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RESUMO GERAL

O o6leo de palma possui lenta cristalizagdo devido a alta energia livre de
ativacdo de nucleacéo, atribuida as interacdes intermoleculares entre a estearina
e a oleina e a presenca dos diacilglicerois. Aditivos podem ser adicionados ao 6leo
de palma na tentativa de modificar 0 seu comportamento de cristalizacao,
adequando o seu uso aos processos industriais. Dentre esses aditivos se
destacam os emulsificantes, que diferentemente da sua fung¢do usual, podem ser
utilizados para alterar a estrutura cristalina e contribuir inclusive para a
estabilidade de formas polimérficas desejadas nos éleos e gorduras onde sao
aplicados. Os ésteres de acidos graxos de sorbitana tém demonstrado influéncia
na morfologia dos cristais e na textura de misturas de 6leos a base de palma. No
entanto, estudos indicaram que os monoésteres de acidos graxos de sorbitana
disponiveis comercialmente possuiam diferentes composicdes em mono-, di- e
triesteres de acidos graxos de sorbitana. Esta variabilidade pode dificultar a
comparacdo de resultados obtidos de cristalizacdo de Oleos e gorduras apds
adicdo destes emulsificantes entre os diversos estudos ja realizados. O objetivo
deste trabalho foi determinar a composicao de varios ésteres de acidos graxos
comerciais, de diferentes fornecedores, e verificar se o comportamento de
cristalizacdo do dleo de palma refinado (RPO) adicionado dos emulsificantes foi
influenciado pelas possiveis diferencas na composicdo deles. A analise de
composicao, realizada através da técnica de espectrometria de massas, EASI-MS,
revelou diferengas na composicdo dos monolauratos de sorbitana (SMLa) dos
fornecedores B, C e D e dos monoestearatos de sorbitana (SMS) dos
fornecedores C, D e E. Entre os SMLa, o SMLa D foi o que apresentou o maior
teor de trilaurato de sorbitana e de triésteres de modo geral, e dentre os SMS, o
SMS E foi o que apresentou o maior teor de monoestearato de sorbitana, maior
teor de monoésteres e menor teor de diésteres. Nas isotermas de cristalizacao
realizadas a 25°C através da ressonancia magnética nuclear (RMN), o SMLa D foi
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0 que mais retardou o periodo de nucleacdo (em 128,6%) de RPO e o que
possibilitou 0 menor teor maximo de gordura sélida (SFCuasx). Além disso, apo6s
analise dos eventos de cristalizacao por calorimetria diferencial de varredura
(DSC), o SMLa D foi o unico, dentre os SMLa, a retardar significativamente (p <
0,05) a nucleacao e a cristalizacdo dos TAGs de maior ponto de fusdao de RPO.
Em relacdo aos SMS, apds andlise das imagens da microestrutura dos cristais,
notou-se que apenas a amostra com SMS E produziu cristais de morfologia e
dimensobes diferentes. Além disso, os resultados da andlise de consisténcia
mostraram que somente o SMS E aumentou significativamente (p < 0,05) a dureza
do RPO nas temperaturas de 15°C, 20°C e 25°C. As diferencas encontradas na
composicdo dos monolauratos e monoestearatos de sorbitana puderam ser
associadas aos efeitos distintos no comportamento de cristalizacdo do 6leo de
palma refinado.

Palavras-chave: Oleo de palma refinado, Cristalizagdo, Emulsificantes, Esteres de 4cidos
graxos de sorbitana, EASI.
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SUMMARY

Palm oil has a slow crystallization possibly due to the high free energy of activation
of nucleation and additives can be added in an attempt to change its crystallization
behavior adapting its use to industrial processes of margarine, shortenings,
toppings and baking. Among these additives there are emulsifiers, which unlike its
usual application can be used to alter the crystal structure and also contribute to
the stability of desired polymorphic forms in the oil and fat where they are applied.
The sorbitan fatty acid esters have been shown to influence the morphology, the
distribution of crystals and the texture of blends of palm. However studies indicated
that sorbitan monoesters commercially available had different compositions in
mono-, di-and triesters of sorbitan fatty acids such variability may make it difficult to
compare results obtained from crystallization of fats and oils after addition of
emulsifiers among the many studies already conducted. The objective of this study
was to determine the composition of several commercial sorbitan fatty acid esters
from different suppliers and verify if the crystallization behaviour of refined palm oll
(RPO) after addition of the emulsifiers was influenced by possible differences in
their composition. The composition analysis using the technique of mass
spectrometry, EASI-MS, revealed differences in the composition of sorbitan
monolaurates (SMLa) from suppliers B, C and D and sorbitan monostearates
(SMS) from suppliers C, D and E. Among SMLa, the SMLa D indicated the highest
content of trilaurate and sorbitan triesters. Among SMS, SMS E presented the
highest level of sorbitan monostearate, and higher content of monoesters and
lower content of diesters. In the isothermal crystallization performed at 25°C by
nuclear magnetic resonance (NMR), the SMLa D was the emulsifier the most
retarded the nucleation period (at 128.6%) of the RPO and it resulted of the lowest
maximum solid fat content (SFCua). Furthermore, after crystallization event
analysis by differential scanning calorimetry (DSC), the SMLa D was the only one
delayed significantly (p <0.05) the nucleation and crystallization of TAGs of higher
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melting point of the RPO. In relation to SMS, after examining the images of the
microstructure of the crystals, it was noted that only the sample with SMS E
produced crystals of different dimensions and morphology. Furthermore, the
results of consistency analysis showed that only SMS E increased significantly (p
<0.05) the hardness of the RPO at 15°C, 20°C and 25°C. The differences found in
the composition of sorbitan monolaurates and monostearates could be associated

with distinct effects on the crystallization behavior of refined palm oil.

Keywords: Refined palm oil, Crystallization, Emulsifiers, Sorbitan fatty acid esters, EASI.
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Introducéo

1. Introducao geral

Os o6leos e gorduras consistem em fontes de energia e de acidos graxos
(AGs) essenciais ao organismo. Correspondem aos componentes dos alimentos
que conferem sabor, aroma, textura, consisténcia e caracteristicas de fuséo
especificas, atuando ainda como carreadores de vitaminas lipossolUveis e como
meio de transferéncia de calor durante o processo de fritura (GOH, 1994;
O’BRIEN, 2009b).

Dentro da categoria dos éleos e gorduras se destaca o 6leo de palma (PO),
que representa o 6leo com maior volume comercializado no mundo ha varios
anos, evidenciando a sua expressiva utilizacdo nos mais diversificados segmentos
industriais. E naturalmente livre de AGs insaturados de conformagao trans (AGT),
que estdo comprovadamente relacionados ao aumento da lipoproteina de baixa
densidade (LDL), responsavel pelo aumento do colesterol ndo saudavel no
organismo humano. Por este motivo, o PO possui grande aplicagdo na industria de
alimentos e é utilizado principalmente na producdo de margarinas, shortenings,
confeitos, paes, recheios de biscoitos, bolos, tortas, pds para sorvetes e como
6leo para fritura. Na industria quimica é utilizado na obtencdo de sabdes e
detergentes e na industria oleoquimica sao obtidos a partir dele os glicerdis,
tocoferodis, emulsificantes e os ésteres metilicos para a produgdo de biodiesel
(MENSINK e KATAN, 1990; SEAGRI, 2011).

O comportamento de cristalizagdo dos 6leos e das gorduras influencia na
estabilidade fisica dos produtos de base gordurosa no que se refere a exsudacao
do 6leo, a coalescéncia de globulos de gordura em emulsdes, a formagéo e a
sedimentacao de cristais em um 6leo (FOUBERT et al, 2007). Portanto, o
entendimento do processo de cristalizacdo de gorduras é fundamental para que a
gordura cumpra eficientemente o seu papel no produto final, garantindo a sua
qualidade (BAILEY, 1950; HIMAWAN et al., 2006).

A cristalizacao corresponde a formacgao de nucleos e de cristais que ocorre
através do abaixamento de temperatura. As moléculas de triacilglicerois (TAGs) se
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aproximam, iniciando a nucleacédo, e com a incorporacdo de outras moléculas
provenientes da camada de liquido adjacente, os nucleos dao origem aos cristais.
Diferentes empacotamentos dos TAGs originam formas polimdrficas distintas,
sendo a forma a a mais instavel e de menor ponto de fusdo, a forma B’ de
estabilidade e ponto de fusdo intermediario e a forma B, a mais estavel e de maior
ponto de fusdo. Os cristais na forma B’ apresentam maior funcionalidade em
produtos de base gordurosa, pois eles propiciam boa aeracdo e propriedades de
cremosidade, o0 que € desejavel em margarinas, em produtos de confeitaria e de
panificacdo. Ja na producao de chocolates, a etapa de temperagem é empregada
com o objetivo de promover a formacao de ndcleos de cristais preferencialmente
do tipo B, mais especificamente do tipo BV, associado a propriedades como brilho,
uniformidade, snap (quebra) caracteristico e estabilidade do produto final (LOISEL
et al.,1998; O’'BRIEN, 2009b). Deste modo, o polimorfo desejavel na cristalizacao
para cada aplicacao alimenticia pode variar.

Para alterar o comportamento de cristalizacdo dos TAGs podem ser
empregados os emulsificantes, que sdo usados mais comumente na industria de
alimentos como aditivos para melhorar a textura, a estabilidade em emulsées,
volume, maciez, aeracao e shelf-life (MADISEN, 1987). Em produtos de base
gordurosa, os emulsificantes podem atuar como gérmens de cristalizacao,
promovendo a nucleacdo heterogénea (GARTI, 2002), modificando a estrutura
cristalina e proporcionando estabilidade de formas polimérficas (GUTH et al.,
1989; KATSURAGI, 1999).

O PO apresenta lenta cristalizagdo devido a alta energia livre de ativacao
da nucleacado, causada pelas interacdes intermoleculares entre a estearina e a
oleina (NG, 1990) e pela presenca de diacilgliceréis (DAGs), que prejudicariam a
aproximacado das moléculas dos TAGs durante a cristalizacao (RIINER, 1970;
WATANABE et al.,, 1992). Por outro lado, manter os DAGs no RPO pode ser
interessante, pois estudos no controle de obesidade demonstraram que o
consumo de DAGs ocasionou a supressao no acumulo da gordura corpérea, tanto
no organismo de roedores como no de humanos (MURATA et al., 1994). Oleos de
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cozinha funcionais com niveis elevados de DAGs, obtidos a partir do éleo de soja
e do 6leo de canola, sdo comercializados no Japao e nos Estados Unidos (LO et
al., 2008) Portanto, a adicdo de emulsificantes pode representar uma alternativa
para eliminar o problema da lenta cristalizagdo do PO, mantendo os seus teores
de DAGs e possibilitando melhoria nos processos industriais de produtos
derivados deste oleo.

Dentre os emulsificantes utilizados em alimentos estdo os ésteres de
acidos graxos de sorbitana (ES), que tém demonstrado grande influéncia no
retardo da transicao polimoérfica da forma 3 para a forma 3 em gorduras utilizadas
na producao de margarinas, shortenings e confeitos. Em misturas contendo PO ha
tendéncia de recristalizacdo, que é causada pela recristalizagdo do TAG 1,3-
dipalmitoil-2-oleoil glicerol (POP) na forma B, e que pode promover a formacao de
aglomerados perceptiveis a olho nu e detectados como arenosidade pelo paladar.
Os monoestearatos de sorbitana (SMS) impediram essa recristalizagao,
ocasionada pela oscilacao térmica (GARBOLINO et al., 2005).

Segundo Oh et al. (2005), que estudaram os efeitos da adicdo de
poliésteres graxos de sacarose em triestearina (SSS), os efeitos de emulsificantes
na estabilizagdo polimérfica dependem da estrutura quimica destes aditivos, como
o tamanho da cadeia do acido graxo esterificado e do numero destes
componentes esterificados na molécula de sacarose.

Os ES disponiveis comercialmente, como o monolaurato (SMLa), o
monopalmitato (SMP), o monoestearato (SMS) e o monooleato de sorbitana
(SMO) geralmente ndo sao puros e assim podem apresentar na sua composicao
diferentes concentracbes de mono-, di- e triésteres de acidos graxos (GARTI et al.,
1983). Esta variabilidade na composicao quimica pode dificultar a comparagao dos
efeitos da adicdo desses aditivos na cristalizacao de 6leos e gorduras entre os
diferentes estudos (SMITH et al., 2011).
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2. Revisao Bibliografica

2.1. Oleos e gorduras

As fontes de 6leos e gorduras sdo inumeras e dentre elas se destacam as
fontes vegetais e as fontes animais (O'BRIEN, 2009b). A participacao no mercado
mundial de gorduras de fontes animais como o sebo, a banha e a manteiga
continua inferior a participagdo dos 6leos de fontes vegetais, como o 6leo de
palma e o de soja. Esses 6leos vegetais podem ser classificados em 3 grandes
grupos: o que abrange os 4 6leos mais importantes (palma, soja, canola e
girassol), o das gorduras lauricas (coco e palmiste) e o dos demais 6leos (algodao,
oliva, amendoim) (GUNSTONE, 2011).

Uma fonte de 6leo que tem recebido grande destaque nos estudos
recentes, envolvendo producao de biodiesel, sdo as microalgas. Elas s&o capazes
de produzir e armazenar grandes quantidades de lipidios na sua biomassa
(WEYER et al., 2010; DEMIRBAS e DEMIRBAS, 2011; HALIM et al., 2012).

Os termos 6leos e gorduras estao relacionados a diferenca do estado fisico
a temperatura ambiente, sendo a gordura considerada sélida e o éleo considerado
liguido nesta condicdo. Todos os Oleos e gorduras apresentam predominio de
ésteres de acidos graxos de glicerol (O'BRIEN, 2009b).

2.1.1. Composicao

Cada tipo de o6leo e de gordura possui um perfil tipico em AGs, sendo
fatores importantes para a variabilidade da composicdo o clima, a origem
geografica e o nivel de maturagao dos frutos, no caso das fontes vegetais, e o tipo
de alimentacdo dos animais, em se tratando das fontes animais (KAMM et al.,

2001). A Tabela 1 mostra os mais diversos AGs e as suas fontes.
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Tabela 1. Fontes de cada tipo de acido graxo (Fonte: KAMM et al., 2001).

Acido graxo Abreviatura Fontes
Butirico C4:0 Manteiga
Caprilico C8:0 Palmiste, coco
Caprico C10:0 Palmiste, coco
Laurico C12:.0 Palmiste, coco
Palmitico C16:0 Palma
Palmitoléico 9c - C16:1 Oleos de fontes marinhas
Estearico C18:0 Manteiga de cacau, Sal, karité
Oléico 9c - C18:1 Oliva, milho, soja, girassol e

sementes de Cartamo

Linoléico 9c-12c-C18:2 Algodao
Linolénico C18:3 Canola, soja
y-Linolénico 6¢c, 9c, 12c - C18:3 Groselha, primula
Araquidico C20:0 Sal
Araquiddnico 5c, 8c, 11c, 14c - C20:4 Oleos de fontes marinhas
Behénico C22:0 Amendoim
Lignocérico C24:0 Amendoim
Cetodlico 11c - C22:1 Semente de mostarda, canola
Erdcico 13c - C22:1 Semente de mostarda, canola
Eicosapentaenoico 5¢, 8¢, 11c, 14¢, 17c - C20:5 Oleos de fontes marinhas
Docosahexaendico 4c, 7¢, 10c, 13c, 16¢, 19¢c - C22:6  Oleos de fontes marinhas

Os AGs poliinsaturados (PUFA) adquiriram destaque desde o comeco do

século, devido a relacéo entre a sua ingestao e a promocao de beneficios a saude
(RUXTON et al., 2004). Os AGs saturados encontram-se em maiores teores nas
gorduras animais, como a manteiga e a banha, e em gorduras vegetais, como no
coco e no cacau (VIANNI e BRAZ-FILHO, 1996).

As propriedades fisico-quimicas dos Oleos e das gorduras estdo
relacionadas ao tipo de AG presente, mais especificamente, ao seu grau de
saturacdo, ao tamanho da sua cadeia em atomos de carbono, e a sua posicao de
esterificacdo na molécula de glicerol (sn-1, sn-2 ou sn-3). Os 6leos e as gorduras
sdo comumente referidos como triacilgliceréis (TAGs), moléculas que contém 3
AGs esterificados na molécula de glicerol. Os TAGs que apresentam 3 AGs
idénticos sdo denominados de TAGs monoacidos e 0s que contém mais de um
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tipo de AG sado denominados de TAGs mistos (SATO e UENO, 2005; O'BRIEN,
2009b).

A funcionalidade dos éleos e das gorduras em sistemas complexos como
os alimentos é determinada pelas caracteristicas fisico-quimicas dos TAGs que
implicam no seu comportamento nas mudancgas de fase, como na fusdo e na
cristalizacado. Caracteristicas como textura, espalhabilidade e retencao de ar,
desejaveis em alimentos como spreads, shortenings, chocolates e sorvetes sao
determinadas pela propor¢céo de TAGs na fase sélida, relacionada com o contetdo
de gordura sélida (BAILEY, 1950; TORO-VAZQUEZ et al., 2002).

