AJAYI, 1998) e altas
quantidades de 6leo comestivel (OLIVEIRA, VASCONCELOS, et al., 2000).

Essa planta apresenta caracteristicas peculiares, pois além do fruto, as
folhas também podem ser utilizadas. Estudos mostram que estas possuem



propriedades antioxidantes (CHYAU, KO e MAU, 2006), anticancerigenas
(CHEN e LI, 2006), anti-inflamatorias (GAO, CHEN, et al., 2006), analgésicas
(RATNASOORIYA, DHARMASIRI, et al., 2002), antiparasitarias e antifangicas
(CHITMANAT, TONGDONMUAN, et al., 2005).

As propriedades acima supracitadas, foram atribuidas principalmente a
presenca de compostos fendlicos em sua estrutura. Como exemplo, Figura 3,
estdo os taninos hidrolisaveis, que sdo os principais compostos associados a
atividade antioxidante (CHEN, LI e LIU, 2000). Além destes, outros compostos
fendlicos menos abundantes tém sido isolados e associados a atividade
antioxidante da Terminalia catappa, como também acidos benzoicos,
cumaricos e seus derivados (CHYAU, KO e MAU, 2006; BATTESTIN,
MATSUDA e MACEDO, 2004).

Figura 3- Estrutura quimica dos taninos hidrolisaveis.

OH
OH
HO OH
HO OH = ‘
AN
HO /:O OH
0 0
HO o OH
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/
HO o) OH
| b
HO/ = OH
OH

Fonte: Adaptado de Battestin et al. (2004).

A Terminalia Catappa linn possui uma taxa de crescimento acelerada,

aproximadamente dois metros por ano, e suas frutas sdo produzidas a partir



dos trés anos de idade. O género Termindlia compreende cerca de 150 a 200
espécies arboreas tropicais (THOMSON e EVANS, 2006).

Por ser uma espécie rustica e de répido crescimento, é largamente
empregada para fins ornamentais (FRANCIS, 1989), medicinais (THOMSON e
EVANS, 2006), producdo de madeira, reflorestamento, recuperacdo de areas
degradadas, arborizacdo urbana e rural (ANGEL, BACALLAO, et al., 2003;
MENESES, SOUSA, et al., 2003). Mesmo sendo comumente encontrada em
areas urbanas litoraneas, essa espécie adaptou-se a diferentes solos, incluindo
os inférteis e arenosos (DE PAULA, 2008).

2.2. A matéria prima

As primeiras pesquisas sobre a constituicdo de Oleos e gorduras foram
realizadas pelo quimico e fisico francés Michel-Eugéne Chevreul no inicio do
século XIX (BORSATO, 2004.; CASTRO, MENDES e SANTOS, 2004).
Chevreul mostrou, Figura 4, que a hidrdlise de 6leos e gorduras (1) originavam

acidos graxos (2) e glicerol (3).

Figura 4- Hidrolise de um triglicerideo.

0 H,C—O0—C—FR' 0 H,C——OH
[ | |
R C—O——CH o) + MO et o Cc—r ¢ HO—CH
| | i |
H,C——O0——C—R" ” H,C——OH
HO—C—R
1 2 3

Fonte: Adaptado de Castro et al., 2004.

Os componentes mais expressivos dos Oleos e gorduras sao o0s
triglicerideos, e tais moléculas, auxiliam na manutencdo do organismo,
provocando efeitos benéficos (PHLIPPI, 2003). Estes podem fornecer os acidos
essenciais que ndo sao biossintetizados pelo organismo; promover a ingestao

de vitaminas lipossoliveis; estimular a secrecdo da bilis e melhorar o



funcionamento da vesicula biliar; atrasar o esvaziamento gastrico, regulando o
transito do bolo alimentar, funcionar como fonte e reserva de energia,
proporcionar a formacdo do tecido adiposo, para protecdo térmica em
mamiferos.

Os oOleos e gorduras possuem diferentes tipos de acidos graxos em sua
composicdo, e dependendo do comprimento da cadeia e da quantidade de
insaturagcdes, podem representar o fator de maior relevancia sobre as
caracteristicas dessas substancias (KNOTHE, 2005). Além disso, o fator
genético e ambiental podem influenciar nas propor¢cdes dos acidos graxos
saturados e insaturados presentes nesses compostos (MORETTO e FETT,
1998).

Os acidos graxos que ndo apresentam ligacdes duplas sdo denominados
saturados e aqueles que apresentam sdo insaturados ou poli-insaturados.
Estes &cidos diferem ainda pela posi¢céo das ligacdes duplas, pela orientacdo e
pelo comprimento da cadeia carbdnica (REDA e CARNEIRO, 2007). Os acidos
graxos de cadeia ndo ramificada sdo mais comuns e com numero par de
atomos de carbono (COELHO, 2006).

As cadeias saturadas e insaturadas nos 6leos € o que determina as
diferencas entre as propriedades quimicas e fisicas deles, tais como: ponto de
fusdo, massa molecular, viscosidade, solubilidade, reatividade e estabilidade
térmica e oxidativa (ARAUJO, OLIVEIRA, et al., 2002).

Em fungéo da presenca de uma insaturagdo entre atomos de carbono, h&
a possibilidade de ocorréncia dos dois isbmeros geométricos: cis e trans,

Figura 5.



Figura 5- Configurag&o trans e cis de um &cido graxo.
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Fonte: Adaptado de Moretto (1998).

Por questdes estéricas, os isbmeros cis sdo termodinamicamente menos
estaveis (SOLOMONS e FRYHLE, 2005). Contudo, na natureza, a
esteroespecificidade das enzimas favorecem, durante o0 processo de
biossintese, a formacdo dos isémeros cis (FOX, LYLE e ROGGE, 2004;
MERCON, 2010).

Nos Oleos e gorduras, o isbmero cis € mais facilmente encontrado
(SEMMA, 2002). Este apresenta menor linearidade que o isdmero trans, o que
provoca um menor empacotamento entre as cadeias, esclarecendo assim, as
alteracdes nas propriedades fisicas ilustrado na Figura 5 (LARQUE, ZAMORA
e GIL, 2001).

2.3. Alimentacéo

A composicdo quimica de Oleos e gorduras vegetais sdo principalmente
glicerideos de acidos graxos (AG), podendo conter pequenas quantidades de
outros lipideos como fosfolipidios, constituintes insaponificaveis e acidos
graxos livres naturalmente presentes no 6leo ou na gordura. Os 6leos vegetais
se apresentam na forma liquida a temperatura de 25°C, enquanto que as
gorduras se apresentam na forma sélida ou pastosa (BRASIL, 2005).

Os Oleos vegetais diferem pela proporcédo e tipo de acidos graxos

presentes na oleaginosa, Tabela 1, com pequenas variagbes quantitativas, em
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uma determinada espécie, devido as condi¢cdes climaticas e de plantio
(FONSECA e GUTIERREZ, 1974; NG, LASEKAN, et al., 2015; L.MATOS,
NZIKOU, et al., 2009; JANPORN, 2014).

Tabela 1- Composi¢do em &cidos graxos dos 6leos vegetais (% em peso, do total de
acidos graxos); (1) niumero de atomos de carbono: nimero de duplas liga¢fes.

OLEOS VEGETAIS
Acidos Oliva Milho Girassol Soja Algoddo Amendoim Terminalia
Graxos (1) Catappa
14:0 - - 0.08 0.20 0.80 - 0.09
16:0 14,23 14,03 8,36 11,35 20,13 11,42 28,98
18:0 341 3,33 5,03 4,15 3,10 2,82 7,23
20:0 0,58 1,00 0,43 0,15 0,20 2,33 0,70
22:0 - - - - - 2,08 0,19
Total de
Saturados 18,26 18,36 13,90 15,85 24,23 18,65 37,00
14:1 - - 0,04 - - - -
16:1 2,52 0,20 0,05 0,05 1,43 - 0,34
18:1 71,10 35,08 27,65 2530 22,86 41,69 39,28
18:2 6,76 44,40 56,30 50,60 50,16 38,46 23,01
18:3 1,36 1,96 2,06 8,20 1,32 1,17 0,07
Total
Insaturados 81,74 8164 86,10 84,15 75,77 81,32 63,00

Fonte: Adaptado de Fonseca et al. (1974) e Ng et al. (2015).

No contexto de uma alimentacdo saudavel, os Oleos e gorduras
desempenham um papel importante na manutencdo do corpo, pois séo
essenciais ao bom funcionamento do nosso organismo e, quando incorporadas
nas dietas em propor¢cdes recomendadas, promovem diversos efeitos
benéficos, pois além de fornecerem calorias, agem como veiculo para diversas
vitaminas lipossoltveis, como A, D, E e K (CLAUSS, 1996). Mas, quando
consumidas em demasia, causam os efeitos maléficos a salde (CANDEIAS,
NUNES, et al., 2005).

O metabolismo humano pode biossintetizar acidos graxos saturados e
insaturados da familia w-9, entretanto é incapaz de produzir os insaturados das
familias w-6 e w-3. Do ponto de vista nutricional, o acido linoleico (AL, 18:2w-6)
e 0 a-linolénico (AAL, 18:3w-3), sdo classificado como exemplos de &cidos
graxos essenciais (AGEs) (MORETTO e FETT, 1998; PERINI, STEVANATO, et
al., 2010).
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Os AGEs possuem caracteristicas especiais quanto a sua estrutura, ou
seja, a primeira dupla deve estar no sexto &tomo de carbono, contado a partir
do lado oposto; possuir duplas ligacbes separadas por grupos metilénicos e
sua configuracdo deve ser cis, exposto na Figura 6. Tais caracteristicas
corroboram a eficiéncia dos acidos graxos.

O AAL apesar de ndo atender todas as exigéncias supracitadas, também

é classificado como essencial e seu precursor é o acido linoleico.

Figura 6- Estruturas dos acidos (@) linoleico, dmega 6 e (b) alfa-linolénico, 6mega 3.

0 Designagdo o

Designacao A

(@)

Fonte: Martin et al (2006).

Os &cidos graxos linoleico e a-linolénico sdo obtidos por meio de dieta e a
partir da acdo de enzimas como as elongases e dessaturases, que atuam no
organismo, produzem os demais acidos graxos de cadeia longa da familia w-6
e w-3, Figura 7. As elongases agem adicionando dois atomos de carbonos a
parte inicial da cadeia dos acidos, e as dessaturases oxidam dois a&tomos de
carbono da cadeia, originando uma ligacdo dupla com configuracdo cis
(MARTIN, ALMEIDA, et al., 2006; VAZ, DEBONI, et al., 2006).
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Figura 7— Esquema do metabolismo dos acidos graxos das familias w-6 e w-3.

w-6 w-3
A6-dessaturase
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Ab-dessaturase
Prostandides (série 2) ¢ N
Leucotrienos (série 4) 20:4 w-6 ‘
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e

22:4 w6
alongase l
24:4 -6
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l B-oxidacéo ‘L
22'5 w-6 (226 w3 |

Fonte: Adaptado de Martin (2006).

Os acidos graxos essenciais como o acido linoleico e acido a-linolénico
s&o precursores dos Acidos Graxos Poli-Insaturados de Cadeia Longa (AGPI-
CL) com 20 a 22 atomos de carbono, incluindo os acidos araquidénico (ARA,
20:4w-6), docosahexaenodico (DHA, 22:6w-3) e eicosapentaenoico (EPA,
20:5w-3). Os AGPI-CL fazem parte de numerosas fungdes celulares como a
integridade e fluidez das membranas, atividade das enzimas de membrana e
sintese de eicosanoides como prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanos
(MANHEZI, BACHION e PEREIRA, 2008; TINOCO, SICHIERI, et al., 2007;
MORETTO e FETT, 1998).

No reino vegetal € muito comum a sintese do &cido linoleico, ocorrendo
também a sua conversdo em a-linolénico, pela acdo de enzimas que originam
dupla ligagcado na posi¢gao A15. Na classe dos mamiferos tem sido isoladas e
identificadas dessaturases capazes de introduzir duplas ligacbes nas posicoes
A5, A6 e A9.

As A9 dessaturases atuam, predominantemente, na sintese de &cidos
graxos monoinsaturados, tendo como principal substrato o acido esteérico
(18:0), que é o precursor do acido oleico (18:1 A9). As enzimas A5 e A6 atuam
na dessaturacdo de acidos graxos poli-insaturados, apresentando maior

afinidade com substratos mais insaturados, o que resulta em uma maior
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probabilidade na sintese dos AGPI-CL da familia w-3 (VAZ, DEBONI, et al.,
2006; MARTIN, ALMEIDA, et al., 2006).

A caréncia de acidos graxos essenciais forca o organismo produzir
substancias semelhantes e de carater nocivo afim de suprir a deficiéncia.
Partindo do acido oleico (w-9), o acido eicosatriendico € um destes compostos
indesejaveis e pode ser detectado através de exames de sangue (OLIVEIRA,
2001).

O &cido linoleico € o principal representante da familia w-6, encontrado
principalmente em Oleos vegetais, esta relacionado com a diminuicdo do
colesterol ruim, do inglés Low Density Lipoproteins (LDL) e com o aumento do
colesterol bom, High Density Lipoproteins (HDL). Uma vez ingerido, o AL pode
ser convertido em outros acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa
(AGPI-CL), dos quais 0 mais importante € o araquidénico (ARA), encontrado
em carnes e gema de ovos (MORETTO e FETT, 1998).