2.1.2. Cristalizacao
2.1.2.1. Aspectos gerais

A cristalizacdo de TAGs pode ser utilizada para: (i) separar compostos de
alto ponto de fusdo, evitando possivel granulosidade em produtos de base
gordurosa, (ii) obter fracbes de TAGs com caracteristicas especificas e (iii)
desenvolver ou modificar a textura dos alimentos (TORO-VASQUEZ et al., 1996).

Segundo BOISTELLE (1988), citado por TORO-VAZQUEZ et al. (2002),
durante a cristalizacdo ocorrem 3 fendmenos: a indugdo da cristalizagdo
(nucleacdo), a cristalizagdo propriamente dita (crescimento dos cristais) e o
amadurecimento dos cristais. Estes eventos ocorrem simultaneamente a
diferentes taxas. Para que a nucleacéo se inicie, € necessaria uma forca motriz
termodinamica para que haja mudanca da fase liquida para a sélida e esta forga
pode ser promovida com a aplicacdo do super-resfriamento ou com a
supersaturacao. Os primeiros nucleos de TAGs geralmente se formam na
condicao de super-resfriamento de uma gordura previamente fundida.

Ha trés tipos de nucleacdo: a nucleacdo primaria (homogénea ou
heterogénea) e a nucleacdo secundaria. A nucleagcdo homogénea primaria ocorre
geralmente em solucdes puras e a heterogénea primaria ocorre na presenca de

outros compostos (impurezas ativas). Ja na nucleagdo secundaria, novos nucleos
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cristalinos sdo formados a partir dos fragmentos de cristais anteriormente
formados na nucleagéao primaria. O numero de nucleos necessario para induzir a
cristalizacdo de toda a gordura é muito pequeno (1/mm?%) (MARANGONI, 2005).

A combinacdo da nucleacdo e do crescimento dos cristais ocasiona a
formagéo de cristais com determinadas dimensdes e com uma morfologia prépria.
Quando os cristais sdo suficientemente grandes, eles podem formar agregados.
Estes agregados, por sua vez, sao responsaveis pela formacao de uma rede
continua de cristais, com as propriedades macroscépicas e mecéanicas de uma
gordura (FOUBERT et al., 2007).

As propriedades das redes cristalinas sdo fundamentais para produtos de
base gordurosa como margarina, manteiga, chocolate, pasta de amendoim,
spreads e sorvetes, pois muitos atributos sensoriais como espalhabilidade, snap
(em chocolates) e textura, dentre outros, dependem da forca mecéanica que a rede
dos cristais de gordura oferece (NARINE e MARANGONI, 1999).

Além disso, o comportamento de cristalizagdo dos Oleos e gorduras
influencia na estabilidade fisica dos produtos de base gordurosa, no que se refere
a exsudacao do 6leo, a coalescéncia de glébulos de gordura em emulsdes e a
formacao e sedimentacdo de cristais em um oOleo (FOUBERT et al, 2007).
Portanto, o entendimento do processo de cristalizacdo de gorduras é fundamental
para que determinada matriz lipidica cumpra eficientemente o seu papel no
produto final, garantindo a sua qualidade (BAILEY, 1950; HIMAWAN et al., 2006).

2.1.2.2. Cinética de cristalizacao

O modelo mais utilizado para descrever a cinética de cristalizacao
isotérmica de gorduras é o modelo de Avrami (MARANGONI, 2005; FOUBERT et
al., 2007). Muitos autores também utilizam o modelo de Avrami modificado
também denominado de modelo Avrami—Erofeev, que corresponde simplesmente
a uma reparametrizacao (NG, 1975).

O modelo de Avrami descreve um periodo Lag inicial em que a cristalizacao

€ muito lenta e abrange um periodo posterior com rapido crescimento da massa
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cristalina. Este modelo considera que o processo de cristalizacdo engloba tanto a
nucleagdo como o crescimento dos cristais em condi¢gdes isotérmicas
(MARANGONI, 2005). Para o estudo da cinética de cristalizacdo nao-isotérmica
pode ser utilizado o modelo de Foubert et al. (2002), expresso na forma de
equacao diferencial, e que considera a dependéncia da temperatura dos
parametros, possibilitando o seu uso para explicar processos nao-isotérmicos.

A equacao de Avrami tem a seguinte forma:

SFC

R
2 =—1-—eK
SFCaax

Os parametros da equacao nos dao informacdes sobre o processo de
cristalizacao, onde: t indica o tempo do processo; SFC representa o contetudo de
gordura solida com o tempo; SFCuax indica o teor maximo de gordura soélida
atingido; k corresponde a constante da taxa de cristalizagdo ou constante de
Avrami, que leva em consideracdo tanto a taxa de nucleagdo quanto a taxa de
crescimento dos cristais; n se refere ao indice de cristalizacdo ou expoente de
Avrami, e indica 0 mecanismo de crescimento dos cristais, mais especificamente,
indica o numero de dimensdes nas quais 0s primeiros nucleos crescem: na forma
de agulhas, discos ou esferas, em 1, 2 ou 3 dimensdes, respectivamente
(MARANGONI, 2005).

A nucleacédo pode ser espontdnea se 0s nucleos aparecem no inicio do
processo de cristalizacao; ou esporadica, com o numero de nucleos aumentando
durante o tempo. Uma relacao pode ser estabelecida entre o valor de n, o numero
de dimensdes em que 0s nucleos crescem e o tipo de nucleagdo (Tabela 2).
Embora o valor de n deva ser inteiro, valores fracionarios podem ser obtidos
explicando o desenvolvimento de dois ou mais tipos de crescimento dos cristais,

com nucleacéo tanto espontanea quanto esporadica (MARANGONI, 2005).
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Tabela 2. Valores do expoente de Avrami para diferentes tipos de nucleagéo e
crescimento dos cristais (Fonte: MARANGONI, 2005).

Expoente de Avrami (n) Tipo de crescimento dos cristais e nucleacao

4 Crescimento esferulitico a partir de nucleacao esporadica
Crescimento esferulitico a partir de nucleagéo instantéanea
Crescimento tipo disco a partir de nucleagédo esporadica
Crescimento tipo disco a partir de nucleagao instantanea
Crescimento tipo agulha a partir de nucleagao esporadica
Crescimento tipo agulha a partir de nucleacéo instantanea

= NN WwwWw

2.1.2.3. Comportamento térmico

O conhecimento do comportamento térmico de produtos a base de 6leos
comestiveis €& imprescindivel para diversas aplicagbes industriais. Este
comportamento € ditado pelas propriedades fisico-quimicas, ou mais
especificamente, pela fusdao e cristalizacdo dos 6leos e gorduras, que
correspondem as propriedades mais importantes para a funcionalidade de vérios
tipos de alimentos. Estas propriedades podem ser analisadas pela técnica de
calorimetria de varredura diferencial (DSC) e dependem da composicdo quimica
dos Oleos e gorduras, bem como das condi¢coes especificas de analise (TAN e
CHE MAN, 2002).

A técnica de DSC foi utilizada para descrever o comportamento térmico do
PO, da manteiga de cacau, de gorduras estruturadas e de organogéis (NG e OH,
1994; TORO-VASQUEZ et al., 2007; SATO et al., 2009; CAMPOS et al., 2010).

Trata-se de um método termoanalitico que mede a quantidade de fluxo de
calor ou diferenca de temperatura entre uma amostra e um material de referéncia.
A alteracdo da entalpia na amostra ocasiona uma alteracao de temperatura entre
a amostra e a referéncia, e esta informacao pode entao ser convertida em fluxo de
calor através de equagbes matemadticas presentes na maioria dos programas
acoplados a este tipo de equipamento (ZHOU e LABUZA, 2011). Essa diferenca
de temperatura é utilizada para caracterizar as transicées de fase (formacéo ou



Revisao Bibliografica

fusdo de cristais) e as curvas de fusao ou cristalizacao sao construidas a partir do
aumento e da diminuicdo da temperatura sob taxas controladas (CAMPOS, 2005).

Para descrever o comportamento térmico de uma amostra pela técnica de
DSC, vérios parametros podem ser calculados a partir dos seus eventos térmicos:
Toe ou Tom, Qque representam, respectivamente, a temperatura de pico de
cristalizacao e a de pico de fusdo, em que ha o maximo desvio do pico em relagéo
a linha base, com maxima liberacdo ou absor¢cdo de energia e com a maior
proporcdo de TAGs cristalizados ou fundidos; Toc € Tom, que correspondem,
respectivamente, a temperatura em que os primeiros cristais sdo formados e a
temperatura em que a amostra comega a fundir; Tsna, que € a temperatura em que
a curva retorna a linha base apds a conclusdo dos eventos de cristalizacao e
fusdo; AH; e AH,,, se referem, respectivamente, a entalpia de cristalizacado e a de
fusdo, calculadas a partir das areas dos picos. As areas sob as curvas sao
proporcionais a quantidade de material cristalino formado durante a cristalizacdo
ou a quantidade de fase sdlida convertida para fase liquida durante a fuséo
(CAMPOQOS, 2005; RIBEIRO et al., 2009).

2.1.2.4. Polimorfismo

A taxa de cristalizacdo, o tamanho e a morfologia dos cristais, que
caracterizam o comportamento de cristalizacdo dos TAGs, séo influenciados
diretamente pelo polimorfismo que por sua vez, depende da sua estrutura
molecular e de fatores externos como temperatura, pressao, presenca de
impurezas, dentre outros fatores (SATO, 2001).

Os TAGs apresentam trés formas polimoérficas denominadas de a, B'e B
(LARSSON, 1966). As formas polimorficas diferem em densidade, em
estabilidade, em ponto de fusdo e em entalpia, sendo a forma a a menos estavel

ou metaestavel e com menor ponto de fusdo e densidade. A forma B € a mais

10
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estavel, com maior ponto de fusdo e maior densidade e a forma " apresenta
propriedades intermediarias entre as formas a e f (WALSTRA, 1987).

As formas polimérficas sdo baseadas nas estruturas de sub-células (Figura
1) do empacotamento das cadeias alifaticas dos TAGs (SATO et al., 1999; SATO,
2001). Essas formas podem ser identificadas através de padrées distintos obtidos
através da técnica de difracdo de raios-X, visto que os polimorfos difratam os
raios-X a diferentes angulos (BAILEY, 1950; CAMPQOS, 2005).

Pela referida técnica, os valores de long spacings obtidos fornecem
informacdes sobre a distancia que se repete entre os planos dos cristais e 0s
valores de short spacings indicam as distancias entre as cadeias de TAGs
(estruturas de sub-célula). Um fator critico € o arranjo “zigzag” dos atomos de
carbono sucessivos das cadeias alifaticas (HIMAWAN et al., 2006).

A forma polimorfica a é caracterizada por um short spacing de intensidade
forte a 0,42 nm e as suas cadeias estdo dispostas em uma estrutura hexagonal. A
forma B° é caracterizada por dois valores de short spacings de intensidade forte a
0,37-0,40 nm e a 0,42-0,43 nm, e 0 empacotamento das suas cadeias € do tipo
ortorrdmbico e perpendicular. A forma 3 apresenta sinais de intensidade forte por
volta de 0,46 nm e por volta de 0,36-0,39 nm, associados ao empacotamento
triclinico, com as cadeias de TAGs adjacentes alinhadas de forma paralela, o que
Ihe confere maior densidade de empacotamento (HIMAWAN et al., 2006).

11
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Hexagonal Orthorhombic Triclinic
(H) perpendicular (O ) parallel (T 4)

IShnrt

spacing

o B B

Figura 1. Estruturas de sub-célula (hexagonal, ortorrémbica e ftriclinica) das 3
formas polimérficas a, B’e B, respectivamente (Fonte: SATO e UENO, 2011).

Em margarinas e em shortenings podem existir duas formas polimorficas,
B'e B, sendo que a forma a ndo se encontra presente em virtude da rapida
transicao polimorfica para a forma B°. Os cristais com forma polimérfica B° sdo os
desejaveis, pelo seu pequeno tamanho e pela capacidade de incorporacao de
grande quantidade de éleo liquido na rede cristalina, produzindo no produto final
uma superficie brilhante e textura lisa, sem granulosidade (DEMAN e DEMAN,
2002).

O inconveniente da presenca de cristais B no produto final € que os
mesmos tendem a crescer e produzir aglomerados de cristais tipo agulha,
resultando na sensacédo de arenosidade na boca, além de afetar a aparéncia e,
portanto, a qualidade do produto. A transigéo polimorfica de ’para 3 pode ocorrer
via estado sélido ou via estado liquido. Devido ao aumento do ponto de fuséo, o
conteudo de gordura soélida geralmente aumenta, o que provoca perda de aeracao
e de cremosidade de shortenings (DEMAN e DEMAN, 2002).

Dentre as gorduras que tendem a cristalizar na forma B estdo o 6leo de
soja, o 6leo de amendoim, o 6leo de canola, o 6leo de milho, o azeite de oliva, o
Oleo de cbco, a manteiga de cacau e a banha (FOUBERT et al., 2007).
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2.1.2.5. Microestrutura

As propriedades reoldgicas macroscépicas da rede cristalina, como a forca
mecanica, Sao responsaveis por muitos atributos sensoriais, como
espalhabilidade, snap, textura e derretimento na boca de produtos de base
gordurosa como margarina, spread, creme de amendoim, chocolate, sorvete e
cream cheese. Estas propriedades sao influenciadas por diferentes niveis
estruturais que se formam durante a cristalizagdo e também pelas condi¢cdes de
processo sob as quais esta rede cristalina € formada. Vale ressaltar que o
conhecimento dessas propriedades nao pode por si sé predizer o comportamento
de produtos ricos em gorduras (NARINE e MARANGONI, 2005).

A formacao da rede cristalina compreende varias etapas: apés a fusao, as
moléculas de TAGs cristalizam em formas polimorficas originando cristalitos na
ordem de submicrémetros. Entdo, através de transferéncia de massa e de calor,
estes cristalitos formam agregados microestruturais de 1 a 10 um e o processo
continua com a formacado de clusters de grandes dimensbes e de uma rede
continua tridimensional, caracterizada por microestruturas de 50 a 140 pm
(NARINE e MARANGONI, 2002).

A microscopia de luz polarizada € o método mais conhecido para visualizar
a microestrutura da rede cristalina de gorduras. Esta técnica fornece imagens
nitidas da rede cristalina e o preparo das amostras € relativamente simples.
Porém, neste método sé é possivel visualizar amostras de gordura com baixos
teores de gordura soélida (SFC), pois para amostras com altos valores de SFC a
obtencao de imagens é prejudicada (TANG e MARANGONI, 2006).

2.1.2.6. Consisténcia

Uma substancia plastica é aquela que se comporta como um sélido capaz
de resistir a pequenas tensées. Quando a tensdo aplicada é superior a um valor
minimo, ele é deformado e flui como um liquido. A plasticidade e a consisténcia de
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produtos de base gordurosa estdo relacionadas a quantidade, ao tamanho, a
forma e a distribuicdo do material sdlido, assim como a formagéo de nucleos de
cristais capazes de resistir a altas temperaturas, servindo como templates para o
desenvolvimento de novos cristais (O’'BRIEN, 2009a).

O produto se apresentara mais firme e consistente quanto menor for o
tamanho dos cristais e se tornara mais macio a medida que o tamanho dos cristais
aumentar (O'BRIEN, 2009a).

A consisténcia de uma margarina ou gordura pode ser determinada pela
sua dureza através de varios instrumentos e técnicas diferentes, cujas medidas
dependem exclusivamente das propriedades reoldgicas da gordura, como yield
value, viscosidade e modulo de elasticidade ou coeficiente de elasticidade. O yield
value pode ser medido através da penetracdo de um cone e definido através da
seguinte relacao:

Nesta equacdo, C representa o yield value em gf/cm?; K é um fator que
depende do angulo do cone; W é a forga de compressdao medida em gf na
penetragdo do cone e p € a profundidade de penetragdo. Em medidas realizadas
em margarinas e shortenings o valor de n encontrado foi de 1,6 (HAIGHTON,
1959).

A Tabela 3 apresenta as faixas de valores de yield value e as

caracteristicas de textura para margarinas e shortenings.
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Tabela 3. Valores de yield value para margarinas e shortenings (Fonte:
HAIGHTON, 1959).

Caracteristicas relativas a
Yield value (gf/cm?) consisténcia
<50 Muito macia, quase fluida

50 - 100 Muito macia, porém nao espalhavel

100 - 200 Macia e espalhavel

200 - 800 Plastica e espalhavel
800 - 1000 Dura e satisfatoriamente espalhavel
1000 - 1500 Muito dura - limite da espalhabilidade

> 1500 Muito dura

2.2. Oleo de palma

2.2.1. Principais caracteristicas e aplicacoes

O O6leo de palma (PO) é uma das commodities de maior volume
comercializado no mundo na categoria dos 6leos e gorduras, contabilizando
55,1% do total das exportacées em 2010, seguido do déleo de soja, com 15,2%
(PORAM, 2010). Do fruto da palma se obtém dois tipos de éleos, um de coloracéo
vermelho-alaranjada do mesocarpo do fruto, que é o éleo de palma, e um 6leo de
coloragdo amarela de tonalidade escura proveniente das améndoas que
corresponde ao 6leo de palmiste.

O PO é um dbleo semi-sélido a temperatura ambiente, seu ponto de fuséo
situa-se entre 35-40°C e sua composicdo se caracteriza pela presenca de
aproximadamente 50% de AGs saturados e de 50% de AGs insaturados. Esse
6leo possui componentes com propriedades nutricionais e com beneficios a

saude; dentre os fitonutrientes estao os carotendides (principalmente a-caroteno e
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B-caroteno), os tocoferdis, os tocotriendis e esterdis. Os carotendides e o0s
tocoferdis sdo responsaveis pela estabilidade oxidativa natural do éleo (O’'BRIEN,
2009b). Para se obter um déleo comestivel torna-se necessario realizar o refino e,
no caso do PO, que apresenta altos teores de AGL e baixos teores de
fosfolipidios, opta-se pelo refino fisico (BASIRON, 2005).

Trata-se de um Oleo naturalmente livre de AGT, o que fez aumentar
exponencialmente nas ultimas décadas o seu uso (GEE, 2007). Dentre as suas
aplicag6es industriais estdo a produgédo de snacks, de biscoitos, de sorvetes, de
molhos para saladas, de produtos de confeitaria e de maionese (SIEW, 2011).

A ingestao de AGT ou AG saturados ocasiona 0 aumento da lipoproteina de
baixa densidade (LDL), relacionado com o aumento do colesterol ndo saudavel.
Por outro lado, diferentemente dos demais acidos graxos, os isdbmeros trans
implicam na diminuicdo da lipoproteina de alta densidade (HDL), o que é
indesejavel. Logo, a razdo LDL/HDL é afetada de modo desfavoravel com a
presenca de isbmeros trans em comparacao ao efeito causado apenas pelos
acidos graxos saturados (MENSINK e KATAN, 1990).

Estudos evidenciam que as gorduras saturadas podem nao representar o
principal fator para o aumento do risco de doencas cardiacas. O fator que
influenciaria substancialmente esse aumento estaria relacionado com o tipo de AG
saturado e com a sua posicdo na molécula de TAG. Gorduras com 0 acido
palmitico na posicdo sn-2 do TAG foram responsaveis pelo aumento de
aterogenicidade em coelhos, doenca esta relacionada a propensdo a
aterosclerose (KRITCHEVSKY et al., 2000).

Uma grande variedade de formulagdes de produtos alimenticios pode ser
obtida utilizando o PO e suas fracdes, e as vezes, combinando com o uso de éleo
de palmiste e de outros 6leos vegetais. No fracionamento do PO sado obtidas
fracOes distintas, cada qual com uma aplicagdo especifica: uma fragdo dura, a
hard palm ou estearina de palma que contém AGs de alto ponto de fusédo e que
pode ser utilizada em formulagdes de margarina; uma fracdo denominada de palm
mid-fraction (PMF), que € a fracdo média do PO, rica em POP e utilizada na
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producéo de equivalentes de manteiga de cacau (CBE); uma fracao mole, a oleina
de palma, com AGs de baixo ponto de fusdo e muito utilizada para éleos de fritura;
além de uma fragdo denominada de superoleina, obtida a partir da oleina, com
aplicacéo para éleos de salada (SIEW, 2011).

2.2.2. Composicao do dleo de palma

O PO apresenta em média de 5,3 a 7,7% de DAGs e de 0,21 a 0,34% de
monoacilgliceréis (MAGs) (SAMBANTHAMURTHI, et al., 2000; BASIRON, 2005).
Segundo Siew (2000), citado por Gee (2007), DAGs sao compostos indesejaveis
no PO, pois prejudicam a cristalizacdo e produzem turbidez do 6leo durante a sua
estocagem.

O principal componente do PO é o TAG, representando 95% do peso do
6leo, sendo os predominantes o 1-palmitoil-2,3-dioleoil-glicerol (POO) e o 1,3-
dipalmitoil-2-oleoil-glicerol (POP), representando cada um em torno de 20% do
total de TAGs presentes no 6leo. Os tipos de TAGs encontrados no PO definem
as suas principais caracteristicas fisicas, afetando inclusive o seu comportamento
de cristalizacdo. A natureza semi-sélida do PO a temperatura ambiente é atribuida
a presenca dos TAGs dissaturados (BASIRON, 2005).

A Tabela 4 mostra a composicao em TAGs do PO. A faixa de fusdo do PO
é de 35°C a 39,5°C em consequéncia da mistura de TAGs de diferentes pontos de
fusao (DUNS, 1985).
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Tabela 4. Composicao de triacilgliceréis do 6leo de palma refinado da Malasia
(Fonte: adaptado de CHE MAN et al., 1999).

Triacilglicerdis (%)
Triinsaturados
000 4.4
OOL 0,58
Monosaturados
PLO 9,68
POO 23,26
0O0S 2,24
Disaturados
MPL 2,2
PPL 9,23
PPO 29,62
POS 49
SOS -
Trisaturados
MMM 0,42
MMP 1,7
PPP 5,51
PPS 1,06
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A Tabela 5 apresenta a composicdo em AGs saturados e insaturados do

PO, e das suas fragdes, a oleina e a estearina.

Tabela 5. Composi¢cdo em acidos graxos do éleo de palma e de suas principais

fracOes (Fonte: adaptado de SIEW et al., 1992).

Acidos graxos

(%) no odleo de
palma

(%) na oleina de
palma

(%) na estearina de
palma

Laurico (C12:0)

0,10-0,40 (0,24)

0,20-0,40 (0,27)

0,10-0,30 (0,18)

Miristico (14:0)

1,00-1,40 (1,11)

0,90-1,20 (1,09)

1,10-1,70 (1,27)

Palmitico (C16:0)

40,90-47,50 (44,14)

36,80-43,20 (40,93)

49,80-68,10 (56,79)

Estearico (C18:0)

3,80-4,80 (4,44)

3,70-4,80 (4,18)

3,90-5,60 (4,93)

Oléico (C18:1)

36,40-41,20 (39,04)

39,80-44,60 (41,51)

20,40-34,40 (29,00)

Linoléico (C18:2)

9,20-11,60 (10,57)

10,40-12,90 (11,64)

5,00-8,90 (7,23)

Linolénico

(C18:3) 0,05-0,60 (0,37) 0,10-0,60 (0,40) 0,00-0,50 (0,09)
Araquiddnico

(C20:0) 0,20-0,70 (0,38) 0,30-0,50 (0,37) 0,00-0,50 (0,24)

Em parénteses encontram-se os valores médios (%).

Os acidos graxos que se destacam no PO sdo o acido palmitico (44%), o
acido oléico (39%), o acido linoléico (10%) e o acido estearico (5%) (APOC, 2011).

A posicao dos AGs oléico (C18:1) e linoléico (C18:2) na posicao sn-2 dos
TAGs do PO garante a maior biodisponibilidade destes AGs ao corpo humano do
que se 0s mesmos estivessem localizados nas posi¢des sn-1 e sn-3. Os TAGs
presentes nos alimentos sao hidrolisados no organismo durante a digestao em 2-
monoacilglicerdis e estes sao reesterificados na molécula de glicerol juntamente
com outros AGs, formando novos TAGs que constituirdo a gordura corpérea. Os
AGs nas posicoes sn-1 e sn-3, por sua vez, sao hidrolisados e podem ou nao ser

reesterificados (GEE, 2007).

19




Revisao Bibliografica

2.2.3. Comportamento da cristalizacao do 6leo de palma

A cristalizagdo de 6leo de palma refinado (RPO) é lenta e complexa.
Problemas como a formacao de arenosidade poés-processamento sempre foram
motivos de preocupagédo da industria de margarinas e shortenings. Em poucas
semanas apo6s a producao de margarinas a base de PO, os cristais crescem e
levam a formacdo de pequenos granulos que contribuem para a sensacao de
arenosidade na boca. O produto ainda adquire a caracteristica de baixa
espalhabilidade e surgem problemas de endurecimento. Formas cristalinas podem
atingir dimens@es superiores a 50 um em algumas semanas de armazenamento,
ocasionando a nao uniformidade dos produtos processados (WATANABE et al.,
1992; OMAR et al., 2005).

O RPO tem a tendéncia de se cristalizar na forma polimérfica B~ (YAP et al.,
1989; WATANABE et al., 1992; AINI e MISKANDAR, 2007). A presenca do
polimorfo B° confere boa plasticidade a margarina e aos shortenings. A
arenosidade gerada durante o periodo de pos-cristalizacao seria ocasionada pela
flutuacdo da temperatura e consequente transi¢ao polimoérfica da forma B para a
forma B, com formacdo de cristais muito maiores (>20 pum) (TIMMS, 1984;
DEMAN, 1998). Com a diminuicdo da area superficial dos cristais, o 6leo pode
migrar para a superficie da margarina, ocasionando diferentes niveis de
exsudacao (HASENHUETTL, 1997).

Na tentativa de reduzir os problemas de pos-processamento e aumentar a
qualidade dos produtos a base de RPO, muitos trabalhos foram conduzidos com o
uso de interesterificacdo, hidrogenacao, fracionamento e de misturas (OMAR et
al., 2005). Produtos com PO interesterificada, fracionada e totalmente hidrogenada
nao apresentaram a caracteristica de lenta cristalizagdo (O'BRIEN, 2009b).

Estudos indicam que DAGs presentes no RPO teriam efeito negativo na
velocidade de ordenacdo do sistema lipidico. Este efeito estaria relacionado a
baixa taxa de nucleagdo dos TAGs na presenca destes lipidios minoritarios
(RIINER, 1970; WATANABE et al, 1992). A adicado de DAGs, como o
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dipalmitoilglicerol, o dioleoilglicerol e o palmitoiloleoilglicerol ao éleo de palma
(PO), retardou o processo de nucleacao e crescimento dos seus cristais (SIEW e
NG, 1999). Por outro lado, a adicao de dipalmitoilglicerol a oleina de palma
acelerou a cristalizacdo dos seus TAGs, enquanto que a adicdo de
palmitoiloleoilglicerol promoveu um efeito contrario (SIEW e NG, 1996). Deste
modo, a influéncia de DAGs no comportamento de cristalizacdo dos TAG parece
depender do tipo de DAGs e TAGs envolvidos neste evento.

A baixa taxa de nucleacdo do RPO também foi atribuida as interagbes entre
a oleina e estearina de palma. A alta energia livre de ativacado seria acompanhada
pelo aumento da energia livre interfacial entre o cristal e a parte liquida do 6leo de
palma (NG, 1990).

Outros estudos mostraram que mesmo com a retirada de DAGs, o tempo
da transigao polimorfica de a para 3° permaneceu relativamente grande, indicando
a possivel influéncia da presenca de TAGs monoinsaturados e diinsaturados e da
proporcdo dos TAGs simétricos na lenta transicdo polimérfica (BERGER e
WRIGHT, 1986).

Apesar do RPO representar um sistema multicomponente, sendo
encontrados mais de 22 tipos diferentes de TAGs na sua composicado, a sua
caracterizagcdo por calorimetria diferencial de varredura (DSC), realizada em
estudo de Ng (1990), revelou eventos de cristalizacao relativamente simples, com
dois picos de alto e de baixo pontos de fusdo, relacionados aos componentes do
Oleo de palma, respectivamente, a estearina (hard palm) e a oleina.

As isotermas de cristalizacdo de RPO, obtidas a 25°C por Ng e Oh (1994)
através do espectrdmetro de ressonancia magnética nuclear (RMN), mostraram

um comportamento sigmoidal condizente com o modelo de Avrami.
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2.3. Emulsificantes
2.3.1. Introducao

Os emulsificantes sdo aditivos funcionais extensivamente utilizados pela
industria de alimentos para melhorar textura, estabilidade, volume, maciez,
aeracao, homogeneidade, agregando qualidade aos produtos (MADSEN, 1987;
HADJUKO et al., 2011).

Em chocolates, esses aditivos podem atuar inibindo o fat bloom, que
corresponde a recristalizacdo da gordura na superficie do produto, visivel a olho
nu, promovendo mudancas na morfologia dos cristais de gordura (GARTI, 2002;
MAHUNGU e ARTZ, 2002; FAERGEMAND e KROG, 2006).

Os emulsificantes agem através de um grupo hidrofilico na sua estrutura
que é atraido pela fase aquosa, e geralmente um grupo lipofilico que tem afinidade
com a fase oleosa. Assim, atuam na interface das emulsdes agua em 6leo (A/O)
ou 6leo em agua (O/A), com a finalidade de diminuir a tensao superficial. A Figura
2 ilustra alguns grupos hidrofilicos e lipofilicos tipicos encontrados nos
emulsificantes (HASENHUETTL, 1997).

Lipophilic end Hydrophilic end
NN —OH
Saturated; palmitate or stearate
—CoO,-
H H
\/\/\/\):W —COH
Unsaturated; oleate
—(OCH,CH,)OH
H HH H ﬁ
/\/\)‘———Q=</\/\/\/ T .
Unsaturated; linoleate OCH,CH,N(CH3),

Figura 2. Grupos hidrofilicos e lipofilicos tipicos dos emulsificantes (Fonte:
HASENHUETTL, 1997).

22



Revisao Bibliografica

Em geral, o grupo lipofilico € composto pelos acidos graxos laurico (C12:0),
miristico (C14:0), palmitico (C16:0), esteéarico (C18:0), oléico (C18:1), linoléico
(C18:2) e linolénico (C18:3). O grupo hidrofilico, por sua vez, € geralmente
composto por grupos hidroxilicos ou carboxilicos (HASENHUETTL, 1997; GARTI,
2002).

A maioria dos emulsificantes é derivada dos mono e diacilgliceréis ou de
alcoois. As classes mais utilizadas em alimentos sdo: os mono e diacilglicerdis, os
mono e diacilglicerdis acetilados, os mono e diacilglicerois fosfatados, os ésteres
de propilenoglicol, os ésteres de sorbitana, os ésteres de sacarose, os ésteres de
poliglicerol, os ésteres de lactato e a lecitina (HASENHUETTL, 1997; O’'BRIEN,
2009c).

2.3.2. Conceito de HLB

Uma ferramenta conceitual bastante Gtil para andlise e aplicacdo dos
emulsificantes é o Balango Hidrofilico/Lipofilico (HLB). Trata-se de um valor
calculado para cada emulsificante, com base no numero e na polaridade dos
grupos polares presentes na sua molécula, o que indica se a molécula sera mais
soluvel em agua ou em 6leo. Altos valores de HLB estdo associados com a maior
facilidade de solubilizacdo em agua e, portanto, emulsificantes com altos valores
de HLB sé&o utilizados para preparar e estabilizar emulsdes 6leo em agua (O/A).
Emulsificantes com baixos valores de HLB sao utilizados em formula¢des de agua
em Oleo (A/O), como margarinas. Valores extremos de HLB (muito altos ou muito
baixos) nao permitem funcionalidade para os emulsificantes, pois estes se
solubilizam quase que por completo na fase continua. Por outro lado, valores
intermediarios de HLB permitem aos emulsificantes permanecer em altas
concentracdes nas interfaces, justificando a sua funcionalidade (HASENHUETTL,
1997).
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2.3.3. Mecanismos de atuacao dos emulsificantes na cristalizacao de 6leos e
gorduras

Um mecanismo bastante aceito para atuacdo dos emulsificantes na
cristalizacao de 6leos e gorduras indica que estes aditivos poderiam atuar como
heteronucleos, acelerando a taxa de nucleacdo como impurezas ou como
gérmens de cristalizacdo, e durante o crescimento do cristal, seriam adsorvidos na
sua superficie impedindo a incorporagdo de TAGs adicionais, limitando assim o
crescimento cristalino e alterando a morfologia dos cristais. Palmitato e estearato
de sacarose agiram como heteronucleos para a cristalizacao de éleo de palmiste
disperso em uma emulsdo de adgua em 6leo (AWARD e SATO, 2002).

Estudos indicam que TAGs presentes nos o6leos e nas gorduras e 0s
emulsificantes seriam capazes de se co-cristalizarem devido a similaridade das
suas estruturas quimicas. Em geral, quanto maior a dissimilaridade entre eles e
qguanto maior a massa molar do emulsificante, maior sera o seu potencial inibidor
na cristalizacao (KATSURAGI, 1999; GARTI, 1988).

De acordo com Garti (2002), a interacao entre os emulsificantes e os TAGs
em uma mesma fase continua como o 6leo de palma refinado (RPO), pode se dar
de 3 formas distintas, de acordo com a miscibilidade do emulsificante e os TAGs:
miscibilidade limitada quando o emulsificante age como impureza, resultando na
formagdo de um cristal de gordura imperfeito e podendo promover ou retardar o
crescimento dos cristais e as transicdes polimérficas; alta miscibilidade, que
possibilita a formacdo de compostos moleculares; total imiscibilidade, em que o
emulsificante age como gérmen de cristalizagdo favorecendo a nucleacao.