O &cido elaidico é o principal competidor do linoleico no metabolismo
humano, sobretudo quando a ingestdo deste é reduzida (NUNES, PAULA, et
al., 2010; CHIARA, SICHIERI e CARVALHO, 2003). Além disso, o cis 18:1
(acido oleico) diminui em relacdo ao trans 18:1 (acido elaidico) quando a dieta
rica em trans € consumida, pois, é considerado um bom substrato para a
mitocdndria e para a oxidacéo paroxismal (COSTA, BRESSAN e SABARENSE,
2006; SUNDRAM, ISMAIL, et al., 1997).

Outro acido de igual relevancia, o acido palmitico, presente nos 6leos
vegetais, pode ser elongado e transformado em &cido estearico o qual é
precursor do oleico. A introducdo de uma dupla entre os carbonos 9-10 é
catalisada pela enzima A-9 dessaturase que converte o acido estearico a oleico
(MOREIRA, CURI e FILHO, 2002).

Contudo, vale salientar que uma dieta rica em &cidos graxos saturados e
trans pode acarretar problemas de saude (CANDEIAS, NUNES, et al., 2005).
Pesquisas recentes tem associado o0 consumo desses acidos, ao
desenvolvimento de uma série de fatores de risco que podem causar doencas
cronicas e varios prejuizos a saude, como a elevacdo do nivel de colesterol,
contribuindo para a formacdo de placas fibrogordurosas e ocasionando o
surgimento de doencas cardiovasculares (VAZ, DEBONI, et al., 2006;
SANTOS, 2013).
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Além das recomendacdes, ha também algumas dificuldades enfrentadas
para utilizacéo direta dos 6leos vegetais e esté relacionada com a estabilidade
oxidativa. A maior parte dos seus constituintes € oxidavel em diferentes graus,
sendo as regides insaturadas das moléculas mais suscetiveis a oxidacao, ou
seja, acontece diversos tipos de transformacgdes quimicas que se processam
ao longo da fase de extracdo, durante o transporte ou na estocagem. As
principais formas de decomposi¢cdo podem ocorrer por meio da autoxidacao,

termoxidacao e fotoxidacgao.

2.4. Teoria dos radicais livres

O processo oxidativo, no caso dos &cidos graxos, se inicia nas regides
mais propensas a oxidacdo, sendo as principais posi¢des as alilicas, bis-alilicas
e a-carbonila. Assim, os ésteres metilicos poli-insaturados sdo mais vulneraveis
a oxidacdo do que os ésteres mono, porque eles contém mais grupos

metilénicos alilicos. A Figura 8 apresenta a reacao de oxidacéo.

Figura 8- Processo genérico de oxidagao.

Iniciagdo: R1H — Ri' + H*

Propagagao: Rl' + DE — RIDD'
RIDO' +REI—I — R; + RIDDI—I

Terminagdo: R™+ R~ — RI-R2
R, + ROO" — ROOR,

R OO +R0O0" — ROOR, + O,
Fonte: Moretto et al (1998).
Um aspecto adicional que pode ter um impacto sobre a estabilidade geral

de oxidacdo do 6leo e consequentemente no biodiesel € a isomerizagdo

conformacional cis/trans. E importante notar que, enquanto uma insaturagéo
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trans € mais estavel em relacéo a cis, a primeira conjugada é mais sensivel a
oxidacéo do que a segunda (KARAVALAKIS, STOURNAS e KARONIS, 2010).

Um acido bastante comum nos 6leos vegetais é o acido linoléico ou acido
9,12-octadecadienoico. Este possui hidrogénios alilicos e bis-alilicos mais
suscetiveis a oxidacao, sendo este processo exposto na Figura 9.
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Figura 9— Mecanismo de auto oxidagdo Acido Linoléico segundo o mecanismo

geral.
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Fonte: Adaptado de Freire (2012).
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A etapa de terminacao ocorre com a formacao de produtos mais estaveis,
neutros e com caracteristica polimérica. Este fato tem como consequéncia a

presenca de sedimentos e rancidez na composi¢éo dos 0leos.

2.5. Teoria da fotoxidacao

No estado fundamental, o oxigénio molecular possui dois elétrons com
spins paralelos ocupando dois orbitais T de mesma energia, chamados
degenerados, caracterizando portanto o estado triplete (3XZg’), conforme mostra

a Figura 10.

Figura 10— Diagrama do orbital molecular do oxigénio triplete.

Orbital Molecular

Atomo de O Atomo de O

Orbital 2p ﬂ 1 1 ﬂ 1 1
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{} {h

Simbolo: 32'9

Fonte: Adaptado de Freire (2012).



18

Consequentemente, a reducdo direta do oxigénio por dois elétrons é
proibida pela regra de conservagdo do spin. Uma forma mais reativa do
oxigénio, como oxigénio singlete, pode ser gerada por um acréscimo de
energia. Nela, a restricdo a regra pode ser considerada invalida. Sendo assim,
0 oxigénio singlete € um oxidante muito mais eficiente do que o oxigénio no
estado fundamental, ou seja, molecular (ARELLANO, 2012).

Estudos espectroscopicos identificam o oxigénio singlete em seus dois
estados excitados, que sdo mostrados simbolicamente na Tabela 2 (KHAN e
KASHA, 1994; ARELLANO, 2012; OLIVEIRA, 2008).

Tabela 2- Estado fundamental e excitados do O; singlete.

Molécula de Orbitais Energia relativa Tempos de vida
oxigénio m* (Kcal.mol")
Fase Fase
gasosa liquida
Segundo estado 12(2) 11109
excitado (\£¢") 4‘* ‘l’ 35,7 ! 10710

Primeiro estado ¢
excitado (*Ag)

Estado ¢ ¢
fundamental (3Zg") 0
(a) valores que dependem do solvente.
Fonte: Adaptado de Arellano (2012) e Oliveira (2008).

22,5 2700®@ | 2.10°6-10°3

Existem dois estados de singlete de oxigénio: o primeiro estado excitado
1Ag, tem dois elétrons com spins opostos no mesmo orbital, na Figura 11a,
possui uma energia de 22,5 kcal acima do estado fundamental e tempo de
meia vida em solvente aquoso de aproximadamente 10°s; o segundo estado
excitado 1Xg*, na Figura 12b, tem um elétron em cada orbital m degenerado
(orbitais diferentes com mesma energia), com dois spins opostos, e possui uma
energia de 37,5 kcal acima do estado fundamental. O estado 'Xg* tem um
tempo de vida muito curto de 10!'s em meio aquoso, sendo rapidamente
desativado para o estado 'Ag (ARELLANO, 2012).
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Figura 11- Diagrama do orbital molecular do oxigénio (a) primeiro estado excitado e
(b) segundo estado excitado.

(a ) Orbital Molecular ( b) Orbital Molecular

Orbital 2p

Orbital 2s w@@ Orbital 2s @@m

Fonte: Adaptado de Arellano (2012).

A diferenga fundamental entre a ineficiéncia relativa de desativagao do
estado 'Ag e a alta eficiéncia de desativacdo do estado 'Zg* pode ser atribuida
ao fato de que o O2 'Zg* é transformado inicialmente para O2 Ag por um
processo spin-permitido, enquanto que Oz Ag deve produzir uma transicéo
spin-proibida para alcancar o estado fundamental. Assim, ndo é surpresa que
para reacdes de oxigénio singlete em solucgédo, o estado Ag é considerado uma
espécie de oxigénio ativa. Logo, o estado molecular do oxigénio singlete de
interesse é o 'Aq, denotado como 'O2 (RONSEIN, MIYAMOTO, et al., 2006;
OLIVEIRA, 2001).

O orbital molecular vazio no estado 'Ag garante ao oxigénio singleto
carater eletrofilico, o que favorece sua participacdo mais efetiva em reacdes
qguimicas, principalmente no caso em que 0s substratos possuam sitios ricos
em elétrons, acidos graxos e ésteres (FREIRE, 2012).

As reacdes de O2 (*Ag) com compostos contendo insaturacées podem
ser divididas em basicamente trés tipos de reacdes (OLIVEIRA, 2008), reacao
do tipo “ene” e formacao de hidroperdxidos alilicos, ciclo adicao [2+2] e
formacao de 1,2-dioxetanos e ciclo adi¢ao [4+2] e formacao de endoperoxidos.
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A reagao do tipo “ene” ocorre com olefinas contendo hidrogénio alilico e
leva a formacdo de hidroperéxidos. O oxigénio singleto, O2(*Ag), ataca o
hidrogénio alilico, promovendo a movimentacdo da dupla ligacdo para uma
posicdo adjacente e consequente formacdo de um hidroperoxido alilico

conforme a Figura 12.

Figura 12— Reacdes do tipo ene e formacao de hidroperdxidos alilicos.

=

O
o —= [ ]
O

L

Fonte: Adaptado de Oliveira (2008).

A cicloadicdo de O2 (*Ag) as insaturacdes presentes em algumas olefinas
e enaminas produz 1,2-dioxetanos. Esses peréxidos ciclicos séo
moderadamente estaveis e podem sofrer decomposicdo gerando duas
carbonilas, sendo uma delas no estado excitado. Normalmente a carbonila
excitada produzida é formada predominantemente no estado de triplete, exceto
em dioxetano com substituintes ricos em elétrons onde a carbonila no estado

singlete prevalece como é representado na Figura 14.

Figura 13- Ciclo adigéo [2+2] e formacao de 1,2-dioxetanos.

0—=o0O

R R o~
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R, Ry R; R, R4 R,

Fonte: Adaptado de Oliveira (2008).

Na ciclo adicédo do tipo Diels-Alder [4+2] o O2(*Ag) se comporta como um
poderoso diendfilo. Neste tipo de reacdo o O2 (*Ag) é adicionado a um dieno

produzindo endoperdxidos segundo a Figura 14.
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Figura 14— Ciclo adigéo [4+2] e formacédo de endoperdxidos.

/ (0]
\

Fonte: Adaptado de Oliveira (2008).

Os lipidios insaturados tem o 'Oz adicionado mediante reagdo “ene”
produzindo hidroperoxidos isomeéricos (RONSEIN, 2008). Estes hidroperoxidos
derivados do acido linolénico estdo expostos na Figura 15.

Figura 15— Principais produtos gerados na oxidagdo do acido linoleico pelo oxigénio
singlete Oz (*Ag).

/\/\/;\/M\/\/‘l\OH
I I |
A B
Lo, Acido linoleico
OOH
AT N NP AMB
; 9-O0H (30%)
¢+o2 OOH ¢ HOO
Am ° Am ®
9-OOH (50%) 10-O0H (20%)
HOO OOH
A\)—\/—_\/B Am ®
13-00H (50%) 12-O0H (20%)

13-O0H (30%)
Fonte: Ronsein (2008).

A reacdo do 'O2 com o 4cido linoleico gera quatro peréxidos nas posicoes

9,13 (isbmeros contendo dienos conjugados), 10 e 12. Em contraste, a



22

oxidacdo do acido linoleico por radicais gera isdbmeros apenas nas posi¢coes 9 e
13. Desta forma, a identificacdo dos hidroperoxidos ndo conjugados é uma
evidéncia da oxidacéo mediada por *Oz.

2.6. Uso de antioxidantes

Para inibir ou retardar a oxidacéo lipidica de 6leos, gorduras e alimentos
gordurosos, sdo empregados compostos quimicos conhecidos como
antioxidantes. Os antioxidantes sdo um conjunto de substancias formadas por
vitaminas, minerais, pigmentos naturais e outros compostos vegetais além de
enzimas que bloqueiam o efeito danosos de radicais livres (RAMALHO e
JORGE, 2006).

O uso de antioxidantes na industria alimenticia e seus mecanismos
funcionais tém sido amplamente estudados, pois, a oxidacdo lipidica é
responsavel pelo surgimento de sabores e odores desagradaveis, degradacédo
de vitaminas lipossollveis e de acidos graxos essenciais. Isso provoca uma
diminuicdo da qualidade nutricional do alimento, formagdo de compostos
indesejaveis potencialmente téxicos de composi¢cdo polimérica, tornando o0s
alimentos improprios para consumo (RAMALHO e JORGE, 2006).

Os antioxidantes podem ser classificados em primarios, sinergistas,
removedores de oxigénio, bioldgicos, agentes quelantes e mistos (RAMALHO e
JORGE, 2006). A Tabela 3 apresenta a classificacdo e funcdo dos

antioxidantes.



23

Tabela 3- Classificacdo e fungdo dos antioxidantes.

Antioxidante Acéo

Compostos fendlicos que promovem a remocao ou inativacdo dos
Primario radicais livres formados durante a iniciacdo ou propagacdo da
reacdo, através da doacdo de atomos de hidrogénio a estas
moléculas, interrompendo a reacdo em cadeia

Secundario ou Sao substancias com pouca ou nenhuma atividade antioxidante,
sinergista gue pode aumentar a atividade dos antioxidantes primérios quando

usados em combinacdo adequada.

Sao compostos que atuam capturando o oxigénio presente no meio,

Removedores de através de reacles guimicas  estaveis, tornando-os,

oxigénio consequentemente, indisponiveis para atuarem como propagadores

da autoxidacéo.

Incluem varias enzimas, como glucose, oxidase, superoxido

dismutase e catalases.

Os agentes quelantes/sequestrantes complexam ions metalicos,

principalmente cobre e ferro que catalisam a oxidacgéo lipidica.

Biologicos

Agentes quelantes

Incluem compostos de plantas e animais que tem sido amplamente

Mistos g .
estudados como antioxidantes em alimentos.