Aronhime et al. (1988) estudaram os efeitos de varios emulsificantes
adicionados na concentracdo de 10% (m/m) a triestearina (SSS) e chegaram a
diversas conclusdes sobre os mecanismos de acdo dos emulsificantes, dentre
eles: (i) os emulsificantes seriam incorporados as cadeias dos hidrocarbonetos da
gordura e promoveriam defeitos que colaborariam para o aumento de mobilidade
dos grupos metilicos presentes no final da cadeia dos hidrocarbonetos; (ii) os
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grupos hidrofilicos dos emulsificantes formariam pontes de hidrogénio com os
grupos carbonilicos dos TAGs, o que impediria a transicdo polimérfica para B,
fenbmeno denominado de “Sindrome de Button”; (ii) a presenga dos
emulsificantes ndo determinaria qual polimorfo seria formado, mas afetando a
mobilidade das moléculas, influenciaria nas mudancas configuracionais das
formas polimérficas. Além disso, segundo os autores, os emulsificantes agiriam

sobre a por¢ao liquida da gordura, modulando o fenédmeno de fat bloom.

2.3.4. Efeitos dos emulsificantes na cristalizacao de oleos e gorduras

Em gorduras produzidas comercialmente, como os shortenings e as
margarinas, se deseja obter cristais de gordura na formas °. A estabilidade desta
forma polimérfica € um dos maiores interesses dos fabricantes de produtos com
alta fracao gordurosa (LARSSON, 1986).

Oh et al. (2005) estudaram os efeitos da adicdo de 5% (m/m) de poliésteres
graxos de sacarose (laurato de sacarose, miristato de sacarose, palmitato de
sacarose, estearato de sacarose e o0 oleato de sacarose) a SSS. Os estearatos de
sacarose foram os Unicos que resultaram em um retardo significativo na transicao
polimérfica de a para B, devido a maior similaridade dos AGs destes
emulsificantes com os AGs presentes na SSS. A adicao de poliésteres do acido
estearico com maior numero de AGs esterificados na molécula de sacarose
retardou mais eficientemente a transi¢ao polimérfica da forma a para a forma 3 do
que a adicao de poliésteres com menor numero de AGs esterificados (OH et al.,
2005).

O efeito dos ésteres de sacarose na estabilizacdo polimorfica de SSS
revelou-se dependente da estrutura quimica destes aditivos: do tamanho da
cadeia do AG esterificado, do seu grau de saturacdo, da posicdo e do numero
deles esterificados na sacarose, no caso dos poliésteres (OH et al., 2005).

O mesmo mecanismo da similaridade entre a estrutura quimica do aditivo e

os TAGs foi considerada por Chaleepa et al, 2010. Neste estudo, o
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comportamento de cristalizacdo de 6leo de coco foi avaliado ap6s a adicao de
15% (m/m) de &cido laurico, 1% (m/m) de laurato de sacarose e 1% (m/m) de
estearato de sacarose. Os resultados mostraram que os aditivos foram
responsaveis pelo aumento do tempo de inducao do éleo, que pode ser explicado
pelo aumento da energia de Gibb’s. Este efeito inibitério da nucleacao foi
relativamente menor para as amostras com o acido laurico e com o laurato de
sacarose. Segundo os autores, esse efeito foi devido a maior similaridade entre
estes aditivos e os AGs predominantes no 6leo de coco (acidos lauricos). Além
disso, os aditivos promoveram mudanc¢as na morfologia dos cristais, apesar de
nao alterarem a forma polimorfica.

Outros estudos demonstraram efeitos de emulsificantes diversos. O
monoestearato de propileno glicol (PGMS), adicionado mesmo em baixas
concentragdes (até 2% m/m) em uma emulsdo O/A contendo RPO, foi capaz de
aumentar a temperatura inicial de cristalizacdo dos TAGs e de diminuir a entalpia
de cristalizagao (KALNIN et al., 2004).

Pernetti et al. (2007) adicionaram no 6&leo de girassol diferentes
concentracdes (6, 8 e 12% m/m) de uma mistura de emulsificantes a base de
lecitina e de triestearato de sorbitana (STS). De acordo com os autores, o STS
seria 0 responsavel pela formacdo da estrutura cristalina e a lecitina atuaria
modificando o habito cristalino, favorecendo a formacdo dos cristais de
crescimento do tipo agulha ou do tipo disco.

2.3.5. Esteres de acidos graxos de sorbitana
2.3.5.1. Formacao e estrutura quimica

Esteres de acidos graxos de sorbitana (ES) correspondem a uma classe de
emulsificantes nao-ibnicos de grande emprego na industria de alimentos, e estao
reconhecidamente entre os mais seguros, utilizados ndo somente na industria de
alimentos como também na area de cosméticos, téxtil e na industria farmacéutica.

Sao derivados de uma reagao entre sorbitol e uma variedade de AGs disponiveis
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comercialmente. Para esta reacdo, os AGs de fontes vegetais como o éleo de
palma (PO), o éleo de soja, o éleo de canola e o 6leo de girassol sdo usados com
muito mais freqiiéncia do que os AGs de fontes animais (COTTRELL e VAN PEIJI,
2004).

O sorbitol pertence ao grupo de compostos denominado alcodis de agucar
ou poliéis, sendo produzido a partir da hidrogenacédo da sacarose. A reacao de
sintese dos ES ocorre sob altas temperaturas e sob agdo de um catalisador, como
o acido fosfoérico, e as moléculas de sorbitol sofrem desidratacdo, perdendo
moléculas de agua e se ciclizando, originando a sorbitana e o isosorbide.
Simultaneamente, ocorrem as reacoes de esterificacdo dos AGs. Utiliza-se uma
mistura de AGs que contém geralmente os acidos laurico, palmitico, esteéarico e
oléico. (MAHUNGU e ARTZ, 2002; COTTRELL e VAN PEIJI, 2004; STAUFFER,
2005).

A estrutura de um ES pode ser visualizada na Figura 3. A Tabela 6 mostra
os valores de HLB para os diferentes ES. Esses valores, por serem baixos (abaixo
de 9), demonstram o carater lipofilico destes emulsificantes. Quanto maior for o
tamanho da cadeia do éster de acido graxo, menor sera o valor do HLB do ES e
assim mais hidrofobica sera a molécula (COTTRELL e VAN PEIJI, 2004). Dentre
os ES mais conhecidos e utilizados na industria estdo os ésteres dos acidos
laurico, palmitico, estearico e oléico (HASENHUETTL, 1997).
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JH

Figura 3. Estrutura quimica de um monoéster de acido graxo de sorbitana. Para
poliésteres de sorbitana, alguns dos grupos hidroxilas (OH) séo esterificados com
acidos graxos (R) (Fonte: GARBOLINO et al., 2005).

Tabela 6. Nomenclatura, nome comercial (SPAN) e caracteristicas fisicas dos
ésteres de 4&cidos graxos de sorbitana mais comumente utilizados (Fonte:
adaptado de COTTRELL e VAN PEIJI, 2004).

Nome Estado fisico
Nome comercial (25°C) HLB (1)
Monolaurato de sorbitana (SMLa) SPAN 20 Liquido 8.6
Monopalmitato de sorbitana (SMP) SPAN 40 Sélido 6.7
Monoestearato de sorbitana (SMS) SPAN 60 Solido 4.7
Monooleato de sorbitana (SMO) SPAN 80 Liquido 4.3
Triestearato de sorbitana (STS) SPAN 65 Solido 2.1

A denominacao comercial SPAN para os ES teve origem em 1938 com a
companhia Atlas Powder, predecessora da atualmente conhecida /C/ America,
empresa fornecedora de emulsificantes. Embora o nome SPAN tenha sido
registrado como um nome comercial é muito comum encontrarmos esta
denominacgéao na literatura (COTTRELL e VAN PEIJI, 2004).

Os SPANS ou ES séo efetivos no controle do fat bloom em chocolates que
apresentam tanto a manteiga de cacau como o0s seus substitutos. Esses aditivos
alteram a estrutura cristalina, retardando ou inibindo a transicdo polimérfica
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(GARTI, 2002). O monoestearato de sorbitana (SMS) pode ser utilizado na
elaboracdao de sorvetes, por conferir 6tima aeracdo, brilho e estabilidade
(STAUFFER, 2005).

A Resolugédo RDC n° 23, de 15 de fevereiro de 2005, aprova o uso de
aditivos alimentares estabelecendo suas funcées e limites maximos para a
categoria de alimentos Oleos e gorduras, subcategoria creme vegetal e
margarinas. Segundo a resolucdo podem ser adicionados até 1% (m/m) de
monolaurato de sorbitana (SMLa - INS 494), monopalmitato de sorbitana (SMP -
INS 495), monoestearato de sorbitana (SMS - INS 491), triestearato de sorbitana
(STS - INS 492) e monooleato de sorbitana (SMO - INS 494) no produto (ANVISA,
2011). O indice de ingestao diaria aceitavel (IDA) dos emulsificantes SMLa, SMP,
SMS, SMO e STS é de 0-25mg/kg de peso corpéreo (JECFA, 2012).

2.3.5.2. Efeitos na cristalizacao de 6leos e gorduras

Estudos envolvendo os ES identificaram um efeito significativo destes
compostos na estabilidade da forma polimoérfica B° em gorduras aplicadas em
margarinas e em confeitos e doces (ALANDER e ERIKSSON, 1998). De acordo
com Garti et al. (1989) citado por Smith et al. (2011), a adicao de 10% (m/m) de
SMS 4 triestearina (SSS) ou a mistura de 90:10 de SSS e tripalmitina (PPP)
respectivamente, retardou a transigao polimorfica de a para $°. Contrariamente, a
adicdo de SMLa a SSS acelerou significativamente esta mesma transicdo em
outro estudo, indicando que o efeito sobre a transicao polimérfica pode estar
relacionada a estrutura do grupo hidrofébico presente no emulsificante (GARTI,
2002).

Outro aditivo bastante utilizado, o STS foi capaz de retardar a transicao
polimérfica de BV para BVI em manteiga de cacau e promoveu a transi¢ao de B’
para BV, que corresponde a forma polimérfica desejavel em chocolates a base de
manteiga de cacau. Sob a temperatura ideal para a transigdo de BV para BVI, a
adicdo de 5% (m/m) de SMS ou de SMP promoveu a estabilizagdo de 50% ou
mais das formas BV presentes na manteiga de cacau (SMITH et al., 2011).
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O STS é utilizado principalmente em gorduras substitutas do cacau (CBS) e
em margarinas por seu efeito reconhecido no que se refere ao retardo na
transicao polimorfica de B’para p (MADISEN, 1987).

Apés adicao de 0,03% (m/m) de STS, o aumento do conteudo de gordura
sblida (SFC) de amostras contendo misturas de RPO e oleina nas proporcoes
60:40, 50:50 e 30:70 medido a 20°C, indicou que o emulsificante foi capaz de
acelerar a cristalizagdo (MISKANDAR, 2006).

Garbolino et al. (2005) realizaram um trabalho sobre os efeitos dos ésteres
de sacarose e dos ES na cristalizagdo e na recristalizacdo de uma mistura de
6leos contendo RPO (20,6% de RPO; 29,4% da mistura interesterificada de RPO
e Oleo de palmiste e 50% de 6leo de girassol). Apds 24 horas a 5°C, andlises em
microscopia de luz polarizada mostraram a formagao de cristais de morfologia
globular na amostra sem emulsificantes, e uma rede cristalina homogénea de
pequenos cristais na amostra com adicdo de palmitato de sacarose e na amostra
com adigdo de SMP, possivelmente devido a co-cristalizagdo dos ésteres de 4cido
palmitico do emulsificante com os ésteres de acidos palmiticos presentes nos
TAGs do RPO.

Além disso, os maiores valores de dureza medidos em texturémetro foram
obtidos na amostras com SMP e com SMS, seguido das amostras com palmitato e
estearato de sacarose, 0 que comprovou que as propriedades reolbgicas estdo
estritamente relacionadas com outros fatores além do contetudo de gordura soélida
(SFC), como o tamanho dos cristais e a sua morfologia (MARANGONI e
ROUSSEAU, 1999). Essa diferenca na dureza determinada deve-se ao fato de
que a molécula de sacarose apresenta o duplo anel polar, que poderia interferir na
co-cristalizacdo dos emulsificantes com os TAGs, prejudicando a cristalizagao.
Quanto a recristalizacdo, as amostras que estavam a 5°C foram armazenadas a
30°C por 2 dias e foi evidenciado o efeito inibidor dos ES quanto a formacgéao de
aglomerados de cristais de POP que foram observados na amostra sem os
emulsificantes, submetida a mesma oscilagéo de temperatura (GARBOLINO et al.,
2005).
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Os emulsificantes SMP, SMS, SMO e STS, dentre outros ES comerciais
bastante utilizados nos mais diversos estudos em cristalizacdo, foram analisados
por HPLC para determinagcdo da composicao no que se refere as proporcdes de
mono-, di- e triesteres de sorbitana. Foram analisadas amostras de varios
fornecedores, para um mesmo ES. Nenhuma das amostras apresentou mais que
56% do monoéster de acido graxo de sorbitana. O SMS de um fornecedor mostrou
18% de triésteres enquanto que o mesmo SMS de outro fornecedor revelou 9% de
triésteres (GARTI et al., 1983). Segundo Smith et al. (2011), a variabilidade na
composicdo pode dificultar a comparacdo dos efeitos da adicao desses
componentes na cristalizacao de 6leos e gorduras entre os diferentes estudos.

2.4. Espectrometria de Massas

2.4.1. Principios da técnica

A espectrometria de massas (MS) € provavelmente uma das técnicas
analiticas mais versateis. Devido a sua precisao e sensibilidade, pode ser aplicada
nas mais diversas areas, como na fisica, na quimica, na medicina, nas ciéncias
farmacéuticas, na geologia, na arqueologia, na ciéncia forense e na industria
petrolifera (DASS, 2007).

O primeiro espectro de massas de um composto de baixo peso molecular
foi obtido por Joseph J. Thompson em 1912 e a partir disso a espectrometria
comecou um longo caminho. A técnica de espectrometria de massas difere do
método de espectroscopia por considerar tanto as propriedades fisicas como as
propriedades quimicas das moléculas (PARE e YAYLAYAN, 1997).

A analise de espectrometria de massas envolve 3 etapas principais: na 12
etapa ha conversao de moléculas ou atomos em espécies idnicas na fase gasosa
(ionizacdo) através da adigdo de um elétron ou da remogé&o de um préton da
molécula a ser analisada. O excesso de energia transferida durante a ionizacao
pode romper a molécula em fragmentos; na 22 etapa ocorre a separacao e analise

das massas dos ions ou fragmentos ionizados com base na razdo massa/carga
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(m/z); estas duas primeiras etapas sdo conduzidas sob vacuo; na 32 etapa ha a
medicdo do sinal de cada ion, que é amplificado e transformado em um espectro
de massas. Um espectrometro de massas € composto por uma fonte anibnica,
uma analisador de massas, um detector, um processador de dados, um sistema
de vacuo e por unidades de controle (DASS, 2007).

Para promover uma eficiente ionizagdo, as moléculas do analito deveriam
ser deslocadas para um ambiente de forte vacuo localizado dentro do
espectrometro de massas e era imprescindivel o pré-preparo das amostras para a
analise, como o preparo de solu¢des com solventes de alto grau de pureza e com
pH e concentracdo salina ajustados. Com a introducao do electrospray ionization
(ESI), o analito péde ser ionizado fora do espectrémetro, dando origem a varias
outras técnicas que revolucionaram a MS, por permitirem a dessor¢ao e ionizacao
de moléculas em condigcdes ambientes com pouco ou nenhum pré-preparo das
amostras (ALBERICI et al., 2010).

Duas das técnicas que impulsionaram a MS foram o desorption electrospray
ionization (DESI) e direct analysis in real time (DART). A partir de entdo varias
técnicas surgiram, dentre elas: desorption atmospheric pressure photon ionization
(DAPPI), plasma-assisted desorption/ionization (PADI), matrix-assisted laser
desorption electrospray ionization (MALDESI), electrospray-assisted laser
desorption ionization (ELDI), secondary electrospray ionization (SESI), paper spray
ionization (PSI), and easy ambient sonic-spray ionization (EASI) (ALBERICI et al.,
2010).

2.4.2. EASI-MS

A MS teve um enorme avango com o desenvolvimento da técnica sonic
spray ionization (SSI) por Hirabayashi et al. (1994). Ele e os demais autores do
estudo descobriram por acaso que goticulas carregadas e ions gasosos ([M + HJ*
ou [M — HJ]) poderiam ser produzidos a temperatura ambiente, sem uso de calor
ou de campo elétrico, apenas com a injecao e fluxo de gas nitrogénio. Quando a
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velocidade do géas ultrapassou certo valor (velocidade sénica) as goticulas e os
ions foram produzidos, sendo logo em seguida analisados.

Haddad et al. (2008a) mostraram que o fluxo de goticulas carregadas
positivamente e negativamente poderiam dessorver e ionizar analitos presentes
em matrizes ou superficies sob temperatura ambiente, dando origem ao EASI
(Easy Ambient Sonic-spray lonization). A Figura 4 mostra os funcionamento da

técnica.

Solvent
N/Air

Figura 4. Diagrama esquematico da técnica EASI (Fonte: ALBERICI et al., 2010).

Entre as inUmeras vantagens desta técnica estdo: a simplicidade por néo
necessitar do preparo da amostra; a habilidade de produzir tanto goticulas
carregadas positivamente quanto carregadas negativamente e a ndo degradacéao
térmica do composto a ser analisado. O EASI-MS tem sido utilizado para anélises
de drogas em urinas, de biodiesel (HADDAD et al., 2006; EBERLIN et al., 2009;
ALBERICI et al., 2010) e de perfis de TAGs e AGs de 6leos vegetais visando a
sua autenticidade e o controle de qualidade, colaborando para a averiguacao de
possiveis adulteragdes, oxidagao e hidrélise (ALBERICI et al., 2010).
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3. Objetivo

O presente estudo visou determinar a composicao de varios ES comerciais
e verificar se o comportamento de cristalizacao do 6leo de palma refinado (RPO)
adicionado dos emulsificantes, avaliado por varias técnicas analiticas, foi

influenciado por possiveis diferencas na composicao dos ES.

4. Material e Métodos

4.1. Material
4.1.1. Matérias-primas

O ébleo de palma refinado (RPO) foi fornecido gentilmente pela empresa
Agropalma (Brasil) e as amostras comerciais dos ésteres de &cidos graxos de
sorbitana (ES), monolaurato de sorbitana (SMLa), monopalmitato de sorbitana
(SMP), monoestearato de sorbitana (SMS) e monooleato de sorbitana (SMO)
foram fornecidas pelas empresas, Croda (Inglaterra), Lipo Chemicals Inc. (EUA),
Sigma Aldrich (EUA), Oxiteno (Brasil) e Tanquimica (Brasil). As especificagdes
dos ES se encontram nos Anexos. Cada fornecedor dos emulsificantes recebeu
uma letra de identificagédo (A, B, C, D ou E) para facilitar o manuseio dos dados e
a discusséo dos resultados.

4.1.2. Equipamentos

Os equipamentos e instrumentos utilizados para as analises foram:

a) Cromatégrafo liquido (Perkin Elmer, LC-250) com detector de indice de
refracao Sicon Analytic;

b) Cromatégrafo gasoso capilar (CGC Agilent 6850 Series GC System);

c) Espectrobmetro de ressonancia magnética nuclear (Bruker, PC 120
Minispec) com banho seco (Duratech, TCON 2000);
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d) Espectrobmetro de massas quadrupolo (Shimadzu, LC/MS 2010) equipado
com uma fonte EASI;

e) Calorimetro diferencial de varredura (TA Instruments, Q2000);

f) Microscédpio de luz polarizada (Olympus, BX 51) acoplado a camera de
video digital (Media Cybernetics);

g) Analisador de textura TA-XT (Stable Micro Systems);
h) Camara com temperatura controlada (BOD - Tecnal, TE-381);
i) Forno microondas (Panasonic);
j) Balanca analitica (Ohaus, AR 2140);
k) Balanca semi-analitica (Shimadzu, EB-330H);
l) Placa de aquecimento (Ika, RH basic 1);
m) Term6metro de vidro;
n) Pipetas descartaveis;
0) Tubos de vidro (@ = 1,8mm) com tampa;
p) Tubos de vidro de 1,5ml com tampa;
q) Béqueres de 50ml;
r) Secador portatil de ar quente.
4.2. Métodos

Para andlises de 6leo de palma refinado (RPO) e dos ésteres de acidos
graxos de sorbitana (ES):

a) Composicao em acidos graxos
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Foi realizada por cromatografia gasosa, apds esterificacdo segundo a
metodologia descrita por Hartman e Lago (1973). Os ésteres metilicos foram
separados de acordo com o método Ce 1f-96 da American Oil Chemists’ Society
(AOCS, 2009) em cromatégrafo gasoso capilar (CGC Agilent 6850 Series GC
System), dotado de coluna capilar DB-23 AGILENT (50% cianopropil -
metilpolisiloxano, dimensdes 60 m, Jint = 0,25 mm e 0,25 pym de filme). Condigdes
de andlise: temperatura do forno = 110-215°C e 215°C/24min; temperatura do
detector = 280°C; temperatura do injetor = 250°C; gas de arraste hélio; razao split
= 1:50; volume injetado = 1,0uL. A composicdo qualitativa foi determinada por
comparacdo dos tempos de retengdo dos picos com os dos respectivos padrdes
de acidos graxos (AGs).

b) Teor de acidos graxos livres

A analise do teor de acidos graxos livres foi conduzida segundo o método
AOCS Ca 5a-40 (2009).

c) indice de saponificacéo

Este indice foi calculado segundo o0 método AOCS Cd 3a-94 (2009), tendo
como base para os calculos a composicdo em acidos graxos (AGs) determinada
experimentalmente.

d) indice de iodo calculado

Este indice foi determinado de acordo com o método AOCS Cd 1c-85
(2009), tendo como base para os calculos a composi¢do em 4cidos graxos (AGs)
determinada experimentalmente.
e) indice de perdxido

Este indice foi determinado segundo o método AOCS Cd 8b-90 (2009).
f) Composigéo triacilglicerdlica

Foi obtida através de cromatégrafo gasoso capilar (CGC Agilent 6850
Series GC System), utilizando coluna DB-17HT Agilent Catalog: 122-1811 (50% -
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fenil-metilpolisiloxane, com dimensdes de 15 m, Gy = 0,25 mm e 0,15um de
filme). Condigbes de operagdo: Fluxo coluna = 1,0 mL/min; temperatura do
detector = 375°C; temperatura do injetor = 360°C; temperatura do forno = 320 para
340°C sob taxa de 2°C/min e 340°C por 80 minutos; gas de arraste hélio; volume
injetado = 1,0pL; split = 1:100. As amostras foram preparadas na concentragéo de
10mg/ml utilizando o solvente tetrahidrofurano (THF) de grau analitico. Os grupos
de triacilgliceréis (TAGs) foram identificados segundo Antoniosi et al. (1995).

g) Lipidios minoritarios — Foram determinados pela técnica de cromatografia de
exclusdo por tamanho (HPSEC) através de cromatografo liquido (Perkin Elmer,
LC-250) de acordo com Dobarganes et al. (2000). O detector de indice de refracao
utilizado foi o Sicon Analytic e as colunas foram a 1 — PL gel 300 x 7,5mm, 5y, 500
A e 2 — PL gel 300 x 7,5mm, 5y, 100 A. Fase mével utilizada, THF de grau
analitico; fluxo de 1mL/min e volume injetado = 20ul. As amostras foram

preparadas na concentracdo de 10mg/ml utilizando o THF de grau analitico.

h) Composicao dos ésteres de acidos graxos de sorbitana (ES)

Os ésteres de acidos graxos de sorbitana (ES) foram diluidos em
isopropanol, de grau analitico, na concentragéo de 0,2g/ml e deixados em banho-
maria na temperatura de 60°C por 5 minutos para completa dissolu¢cdo. Em
seguida, 2ul das amostras foram pipetados em um papel e submetidos a analise
de EASI-MS. O espectro foi obtido no modo positivo usando um espectrémetro de
massas quadrupolo (LC/MS 2010, Shimadzu) equipado com uma fonte EASI
(HADDAD et al., 2006; HADDAD et al., 2008b). As condicbes da analise foram:
nebulizador de gas N> com vazao de 3L/min, angulo de superficie de ~30°C e
metanol sob vazédo de 20ul/min. O espectro de massas foi obtido com a razéo
massa/carga entre 300 e 1000 no modo positivo. As anélises foram realizadas em
triplicata.

Foi elaborada uma matriz com todas as massas molares possiveis dos ES
considerando os AGs laurico, palmitico, estearico, oléico, linoléico e linolénico, que
geralmente sdo os AGs utilizados na reacdo de producado dos ES (MARKLEY,
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1961). Estes AGs sao esterificados em uma unidade, duas e trés na molécula de
sorbitana (mono-, di, triesteres acidos graxos de sorbitana) a partir dos seus
grupos hidroxila.

Aos valores das massas molares dos ES e das suas formas mono-, di- e
triésteres foram somados os valores das massas dos atomos de sédio (Na) ou de
potassio (K) devido a ionizagdo. Com estes valores obtidos foram localizados os
ions de interesse pela relacdo massa/carga (m/z) nos espectros. Sao geralmente
obtidas tanto a intensidade absoluta quanto a relativa referente ao maior sinal
obtido dentre as moléculas ionizadas e, portanto, para titulo de comparacéao dos

sinais entre as amostras de ES, os dados foram normalizados.

Para o preparo das amostras:

Como o 6leo de palma refinado (RPO) apresenta duas fracdes visiveis
(oleina e estearina) a temperatura ambiente, a amostra de 20Kg cedida pela
Agropalma foi inicialmente fundida a 80°C em banho maria e entdo transferida
para uma panela de ago inox, em banho maria, para homogeneizacdo. Em
seguida, a amostra foi fracionada e armazenada em potes plasticos de 5kg.

Para o preparo das amostras com diferentes concentragdes de ES (0,5%
m/m e 3% m/m) pesou-se 0 RPO em frascos de vidro com tampa em balanca
analitica (Ohaus, AR 2140) e em seguida foi adicionada a quantidade previamente
calculada do emulsificante. Apds a adicao dos emulsificantes, as amostras foram
mantidas em agitacdo e sob aquecimento (a 60°C), através da placa de
aquecimento (lka, RH basic 1), durante 5 minutos, para completa solubilizacdo dos
ES.

Para a avaliacao do comportamento de cristalizacao:

O comportamento de cristalizacdo de RPO foi avaliado antes e apo6s a
adicao dos emulsificantes, através das técnicas descritas a seguir.

38



Material e Métodos

a) Conteudo de gordura soélida

Foi determinado por método direto através da técnica de ressonancia
magnética nuclear (RMN) por meio de espectrometro de ressonancia magnética
nuclear (Bruker, PC 120 Minispec) com banho seco (Duratech, TCON 2000),
segundo metodologia da AOCS Cd 16b-93 (2009). Os tubos de vidro (@ = 1,8mm)
foram preenchidos com as amostras até se atingir a altura de 4cm e foram
conduzidos ao forno microondas (Panasonic) para fusdo a 70°C (destruicao
completa da memdria cristalina). Em seguida foram inseridos no banho seco
(Duratech, TCON 2000) a 60°C por 1 hora. Como o éleo de palma (PO) é
classificado como uma gordura n&o estabilizada, nao houve necessidade de fazer
temperagem. Apés o periodo de 1 hora a 60°C, os tubos foram colocados na
temperatura de 10°C e permaneceram nesta temperatura durante 30 minutos,
quando as leituras para a obtencdo dos dados de conteudo de gordura sélida
(SFC) das amostras foram iniciadas. As leituras foram feitas a cada 30 minutos
nas temperaturas de 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 e 45°C. As analises foram

realizadas em triplicata.

b) Isoterma de cristalizagao

As amostras foram mantidas em banho seco (Duratech, TCON 2000) a
70°C para completa destruicdo da memdria cristalina. Em seguida, foram
submetidas a cristalizacao isotérmica a 25°C, com leituras automaticas do
conteudo de gordura sélida (SFC), realizadas a cada 60s, no espectrémetro de
ressonancia magnética nuclear (Bruker, PC 120 Minispec) até se atingir o teor

maximo de gordura sélida (SFCuasx). As andlises foram realizadas em duplicata.
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Com os dados de SFC obtidos ao longo do tempo, foram determinados o
tempo de inducdo (t) ou de nucleagéo, considerado como o intervalo de tempo
contado a partir do inicio da leitura até o instante em que se inicia 0 aumento
constante no valor do SFC, relacionado ao inicio do processo de cristalizagéo e o
SFCwmax (%) atingido. Além destes parametros, aplicou-se a equagéo linearizada
de Avrami para obtencdo dos parametros n e k:

SFC
SFCymax

=1—e k"

c) Comportamento térmico

Os eventos de cristalizacdo foram obtidos pela técnica de calorimetria
diferencial de varredura (DSC), através do calorimetro diferencial de varredura (TA
Instruments, Q2000) e de acordo com o0 método AOCS Cj 1-94 (2009) modificado.
As condicdes de andlise foram: 80°C por 10min, 80°C até -40°C a taxa de
resfriamento de 2°C/min ou 10°C/min e -40°C por 30min. A massa da amostra foi
de aproximadamente 10mg. Através do aplicativo Universal Analysis 2000 (TA
Instruments), foram determinadas: a temperatura de pico (Ty) e a temperatura
onset (Toc), em graus Celsius (°C), assim como a entalpia de cristalizacao (AH.),
em J/g e a intensidade de pico (I) em W/g. As anadlises foram conduzidas em

triplicata.

d) Microestrutura

As amostras foram fundidas a temperatura de 70°C no forno microondas
(Panasonic). Com o auxilio de um tubo capilar, uma gota de amostra foi colocada
sobre uma lamina de vidro pré-aquecida com secador portatil de ar quente para
temperatura controlada (semelhante a temperatura utilizada para fusao dos
cristais), que foi entdo em seguida coberta com uma laminula. As laminas foram
mantidas em camara com temperatura controlada (BOD) a 25°C por 3 horas. A
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morfologia dos cristais foi visualizada através do microscépio de luz polarizada
(Olympus, BX 51) acoplado a camera de video digital (Media Cybernetics). As
laminas foram colocadas sobre o suporte da placa de aquecimento, mantida a
25°C. As imagens foram capturadas utilizando luz polarizada e com ampliagao de
40x através do aplicativo Image Pro-Plus versdo 7.0 (Media Cybernetics). As
analises foram realizadas em duplicata e foram selecionados trés campos visuais
das laminas para a determinacdo dos parametros didmetro médio (um) e area
cristalizada (%), com o uso do aplicativo.

e) Consisténcia

Foi determinada através do equipamento analisador de textura TA-XT2
(Stable Micro Systems) segundo o método AOCS Cc 16-60 (2009). As amostras
foram condicionadas em béqueres de 50mL e armazenadas em camara com
temperatura controlada (BOD - Tecnal, TE-381) a 5°C por 24 horas. Apds este
periodo, foram mantidas por um periodo de 24 horas nas diferentes temperaturas
de analise: 10°C, 15°C, 20°C, 25°C e 30°C. Foi utilizado cone acrilico com ponta
néo truncada de angulos de 45° (RODRIGUES et al., 2003).

As andlises foram operadas nas seguintes condi¢des: distancia = 10mm;
velocidade = 2mm/s; tempo = 5s. Foram realizadas em triplicata. A partir destas
condicoes, foi obtido o valor de W, que é a for¢ca de compressao em (gf). Os dados

de penetragao foram entdo convertidos em yield value, conforme Haighton (1959):

_K><W

1,6

P

C

Onde: C = yield value, in gf/lcm?; K = fator dependente do angulo do cone
(igual a 4700 para o cone de 45°); W = forca de compressao (gf); p = profundidade
de penetragdo (10mm/0,1Tmm).
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Para a analise estatistica dos resultados:

A analise de variancia (ANOVA) e o Teste de Tukey, para determinar as
diferencas significativas a 5% (p < 0,05), foram realizados utilizando o software
Statistica verséo 7.0 (Stat Soft Inc, EUA).
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5. Discussao

5.1. Composicao de 6leo de palma refinado

A Tabela 7 apresenta a composicdo AGs da amostra de déleo de palma
refinado (RPO). Os acidos palmitico e oléico foram os AGs predominantes, que
corresponderam a 83,07% do total de AGs presentes. O RPO apresentou
proporcées muito proximas de AGs saturados e de insaturados, que estdo de
acordo com os valores encontrados na literatura (O’BRIEN, 2009b; SABERI et al.,
2011). Uma quantidade infima do isémero trans (C18:2t) foi encontrada (0,09%),
indicando ser o RPO um éleo praticamente livre de AGT.

Segundo Siew e Ng (1999) o RPO possui de 4 a 7,5% de DAGs, faixa esta
que compreende o valor de 6,88% dos DAGs encontrados para a amostra de RPO

do presente estudo.
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Tabela 7. Composicao em acidos graxos e total de triacilgliceréis, diacilgliceréis e

monoacilglicerdis do 6leo de palma refinado.

RPO SABERI et al. (2011)
Acidos graxos (%)* (%)
C6:0 0,01 £0,09 -
C8:0 0,07 £ 0,05 -
C10:0 0,06 £ 0,02 -
C12:0 0,41+0,0 0,2
C14:0 0,87 +0,0 1,1
C15:0 0,08 + 0,03 -
C16:0 40,95 + 0,10 447
C16:1 0,13 + 0,01 0,3
C17:0 0,12 +£0,03 -
C17:1 0,06 + 0,03 -
C18:0 4,89 0,01 4.1
C18:1t - -
C18:1 42,12 £ 0,07 38,6
C18:2t 0,09 +£0,12 -
C18:2 9,06 £ 0,0 10,3
C18:3t - -
C18:3 0,22 +£0,0 0,4
C184 - -
C20:0 0,39 +0,0 0,3
C20:1 0,17 £ 0,01 -
C22:0 0,12 + 0,05 -
C22:1 - -
C24:0 0,1 +0,01 -
C24:1 - -
S Saturados 48,16 50,50
S Insaturados 51,84 495
Triacilglicerois 93,12 £ 0,01 90,98
Diacilglicerois 6,88 £ 0,01 9,02

Monoacilglicerdis

*Média + desvio padrao.

Quanto a composicdo em TAGs de RPO (Tabela 8), foi verificada a
predominancia de POP (33,82%) e de POO (26,88%) e que estd em concordancia
com os dados da literatura (ANDRIKOPOULQOS, 2002; NOOR LIDA et al., 2002).
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Tabela 8. Composicao de triacilgliceréis do 6leo de palma refinado.

ANDRIKOPOULOS NOOR LIDA et al.