Fonte: Adaptado de Ramalho et al (2006).

Os antioxidantes primarios mais utilizados pela indastria alimenticia séo
os polifendis, como butil-hidroxi-anisol (BHA), butil-hidroxi-tolueno (BHT), terc-
butil-hidroquinona (TBHQ) e propil galato (PG), os quais séo sintéticos, e 0s
tocoferdis, que sdo naturais. Estes ultimos podem ser classificados como
antioxidantes biolégicos. A Figura 16, expde a estrutura dos antioxidantes

primarios.

Figura 16— Estrutura de antioxidantes primarios.

OH OH
C(CHa)s (HsC)C C(CHa)s
BHT
BHA
OCHj CH;,
OH OH
HO OH C(CHa)s
PG TBHQ
COOC,H; OH

Fonte: Adaptado de Ramalho et al (2006).
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Os antioxidantes primarios tem acao iniciada pela abstracdo do atomo de
hidrogénio ativo pelos radicais livres R- e ROO:- com maior facilidade do que os
hidrogénios alilicos das moléculas insaturadas. Assim, espécies inativas séo
formadas para reacdes em cadeia e radicais inertes. Estes radicais inertes séo
estabilizados por ressonancia, impedindo o inicio ou a propagacéao das reacoes
oxidativas (RAMALHO e JORGE, 2006). A Figura 17 representa 0 mecanismo

de acao dos antioxidantes no processo oxidativo do &cido linoleico.

Figura 17— Esquema do mecanismo de acao dos antioxidantes no processo oxidativo
do &cido linoleico.
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(CH3)3C C(CH3)3 (CH3)3C C(CHy)s'!
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Fonte: Adaptado de Freire (2012)
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A justificativa sobre a suscetibilidade dos hidrogénios e acdo dos
antioxidantes pode ser dada com base nas energias de ligacdo que foram
obtidas de forma tedrica por Sousa (2015) e exposta na Figura 18.

Figura 18- Energias de ligacdo tedricas dos hidrogénios mais suscetiveis a
abstracdo (SOUSA, 2015).

H ~ 81,4 Kcal.molt

(@]

R _ _ R
R":——(CH3),CH, (CHg)sC C(CHa3)s
R":——(CH;)5COOH
—— 78,2 Kcal.mol! (CHa)s

| TARY

88,4 Kcal.mol! 106,2 Kcal.mol!

CHj

Fonte: Elaborado pelo autor.

2.7. Determinacédo das propriedades fisicas e quimicas do 6leo

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria, na Resolucdo RDC n° 270, de
22 de setembro de 2005, aprovou o regulamento técnico para 6leos vegetais,
gorduras vegetais e creme vegetal, indicando os limites para os indices de
acidez, peroxido, iodo e rancidez.

O indice de acidez (IA) é referente & massa de hidréxido de potassio (mg)
necessaria para neutralizar os acidos livres presentes em um grama de 6leo ou
gordura. O estado de conservacdo do 6leo esta relacionada com a natureza,
grau de pureza, processamento e, principalmente, com as condicbes de
armazenamento. A decomposi¢cdo dos glicerideos é catalisada por acao da
temperatura ou da luz, o que pode ocasionar a rancidez do produto, devido a
formacé&o de acido graxo livre (RIBEIRO e SERAVALL, 2004; GALVAO, 2007).

Os métodos mais convencionais que sao utilizados para quantificar os
niveis de acidez sao através de técnicas titrimétricas de neutralizagdo com
solucdes alcalinas padréo ou por procedimentos que fornegcam a concentragéo
de ions de hidrogénio livres, através do pH. Esta relacdo pode ser expressa em
volume de solugdo molar (mL) por cento ou em gramas do componente acido

principal.
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A acidez de um 6leo é uma das suas principais caracteristicas, possuindo
um impacto relevante sobre seu pregco e aproveitamento na industria. Varios
fatores podem influenciar esse parametro fisico-quimico, principalmente a
colheita e 0 armazenamento. Entretanto, este parametro ndo é inerente ao
0leo, mas, uma variavel relacionada com a natureza e qualidade da matéria-
prima (MORETTO e FETT, 1998).

Como esses compostos sdo formados por mono, di e trigliceridios, uma
guantidade elevada de acidos graxos livres sugere que o produto esta em
avancado grau de deterioracdo. Desta forma, um alto indice de acidez revela
que as cadeias de trigliceréis dos O6leos estdo sofrendo quebras em suas
estruturas, liberando seus principais constituintes, os acidos graxos (ALVES,
GUIMARAES, et al., 2009). Quando os valores desses &acidos comecam a
ultrapassar um limite, h4 o surgimento de espécies reativas de oxigénio
(EROs), principalmente peréxidos, substancias potencialmente toxicas
(WANASUNDARA e SHAHIDI, 2005; GORDON, 2001; POKORNY,
YANISHLIEVA e GORDON, 2001) e responsaveis pelo desenvolvimento de
sabores e odores desagradaveis, tornando os 6leos impréprios para 0 consumo
(SILVA e ROGEZ, 2013; BOBBIO e BOBBIO, 2001).

Os primeiros compostos formados quando um 6leo ou gordura se
deteriora sdo os peroxidos, por isso o indice de peroxido (IP) é um dos
métodos mais usados para medir o estado de oxidacdo de 6leos e gorduras
(LUTZ, 2008).

A oxidacdo € um processo autocatalitico, que quando € iniciado, se
desenvolve de forma acelerada, pois provoca a deterioracdo dos acidos graxos
insaturados, na presenca de oxigénio, provocando alteracdes importantes nos
Oleos comestiveis, comprometendo suas qualidades sensoriais e nutricionais.

Os peroxidos séo classificados como produtos da oxidag@o priméria com
capacidade de abstrair um atomo de hidrogénio de outra cadeia graxa
proporcionando a formacdo de hidroperoxido e outros radicais graxos
(SOLOMONNS e FRYHLE, 2009).

A degradacdo de hidroperoxidos pode levar a formacdo de novas
moléculas que geralmente sdo volateis e de baixo peso molecular, como os

aldeidos, alcoois, cetonas, hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos, originando
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rancidez oxidativa dos lipidios (produtos secundarios), modificando o sabor e o
odor das substancias (AZEVEDO, 2011).

O processo oxidativo dos triacilglicerieos basicamente € iniciada quando o
oxigénio molecular reage com as insaturacdes dos ésteres que o constitui. A
molécula de oxigénio apresenta pouca reatividade, porém em condicOes
especiais, pode ocorrer 0 ataque as duplas ligacdes.

A formacdo de peroxidos se da basicamente nos Oleos através dos
radicais livres e/ou fotoxidacdo. No primeiro, os radicais resultantes da perda
de hidrogénio nas posi¢oes a as ligagdes duplas dos acidos graxos, interagem
com o oxigénio atmosférico formando o radical peréxido altamente reativo, no
segundo caso, ocorre a formacdo do oxigénio singlete que reage com o0s
atomos de carbonos insaturados formando o radical peréxido (MORETTO e
FETT, 1998; FUENTES, 2011).

A presenca de compostos derivados do perdéxidos é um indicativo claro
que os Oleos e gorduras encontram-se em processo de deterioracdo
(HAMMOND, JOHNSON, et al., 2005). Portanto, o indice de peréxido € um
indicador do estagio inicial de alteracdes oxidativas.

O indice de iodo (método de Wijs) € a medida do grau de insaturacédo de
um Oleo ou de uma gordura, sob determinadas condicdes. Este se relaciona
com as reacbes de halogenacdo, onde iodo pode ser quantitativamente
introduzido nas duplas ligacbes, Figura 19, dos acidos graxos insaturados e
nos triglicerideos (MORETTO e FETT, 1998, MORETTO, FETT, et al., 2008;
FENNEMA, 2000) dando assim, uma estimativa do percentual de duplas
ligacbes presentes na amostra (LIMA e GOLCALVES, 1994), a partir do
namero de gramas de iodo absorvido por 100 g de gordura ou 6leo. Ele
possibilita determinar se a matéria graxa estd sendo degradada, sendo usado
também, para determinar as propriedades quimicas e fisicas dos 6leos (REDA,
2004).
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Figura 19— Mecanismo de halogenacao de um &cido graxo instaurado.
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Fonte: Adaptado de McMurry (2010).

Desta forma é possivel estabelecer uma relagdo diretamente proporcional
entre a quantidade de iodo e as insaturacbes presentes no acido graxo
(MORETTO, FETT, et al., 2008).

Entre as vantagens de utilizar este método, estdo a rapidez e
simplicidade, pois dispensa a utilizacdo de equipamentos. A desvantagem
desse método € a reprodutibilidade, pois alteracdes sensiveis de tempo e/ou
temperatura das etapas podem resultar em diferencas significativas nos valores
obtidos. Devido a esse fator, é preferivel que somente um operador realize o
procedimento para a analise deste indice (WHITE, O’'BRIEN, et al., 2000).

Além dos parametros acidez, peroxido e iodo, a rancidez € um fenémeno
deteriorativo no que diz respeito a qualidade de 6leos e gorduras, Figura 20.
Tal fenbmeno pode levar a alteracdo de sabor, odor e aparecimento de ranco;
perda do valor comercial e ainda reducdo do valor nutritvo (MORETTO e
FETT, 1998).

Alteracdes nos Oleos e gorduras sdo organolepticamente detectaveis,
existem basicamente dois tipos de rancidez, a hidrolitica e a oxidativa
(ANTONIASSI, 2001).
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Figura 20- Alterag6es quimicas no alimento pela oxidacéo de lipidios durante o
processo de armazenamento.
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Fonte: Araujo (2004) e Filho et al. (2011).

A rancidez hidrolitica ocorre devido a acdo de enzimas lipases presentes
nas sementes oleaginosas ou lipases de origem microbiana, dando origem a
acidos graxos livres (OSAWA, GONCALVES e RAGAZZI, 2006). Enquanto que
a rancidez oxidativa, a mais importante no que diz respeito a qualidade dos

Oleos e gorduras, mediada pela reacdo do oxigénio atmosférico com as duplas
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ligacbes dos acidos graxos insaturados (MORETTO e FETT, 1998). Quanto
mais insaturacdes nas cadeias, mais suscetivel & oxidacgao.

Algumas oleaginosas possuem caracteristicas quimicas mais suscetiveis
ao processo de auto oxidagéo, os quais sdo também incorporados ao biodiesel
(MELO, 2010). A Figura 21 abaixo representa a estrutura quimica e as

posi¢cdes mais susceptiveis a oxidacgao.

Figura 21— Posicbes nas cadeias graxas mais propensas a oxidagao.

Acido Linolénico—w 3
Fonte: Adaptado de Dantas (2010).

As posigOes alilicas e bis-alilicas presentes nas cadeias insaturadas e
poli-insaturadas dos acidos graxos de ocorréncia natural sdo mais suscetiveis a
oxidacdo (DANTAS, 2010).

2.7.1. indice de acidez

O método fisico-quimico de determinacéo do indice de acidez especifico
para andlises de alimentos é aplicavel a 6leos brutos e refinados, e ainda a
gorduras animais. Tal método baseia-se na titulacdo de uma amostra de 0leo,

em solucéo éter-alcool, por uma solucéo alcali-padrao (LUTZ, 2008).
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A conservacao do o6leo esta relacionada com o indice de acidez, que é
definido como a massa de hidréxido de potassio necesséria para neutralizar 0s
acidos livres de 1g de amostra.

O indice de acidez elevado representa um dado negativo no que se refere
a qualidade do 6leo, o qual pode se tornar improprio para alimentacdo humana,
uma vez que ocorre a catalise de reacgfes intermoleculares dos triacilgliceréis
(FERRARI, OLIVEIRA e SCABIO, 2005). A Figura 22 representa a reacao de

neutralizacéo referente ao indice de acidez.

Figura 22— Reacéo de neutralizagao.

)
R OH , ' R OK
éter etilico
+ KOH ——— » + H,0
etanol
acido graxo livre sal de acido graxo

Fonte: Adaptado de Ferrari (2005).

Dependendo dos fins, a neutralizacdo desses &cidos livres é geralmente
utilizada na maioria dos 0Oleos apds a extracdo. Segundo a resolucdo RDC
ANVISA/MS n° 270, de 22 de setembro de 2005 estabelece que 6leos

prensados a frio e ndo refinados devem apresentar no maximo 4,0 mg KOH.g.

2.7.2. Indice de peroxido

O parametro medido é utilizado para verificar o estado de oxidacdo de
Oleos e gorduras, porém € limitado (LUTZ, 2008). Este método consiste em
verificar o quanto de iodeto de potassio € oxidado pelas substancias presentes
na amostra, expressos em miliequivalentes de perdxido por 1000 g da amostra.

O indice de peroxidos representa a variagdo entre a formacédo e a
decomposicdo dos peroxidos. Este deve ser determinado nos primeiros

momentos ap0s a extracdo dos Oleos, pois, 0s niveis de peroxidos se
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comportam como uma curva gaussiana 0 que pode indicar alteracbes
pronunciadas apos determinado tempo (SILVA, BORGES e FERREIRA, 1999).
Alguns fatores podem levar a pequenas alteracdes, gerando resultados
errbneos. Dentre eles, fixacdo do iodo as duplas dos acidos graxos, oxigénio
atmosférico liberando o iodo e baixos niveis de peroxidos, dificultando a
determinacao do IP.
As duplas ligacdes dos 4cidos graxos sédo oxidadas formando peréxidos (1),
que oxidam o iodeto de potassio (2), liberando iodo molecular (3), que sera
titulado com tiossulfato de sédio (4), em presenca de amido como indicador,

conforme a Figura 23.

Figura 23- Esquema reacional referente ao indice de peréxido.

OOH (2) OH 3)
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Fonte: Adaptado de Silva et al. (1999)

De acordo com os valores obtidos do indice de peroxido € possivel
discutir a viabilidade do uso de antioxidantes. A resolucdo RDC
ANVISA/MS n° 270, de 22 de setembro de 2005 estabelece que 6leos
prensados a frio e ndo refinados devem apresentar no maximo 15

meq.Kg™.

2.7.3. indice de iodo

O indice de iodo para um Oleo ou gordura € determinado através da
fixacdo do halogénio as ligacOes etilénicas dos acidos graxos presentes no
0leo e o valor é expresso em termos do numero de centigramas de iodo

absorvido por grama da amostra (% iodo absorvido). Quanto maior o valor
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encontrado para este indice, maior o grau de insaturacdo, servindo apenas
como indicativo de tendéncia a oxidacao dos 06leos vegetais (MELO, 2010).

O indice de iodo geralmente € apresentado como faixa de valor, ao invés
de um ndmero fixo, porque o grau de insaturacdo pode variar de acordo com
aspectos ligados a sazonalidade da oleaginosa (ALBUQUERQUE, MACHADO,
et al., 2009; MELO, 2010). A literatura estabelece que 0leos prensados a frio e

nao refinados devem apresentar valores de Il entre 51-100 g 12/100g.

2.7.4. \Viscosidade cineméatica

A viscosidade € uma resisténcia que o fluido apresenta ao escoamento,
ou seja, é o atrito interno resultante do movimento de uma camada de fluido em
relacdo a outra. O fluido Newtoniano responde a tensao cisalhante (F/A) uma
vez que possui viscosidade que independe da velocidade, sendo tal fato
relacionado ao grau e geometria de insaturacdes dos acidos graxos, tamanho
da cadeias e ramificagbes. O aumento da cadeia intensifica as interacdes
intermoleculares, assim como as configuracdes do tipo Z (cis) ou E (trans).

As cadeias graxas saturadas, Figura 24a, se apresentam de forma linear
e permitem uma maior acomodacao, intensificando as interacdes entre as
moléculas e estabilidade no sentido energético. Enquanto que as cadeias
graxas insaturadas, Figura 24b, apresentam desdobramento na cadeia
carbbnica o0 que torna as interacdes intermoleculares menos eficientes e de
menor viscosidade (MELO, 2010).
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Figura 24— Interacdes intermoleculares de Van der Walls nas moléculas graxa (a)
saturadas e (b) configuracdo cis/trans nas insaturadas.
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Fonte: Melo (2010).

A temperatura € uma propriedade que influencia na viscosidade dos
fluidos, em liquidos, a elevacao ocasiona a diminuicdo da viscosidade, ja em
fluidos gasosos, aumenta (BROCK, NOGUEIRA, et al., 2008; INOUE, VIEIRA,
et al., 2008).

A viscosidade € uma propriedade intrinseca do 6leo dos Oleos vegetais,
cuja grandeza esta relacionada com a medida de resisténcia ao fluxo interno de
um liquido. Dependendo do fim a qual serd destinado (alimentacdo ou
carburante), o 6leo pode sofrer um tratamento (CONCEICAO, CANDEIA, et al.,
2005).

O processo resultante da polimerizacdo de duas ou mais moléculas de
acidos graxos durante o processo de oxidacdo e altas temperaturas (processo
de fritura), promovem o aumento da viscosidade do 6leo e consequentemente
favorecem o maior encharcamento na superficie da massa de certos alimentos,
causando alteracdo visual e alteracbes sensoriais bastante desagradaveis
(CHRISTOPOULOU e PERKINS, 1989).

A oxidacao também pode provocar mudancas em algumas propriedades
guimicas e fisicas no 6leo aumentando a sua acidez e viscosidade. O aumento
da viscosidade é devido a formacdo de gomas, que se forem usados para fins
carburantes, podem obstruir os filtros, o que torna o combustivel inadequado
para uso em motores requerendo uso de aditivos para aumentar o tempo de
armazenamento (QUINTELLA, MEIRA, et al., 2011).
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A viscosidade estéa relacionada com as propriedades fluidodinamicas de
um 6leo junto a um motor no que diz respeito a injecdo e circulagdo. Altos
valores ndo sédo interessantes e uma alternativa de baixar a viscosidade do
O0leo vegetal para valores proximos do mineral estd na reacdo de
transesterificacio (CONCEICAO, CANDEIA, et al., 2005).

A viscosidade se eleva com o comprimento das cadeias de &cidos graxos
dos triacilglicerideos e diminui quando aumenta o niumero de insaturacdes, ou
seja, € funcdo das dimensdes da molécula e de sua orientacdo (MORETTO e
FETT, 1998).

Na Tabela 4, sdo apresentados valores referentes a viscosidade
cinematica de alguns 6leos vegetais (BROCK, NOGUEIRA, et al., 2008).

Tabela 4 — Valores de viscosidade medidos para diferentes 6éleos vegetais em funcéo
da temperatura.

T(°C) Viscosidade (mm?.s?)
Soja  Milho Girassol Arroz Algoddo Oliva Canola T.Catappa

20 59,0 67,6 58,3 73,8 67,7 79,7 73,1 -
30 41,2 47,4 41,3 50,5 47,3 55,4 50,5 -
40 29,5 32,3 29,01 34,3 33,4 37,8 35,6 39,8
50 22,3 24,8 21,3 24,5 24,6 26,2 25,2 -
60 16,7 18,5 16,4 19,2 18,0 21,4 19,1 -
70 12,6 14,0 12,6 14,2 14,0 14,9 14,5 -

Fonte: Adaptado de Brock et al (2008) e Santos et al (2008).

Comparando o valor da viscosidade (teérica) do Oleo da Terminalia
catappa com os dados das demais oleaginosas ja relatadas na literatura, se
observa que a viscosidade da oleaginosa em estudo se assemelha a quase
todas as oleaginosas apresentadas, com excecao dos Oleos de soja e girassol
(MENKITI, AGU e UDEIGWE, 2015).

2.7.5. Massa especifica

A massa especifica do 6leo estad diretamente ligada com o tipo de
moléculas. Quanto maior o tamanho da cadeia carb6nica do alquiléster, maior
sera a sua massa especifica, no entanto, o valor da grandeza diminuira com o

aumento do namero de insaturacdes presentes na estrutura do alquiléster.
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Os valores estabelecidos para a massa especifica (Kg.m=3) de biodieseis
segundo a ANP 07/2008 e EN 14214 sao respectivamente 850-900 a 20°C e
860-900 a 15°C, (LOBO e FERREIRA, 2009). Para 6leos, ndo ha um parametro
especifico, contudo, podemos esterifica-lo e observar seu comportamento. Ou
ainda, fazer uma comparacdo com outros Oleos, Tabela 5, que estdo no

mercado e cuja transestificacdo acontecera com éxito.

Tabela 5 —Massa especifica para diferentes 6leos a temperatura ambiente.

Oleo
Soja Milho Arroz Girassol Algoddo Oliva Girassol Castanhola
p(kg.m=3) 883 875 877 877 875 879 878 910

10 0,004 0,003 0,002 0,004 0,002 0,003 0,002 -
Fonte: Adaptado de Brock et al (2008) e Santos et al (2008).

Exemplos de 6leos cuja transesterificacdo obtiveram éxito sdo os de soja

e milho.

2.8. Método de determinacédo da estabilidade oxidativa - Rancimat

A avaliacdo da estabilidade oxidativa de Oleos e gorduras na industria
alimenticia é de grande importancia, pois, esta relacionada com a qualidade da
matéria prima ou do produto acabado. No método Rancimat, a amostra de 6leo
ou gordura é submetido a uma oxidacao acelerada pela acédo da temperatura e
do oxigénio atmosférico. Os produtos formados pela oxidacdo séo levados por
um fluxo de ar para uma célula de condutividade e a determinacédo do tempo de
inducdo é determinada automaticamente.

O periodo de inducdo (Pl) ou indice de estabilidade oxidativa € obtido
pela interseccdo de duas tangentes, uma referente a curva de condutividade
elétrica (us) e a outra em relagéo ao tempo (min) de analise, de acordo com a
Figura 25. Abaixo do ponto de interseccédo, praticamente, ndo existe formacgao
de compostos secundarios de oxidagdo. Acima deste, ocorre um rapido
aumento da taxa de oxidacado, do indice de peréxido, da absorcédo de oxigénio
e formacdo de produtos volateis. Estes sdo acidos de baixa massa molar
responsaveis pela elevacdo da condutividade elétrica da solucdo de absorcao
(dgua) (ANTONIASSI, 2001).
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Figura 25 — Grafico da condutividade versus tempo de inducao referente ao método
Rancimat.
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Fonte: Antoniassi (2001).

Apesar de uma boa correlacdo entre IP determinado em condicdes
normais (tempo de oxidagdo real) e o PI obtido pelo método acelerado, existe
algumas limitacdes nesta comparacado. Tal fato é consequéncia da formacédo de
produtos de oxidacdo em condicbes aceleradas, dificultando a avaliacao real
do uso de antioxidantes nas matrizes lipidicas (SILVA, BORGES e FERREIRA,
1998).

O funcionamento basico do Rancimat € mostrado esquematicamente na

Figura 26.
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Figura 26 — Esquema bésico de funcionamento do equipamento Rancimat para o
teste de oxidacao acelerada.
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Fonte: Adaptado de Dantas (2010).

2.9. Analises térmicas

A analise térmica é conceituada como um conjunto de técnicas que
permite medir as mudancas de uma propriedade fisica ou quimica de uma
substancia em funcédo da temperatura ou tempo, enquanto é submetida a uma
programacao controlada de temperatura (MOTHE, 2009). Varios fatores podem
afetar as medidas de analise termogravimétrica e sua derivada, sendo alguns

citados na Tabela 6.

Tabela 6- Principais fatores que podem afetar as medidas de TG/DTG

Fatores instrumentais Fatores de amostra
Razé&o de aquecimento do forno Quantidade de amostra
Velocidade de registro(papel) Solubilidade dos gases envolvidos
Atmosfera de forno Tamanho das particulas e calor de reacéo
Geometria do suporte da amostra Empacotamento da amostra
Sensibilidade da balanca Natureza da amostra
Composicao do suporte de amostra Condutividade térmica

Fonte: Denari (2012).
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Deste modo é importante que o analisador tenha conhecimento da técnica
termogravimétrica para que saiba ajustar os parametros necessarios para
realizacdo do procedimento, interpretacdo correta dos resultados, além de
cuidados com o armazenamento da amostra (DENARI e CAVALHEIRO, 2012).

2.9.1. Termogravimetria (TG)

A andlise termogravimétrica pode ser definida como a técnica que
acompanha a variacdo de massa da amostra, em funcdo da programacao de
temperatura, ou seja, € a técnica que acompanha a perda e/ou ganho de
massa de uma amostra em funcdo do tempo ou temperatura. Ja a
termogravimetria derivada, € um tratamento mateméatico da TG, no qual a
derivada da variacdo de massa em relacdo ao tempo (dm/dt) é registrada em
funcdo da temperatura ou tempo. Em outras palavras, a DTG € a derivada
primeira da TG (DENARI e CAVALHEIRO, 2012; DANTAS, 2010).

Podemos considerar que o equipamento da analise termogravimétrica é
composto basicamente pela termobalanca. Esta é composta de balanca
registradora, forno, suporte de amostra e sensor de temperatura, programador
de temperatura do forno, sistema registrador e controle da atmosfera do forno
(DENARI e CAVALHEIRO, 2012; DANTAS, 2010).

Apesar de algumas mudancas de configuracdo de um fabricante para
outro, o principio de funcionamento entre os instrumentos responsaveis pela
pesagem continua de uma amostra em funcdo da temperatura € o mesmo
(DENARI e CAVALHEIRO, 2012; DANTAS, 2010). A Figura 27 mostra o

diagrama genérico de um equipamento de termogravimetria.



40

Figura 27— Diagrama do equipamento para analises termogravimétricas.
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Fonte: Denari (2012).

2.9.2. Analise térmica diferencial (DTA)

A técnica determina, continuamente, a diferenca entre as temperaturas da
amostra e de um material de referéncia termicamente inerte, a medida que
ambos vao sendo agquecidos em um forno.

Apesar de muitas vezes ser confundida com a calorimetria exploratoria
diferencial (DSC) devido a semelhancas em relagéo ao tipo de resultado obtido,
essas técnicas sao distintas. A diferenca fundamental entre DSC e DTA € que
a primeira € um método calorimétrico no qual sdo medidas diferencas de
energia, enquanto que na DTA, séo registradas diferencas de temperatura

(DENARI e CAVALHEIRO, 2012; DANTAS, 2010).

2.10. Cromatografia acoplada ao Espectro de Massas (CG-EM)

A CG-EM é um método amplamente usado na identificacdo quimica de
compostos organicos volateis e semi-volateis em misturas, detec¢éo de drogas,
analise ambiental, investigacdo de explosivos e identificacdo de amostras
desconhecidas. Este combina as caracteristicas da cromatografia gasosa e da
espectrometria de massa para identificar diferentes substancias em uma
amostra (DETECTION, 2013).