RPO (2002) (2002)
Grupo TAG (%)* (%) (%)
c48  PPP 7,06 + 0,03 5,1-7,1 6,7
MOP 1,48 + 0,01 0,7 -
C50  PPS 1,64 + 0,02 0,2-1,2 1,1
POP 33,82 + 0,05 24-36,2 30,2
PLP 7,96 + 0,01 6,2-10,7 9,2
c52  POS 6,13 + 0,02 3,5-5,3 6,7
POO 26,88 +0,07 23-30,4 23,3
POL 8,51 + 0,01 8,3-12,6 8,9
PLL 1,03 + 0,02 0,6-2,0 1,2
C54  SOO 2,47 + 0,01 1,7-3,3 2,9
000 3,03 + 0,02 1,7-4,7 3,9
OLL - - 0,4
OLO - - 1,5
S, 8,7
s,U 56,44
U,S 38,89
Us 3,03

*Média + desvio padrdo. S: saturado; U: insaturado.

Esses TAGs contribuiram para o alto teor dos TAGs monoinsaturados
(56,44%) e de diinsaturados (38,89%) do PO, o que afeta diretamente o seu
comportamento de fusdo e de cristalizacdo. Além do POP e do POO, foram
encontradas quantidades significativas dos TAGs POL (8,51%), PLP (7,96%) e de
PPP (7,06%). Os TAGs trisaturados corresponderam a 8,7%, dentre os quais
7,06% foi atribuido ao PPP e 1,64% ao PPS. Este valor de 8,7% foi um pouco
abaixo do valor encontrado para 0 mesmo 6leo em outros estudos, que indicaram
entre 10 e 15% (OKAWASHI e SAGI, 1985; OLIVEIRA, 2011). Esses TAGs atuam
como gérmens de cristalizagdo (O’'BRIEN, 2009c).

As analises para determinacdo do indice de peroxido, do indice de acidez e
do teor de acidos graxos livres foram realizadas para averiguar o estado oxidativo
do RPO. Os resultados encontram-se na Tabela 9 juntamente com os dados do

45



Discussao

indice de iodo e de saponificacdo, que sao andlises de identidade dos 6leos e

gorduras.

Tabela 9. indices de caracterizagdo do 6leo de palma refinado.

Andlises Valor obtido
indice de Acidez (mg KOH/g) 0,2 + 0,01
AGL (% de &cido palmitico) 0,1+0,01
indice de Peroéxido (meq O2/Kg) 1,65+ 0,07
indice de Saponificagdo (mg KOH/g) 198 + 0,15
indice de lodo (g I/100g) 53 £0,03

Segundo a metodologia Cd 8b-90 da AOCS (2009), uma amostra sem
indicios de significativa oxidagcao apresenta um valor entre 0 e 12 meq Oz/kg, e o
valor obtido de 1,55 meq O./kg se encontrou nesta faixa. Este estado oxidativo
também pbde ser comprovado pelos baixos valores referentes ao indice de acidez
e ao teor de AGL. Os valores encontrados para os indices de saponificacdo
(198mg KOH/g) e de iodo (53g 1/100g) foram condizentes com os dados da
literatura para o PO, que indicam, respectivamente, as faixas de 190,1 a 201,7 mg
KOH/g e de 50,6 a 55,1 g 1,/100g) (BASIRON, 2005).

5.2. Composicao dos ésteres de acidos graxos de sorbitana

Os ésteres de acidos graxos de sorbitana (ES) foram analisados em
espectrometro de massas pela técnica EASI-MS no modo positivo, pois no modo
negativo ndo foram observados picos nos espectros. A ionizacdo no modo positivo
transforma as moléculas de interesse em ions sodiados (M*2%) ou ions potassiados
(M**). Neste estudo foi verificado um maior nimero de compostos sodiados,
conforme os ions identificados pelas razbes m/z nos espectros que apresentam a
intensidade absoluta dos SMLa B, Ce D e de SMS C, D e E (Figuras 5 a 10).
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A facilidade de ionizacao de um composto determina a quantidade de ions
formados a partir dele que sdo detectados pelo equipamento. Este fato implica em
sinais de maior intensidade ou de menor intensidade obtidos no espectro com a
razdo massa/carga. Em geral, quanto menor o niumero de insaturagdes, maior a
dificuldade de ionizagdo da molécula e menor ou nenhum sinal é obtido
visualizando-se o seu espectro (FERNANDES et al., 2012).

As amostras dos ES de diferentes fornecedores possuem a mesma matriz
de compostos utilizados na reacdo (sorbitol e acidos graxos) e, portanto, a
facilidade ou dificuldade de ionizacao das moléculas presentes nessas amostras
pode ser considerada a mesma. Esta consideracdo permitiu que os sinais dos
picos observados para cada amostra pudessem ser comparados entre elas e que
uma quantificagdo relativa pudesse ser estabelecida apdés normalizacao dos
valores das intensidades absolutas.

A Tabela 10 apresenta a composicao em percentual de cada um dos ES.
As amostras de SMLa B, C e D apresentaram respectivamente 30,22%, 51,06% e
55,55% do total de mono-, di- e triésteres de sorbitana, enquanto que as amostras
de SMS C, D e E indicaram respectivamente 62,09%, 54,62% e 66,57%. Os
demais compostos que completariam a composicdo em 100% nao foram
identificados, pois ndao condiziam as estruturas quimicas esperadas para 0s
produtos da reacdo de producdo dos ES. Nessa reacdo, além de mono-, di- e
triésteres de sorbitana, podem ser produzidos sorbitol, isosorbide e tetraésteres de
sorbitana, cujos ions sodiados e potassiados ndo foram identificados em nenhum
dos espectros.
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Tabela 10. Massa molar dos ions sodiados e composicao dos ésteres de sorbitana.

[M + Na]* SMLa B SMLa C SMLa D SMS C SMS D SMS E

Mono-, di- e triésteres de sorbitana (g/mol) (%)* (%)* (%)* (%)* (%)* (%)*
Monolaurato de sorbitana 369 1592+3,0 26,54+1,15 26,31 +4,10 - - -
Monopalmitato de sorbitana 425 1,07 £ 0,10 1,88 +0,14 1,59+0,12 35,84+3,00 27,59+3,20 27,22+3,30
Monoestearato de sorbitana 453 - - 1,66+0,16  23,14+2,20 23,36+1,20 37,45+5,60
Dilaurato de sorbitana 551 10,22 +1,72 16,04+1,10 18,58 + 3,68 - 1,83 +0,20 -
Dipalmitato de sorbitana 663 - - - 3,12+1,13 1,84+0,60 1,90+0,10
Diéster de acidos ldurico e palmitico de
sorbitana 607 1,95+ 0,63 3,04 0,34 2,96 1,06 ) ] ]
Diéster de acidos laurico e estedrico de
sorbitana 635 ) 1,8540,09  2,1940,32 ) ] ]
Trilaurato de sorbitana 733 1,05+ 0,13 1,70 £ 0,16 2,27 £0,81 - - -
> Monoésteres 16,99+2,98  28,42+1,2  29,56+1,35 58,97+2,57 50,95+4,09 64,677,449
> Diésteres 12,1742,26  20,94+1,4  23,72+2,01 3,12+1,13 3,67+0,69 1,90£0,10
> Triésteres 1,05 +0,13 1,70 £ 0,16 2,27 +0,81 - - -
Total 30,22 51,06 55,55 62,09 54,62 66,57
n.i.** 69,78 48,94 44,45 37,91 45,38 33,43

*Média * desvio padrdo. ** n.i.:

compostos néo identificados.
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Apesar de serem comercializados como monolauratos, nas amostras de
SMLa B, C e D foram identificados picos de monopalmitato, picos de intensidade
consideravel do seu diéster, o dilaurato, picos de diésteres contendo os acidos
laurico, palmitico e estearico esterificados na molécula de sorbitana e picos de
trilaurato. Comparativamente, a amostra de SMLa D foi a que apresentou a maior
quantidade de triésteres, relativa ao trilaurato (116,2% maior que na amostra de
SMLa B e 33,52% maior que na amostra de SMLa C) e de diésteres de sorbitana,
de uma maneira geral (Tabela 10). Somente na amostra de SMLa D foi
identificada presengca de monoestearato de sorbitana.

Nas 3 amostras de SMS (C, D e E) foram identificados picos de intensidade
consideravel de monopalmitato. A amostra de SMS E foi a que resultou em maior
quantidade de monoestearato (61,84% a mais que na amostra de SMS C e
60,31% a mais que na amostra de SMS D). De maneira geral, o SMS E foi o que
apresentou maior quantidade de monoésteres e menor quantidade de diésteres de
sorbitana, mostrando ser o SMS de maior pureza, ja que € comercializado como
monoestearato de sorbitana.

Somente a amostra de SMS D apresentou um pico referente ao dilaurato,
qgue nao foi detectado nas demais amostras de SMS (Tabela 10).

Comparando-se a composicao em mono-, di- e triésteres das amostras de
SMLa e de SMS, foi verificada que a quantidade de diésteres foi expressiva nas
amostras de SMLa, que também apresentaram picos de triésteres, sendo estes
ultimos néo identificados nas amostras de SMS.

Esses resultados confirmaram a heterogeneidade na composicdo dos
ésteres de acidos graxos de sorbitana comerciais. Estes emulsificantes séo
produzidos ndo apenas com o acido graxo, designado no produto, mas com base
em uma mistura de acidos graxos. Além disso, apesar de comercializados como
monoésteres, os ES apresentam as suas formas diéster e triéster, dentre outros
compostos, que neste trabalho ndo foram possiveis de ser identificados pela
técnica EASI-MS.
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5.3. Isotermas de cristalizacao

Segundo Ng e Oh (1994), a isoterma de cristalizagdo de 6leo de palma
refinado (RPO), obtida por espectrdmetro de ressonancia magnética nuclear
(RMN) na temperatura de 25°C, mostrou um comportamento sigmoidal condizente
com o0 modelo de Avrami. A Figura 11 apresenta a isoterma de cristalizacao de
RPO do presente estudo, realizada a 25°C pela técnica de RMN.

1w
o % ™ BN g S g gt
s et "
o
s * ¢~0
*e
£ .
m
2 P
® . **
@ +
=]
+
-
g s had
Fiy
2 +
s .
E +
- *
3 4
+
2 B
&
. +*
LA Y
.9 *
’00 ov.d' Y W R
1]
o 20 a0 &0 BD 100 120 a0
Tempo (min)

Figura 11. Isoterma de cristalizagdo a 25°C do éleo de palma refinado.

O tempo de inducédo médio (t) de RPO foi de 35 minutos e o valor médio de
SFCuax obtido foi de 9% (Tabela 11). Um tempo de indugcao muito préximo, de 34
minutos, foi determinado no estudo de Oliveira (2011) com o RPO, utilizando a
mesma temperatura de 25°C para a construcdo da isoterma. No entanto, neste
mesmo estudo o SFCysx encontrado foi superior, de 10,05%, que poderia estar
relacionado as diferengas na composicao triacilglicerdlica, e mais especificamente,
aos maiores teores de TAGs trisaturados.

53



Discussao

Para um estudo preliminar da cinética de cristalizacdo, as amostras de RPO
com adicdo de SMLa, SMP, SMS e SMO de diferentes fornecedores, foram
testadas nas concentracbes de 0,5% (m/m) e de 3% (m/m), sob as mesmas
condicAes de analise conduzidas com a amostra pura de RPO.

De modo geral, nas amostras com 3% (m/m) ndo houve diferencas nos
efeitos dos SMLa A, B, C e D e nos efeitos dos SMO B, C e E, sendo que todos os
emulsificantes retardaram o tempo de inducdo de nucleagdo. Além disso,
praticamente nao houve alteragdo no tempo de inducdo do RPO apds adicdo dos
SMP A e D e 0o mesmo ocorreu com as amostras de SMS A, B, C, D e E. Por outro
lado, foi verificado um pequeno aumento no conteudo de SFCusx atingido (de 9%
para valores proximos a 10%) nas amostras com os SMP e com os SMS.

Nas amostras com adicdo de 0,5% (m/m) dos ES, foram verificadas
diferengas entre os SMLa e SMS dos diferentes fornecedores com relagdo ao
efeito na cristalizacdo de RPO.

Como os efeitos dos ES dos diferentes fornecedores ocorreram somente na
concentracao de 0,5% (m/m) em RPO, foi definida esta concentracdo de
emulsificante para dar continuidade as demais analises para se verificar se as
mesmas diferengas nos efeitos na cristalizacdo de RPO seriam observadas. Além
disso, ao invés de se trabalhar neste estudo com amostras de todos os
fornecedores, foram determinados trés fornecedores, levando em conta as
diferencas no efeito que alguns deles tiveram na cristalizacao isotérmica de RPO:
SMLaB,CeDeSMSC,DeE.

A amostra com adi¢éo de 0,5% (m/m) de SMLa D foi a unica que resultou
em um aumento substancial (128,6%) do tempo de inducdo de RPO (Figura 12),
no menor valor da taxa de cristalizacdo (k) e na queda substancial (33,3%) no
valor de SFCwuax (Tabela 11), comparativamente as amostras com SMLa dos

outros fornecedores.
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Figura 12. Isotermas de cristalizacdo a 25°C do 6leo de palma refinado sem e
com adicéo de 0,5% (m/m) de monolaurato de sorbitana dos fornecedores B, C e

D.

Tabela 11. Parametros 1, tempo de inducdo, SFCuax, teor maximo de gordura

sélida, n, expoente de Avrami e k, constante de Avrami obtidos a partir das

isotermas de cristalizagdo a 25°C do 6leo de palma refinado sem e com adicao de

0,5% (m/m) de monolaurato e de monoestearato de sorbitana dos diferentes

fornecedores.
Amostra T (min) SFCuygy (%) n k (min-1) R?

RPO 35 9,0 4.1 5,11E-08 0,94
RPO +0,5% (m/m) SMLa B 40 9,3 3,6 5,08E-07 0,91
RPO + 0,5% (m/m) SMLa C 45 9,5 3,5 2,13E-07 0,97
RPO + 0,5% (m/m) SMLa D 80 6,0 3,7 2,02E-09 0,97
RPO + 0,5% (m/m) SMS C 31 9,4 3,6 9,55E-07 0,96
RPO + 0,5% (m/m) SMS D 45 9,4 3,8 5,08E-08 0,95
RPO + 0,5% (m/m) SMS E 31 9,5 3,7 1,20E-06 0,82
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No grupo dos SMS, enquanto que o SMS D promoveu o aumento de 28,6%
no tempo de indugdo de RPO, os SMS C e E ocasionaram uma redugdo de
11,4%, sendo o SMS E o emulsificante que possibilitou o maior aumento da taxa
de cristalizagcdo de RPO (Figura 13) verificado através do valor do parametro k
(Tabela 11).

A reducao de 11,4% no tempo de indugédo do RPO, promovido pela adi¢cao
dos SMS C e E pode significar uma otimizacdo nos processos industriais de
fabricacdo dos shortenings elaborados com RPO. Segundo Duns (1985), a lenta
cristalizacado de RPO é um dos fatores mais relevantes na producdao de
shortenings, sendo necessdario aumentar drasticamente a taxa de resfriamento e
aumentar o tempo de residéncia dos produtos a serem cristalizados para
minimizar a lenta cristalizacao.

Comparando-se os valores de n (expoente de Avrami) expostos na Tabela
11 e as classificagbes contidas na Tabela 2 do item 2.1.2.2., considerou-se um
crescimento esferulitico com nucleacdo esporadica para a amostra de RPO. Apos
a adigcéo de 0,5% (m/m) de SMLa e de SMS dos diferentes fornecedores, péde-se
afirmar, pelos valores de n, que houve uma mistura de tipos de cristais com
crescimento esferulitico e do tipo disco a partir da nucleacdo tanto esporadica
quanto instantanea. Estas consideragbes serdo confirmadas adiante através da
analise da morfologia dos cristais, obtidos nas imagens por microscopia de luz
polarizada.
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Figura 13. Isotermas de cristalizacao a 25°C do éleo de palma refinado sem e

com adicao de 0,5% (m/m) de monoestearato de sorbitana dos fornecedores C, D
e E.

Os resultados para as amostras com 0,5% (m/m) de SMLa e SMS
evidenciaram que diferencas na composi¢cdao quimica dos ES, determinadas pela
analise por EASI-MS no item 5.2, foram responsaveis por alterar a cristalizacao
isotérmica do RPO. O SMLa D apresentou maior quantidade de trilaurato (triéster)
comparativamente ao SMLa B e C, o que levaria a suposi¢do de que a presencga
de triésteres poderia de algum modo prejudicar a nucleacéo e a cristalizacao dos
TAGs. Segundo Oh et al. (2005) os efeitos de emulsificantes, como os ésteres de
sacarose e 0s ES, na cristalizagdo de 6leos e gorduras, dependem da estrutura
quimica destes aditivos, como o tamanho da cadeia do AG esterificado e do

numero de AGs esterificados na molécula de sacarose ou glicerol.