O cromatografo a gas utiliza uma coluna capilar que depende das

dimensdes da coluna (comprimento, diametro e espessura de pelicula) e das



41

propriedades da fase (por exemplo: 5% de fenil polisiloxano). A separacao das
moléculas de uma mistura ocorre pelas diferencas das propriedades quimicas
das mesmas a medida que percorre o comprimento da coluna, ilustrado na
Figura 28. As moléculas eludem do cromatografo a gas em periodos de tempo
distintos (chamado tempo de retencdo), permitindo que a corrente do
espectrometro de massa capture, ionize, acelere, desvie e detecte as
moléculas ionizadas separadamente. O espectrdmetro de massa faz isso
dividindo cada molécula em fragmentos ionizados e detectando estes
fragmentos pela razdo massa/carga (DETECTION, 2013; LANCASHIRE,
2013).

Figura 28— Esquema interno de funcionamento do cromatégrafo (CG-EM).
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Fonte: Lancashire (2013).

Estes dois componentes usados em conjunto possibilitam um grau de
identificacdo de substancia muito maior que se usados separadamente. Tal
associacdo reduz a possibilidade de erro, uma vez que € extremamente
improvavel que duas moléculas diferentes se comportem da mesma maneira
tanto no cromatégrafo a gas como no espectrdbmetro de massa. Portanto,
quando um espectro de massa com tempo de retencdo caracteristico aparece
em uma analise por CG-EM, a certeza que o componente de interesse esta

presente na amostra normalmente aumenta (DETECTION, 2013).
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2.11. Espectroscopia de absorcéo na regido do infravermelho (1V)

Quase todos os compostos que tenham ligacées covalentes, sejam
organicos ou inorganicos, absorvem vaérias frequéncias de radiacao
eletromagnética na regido do infravermelho do espectro eletromagnético. Essa
regido envolve comprimentos de onda maiores do que aqueles associados a
luz visivel, que vdo de aproximadamente 400 a 800 nm. Na quimica, €
interessante a regido vibracional do infravermelho, que inclui radiacdo com
comprimentos de ondas (A) entre 2,5 uym e 25 pm, Figura 29 (PAVIA,
LAMPMAN, et al., 2010).

Figura 29- Parte do espectro eletromagnético do infravermelho vibracional como parte
do espectro eletromagnético.
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Fonte: Pavia et al. (2010).

A espectroscopia no infravermelho (FTIR) se baseia no fato de que as
ligacbes quimicas das substancias possuem frequéncias de vibracfes
especificas, as quais correspondem a niveis de energia da molécula
(chamados nesse caso de niveis vibracionais). Tais frequéncias dependem da
forma da superficie de energia potencial da molécula, da geometria molecular,
das massas dos atomos e eventualmente do acoplamento vibrénico (PAVIA,
LAMPMAN, et al., 2010).

As ligagbes podem vibrar de seis modos: estiramento simétrico,
estiramento assimétrico, tesoura, torcao (twist), balanco (wag) e rotacdo. Para

se fazer medidas, um raio monocromatico de luz infravermelha é incidida



43

através da amostra, e a quantidade de energia absorvida é registrada, Figura
30 (PAVIA, LAMPMAN, et al., 2010).

Como o espectro de IV tém muitos picos de absorcéo, a possibilidade de
dois compostos terem 0 mesmo espectro € praticamente inexistente. Por isso,
0 espectro de IV é a "impresséao digital" da molécula. (VALDERRAMA, 2005;
PAVIA, LAMPMAN, et al., 2010).

Figura 30— Diagrama esquematico de espectrdmetro de infravermelho de
transformada de Fourier.
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Fonte: Pavia et al. (2010).

Pavia (2010, p.16) afirma que a maior parte dos quimicos se refere a
radiagdo na regido do infravermelho vibracional do espectro eletromagnético
em termos de uma unidade chamada de numero de ondas (V), em vez de
comprimento de onda (U4 ou pm). Numero de ondas sao expressos em
centimetros reciprocos (cm) porque a grandeza é diretamente proporcional a
energia. Assim, em termos de numero de onda, o infravermelho vibracional vai
de 4000 a 400 cm™.

A Equacédo 1, demonstra a relacdo entre comprimento de onda e numero de
ondas (PAVIA, LAMPMAN, et al., 2010).

-1__1
em™ = .10 000 (1)
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2.12. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A espectroscopia de Ressonéancia Magnética Nuclear (RMN) é a mais
importante técnica espectroscopica disponivel para os quimicos organicos. A
RMN nos da uma ideia do ambiente quimico onde se encontra os nucleos de
Hidrogénio e Carbono em uma molécula organica.

Muitos nucleos atdmicos apresentam comportamento como se estivessem
girando em torno de um eixo. Como sdo carregados positivamente, esses
ndcleos em rotacdo agem como pequenas barras magnéticas e, portanto,
interagem com um campo magnético externo Bo. Nem todos os ndcleos agem
desse modo, mas os nucleos de hidrogénio (*H) e do carbono (*3C) possuem
spins adequados (PAVIA, LAMPMAN, et al., 2010).

Na auséncia de um campo magnético externo, 0s spins magnéticos estao
aleatoriamente orientados. Quando submetidos a um forte ima, estes nucleos
adotam orientacGes especificas. Um spin nuclear de 'H ou de 3C, pode estar

alinhado a favor ou contra o campo externo aplicado, como mostra a Figura 31.

Figura 31- Spin nuclear (a) sem campo externo e (b) submetido a um campo externo.

N
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Fonte: Adaptado do McMurry (2014)

a) b)

Bo

A orientacdo paralela (a favor) tem menor energia, tornando este estado
de spin mais estavel em relacéo a orientacdo antiparalela (contra).

Se o0s ndcleos orientados sdo agora irradiados com radiagcédo
eletromagnética de frequéncia apropriada, ocorre a absorcao de energia, a qual
em estado menor, arremessa 0 spin para o estado maior. Quando ocorre o
arremesso de spin, 0s ndcleos magnéticos estdo em ressonancia magnética

nuclear.
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A absorcao de energia é um processo quantizado, devendo esta ser igual

a diferenca entre os dois estados envolvidos, conforme a Equagéo (2).

Eabsorvida = (E_l/zestado - E+1/2estado) = hv (2)

As frequéncias de absorcdo ndo sdo as mesmas para todos o0s nucleos
de hidrogénios 'H assim como os nucleos de *3C. Em geral, os nucleos nas
moléculas estdo rodeados por elétrons, o que proporciona um campo
magnético, desta forma o campo efetivo sentido pelo nacleo é um pouco mais
fraco devido ao campo gerado pelos elétrons.

O efeito supracitado € denominado de blindagem. Como cada nucleo
especifico em uma molécula esta em um ambiente quimico diferente, sera
gerado um sinal distinto no espectro de RMN para cada nucleo.

A posicdo do grafico na qual um nucleo absorve energia € chamado de
deslocamento quimico. Por convencdo, o0 deslocamento quimico do
tetrametilsilano (TMS) € indicado como o ponto zero e as outras absorcdes
normalmente ocorrem em campo mais baixo (desblindado). A Figura 32,
mostra tipicos deslocamentos quimicos de '3C, indicados em partes por milhdo
(ppm) de carbonos do grupo metila do TMS (ndo os hidrogénios) usados como

referéncia.
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Figura 32- Quadro de correlacédo de deslocamentos quimicos de *3C.
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Fonte: Pavia et al. (2010).

As técnicas descritas anteriormente sdo de carater unidimensional,
porém, existem técnicas que estdo sendo bastante consagradas para a
elucidacdo de compostos organicos como por exemplo o RMN em duas
dimensdes (KAISER, 2000). Este, parte do principio de que o sinal é
apresentado como funcdo de um unico parametro, em geral o deslocamento
quimico. Os dados registrados sao expostos em dois eixos, ambos
representando os deslocamentos quimicos, geram um sinal em terceira
dimenséo. Este resultado é uma forma de curva de nivel em que as linhas de
contorno correspondem a intensidade do sinal (PAVIA, LAMPMAN, et al., 2010;
GLENMARK, 2007), como esta exposto na Figura 33.
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Figura 33— Representacgdo das curvas de niveis de um espectro COSY.
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Fonte: Adaptado de Glenmark (2007).

As técnicas de RMN de alta resolugdo como 3C, APT e 'H representam
uma excelente alternativa para o estudo de alimentos devido a simplicidade de
execucdo e a importancia das informacdes geradas. As técnicas de 13C e 'H
sdo técnicas diretas de observacdo do sinal destes nudcleos, chamadas
técnicas de pulso simples, onde aplica-se um pulso de 90° e se adquire o sinal.

APT (Attached Proton Test) € uma técnica de simplificacdo espectral. A
sequéncia de pulsos empregada na execucao da técnica APT tem como base a
modulacdo por eco de spin da constante de acoplamento C-H e envolve as
etapas de preparacao, evolugcéo e deteccao.

Esta sequéncia de pulsos pode ser resumida, primeiramente pela
aplicacdo de um pulso de 90°, posteriormente o desacoplador é desligado e em
seguida é aplicado outro pulso de 180° com sequente religamento do
desacoplador. Por meio desta sequéncia de pulso € possivel separar 0s sinais

dos carbonos de acordo com o numero de hidrogénios ligados a ele, de modo
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gue os carbonos que possuem numeros impares de hidrogénio (CHs e CH) séo
detectados em anti-fase (invertidos no espectro) e 0s que possuem numeros
pares de hidrogénio ou os carbonos ndo hidrogenados (como por exemplo
CHze carbonilas) sdo detectados em fase, ou seja, mostram sinais de
ressonancia nao invertidos no espectro (IULIANELLI e TAVARES, 2011).

Ha vérios tipos de experimentos bidimensionais, contudo, dois sdo mais
usados. Um deles é a espectroscopia de correlagdo H-H, mais conhecida como
COSY (Correlation Spectroscopy). Para um experimento COSY, a faixa de
deslocamento quimico do espectro do préton € registrada em ambos 0s eixos.
A segunda técnica mais usada é a espectroscopia de correlacéo heteronuclear-
HECTOR, onde a faixa de deslocamento quimico dos espectros do préton *H e
0 13C sdo esbocados em dois eixos respectivamente (PAVIA, LAMPMAN, et al.,
2010).

Mesmo com essas técnica mais sofisticadas ainda existe dificuldades em
relacdo ao que diz respeito a espectros de 'H com excesso de componentes
alimenticios e inmeras sobreposi¢cdes de sinais. Como resultado, a atribuicdo
ou integracdo do deslocamento quimico € problematica. A saida para esse
impasse é oferecida por meio combinado da Correlacdo Heteronuclear de
Multiplos Quanta (HMQC) ou, pela sequéncia de pulsos através da Correlagao
Heteronuclear de um Unico Quantum (HSQC), que correlaciona os prétons
com seus carbonos diretamente ligados usando métodos COSY, TOCSY ou
NOESY (PICO, 2015).

Os resultados melhorados dos experimento HSQC permite que o
espectroscopia distinga dois picos muito préximos, enquanto, em um HECTOR,
esses picos podem se sobrepor formando um pico alargado (PAVIA,
LAMPMAN, et al., 2010).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Extrair, analisar algumas caracteristicas fisicas e quimicas e determinar o
perfil dos acidos graxos majoritarios do 6leo da Terminalia catappa linn com o

auxilio de técnicas espectroscopicas.

3.2. Objetivos especificos

e Obter o rendimento do 6leo via extracdo mecanica;

e Avaliar as propriedades fisico quimicas como indice de acidez (IA), iodo
(1), perdxido (IP) e massa especifica;

e Avaliar a propriedade fluidodinamica (viscosidade);

e Verificar a estabilidade térmica e oxidativa através das técnicas TG e
Rancimat;

e Obter o perfil dos acidos graxos por meio de CG-EM;

e Caracterizar e confirmar por métodos fisicos as propriedades
espectrométricas como IV, RMN 'H, RMN 13C, COSY e HSQC os
resultados obtidos por CG-EM;
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta dos frutos

Os frutos da Amendoeira foram coletados de trés arvores de distintas nas
proximidades da UFPB localizadas na latitude e longitude iguais
7°08'10,85" S e 34°51'12,51” W respectivamente, com tempo estimado de 14
minutos em relacdo a Reitoria, Figura 34, no bairro do Castelo Branco em Joao
Pessoa-PB. As castanholas, ainda no estagio de maturacéo, foram lavados e

despolpados e em seguida, submetidos & secagem sob sol.

Figura 34 — Conjunto Castelo Branco — Jodo Pessoa — PB.

Fonte: Autor.

4.2 Extragdo do Oleo das améndoas

A quebra manual da Terminalia catappa linn (castanholas), exposta na
Figura 35, foi realizada para obter as améndoas (1), as quais foram prensadas
mecanicamente por meio de uma prensa da marca Ribeiro sob uma pressao de

20 t conforme a figura (2) para obtencéo do 6éleo (3,4).



53

Figura 35 — Processo de extracao do 6leo. (1) quebra das améndoas, (2) prensagem
(3) obtencéao do 6leo e (4) 6leo filtrado.

Fonte: Autor

Devido ao alto valor mercadolégico atribuido aos 6leos extraidos sem
solventes e buscando uma alternativa sustentavel, o processo foi realizado de
forma mecanica (prensagem a frio) conforme os passos da Figura 36. Este,
apesar de lento, € um método que garante 100% de pureza, uma vez que evita
possiveis contaminacdes ou alteracdes por solventes como € o caso da
extracao quimica (PIGHINELLI, PARK, et al., 2008; SANTANA, CABRAL, et al.,
2011; RAMALHO e SUAREZ, 2013).

Figura 36 — Fluxograma de extracéo do Oleo e da torta da Terminalia catappa

Améndoa da Terminélia catappa

Limpeza
,7 Prensagem a frin
Torta Oleo bruto
,7 FiItragem‘\
Impurezas Oleo

Fonte: o autor
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Os oleos prensados que possuem em sua composi¢cdo alguma substancia
biolégica que ao ser adicionada a alimentagcdo contribui para os processos
metabdlicos ou fisioldgicos de forma saudavel. No caso de 6leos e gorduras, a
presenca de acidos Omegas (w-3, w-6, w-9) sdo essenciais ao bom
funcionamento celular (ANJO, 2004).

ApoOs o processo de extracdo, o 6leo foi filtrado a vacuo e em seguida
secado em estufa & 60°C com circulacdo de ar forcado por um periodo de uma
hora. O teor de 6leo (%T) foi calculado por meio da Equacédo (3), em que
relaciona o massa de Oleo obtida (mseo) € a massa das améndoas de

Terminalia catappa (Mgraos) €M gramas.

%T= (—=4£2).100% 3)

Mgrios

O dleo obtido foi submetido a andlises de caracterizacao fisico-quimica
(acidez, peroxido, iodo, viscosidade e massa especifica), técnicas
espectroscopicas (IV, RMN, CG-EM) e analises de estabilidade oxidativa e

térmicas.
4.3 Andlises fisicas e quimicas do 6leo presente na améndoa

4.3.1. indice de acidez (I1A)

Para determinacédo do indice de acidez foi pesado 2 g da amostra em um
erlenmeyer de 125 mL sendo adicionado 25 mL de solucédo éter-alcool (2:1)
neutra. Posteriormente foi acrescentado 2 gotas de fenolftaleina e titulada com
solucdo de hidréxido de potassio (KOH) 0,1 mol.L, previamente padronizada,
até a coloracao résea. O indice de acidez, Equacdao 4, relaciona o volume (mL)
de solucdo de KOH gasto na titulacdo (Va), volume do branco (Vb),
normalidade da solucdo padronizada (N), a massa da amostra em gramas (M)
e o fator de corregao (5,61).

_ (Va-Vb).N.56,11
— m

IA

(4)
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As analises foram realizadas em triplicata e o resultado final determinado

pela média entre os volumes.
4.3.2. indice de iodo (Il

A quantidade de 0,25 g de amostra foi pesada em frasco erlenmeyer de
250 mL com tampa, sendo adicionado 10 mL de hexano. Posteriormente foi
adicionado 25 mL de solucdo Wijs nos frascos, os quais foram agitados e
repousados ao abrigo da luz por 30 minutos. O método Wijs consiste no
emprego de uma solucao de iodo/cloreto de iodo (LUTZ, 2008).

Decorrido o tempo necessario, foi adicionado 10 mL de uma solugéo de
iodeto de potassio a 15% e 100mL de agua fervida e fria. Por conseguinte, foi
iniciada a titulacdo com uma solucéo de tiossulfato de sodio 0,1N (padronizada
com solucao de KOH) até o aparecimento de uma fraca coloracdo amarela. A
titulacdo foi continuada, ap6s adicdo de uma a duas gotas de solucdo
indicadora de amido 1%, até o completo desaparecimento da cor azul. O II,
Equacédo 5, correlaciona o volume (mL) de solucdo de KOH gasto na titulacdo
(Va), volume do branco (Vb), fator de correcéo (f), a massa da amostras (p) e a
constante (1,27).

_ (Va-Vb).f1,27
14

11

(5)

As analises foram realizadas em triplicata e o resultado final determinado

pela média entre os volumes.

4.3.3. Indice de peréxidos (IP)

Foi pesado 5g da amostra em um erlenmeyer de 250 mL com tampa
esmerilhada, em que se adicionou 10 mL de cloroférmio P.A. e 15 mL de acido
acético glacial P.A., sendo agitados até a completa dissolu¢cdo da amostra. Em
seguida, se acrescentou 1 mL da solugéo saturada de iodeto de potassio (Kl) e
se vedou realizando processo de agitacdo. Apos 5 minutos na auséncia de luz,

foi acrescentado 75 mL de agua destilada recentemente fervida e resfriada,
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sendo misturado com cuidado no sentido de controlar a pressédo no interior do
erlenmeyer.

O processo de titulagdo com Na2S203.5H20 0,01N foi iniciado utilizando
2mL de solucéo indicadora de amido 1% acrescentados a amostra, obtendo
posteriormente uma solucéo incolor. Os ensaios foram realizados em triplicata
e auxiliados por agitadores magnéticos. O indice de perdxido é obtido pela
Equacéo 6, a qual relaciona o volume (mL) da amostra (A), volume do branco
(B), normalidade (N), fator de correcao (f), massa da amostra (p) e a constante
1000.

_ (A-B).N.£1000
p

IP (6)

4.3.4. Massa especifica a 20°C (Kg.m-3)

A massa especifica foi determinada segundo método ABNT NBR 7148 a
20°C. Esta é dada pela relacdo entre a massa do produto e o seu volume,
Equacao 7, esse parametro expressa a quantidade de matéria por unidade de

volume e serve de parametro na caracterizacao do produto.

m
P = (1)

v
Em que p é a massa especifica (kg.m3), m massa (kg) e v volume (m?3).
4.3.5. Viscosidade cinematica a 40°C (mmZ2.s1)
A viscosidade cinematica do Oleo foi determinada segundo as normas
NBR ABNT 10441. Atraves do viscosimetro manual, marca Julabo, Modelo ME

18V faz-se o volume de 10 mL de Oleo escoe, por gravidade, através de um

capilar entre dois pontos distintos a uma dada temperatura.
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O valor é dado pela Equacédo 8, em que v € a viscosidade cinemética
(mm?.s’), K é a constante capilar do viscosimetro (0,007931 mm?.s?) et é o

tempo (s).

v=K . t (8)

4.4 Avaliagéo da estabilidade oxidativa — Rancimat

A amostra de Oleo bruto foi submetida a testes de oxidacdo acelerada
para medir a estabilidade do 6leo da Terminalia catappa. De acordo com o
método EN 14112, 3 g de amostra sdo submetidos a um estresse oxidativo a
110°C, sob fluxo constante de ar 10 (L.h*') no equipamento 873 Biodiesel
Rancimat de marca Metrohm. Ressaltando que ndo existe uma referéncia limite

de PI para 6leos comestiveis.

4.5 Termogravimetria (TG), Analise térmica diferencial (DTA)

As curvas termogravimétricas foram obtidas em condicdes nao
isotérmicas em um analisador térmico SDT 2960 da TA Instruments em
atmosfera de ar sintético, razdo de aguecimento de 20 °C min, no intervalo de
temperatura de 25 a 600 °C. O ensaio foi realizado com cerca de 10 mg da
amostra em cadinho de aluminio. As curvas foram registradas visando verificar

o perfil da decomposicao térmica do 6leo em estudo.

4.6 Cromatografia acoplada ao espectro de massa (CG-EM)

O equipamento utilizado, Cromatégrafo Gasoso acoplado a
Espectrometro de Massas, € o de modelo GCMS-QP 2010 Ultra, marca
Shimadzu, coluna/marca RTX-5MS capilar (5%difenil - 95%dimetil
polisiloxano), tamanho (dimensdes) de 30 m comprimento, 0,25 mm de
diametro, filme interno (df) 0,025 um e temperatura maxima da coluna permitida
310°C.
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Para a andlise em questéao, foi realizada uma transesterificacdo em meio
basico e a frio, ou seja, foi preparado ésteres metilicos a partir dos
triacilglicerois presentes no 6leo em estudo, de modo a viabilizar a passagem
dos compostos, agora volateis, através da coluna cromatografica.

O experimento consistiu em pesar cerca de 100 mg da amostra em um
tubo de centrifuga de 20 mL com tampa. Posteriormente foi adicionado 2 mL de
N-hexano (grau cromatografico) e em seguida 0,2 mL de solu¢cdo metandlica de
KOH 2 mol.L%, por Gltimo, o tubo foi fechado e centrifugado por 30 s. Apds
esse tempo, 3 mL de solucédo saturada de cloreto de sédio foi adicionada a
mistura reacional. Ap0s deixar em repouso até a completa separacdo das
fases, uma aliquota da fase superior foi coletada para a posterior andlise
cromatografica em fase gasosa. Este método, é indicado para a obtencédo de
ésteres metilicos de acidos graxos com quatro ou mais atomos de carbono, a
partir de 6leos e gorduras de origem vegetal ou animal (inclusive lipidios
extraidos de alimentos) que apresentem indice de acidez em &cido oleico
inferior a 4,0 (LUTZ, 1985; BADOLATO e W.ALMEIDA, 1977;
STANDARDIZATION, 2002; SOCIETY, 1995).

O tempo de analise total foi de 43 min. Inicialmente a andlise de CG
ocorreu com temperatura de injecao de 250°C, temperatura de coluna do forno
de 60°C, sob pressédo de 22kPa, fluxo de 0,6 mL.min! e velocidade linear 28,3
cm.st.Para a andlise de EM, a temperatura da fonte de ion 200°C, temperatura
de interface 250°C, tempo de corte do solvente 2,5 min e tempo de aquisicéo
com varredura de 3min (50 - 600 m/ z).

4.7 Espectroscopia de absorcéo na regiao do infravermelho (1V)

O equipamento usado no processo de investigacao do 6leo da Terminalia
catappa linn. O IRPrestige-21 possui alinhamento automatico de seu sistema
otico com a fonte de geracéo do IR, tornando-o verséatil e de facil operacéo, e
ainda, contando com o seu sistema de transformada de Fourier que apresenta
alta resolucdo, resposta rapida de andlise e pode ser aplicado em

comprimentos de onda de trabalho desde 350 até 4500 cm™.
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4.8 RMN

O equipamento utilizado para a obtencéo dos espectros de RMN de 'H e
13C foi Espectroscopio de Ressonancia Magnética Nuclear de 200 MHz,
Modelo Oxford NMR 200, Marca Varian. Em relagdo a obtencdo dos espectros
de RMN COSY e HSQC foi utilizado o Espectroscopio de Ressonancia
Magnética Nuclear de 500MHz, Modelo Oxford NMR 500, Marca Varian.

Para realizar o espectro, dissolvemos cerca de 15 mg da amostra em
Cloroférmio Deuterado (CDCls), em seguida, transferimos para um tubo de
RMN de 5mm limpo, seco e isento de trincas.



RESULTADOS E DISCUSSOES
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo, seré feita uma discussao sobre os resultados obtidos para
0 Oleo da Terminalia catappa linn através de analises fisico-quimicas como
indice de acidez (1A), de iodo (ll), de Peréxido (IP); propriedades de fluxo como
viscosidade cinematica e massa especifica; algumas técnicas de andlises
termo-oxidativas como, Rancimat, TG e DTA; e principalmente a caracterizacao
por meio de técnicas espectrométricas como IV, RMN 'H, RMN 13C, COSY,
HSQC e CG-EM.

5.1. Extracdo do 6leo de castanhola e obtencéo da torta.

O teor de O6leo obtido pela prensagem das améndoas da Terminalia
catappa foi de 26%, contudo esse teor € variavel devido ao ambiente de cultivo
e outros efeitos sazonais (SOUZA, MOTA, et al., 2010). Ha na literatura relatos
de teores entre 43,36 a 63,65%, provavelmente devido a extracdo por
solventes (THOMSON e EVANS, 2006; NG, LASEKAN, et al., 2015; SANTOS,
CARVALHO, et al., 2008).

Segundo Moretto e Fett (1998), a extracdo mecanica resulta em uma torta
ainda com um teor de Oleo consideravel que pode ser ainda extraido por
solventes, Figura 37. Dependendo da aplicacdo, o 6leo de castanhola se
apresenta como uma boa fonte de carboidratos, sementes rica em proteinas e
um alto teor calérico (SANTOS, CARVALHO, et al., 2008; NG, LASEKAN, et
al., 2015).

Figura 37 — Torta da Termindlia catappa

‘-

Fonte: Autor
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Na constituicdo do 6leo em si pode ocorrer variacdes que dependem de
fatores climéticos e sazonalidade e sua qualidade depende de todas as etapas
desde o cultivo, extracao, refino, transporte, distribuicdo até a comercializagédo
(OETTERER, D'ARCE e SPOTO, 2006).

5.2. Analise fisicas e quimicas do Oleo

A Tabela 7 mostra os valores para os I.A, I.I e IP do 6leo da Terminalia
Catappa linn (castanhola) analisado conforme a metodologia citada.

Tabela 7 — indice de acidez, de iodo e de perdxidos do 6leo de castanhola
Oleo da Castanhola | IA (mg KOH.g?) | Il (mg 12/100g) | IP (meq.Kg?)

Média (x) 1,03 79,32 1,27
Desvio padréo (o) 4,7.10°3 4,6.101 8,2.103

Fonte: Autor

A RDC n° 270, de 22 de setembro de 2005, estabelece que 6leos
prensados a frio e nao refinados apresentem, no maximo, 4,0 mg KOH/g
e em relacdo ao indice de peréxidos, o valor maximo é de 15 meg.Kg™.
O indice de iodo nos da ideia do grau de insaturacdo, por isso ndo ha
valores preestabelecidos (CAMPESTRE, 2005; ANVISA, 2005).