57



Discussao

Segundo os resultados obtidos por EASI-MS, o SMS E foi o emulsificante
que apresentou o0s maiores teores dos monoésteres, em particular do
monoestearato, e os menores teores de diésteres, comparativamente aos SMS C
e D, o que também poderia explicar as diferengas observadas nas isotermas das
amostras com estes SMS. E possivel supor que quanto maior o teor de
monoésteres, em detrimento ao conteudo de diésteres, mais eficiente seria a co-
cristalizacdo com os TAGs de RPO, o que refletiia no aumento da taxa de
cristalizacdo e na diminuicdo do tempo de inducdo de RPO. Essa mesma
suposicao poderia explicar o efeito do SMS D em retardar o tempo de inducao de
RPO, pois este emulsificante foi o Unico, dentre os SMS, a apresentar o pico
referente ao dilaurato, nos resultados obtidos da composi¢ao por EASI-MS.

O fato dos melhores resultados com relacdo ao tempo de indugao e a taxa
de cristalizacao terem sido observados com os SMS e ndo com os SMLa parece
estar de acordo com estudos de Garti (1988), Katsuragi (1999) e Chaleepa et al.
(2010) sobre a importancia da similaridade da estrutura dos emulsificantes com a
estrutura dos TAGs para uma eficiente co-cristalizacdo. Segundo dados de
composi¢cdo de RPO descritos no item 5.1, neste 6leo hd predominancia dos
acidos graxos (AGs) palmitico e oléico com uma quantidade pequena de
estearico, apresentando 16 e 18 unidades de carbonos, respectivamente. Estes
AGs co-cristalizariam mais eficientemente com os SMS, que também apresentam
os acidos palmitico e estearico, conforme visto na composicdo por EASI-MS, do
que com os SMLa, que apresentam o acido laurico (cadeia com 12 carbonos)
esterificados na molécula de sorbitana.

5.4. Comportamento térmico

Os eventos de cristalizacdo de RPO foram determinados através do
equipamento de calorimetria diferencial de varredura (DSC), segundo a
metodologia Cj 1-94 da AOCS, que determina a taxa de resfriamento de 10°C/min.

No entanto, a esta taxa relativamente rapida de resfriamento haveria a

58



Discussao

possibilidade dos picos resultantes estarem sobrepostos, em conseqiéncia de
uma rapida cristalizagdo dos TAGs, e por este motivo, optou-se por utilizar
também a taxa mais lenta de resfriamento de 2°C/min.

Sob taxa de resfriamento de 2°C/min n&o foram observadas mudancgas nos
picos caracteristicos de RPO, em comparagcdo com o que foi obtido com a taxa de
10°C/min e apenas a intensidade de pico (I) diminuiu.

A Figura 14 apresenta o evento de cristalizacao para as triplicatas de RPO
na taxa de 10°C/min. Foram observados dois picos, um pico mais estreito
relacionado aos TAGs de maior ponto de fusdo (pico 1), em que se incluem os
TAGs trisaturados como o PPP e o PPS, e um pico mais largo, com TAGs de
menor ponto de fusdo (pico 2), ricos em acidos graxos insaturados (OLIVEIRA,
2011).

Segundo Campos (2005), quando se analisam amostras puras geralmente
0 pico obtido € bem estreito por causa da sua estreita faixa de temperatura, o que
n&o ocorre com amostras de sistemas complexos como os 6leos vegetais, dentre
eles o PO, que apresenta varias espécies lipidicas resultando em picos mais
largos com diferentes temperaturas de fusao e de cristalizacao.

De acordo com Ng (1990) e Basiron (2005), os dois picos apresentados no
evento de cristalizagcdo do PO sao referentes a estearina (pico 1) e a oleina, (pico
2).
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Figura 14. Evento de cristalizacao de 6leo de palma refinado por DSC. Taxa de
resfriamento de 10°C/min.

A Tabela 12 mostra a temperatura de inicio de cristalizacao (Toc), a
temperatura de pico de cristalizagao (Tp), a intensidade de pico () e a entalpia de
cristalizacao (AH.) dos picos 1 e 2 de RPO.

Tabela 12. Parametros obtidos a partir do evento de cristalizacdo de 6leo de
palma refinado realizado sob a taxa de resfriamento de 10°C/min por DSC.

Toc (°C) Toc (°C) 1(W/g) AH, (J/g)
Amostra Pico 1 Pico 2 Pico 1 Pico 2 Pico 1 Pico 2
RPO 18,86 £+0,18 16,83+0,09 045+0,18 0,46+0,01 0,44+0,01 9,78+0,25 34,37+0,31

*Média £ desvio padrao.
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Os eventos de cristalizacao dos emulsificantes puros SMLa B, C e D e SMS
C, D e E foram obtidos pela técnica de DSC utilizando a taxa de resfriamento de
2°C/min. A Figura 15 apresenta os eventos de cristalizacdo dos SMLa e a Figura
16 os eventos de cristalizagdo das amostras de RPO com adi¢do de 0,5% (m/m)
dos SMLa.
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Figura 15. Evento de cristalizacdo dos monolauratos de sorbitana puros dos
fornecedores B, C e D por DSC. Taxa de resfriamento de 2°C/min.
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Figura 16. Evento de cristalizagdo de 6leo de palma refinado com adigéo de 0,5%
(m/m) de monolaurato de sorbitana dos fornecedores B, C e D. Taxa de

resfriamento de 10°C/min.

Analisando-se as Figuras 14, 15 e 16 juntamente com os dados de T, da
Tabela 13, foi verificada a interacao entre os TAGs do RPO com as moléculas dos
SMLa, pois na Figura 16 observou-se que os picos 1 e 2 de RPO (Figura 14)
foram deslocados apds adicdo dos SMLa (Figura 16).
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Tabela 13. Parametros obtidos a partir dos eventos de cristalizacdo do 6leo de palma refinado, dos monolauratos de

sorbitana puros e do éleo de palma com adicdo de 0,5% (m/m) de monolaurato de sorbitana dos diferentes

fornecedores.
Amostra Toc(°C) Toc (°C) 1(W/g) AHc (J/g)
Pico 1 Pico 2 Pico 1 Pico 2 Pico 1 Pico 2
SMLa B 18,77+0,11 17,32+0,08 - 0,15+ 0,04 - 31,98+0,21 -
SMLa C 15,78+0,10 14,24 +0,12 - 0,20 + 0,02 - 37,77 £ 0,27 -
SMLa D 13,79+0,09 12,02+0,14 - 0,17+ 0,01 - 41,6 £0,13 -
RPO 18,86+ 0,18° 16,83+0,09°° 0,45+0,18° 0,46+0,01° 0,44+0,01° 9,78+0,25% 34,37+0,31°

RPO +0,5% (m/m)SMLaB 18,97+0,11° 16,54+0,09° 0,55+0,09° 0,50+0,01° 0,43+0,00° 10,30+0,11°% 33,77+0,33°
RPO +0,5% (m/m)SMLa C 19,12+0,13° 17,12+0,15° 0,53+0,08° 0,50 +0,02° 0,42+0,02° 10,03 +0,45° 33,59+0,27°

RPO +0,5% (m/m)SMLaD 16,52 +0,11° 14,49+0,13° 0,35+0,19° 0,37+0,01° 0,43+0,01° 7,51+0,23° 34,91+0,25°

*Média + desvio padrdo. Letras iguais ao lado das médias, em uma mesma coluna, indicam que nao ha diferenga significativa a 5% (p < 0,05).
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O SMLa D foi o Unico, dentre os SMLa, que retardou o inicio da
cristalizacao dos TAGs de maior ponto de fuséo (pico 1) de RPO, observado pela
diminuigao significativa (p < 0,05) do valor da temperatura onset (Toc). Além disso,
esse mesmo emulsificante promoveu reducao significativa do valor da temperatura
de pico (Tpc) e da entalpia de cristalizagdo (AH.), referentes ao pico 1. Enquanto
que os SMLa B e C possibilitaram um aumento significativo (p < 0,05) no calor
dissipado, verificado pelo acréscimo no valor da intensidade de pico (l) do pico 1
de RPO, o SMLa D resultou na sua diminuig&o.

Nao foram observados efeitos significativos dos SMLa B, C e D nos
parametros Ty, | € AH; do pico 2 de RPO.

O mesmo efeito no retardo da cristalizacdo foi observado nas isotermas de
cristalizacao (item 5.3), que mostraram que o SMLa D resultou em um maior
tempo de inducéo (t), em uma menor taxa de cristalizacdo (k) e no menor valor de
SFCuax de RPO, dentre os SMLa. Essa diferenca no efeito do SMLa D,
comparativamente aos demais SMLa, pode ser associada a diferenca observada
na composicado deste emulsificante (item 5.2), que apresentou maior quantidade
de trilaurato.

A Figura 17 apresenta os eventos de cristalizagdo dos SMS puros. Foram
observados dois picos, um de maior ponto de fusdo e outro com ponto de fuséo
relativamente menor. Os valores de T, dos dois picos estdo apresentados na
Tabela 14.
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Figura 17. Evento de cristalizacdo dos monoestearatos de sorbitana puros dos
fornecedores C, D e E por DSC. Taxa de resfriamento de 2°C/min.
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Tabela 14. Parametros obtidos a partir dos eventos de cristalizagdo do éleo de palma refinado, dos monoestearatos
de sorbitana puros e do 6leo de palma refinado com adicdo de 0,5% (m/m) de monoestearato de sorbitana dos

diferentes fornecedores.

Amostra Toc(°C) Toc (°C) 1(W/g) AHc (J/g)
Pico 1 Pico 2 Pico 1 Pico 2 Pico 1 Pico 2
SMS C 5498+0,12 53,86+0,21 46,17+0,18 0,53+0,02 0,12+0,03 31,556+0,24 5,01+0,25
SMSD 52,61+0,30 51,42+0,09 42,48+0,20 060+0,01 0,12+0,04 41,69+0,32 5,21+0,31
SMS E 56,98+0,08 56,03+0,13 37,34+0,13 0,40+0,01 0,03+0,01 37+0,15 9,14+0,21
RPO 18,86 +0,18° 16,83+0,09° 0,45+0,18° 0,46+0,01° 0,44+0,01° 9,78+0,25° 34,37+0,31°

RPO +0,5% (m/m) SMS C 22,30+0,37° 20,45+0,31° -0,01+0,48°° 0,28 +0,03° 0,44+0,03° 8,84+0,41* 35,06+0,22°
RPO +0,5% (m/m)SMSD 21,02+0,10° 19,27 +0,14¢ -0,47 £0,20° 0,29+0,01° 0,40+0,02° 7,74+0,81° 31,83+0,86°

RPO +0,5% (m/m) SMSE 22,99 +0,08° 20,46 +0,09° -0,32+0,01° 0,21+0,01° 0,41+0,01° 8,18+0,16° 33,46+0,40°

*Média + desvio padréo. Letras iguais ao lado das médias, em uma mesma coluna, indicam que néo ha diferenga significativa a 5% (p < 0,05).
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A Figura 18 mostra os eventos de cristalizacdo das amostras de RPO com
adicao de 0,5% (m/m) de SMS dos fornecedores C, D e E.
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Figura 18. Evento de cristalizacao de 6leo de palma refinado com adicéo de 0,5%
(m/m) de monoestearato de sorbitana dos fornecedores C, D e E. Taxa de
resfriamento de 10°C/min.

Analisando-se os dados da Tabela 14 e os eventos de cristalizagdo da Figura
18 foi possivel observar que todos os SMS, ao contrario do ocorreu com o SMLa
D, aceleraram significativamente a cristalizacdo dos TAGs de maior ponto de
fusdo de RPO (pico1). Esse fato foi constatado pelo aumento significativo (p <
0,05) das temperaturas Toc € Tpc (pico 1) nas amostras aditivadas.
A amostra com adicdao de SMS D foi a que diferiu significativamente das
demais em relagdo a Ty, sendo a amostra que apresentou o menor valor de Ty €
que, portanto, acelerou em menor intensidade a cristalizacdo dos TAGs
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correspondentes ao pico 1 de RPO. As isotermas de cristalizagdo (item 5.3)
indicaram que esse emulsificante foi o Unico que retardou o tempo de indugéo de
RPO (referente a nucleacao) e apesar disso, o teor maximo de gordura soélida
(SFCwmax) foi aumentado ligeiramente (de 9% para 9,4%) apés a sua adi¢cdo. Uma
possivel explicacdo para este efeito seria a de que o SMS D possibilitou um atraso
no periodo de nucleagdo dos TAGs de RPO sem afetar o processo posterior de
cristalizacao, verificado tanto pelos teores de SFCuax obtidos nas isotermas
(Figura 13) como no seu efeito em acelerar a cristalizagcao verificada na anélise
por DSC (Figura 18).

Por outro lado, os SMS D e E retardaram a cristalizacdo dos TAGs que
compdem o pico 2 de RPO, pois estes emulsificantes proporcionaram a reducao
significativa (p < 0,05) do valor da T, (Tabela 14). Com este resultado, foram
observados efeitos antagbnicos dos SMS em relacao a cristalizagdo dos TAGs
relacionados aos picos 1 e 2 de RPO. Como estes emulsificantes apresentam na
sua composicao, esteres dos acidos palmitico e esteérico, a co-cristalizagdo com
os TAGs trisaturados, como o PPP e o PPS, que fazem parte da composicao de
TAGs do pico 1, deve ocorrer mais efetivamente do que com os TAGs de menor
ponto de fusdo (pico 2), que apresentam maior propor¢cao de AGs insaturados,
resultando na aceleragdo da cristalizagéo.

O valor da intensidade de pico (l) do pico 1 de RPO, apés a adicao dos SMS,
diminuiu significativamente, indicando menor quantidade de energia dissipada, 0
que corresponde a uma condicdo almejada nos processos industriais que
envolvem etapas de cristalizagdo de produtos de base gordurosa.

Como os SMS puros apresentaram temperaturas Toc € Tpc na faixa de 50°C
e, portanto, mais elevadas que os TAGs de RPO (Tabela 14), eles devem se
cristalizar antes dos TAGs durante o resfriamento e cristalizacdo da amostra,
atuando como gérmens de cristalizacdo (GARTI, 2002) e induzindo a cristalizacao,
que foi mais rapida do que na amostra de RPO sem os aditivos. O mesmo nao
ocorreu com os SMLa, que possuem temperaturas de cristalizagdo menores que
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0s SMS e proximas a do pico 1 de RPO, nao oferecendo a possibilidade de agéao

como gérmens de cristalizagao.

5.5. Microestrutura

As diferengcas nas estruturas cristalinas podem ser significativamente
influenciadas pelas interacées entre as moléculas no estado cristalino e pela
quantidade de 6leo no estado liquido ao redor dos cristais, fatores estes que
promoveriam diferengcas nos mais diferentes niveis estruturais, desde a formagéo
dos cristais, dos agregados até a formacao dos fléculos (SHI et al., 2005).

As Figuras 19 e 20 mostram as imagens obtidas das estruturas cristalinas
formadas nas amostras durante armazenamento de 3 horas a 25°C. Na amostra
de RPO, foi observada predominancia de cristais de crescimento esferulitico
dentre os cristais de crescimento tipo disco, de acordo com a caracteristica predita
anteriormente pelo valor de n, apo6s aplicacdo do modelo de Avrami aos dados
experimentais (Tabela 11 do item 5.3).

Ja nas amostras de RPO com adicdo de SMLa B, C e D foi verificada,
através das imagens da Figura 19, uma mudanca na morfologia dos cristais, com
crescimento do tipo disco em todas elas, resultado também em concordancia com
o tipo de crescimento esperado através do valor de n calculado (Tabela 11).

Além dessa alteracdo na morfologia foi observada uma diminuicao
significativa no didmetro médio dos cristais (Tabela 15), que passou do valor
médio de 28,13 um (RPO) para valores em torno de 7 um apés adi¢cdo dos SMLa.
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(c) (d)

Figura 19. Imagens digitalizadas das estruturas cristalinas obtidas a 25°C sob
aumento de 40X das seguintes amostras: (a) Oleo de palma refinado (b) Oleo de
palma refinado + 0,5% (m/m) monolaurato de sorbitana B (c) Oleo de palma
refinado + 0,5% (m/m) monolaurato de sorbitana C (d) Oleo de palma refinado +
0,5% (m/m) monolaurato de sorbitana D. A barra representa 200 um.
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Tabela 15. Didametro médio dos cristais e area cristalizada das amostras de RPO e
RPO com adicédo de SMLa e de SMS dos diferentes fornecedores.

Amostra Diametro médio (um)* Area cristalizada (%)*
RPO 28,13 £ 5,27 71,97 +7,51
RPO +0,5% (m/m) SMLa B 7,87 +0,80 22,63+1,71
RPO + 0,5% (m/m) SMLa C 7,51+0,76 46,55 + 3,51
RPO + 0,5% (m/m) SMLa D 7,02+£0,73 37,91+ 3,64
RPO +0,5% (m/m) SMS C 17,81+ 1,88 78,63 + 7,86
RPO +0,5% (m/m) SMS D 23,36+ 3,30 75,29+ 11,09
RPO + 0,5% (m/m) SMS E 7,36 £0,30 40,97 + 6,35

*Média + desvio padrao

Observando-se as imagens das amostras com adicdo de SMLa (Figura 19)
€ notavel o expressivo aumento no numero de cristais, que por possuirem
pequenas dimensdes, inclusive muitos com dimensdes muito menores que 7 um,
se dispersam na fragao liquida remanescente refletindo em menores valores para
as areas cristalizadas (%).