5.3. Viscosidade cinematica

Com base na metodologia citada anteriormente obteve-se um valor de
viscosidade de 39,96 mm?.st a 40°C semelhante aos valores de outros 6leos
nas mesmas condi¢cdes descritos na literatura (NG, LASEKAN, et al., 2015;
SANTOS, CARVALHO, et al., 2008; CAMPESTRE, 2005).

5.4. Massa especifica

O valor da massa especifica para o 6leo da Terminalia Catappa obtido foi
de 919, 80Kg.m a 20°C pelo método ABNT NBR 7148, porém ha na literatura
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estudos que revelam um valor de 910 Kg.m= pelo método EN 14214
(SRIVASTAVA e PRASAD, 2000; SANTOS, CARVALHO, et al.,, 2008;
CAMPESTRE, 2005). Estes, estdo proximos dos valores de 6leos comerciais
como palma (918 Kg.m) e soja (914 Kg.m3).

5.5. Rancimat
Para o Oleo analisado foi obtido um valor para o periodo de inducao

equivalente a 10,62 h, correspondente a interseccdo de retas paralelas da
curva de condutividade elétrica (uS) x tempo, Figura 38.

Figura 38 — Periodo de inducéo do 6leo
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Fonte: Autor.

Abaixo do ponto, praticamente ndo existe formagdo de compostos
secundarios de oxidacdo, enquanto que acima do mesmo ocorre rapido
aumento da taxa de oxidacédo, indice de peréxido, de absorcdo de oxigénio e

de formacédo de volateis.

5.6. TGeDTA

A TG/DTG do oleo, Figura 39, mostra a primeira perda de massa de

61,50% entre 215°C a 389°C que se refere a decomposicao do triacilglicerideo,

a segunda perda de massa equivalente a 27,53% ocorreu no intervalo de
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389°C a 491°C que corresponde a decomposicdo dos compostos polimeéricos
formados inicialmente e os constituintes menores contidos no 6leo. Estas duas

etapas ficam bastante evidentes ao observar a curva DTG.

Figura 39 — Curvas TG/DTG do 6leo de castanhola.
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Fonte: Autor

Os dois picos exotérmicos da DTA sugerem a transicdo de fase sem

variacdo de massa, Figura 40.

Figura 40 — Curva DTA do 6leo de castanhola
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O nuamero, a forma e a posicdo destes picos permitem fazer
interpretacfes qualitativas e as areas apds a medicdo adequada, permitem
determinacao quantitativa.

A determinacdo do calor de transicdo/reacdo ou massa da amostra

reativa obtida pelo pico da curva é dado pela equacgéo 9:

AH.m =K. A 9)

Onde AH é o calor de transicao/reagao
m € a massa da amostra reativa

K é o coeficiente de calibracdo

A € a area do pico.

5.7. CG-EM

Os ésteres metilicos identificados no 6leo da Terminalia catappa atraves
do cromatdgrafo acoplado ao espectrdmetro de massas foram comparados aos
espectros padrbes, apresentados no apéndice A, existentes em trés bibliotecas
de softwares disponibilizadas ao Instituto de Pesquisa em Farmacos e
Medicamentos (IPeFarM) da Universidade Federal da Paraiba, enquanto a
andlise quantitativa foi feita pela integracdo das areas dos picos
cromatograficos de acordo com o tempo de retencdo de cada éster, apéndice

B. As proporc¢des dos principais ésteres estdo representados na Tabela 8.

Tabela 8 — Composigéo dos acidos graxos do 6leo da semente da Terminalia catappa.

Acido Graxo (%) Oleo da semente
Palmitato de metila (C16:0) 31,00
Estearato de metila (C 18:0) 08,35
Elaidato de metila (C 18:1) 24,50
Linoleato de metila (C 18:2) 16,95
Linoleato de metila conjugado-CLA (C 18:2) 15,80
Demais <2,5

Fonte: Autor
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Os ésteres graxos sdo caracterizados pela espectrometria de massas
através do pico bastante comum formado de acordo com o rearranjo de

McLafferty, Figura 41.

Figura 41 — Mecanismo do rearranjo de McLafferty.

Fonte: McMurry (2014).

O rearranjo de Fred McLafferty € a primeira das fragmentacbes mais
previsiveis para ésteres, depois da fragmentacdo a simples. No rearranjo de
McLafferty, um atomo de hidrogénio na posicao Y, a trés atomos de carbono de
distancia do cation radical, é transferido para a area carregada por meio de um
estado de transicdo de seis membros, com segmentacdo concorrente da
ligagdo sigma entre as posi¢cdes a e [ da cadeia. Isso forma um novo cétion
radical e um alceno com uma ligagao 1T entre os que eram os carbonos B e Y
originais (SILVERSTEIN, WEBSTER e KIEMLE, 2006; PAVIA, LAMPMAN, et
al., 2010).

Além dos respectivos ions moleculares claramente visiveis nos espectros,
temos o pico base caracteristico dos ésteres saturados (m/z=74) observado no
palmitato (C16:0) e estereato (C18:0) respectivamente, Figura 42. Observamos
também a auséncia dele em alguns dos espectros como elaidato (C18:1),
linoleato (C18:2) e linoleato-CLA (C18:2).
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Figura 42 — Espectro de massas do palmitato e estereato de metila.
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Fonte: Autor

No caso do elaidato (C18:1), Figura 43, supomos que a auséncia do pico
base (m/z=74) pode ser justificada pela presenca de outros picos como o
m/z=222 [M-74]* e m/z=180 [M-116]*, este ultimo em conjunto com os ions de

homologos em m/z=166, 152, etc, sdo também de diagndstico.

Figura 43 — Espectro de massas do elaidato de metila.
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Fonte: Autor

O ion m/z=180 é formado pela perda de um fragmento contendo o grupo
carboxila através de clivagem entre os carbonos 5 e 6 com adicdo de um
atomo de hidrogénio rearranjado. Assim em contraste com o espectro de
ésteres metilicos de acidos graxos saturados, os ions de hidrocarbonetos
(féormula geral [CnH2n-1]*) dominam o espectro, com m/z=55 como pico base
normalmente. As abundancias relativas destes ions tendem a ser
consideravelmente maior do que nos espectros de massas de dienos e
polienos. No entanto, ndo ha uma caracteristica que permite identificar a
localizagéo da dupla ligacdo, por que esta pode migrar para qualquer posicao
guando a cadeia alquila é ionizada no espectrometro de massas. Assim, quase
todos os cis e trans — 18:1 isbmeros, tém espectros virtualmente idénticos
(HARWOOD e WESELAKE, 2015).
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No caso linoleato (C18:2) e linoleato-CLA (C18:2), Figura 44, que sao
sugeridos respectivamente, a técnica acoplada é limitada apenas para elucidar
a estrutura dos 4cidos graxos insaturados. Na ionizacdo por impacto, o peso
molecular é geralmente obtido, e esta € uma parte significativa da informacao.
Se os dados cromatograficos de retencdo sdo adicionados a este, € cerca de
90% possivel de determinar a identidade do &cido graxo. Além disso, existem
ions principais que ajudam a identificar acidos di- ou poli-insaturados, embora
com cautela. A ionizacdo quimica com acetonitrila como o gas reagente pode
permitir identificar tanto a posicdo da dupla quanto a geometria (BRENNA e
TYBURCZY, 2010).

Figura 44 — Espectro de massas do linoleato de metila e linoleato de metila
conjugado-CLA respectivamente.
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Fonte: Autor

Assim como 0s monoenes, espectros de massa de ésteres metilicos
diénicos comuns ndo permitem a interpretacdo prontamente das posicoes
duplas. Contudo, pequenas diferencas nos espectros de outros isdbmeros sao
por vezes Uteis como impressdes digitais, que podem ser relacionadas com um
aspecto estrutural.

O espectro do linoleato de metila possui um ion molecular abundante
(m/z=294) e um ion proeminente para a perda do ion resultante do rearranjo de
McLafferty (m/z=220), embora o rearranjo (m/z=74) tenha pequena
expressividade no espectro. Outro ion, representado pela (m/z=263) sugere a
perda de (m/z=31), além dos ions de hidrocarbonetos de formula geral [CnHzn-3]

dominam o intervalo de massas inferiores (m/z=67, 81, 95, 109, 123, etc.).
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Os picos proeminentes mostrados pelos fragmentos m/z=67 (pico base),
81 e 95, em geral, sdo fragmentos de hidrocarbonetos e sdo mais intensos do
que aqueles fragmentos contendo oxigénio. O pico base (m/z=67) pode ser
justificado pela quebra da ligacao alilica com rearranjo de préoton e formacgéo do
fragmento [CsH7]* (REBOUCAS, CARACIOLO e SANT'ANA, 1999;
HALLGREN, RYHAGE e STENHAGEN, 1959).

O perfil cromatografico do 6leo mostra relativa concordancia com alguns
resultados citados na literatura (SANTOS, CARVALHO, et al.,, 2008; NG,
LASEKAN, et al., 2015).

Em alguns casos, as diferencas encontradas na propor¢cao de &acidos
graxos presentes nos 0Oleos pode ser devida a algumas caracteristicas como
tipo de cultivo, composicdo do solo e periodo de colheita, conferindo as
amostras diferentes percentuais de acidos graxos (MORAIS, 2009; MELO,
2010; COUTINHO, KATAOKA, et al., 2009; VIGO, NARITA e MARQUES, 2004;
COSTA, JESUS, et al.,, 2008; FILHO, 1996; SOUSA, 2007; OLIVEIRA e
LUCCHESE).

5.8. Infravermelho (IV)

No espectro de infravermelho médio as informacdo mais importantes
encontram-se entre 1500 de 3500 cm™, porém as regides adjacentes também
podem nos fornecer informac@es importantes. Na Figura 45, podemos verificar
que, o espectro de infravermelho do 6leo da Terminalia catappa apresenta em
3008 cm™ absorcdes caracteristicas de hidrogénios vinilicos =C-H sp?, entre
2924 e 2852 cm? temos estiramentos do tipo C-H sp®, em 1750 cm®
estiramento do grupo C=0, em 1464 cm™ grupos metileno (CH2) tem uma
absorcdo de dobramento caracteristico, em 1375 cm™ grupos metila (CHs) tem
uma absorcdo de dobramento caracteristico, entre 1164 e 1100 cm™ aparece o
estiramento C-O como duas bandas e em 721 cm™, o movimento rocking
associado com quatro ou mais grupos CHz2 em uma cadeia aberta (denominada

banda de cadeia longa).
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Figura 45 — Espectro IV do 6leo da Termindlia catappa
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Na Figura 46, temos o espectro de infravermelho dos ésteres dos
triacilglicerideos que constituem o 6leo da castanhola obtido através da rota
metilica. O mesmo néo apresentou diferencas significativas em relagcéo ao 6leo
bruto.

Figura 46— Espectro de infravermelho dos ésteres metilicos do 6leo da castanhola.
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5.9. RMN H

Antes de discutir os espectro propriamente dito do 6leo de Terminalia
catappa, analisemos a simulacdo do espectros de RMN 'H dos
triacilglicerideos contendo o linolenato (éster derivado do acido linolénico), ndo
contendo o éster, além da simulacédo do espectro de RMN H com a do éster
derivado do Acido Linoleico Conjugado (CLA), expostos na Figura 47.

Figura 47 — a) simulacdo do espectro de RMN 'H da molécula de triacilglicerideo
contendo linolenato; b) simulagéo do espectro de RMN *H molécula de triacilglicerideo
sem linolenato; c) simulagdo do espectro de RMN *H molécula de triacilglicerideo na
presenca do CLA.

P_Q/\/Ww
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FFPM
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Fonte: Autor

O sinal A, abaixo de 1 ppm refere-se ao grupo metila (-CHs) terminal
bastante comum aos acidos oleicos e linoleicos, (Figura 47a). Ja o sinal X, que
aparece proximo de 1 ppm, é caracteristico das metilas terminais (-CHs)
presentes nos linolenatos e ndo € observado no espectro da Figura 47b,

indicando a sua auséncia;
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O sinal B, entre 1,2 e 1,4 ppm € atribuido aos hidrogénios dos grupos
metilénicos (-CH2-) das cadeias alifaticas. O sinal C, entre 1,5 e 1,7 ppm €
atribuido ao hidrogénios B carbonilo (-CO-CH2-CHz2-), enquanto o sinal D, em
aproximadamente 2,18 ppm, é atribuido aos hidrogénios pertencentes aos
grupos alilicos a olefinicos (-CH=CH-CH2-) como é o caso dos hidrogénios C-8
do &cido oleico;

O sinal E, em aproximadamente 2,3 ppm, € atribuido aos hidrogénios a
carbonilo do éster (-OCO-CHz-), enquanto o sinal F, em 2,7 ppm, é atribuido a
hidrogénios do tipo bis-alilicos (=CH-CH2-CH=), ou seja, hidrogénios
pertencentes a grupos metilénicos entre duplas ligacdes presentes em acidos
linoleicos e linolénicos;

O sinal G, entre 4,2 e 4,5 ppm, sdo atribuidos aos hidrogénios metilénicos
gliceridicos (-CH20CO);

O sinal H, em 5,2 ppm, atribuido aos hidrogénios metinicos (-CHOCO),
enquanto o sinal I, entre 5,3 e 5,4 ppm, esta relacionado com os hidrogénios
vinilicos (olefinicos,-CH=), ou seja, ligados aos carbonos da dupla ligacéo
(GUILLEN e RUIZ, 2001; RUTAR, 1989; COLZATO, FORATO, et al., 2009).

Na Figura 47c, temos um triacilglicerideo, que apresenta em sua
estrutura, um éster em um sistema conjugado, esta conjugacao proporciona um
ambiente de menor protecdo (campo baixo) devido a efeitos eletronicos,
principalmente a ressonancia. Assim como na literatura, hidrogénios deficientes
de elétrons terdo seus deslocamentos aumentados por efeito de desblindagem.
Contudo é mais intensa nos hidrogénios vinilicos centrais que nos da
extremidade, justificado pela simulacdo do espectro com sinal em
aproximadamente 6 ppm e por dados presentes na literatura (OGAWA,
MATSUMURA, et al., 2001; MARIA, 2010).

Feita a discussdo, analisamos o0 espectro da Terminalia catappa linn,

Figura 48, e comparamos aos sinais discutidos.
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Figura 48— Espectro de RMN *H (200MHz, CDCls) do 6leo de Terminalia
catappa (castanhola).
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Fonte: Autor

De acordo com o0 exposto na figura anterior, temos alguns sinais
sobrepostos, que sugerem determinados grupos mencionados na discusséo
prévia.

Apesar da sobreposicdo dos sinais, os deslocamentos caracteristico
evidenciam com clareza o ambiente onde se encontram os hidrogénios. Para
distinguir com relativa clareza, a amostra foi submetida ao RMN de 500 MHz,

Figura 49.
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Figura 49 — Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCIs) do 6leo de Terminalia catappa
(castanhola).
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Fonte: Autor

No espectro acima, com melhor resolucéo, foi observado a separacéo dos
sinais dos hidrogénios, contudo, ainda nado foi o suficiente para determinar a
constante de acoplamento e elucidar a estrutura do triacilglicerideo. Esta, foi
esterificada e submetida ao RMN. Mesmo com a eliminagdo do glicerol, ha
pouca mudanga no espectro e nenhuma contribuicdo significativa para

elucidacao da estrutura dos ésteres dos triacilglicerideos, Figura 50.
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Figura 50 — Espectro de RMN *H (200MHz, CDCls) dos ésteres derivados dos
triacilglicerideos do 6leo da Termindlia catappa (castanhola).
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Fonte: Autor

Apos a conversdao dos triacilglicerideos em ésteres metilicos,
observamos algumas modificacbes nos picos presentes no intervalo de
deslocamentos observados entre 3,5 a 4,4 ppm. Como esperado, notamos a
auséncia dos sinais referentes aos prétons do glicerideo (—CHz2-CH-CH2-)
removidas na forma de glicerol (C3HsO3).

O surgimento de outro pico, antes ausente, se refere as metilas do grupo
éster (-CHs3) em um ambiente de campo mais alto nesta faixa, o que sugere a
saida completa do glicerol pelo processo de transesterificacao.

A taxa de conversdo dos ésteres de glicerol em metilicos, pode ser
obtida relacionando a area dos hidrogénios a carbonilo (Al), em
aproximadamente 2,3 ppm, com a area dos grupos metilas (A2), em 3,6 ppm,

do substituintes do glicerol, Figura 51.
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Figura 51 — Relacao entre hidrogénios a-carbonila e hidrogénios metilicos das
transesterificacdes do 6leo da Termindlia catappa (castanhola).
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Fonte: Autor

Esta taxa de conversdo em ésteres metilicos (Y%) pode ser determinada
pelo RMN H, Equacédo 10. (GELBARD, BRES, et al., 1995).

Y% = 100 x (ZX‘“)

3XA2 (10)

Onde Al e A2 sao respectivamente as areas referentes aos grupos
metilénicos e metilicos respectivamente. Segundo a ANP, é considerada uma
boa conversdo em ésteres metilicos quando superior a 96,5% o que torna o

resultado de 98% satisfatorio.
5.10. RMN 13C

O carbono (*3C) acopla com o hidrogénio (*H), contudo, os espectros
onde ocorre, sao dificeis de interpretar. O desacoplamento total, ou parcial de
'H, durante a aquisicdo do espectro é comum. Por isso, na maior parte do

espectro de C é composto por singletes, Figura 52.
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Figura 52 — Espectro de RMN **C (200 MHz, CDCls) do éleo da Terminalia catappa

(castanhola)
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Fonte: Autor

Em 77 ppm aparecem trés picos que caracterizam o padrdo cloroférmio
deuterado (CDCIs). Tipicamente, os atomos de carbono-13 sp® aparecem a
direita do solvente. Grupos CHs (anti-fase) s&o mais blindados que os grupos
CH:2 (fase) e, em geral, aparecem em valores de ppm menores, no intervalo de
10 a 50 ppm.

Na faixa de 50 a 70 ppm, a presenca de atomos eletronegativos causam
um maior deslocamento semelhante ao observado em espectroscopia de RMN
de protons. Desta forma, temos o0s sinais ¢ e d respectivamente CH: (fase) e
CH (anti-fase), mais deslocados conforme a técnica APT;

O grupo C=C em alcenos aparecem a esquerda dos picos de CDCIs na
faixa de 110 a 160 ppm;

De 160 a 220 ppm, o grupo carbonila aparece na extrema esquerda do
espectro de carbono-13. No caso dos ésteres metilicos, aparecem no extremo
inferior da faixa de (160 a 185).

A conversado dos triacilglicerideos do 6leo da T. catappa em ésteres
metilicos para a eventual eliminagdo do glicerol foi realizada e observamos

algumas modificagbes no espectro, (Figura 53).
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Figura 53 — Espectro de RMN *C (200MHz, CDCIs) dos ésteres do 6leo de castanhola
(Terminalia catappa).
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Fonte: Autor

Os picos presentes no intervalo de deslocamentos observados entre 50 a
70 ppm sofrem modificagbes. Como esperado, notamos a auséncia do picos
em 69 e 61 ppm caracteristicos dos grupos metinicos (CH, anti-fase) e
metilénicos (CH2, fase) respectivamente, e o surgimento de outro pico em
aproximadamente 51 ppm caracteristico dos grupos metilicos (CHs, anti-fase)
em um ambiente de campo mais alto, o que sugere a saida completa do

glicerol pelo processo de transesterificagéo.

5.11. RMN COSY

A amostra de 6leo da Termindlia catappa foi submetido aos RMN *H
200MHz e 500MHz, os espectros obtidos que apresentam certa peculiaridade
com outros oOleos disponiveis no mercado, porém, possui algumas
particularidades, como por exemplo a auséncia de acido linolénico.

A espectroscopia de correlagdo 2D COSY, gerada através de cruzamento
entre picos dos prétons de hidrogénios, da4 uma ideia mais precisa do

acoplamento entre os nucleos e em qual ambiente se encontram (Figura 54).
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Figura 54 — Espectro RMN (500MHz, CDCIs) de correlagdo COSY da Terminalia
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Fonte: Autor

O cruzamento dos sinais em A no primeiro eixo (horizontal) referentes aos
hidrogénios metilicos (-CHs) terminais com os sinais em B no segundo eixo
(vertical) referentes aos hidrogénios metilénicos (-CH2-) sugerem o
acoplamento entre os nucleos;

Os sinais em C no primeiro eixo (horizontal) referente aos hidrogénios [3-
carbonila sdo comprovados através do cruzamento com 0s sinais em B no
segundo eixo (vertical) referentes aos hidrogénios dos grupos metilénicos (-
CH2-) e com os sinais em E no segundo eixo (vertical) que se referem aos

hidrogénios a carbonila;
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Os sinais em D no primeiro eixo (horizontal) referentes aos hidrogénios a
vinilicos ou alilicos sdo comprovados através do cruzamento com o0s sinais de
B no segundo eixo (vertical) referentes aos hidrogénios dos grupos metilénicos
(-CH2-) e com os hidrogénios dos grupos vinilicos (=CH-) representados pelos

sinais em | também no segundo eixo (vertical), (Figura 55);

Figura 55 — Ampliacdo dos acoplamentos dos hidrogénios D com B e I.
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Ja os sinais em F, no primeiro eixo (horizontal), sugerem hidrogénios bis-
alilicos pois, segundo os cruzamentos, (Figura 56), ha o acoplamento com dois
grupos de hidrogénios vinilicos (=CH-), representados pelos sinais em |, no
segundo eixo (vertical), diferindo dos hidrogénios alilicos por apresentar um

Unico sinal;

Figura 56— Ampliacdo dos acoplamento dos hidrogénios com sinais em F com dois
grupos vinilicos em |I.
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Os sinais em G, no primeiro eixo (horizontal), se referem aos hidrogénios
metilénicos (-CH2-) que é comprovado pela correspondéncia biunivoca com os
sinais em H eixo (vertical) referente aos hidrogénios metinicos (-CH-), ambos

da parte gliceridica.

5.12. RMN HSQC

O sinais descritos correlacionam os espectros dos nulcleos de *H com os
nlcleos de 3C no espectro APT, estes acoplamentos sdo descritos da seguinte

forma na (Figura 57).

Figura 57 — Espectro RMN (500MHz, CDCL3) de correlagdo HSQC dos
triacilglicerideos que constituem o 6leo Terminalia catappa.
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Fonte: Autor

Os sinais em A no primeiro eixo (horizontal) referentes ao hidrogénios de
metilas terminais (-CHs) acoplam com o0s respectivos carbonos em a,
representados no segundo eixo (vertical) pelo espectro APT (anti-fase),
confirmando o COSY;
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Os sinais em D no primeiro eixo (horizontal) referentes aos hidrogénios a
vinilicos ou alilicos (-CH2-) acoplam com seu respectivo carbono, representado
no segundo eixo (vertical) por um dos sinais em b no espectro APT (fase),
confirmando a sugestédo do COSY;

Os sinais em B no primeiro eixo (horizontal) referentes aos hidrogénios
metilénicos (-CH2-), acoplam com seus respectivos carbonos, representados no
segundo eixo (vertical) pelos sinais em b espectro APT(fase), confirmando a
sugestdo do COSY;

Os sinais em E, no primeiro eixo (horizontal) referentes aos hidrogénios a
carbonilicos (-CH2-), acoplam com seus respectivos carbonos, no segundo eixo
(vertical), representado por um dos sinais em b do espectro APT (fase),
confirmando a sugestdo do COSY;

Os sinais em F no primeiro eixo (horizontal), referentes aos hidrogénios
bis-alilicos (-CH2-), acoplam com seus respectivos carbonos no segundo eixo
(vertical), representado pelo sinais em b no espectro APT (fase), confirmando a
sugestdo do COSY;

Os sinais em G, no primeiro eixo (horizontal), referentes aos hidrogénios
metilénicos gliceridicos (-CHz-), acoplam com seus respectivos carbonos no
segundo eixo (vertical) representados pelo sinais em ¢ do espectro APT (fase),
(Figura 58), Confirmando a sugestao do COSY;

Figura 58 — Ampliacdo do espectro dos hidrogénios metilénicos gliceridicos.
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Os sinais em H, no primeiro eixo (horizontal), referentes aos hidrogénios
metinicos (-CH-) gliceridicos, acoplam com seu respectivos carbonos no
segundo eixo (vertical), representados pelo sinais em d no espectro APT (anti-
fase), confirmando a sugestdo do COSY;

Os sinais em |, no primeiro eixo (horizontal), referentes aos hidrogénios
vinilicos (=CH-), acoplam com seus respectivos carbonos no segundo eixo
(vertical) representado pelos sinais em e no espectro APT (anti-fase), (Figura

59), confirmando a sugestao do COSY;

Figura 59 — Ampliacdo do espectro dos Hidrogénios vinilicos.
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A Figura acima sugere que ha uma diferencga entre os carbonos vinilicos.

Possivelmente, os carbonos mais préximos aos hidrogénios bis-alilicos.
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6. CONCLUSAO E PERPECTIVAS

As analises fisicas e quimicas previamente realizadas atendem a
legislagdo vigente para Oleos comestiveis, contudo ha outros parametros a
serem observados como € o caso do perfil dos acidos graxos presentes. Na
analise por CG-EM revelou a presenca majoritaria dos acidos graxos saturados
palmitico e estearico, e dos insaturados elaidico e linoleico. Todos foram
confirmados com relativa precisdo pelas técnicas de IV, RMN H, RMN 3C,
COSY e HSQC. Apesar do acido linoleico ser suscetivel a oxidacdo, os demais
acidos presentes no Oleo contribuem para a estabilidade do todo como revelam
as analises por RANCIMAT e TG.

Entre os estudos futuros estdo definir a localizacdo exata e tipo de
isomeria presente nas estruturas, realizar analises microbiol6gicas da torta,
verificar seu potencial como uma alternativa alimentar e a viabilidade de

producao do biodiesel a partir do 6leo de castanhola.
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APENDICE A — MASSAS
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Figura — Al: Espectro de massa do éster palmitato(C16:0) e os trés respectivos

padrées de comparacéo.
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Figura — A2: Espectro de massas do estereato(C18:0) e os trés respectivos
padrBes de comparacao.
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Figura — A3: Espectro de massas do éster elaidato (C18:1) e os trés respectivos
padrBes de comparacao.
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Figura — A4: Espectro de massas do linoleato(C18:2) e os trés respectivos
padrBes de comparacao.
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Figura — A5: Espectro de massas do linoleato-CLA(C18:2) e os trés respectivos
padrBes de comparacao.
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APENDICE B = CROMATOGRAFIA
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