Essa microestrutura particular pode representar uma caracteristica
importante para aplicagées industriais, como na producdo de margarinas, quando
se objetiva incorporar o0 maximo possivel da fracao de 6leo liquido com o0 minimo
conteudo de gordura sélida para conferir as caracteristicas desejaveis. A
habilidade da rede cristalina para imobilizar esta fracdo liquida depende
principalmente do tamanho dos cristais, e ha evidéncias de que cristais de
pequenas dimensdes possuem maior habilidade para imobilizar 6leo do que a
mesma quantidade de cristais de dimensdes maiores (DEMAN, 1998).

Nas amostras de RPO com adi¢cdo de SMS C e D n&o houve evidéncia de
alteracdo da morfologia dos cristais de RPO em funcéo da incorporacédo destes
emulsificantes, predominando os cristais de crescimento esferulitico e cristais de
crescimento do tipo disco (Figura 20). No entanto, somente na amostra com
adicdo de SMS E houve alteragdo da morfologia dos cristais, sendo estes de
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crescimento tipo disco, evidenciando que as diferencas na composi¢do entre os
SMS (Tabela 10 do item 5.2) novamente foram capazes de interferir na
cristalizacao dos TAGs de RPO.

(c) (d)

Figura 20. Imagens digitalizadas das estruturas cristalinas obtidas a 25°C sob
aumento de 40X das seguintes amostras: (a) Oleo de palma refinado (b) Oleo de
palma refinado+ 0,5% (m/m) monoestearato de sorbitana C (c) Oleo de palma
refinado + 0,5% (m/m) monoestearato de sorbitana D (d) Oleo de palma refinado +
0,5% (m/m) monoestearato de sorbitana E. A barra representa 200 um.
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Com relacao ao tamanho dos cristais ap6s adicdo dos SMS, péde-se notar
uma diminuicdo nos valores dos diametros médios (Tabela 15), sendo mais
expressiva a reduc¢do de tamanho na amostra de RPO com SMS E. Esta amostra
apresentou aumento no numero de cristais (Figura 20), sendo estes de diametro
médio na ordem de 7 um, tamanho similar ao obtido nas amostras de SMLa. A
porcentagem da area cristalizada calculada também se apresentou proxima a
obtida com adicao dos SMLa.

5.6. Conteudo de gordura soélida

O conteudo de gordura sélida (SFC) é uma importante propriedade de 6leos
e gorduras e corresponde a fracdo de fase soélida encontrada a determinada
temperatura (MISKANDAR et al., 2005). A técnica mais utilizada para se medir o
SFC é a ressonancia magnética nuclear (RMN) (METIN e HARTEL, 2005).

A Tabela 16 mostra os valores do conteudo de gordura sélida de RPO sem
e com adicdo dos diferentes emulsificantes em diferentes temperaturas. Os
valores de conteudo de gordura sdlida encontrados para o RPO estdo de acordo
com dados da literatura para as mesmas temperaturas (NOOR LIDA et al., 2002;
O’BRIEN, 2009b).

Os perfis de solidos podem ser visualizados pelas Figuras 21 e 22.

Com o seu perfil caracteristico (Figuras 21 ou 22), o PO pode ser utilizado
na producdo de gorduras denominadas plasticas, que correspondem a gorduras
que apresentam pequena variagdo no contetudo de gordura sélida em uma ampla
faixa de temperatura, também denominadas de shortenings e margarinas
(WOERFEL, 1995; GRIMALDI et al., 2000).
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Tabela 16. Conteudo de gordura sélida (%) em fungdo da temperatura para éleo de palma refinado sem e com

adicdo de monolaurato e de monoestearato de sorbitana dos diferentes fornecedores.

Conteudo de gordura sélida (%)*

Amostra

10°C

15°C

20°C

25°C

30°C

35°C

40°C

45°C

RPO

RPO + 0,5% (m/m) SMLa B
RPO + 0,5% (m/m) SMLa C
RPO + 0,5% (m/m) SMLa D
RPO + 0,5% (m/m) SMS C
RPO + 0,5% (m/m) SMS D

RPO + 0,5% (m/m) SMS E

50,54 + 0,51
49,78 + 0,65
50,51 +£0,38
47,03 + 0,66
50,04 £ 0,45
49,91 + 0,37

50,54 + 0,27

37,74 £ 0,24
37,28 + 0,42
37,75 + 0,37
33,14 + 0,36
37,77 £ 0,35
37,44 + 0,41

37,54 £ 0,34

26,11 £ 0,49
25,86 + 0,68
26,18 + 0,53
21,02 +0,37
25,53 + 0,50
25,31 £ 0,60

25,60 + 0,57

15,48 + 0,36
15,25 + 0,38
15,29 £ 0,61
10,90 £ 0,33
15,17 £ 0,50
14,60 £ 0,57

15,17 £0,43

8,563 +0,30
8,51 £ 0,29
8,33 + 0,61
5,42 + 0,43
8,46 + 0,28
8,02 + 0,45

8,56 + 0,53

4,26 £ 0,37
4,15+ 0,41
4,19+£0,25
1,79 £ 0,04
4,17 £0,10
3,88 + 0,25

4,20 + 0,33

0,86 + 0,06
0,69 £ 0,08
0,82 +0,13
0,51 £0,05
0,94 + 0,04
0,55 £ 0,06

0,70 + 0,06

0,15+ 0,08
0,66 = 0,07
0,45 + 0,05
0,41 £ 0,03
0,47 0,06
0,26 + 0,04

0,33 + 0,03

*Média * desvio padréao.
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Figura 21. Conteudo de gordura sélida (%) em funcao da temperatura (°C) das
amostras de 6leo de palma refinado sem e com adicdo de monolaurato de
sorbitana dos fornecedores B, C e D.

Foi possivel observar, pelas curvas das Figuras 21 e 22, que apenas o
SMLa D alterou o conteudo de gordura sélida de RPO. Na faixa de 10°C a 35°C,
foi observada diminuicdo do conteudo de gordura sélida do RPO apéds adicao
desse SMLa.

Na cristalizacao isotérmica de RPO realizada a 25°C (item 5.3), somente o
SMLa D promoveu a diminuicdo do teor maximo de gordura sélida (SFCyasy), de
9% para 6%, 0 que esta em concordancia com a diminuicdo dos teores de gordura
sélida observada tanto na temperatura de 25°C quanto nas temperaturas de 10,
15, 20, 30 e 35°C (Figura 21).
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Figura 22. Conteudo de gordura sélida (%) em funcao da temperatura (°C) das
amostras de éleo de palma refinado sem e com adicdo de monoestearato de
sorbitana dos fornecedores C, D e E.

O SMLa D apresentou maior teor de triésteres (trilaurato) que os demais
SMLa (item 5.2), o que poderia explicar essa diminuigdo do teor de gordura sélida
de RPO somente para esta amostra aditivada.

Apesar das amostras de RPO com adicdo de SMS dos diferentes
fornecedores apresentarem o mesmo perfil de soélidos (Figura 22), a
microestrutura observada para estas amostras (Figura 20) indicou diferencas na
morfologia, no tamanho e no numero de cristais na amostra de RPO com adicédo
de SMS E, conforme discutido no item 5.5. A constatacdo de que mesmo
apresentando os mesmos valores de teor de gordura sélida as gorduras possam
mostrar diferengas na microestrutura cristalina esta de acordo com o trabalho de
Braipson-Danthine e Deroanne (2004). Os autores estudaram o efeito do SFC, da
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microestrutura e do polimorfismo na textura (dureza) de misturas binarias de
gorduras, envolvendo PO e 6leo de soja, ambos totalmente hidrogenados e o 6leo
de colza. Em trés destas misturas, que possuiam o mesmo SFC medido a 20°C,

foram notadas diferencas na microestrutura cristalina.

5.7. Consisténcia

Os SMLa diminuiram a consisténcia de RPO em praticamente todas as
temperaturas avaliadas, o que pdde ser observado pelos valores de yield value
(Tabela 17). O perfil associado consta na Figura 23. Uma das desvantagens do
uso de RPO na producado de margarinas € o seu problema de endurecimento, no
qual o produto pode chegar a apresentar o dobro do valor de sua consisténcia ou
dureza em uma semana apds sua producado, caracteristica indesejavel para um
produto que precisa ser macio e com boa espalhabilidade (DUNS, 1985). Com o
uso dos SMLa, esse problema de endurecimento da margarina a base de RPO

poderia ser amenizado, ja que a sua adi¢cao propiciou maior maciez.
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Figura 23. Valores de yield value (gf/cmz) em funcdo da temperatura (°C) das
amostras de 6leo de palma refinado sem e com adicdo de monolaurato de
sorbitana dos fornecedores B, C e D.

Na temperatura de 15°C, o RPO pbde ser classificado como uma gordura
muito dura, por apresentar valor de yield value acima de 1500 gf/cm?, de acordo
com a classificagdo dada pela Tabela 3 (item 2.1.2.6). Com a adicao de SMLa B e
SMLa D, a gordura se tornou satisfatoriamente espalhavel (respectivamente,
827,87 e 945,40 gf/cm?).

Além disso, na temperatura de 20°C, os trés SMLa possibilitaram a
transformagdo de RPO, de uma gordura muito dura (1294,74 gf/cm?) em uma
gordura plastica e espalhavel (entre 657,06 e 768,16 gficm?), atributo este
importante para margarinas. Por outro lado, a 25°C o SMLa D foi 0 que promoveu
maior maciez no RPO tornando-o, no entanto, ndo espalhavel, o que pode ser

considerado como uma desvantagem no seu uso.
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Na temperatura de 5°C, os trés SMS proporcionaram reducao nos valores
de yield value de RPO, ocasionando aumento na sua maciez (Figura 24). Na
temperatura de 15°C, efeitos opostos passaram a ser observados nas amostras
de dois dos SMS. Enquanto o SMS D promoveu reducao significativa (p < 0,05) do
valor da consisténcia de RPO, o SMS E promoveu o seu aumento (Tabela 17).

18000 -
16000
14000
12000
10000

BODD

Yield value [gffcm?)

—4+—RPO

6000 - —= AP0 +0,5% SMS C
RPO+0,5% SMS D

a000 | == RPO+0,5% SMS E

2000

1'_‘\_ |

5 10 15 20 25 30 35

Temperatura (°C)

Figura 24. Valores de yield value (gf/cm?) em funcdo da temperatura (°C) das
amostras do 6leo de palma refinado sem e com adicdo de monoestearato de
sorbitana dos fornecedores C, D e E.
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Tabela 17. Valores de yield value (gf/cmz) em fungéo da temperatura (°C) das amostras de 6leo de palma refinado

sem e com adicdo de monolaurato e de monoestearato de sorbitana dos diferentes fornecedores.

Yield Value (gf/cm?)*
Amostra 5°C 10°C 15°C 20°C 25°C 30°C
RPO 15262,44 + 39322 6960,32 +90,39 1804,9 +34,73% 129474 +411% 161,22+ 15,012 37,77 2,40

RPO + 0,5% (m/m) SMLa B 12434,64 +41,08 3875,12 + 85,91 827,87 + 6,01 657,06 + 47,62 133,84 £4,20 24,63 +1,00
RPO + 0,5% (m/m) SMLa C 11387,42+112,01 2612,61 +95,39  1331,41 + 80,26 768,16 + 4,10 97,86 1,40 29,66 +6,32
RPO + 0,5% (m/m) SMLa D 9018,08 + 178,90 3422,88 +124,88 945,40 + 85,20 681,18 + 8,16 91,34 £218 27,23 +4,19
RPO + 0,5% (m/m) SMSC  8853,89+92,63 6681,07 +88,79 175558 + 108,09 * 1292,17 +83,78°% 174,37 +2,26% 46,59 + 6,35
RPO + 0,5% (m/m) SMSD 959537 + 98,36  4660,58 + 12,16 666,45 +24,16° 1316,29+23,60° 177,73+5,16% 42,63 +7,03

RPO + 0,5% (m/m) SMS E  9511,25 + 177,14  3754,22 +78,14 2548,85 +109,02° 1977,89 +22,71° 371,28 +23,88° 65,84 +5,42

*Média * desvio padrdo. Letras iguais ao lado da média, em uma mesma coluna, indicam que ndo ha diferenca significativa a 5% (p < 0,05).
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Estes resultados antagdnicos mostraram que diferengcas na composi¢ao do
SMS E, que apresenta maior teor de monoésteres (Tabela 10 do item 5.2), em
especial do monoestearato, em comparagdao com os demais SMS, foram capazes
de alterar diferentemente as caracteristicas microestruturais, no que se refere as
diferengas observadas no comportamento isotérmico de cristalizagdo (maior
velocidade de cristalizacdo), na morfologia (tipo de crescimento do cristal,
didmetro médio e nimero de cristais) discutidos respectivamente nos itens 5.3 e
5.5, e nas caracteristicas macroestruturais da rede cristalina (consisténcia).

Além disso, nas temperaturas de 20°C e de 25°C, o SMS E foi o Unico SMS
que aumentou significativamente (p < 0,05) a dureza de RPO, representada pelo
aumento no valor de yield value.

Nao pdde ser estabelecida relacdo entre 0 numero de cristais e o tamanho
deles na analise da microestrutura, com o aumento da dureza ou consisténcia
medida em analisador de textura. A amostra de RPO com adicdo de SMS E
mostrou apresentar o mesmo didmetro médio (em torno de 7 um) e aumento do
namero de cristais muito parecido com o que ocorreu nas amostras com adicao de
SMLa, e no entanto, os dados de yield value ou consisténcia, nas temperaturas de
15°C, 20°C e 25°C, revelaram efeitos opostos apds adicdo dos SMLa e do SMS E.

Enquanto que nas amostras com SMLa houve amolecimento de RPO, na
amostra com SMS E houve endurecimento da gordura, o0 que nos mostrou que as
propriedades mecanicas das gorduras nao sao influenciadas apenas pela rede
microcristalina formada durante a cristalizacdo, mas por uma série de fatores que
incluem o SFC e o tipo de polimorfismo no estado sélido (MARANGONI e
NARINE, 2002).
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6. Conclusao

A composicao dos monolauratos e monoestearatos de sorbitana
comerciais, determinada por EASI-MS, comprovou o uso da mistura de acidos
graxos de diferentes tamanhos de cadeia na reagdo de producdo dos
emulsificantes e também confirmou a presenca ndo somente do monoéster, mas
de diésteres e triésteres nestes produtos, apesar de comercializados como
monoésteres.

As amostras comerciais de diferentes fornecedores do mesmo emulsificante
apresentaram divergéncias na composi¢cao com relagdo ao tamanho de cadeia do
acido graxo esterificado na molécula de sorbitana e na quantidade relativa de
mono-, di- e triésteres de sorbitana. Dentre os SMLa, o SMLa D foi o que
apresentou o maior teor de trilaurato e de triésteres. Os SMS C, D e E
apresentaram quantidade expressiva tanto do monopalmitato quanto do
monoestearato de sorbitana, sendo o SMS E o Unico que apresentou 0 maior teor
de monoestearato, o maior teor de monoésteres e o menor teor de diésteres.

Essas diferengas na composicdo puderam ser associadas aos efeitos
distintos observados no comportamento de cristalizagdo, apds a adicdo desses
emulsificantes ao RPO, demonstrados através da discussao dos resultados das
analises das isotermas de cristalizacao, do perfil de sélidos, do comportamento

térmico, da microestrutura dos cristais e da consisténcia.
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Anexos

Anexo 1. Especificagcdo do monolaurato de sorbitana (Croda).

CRODA

Certificate prepared at

Croda Singapore Pte Ltd
30 Seraya Avenue
Singapore 627884

Certificate of Analysis

A quality management system registered to the international standard
1SO 9001 was used to manufacture and test this material.

Customer details

Customer Ref.

Inspection Lot 040000295122
C of A Printed.  14.09.2011
Croda Order No.
Croda Del. No.
Quantity. 0,000
Batch Details
Product Name: SPAN 20-LQ-(SG)
Product Code: SD82066/0018/8506
Batch No: 22424
Quality Control Results
Analytical Test Specification Limit
Method No.  Characteristic Lower Upper Value Unit Status
Addendum 00 PASS OR FAIL Pass - P
AS039010  APPEARANCE @ 25°C YELLOW, AMBER Pass - P
(COLOUR)
AS039010  APPEARANCE @ 25°C LIQUID Pass - P
(STATE)
ES001010  ACID VALUE 0,0 7,0 5,0 mg KOH/g P
AS006010  COLOUR (GARDNER) 0,0 8,0 4,5 P
ES010010 HYDROXYL VALUE 330,0 358,0 343,6 mg KOH/g P
ES011010  IODINE VALUE 0,0 10,0 5,4 gl2/100g P
ES014030 PEROXIDE VALUE 0,0 5,0 0,1 meqO2/kg P
(PH EUR)
ES018010  SAPONIFICATION VALUE 158,0 170,0 165,9 mg KOH/g P
FS022010  WATER CONTENT 0,00 1,00 0,28 % P
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Anexo 2. Especificagdo monolaurato de sorbitana (Lipo Chemicals).

CUSTOMER: LAMBENT TECHNOLOGIES CORP,

ADDRESS 3938 PORETT DRIVE
GURNEE
IL 60031

CERTIFICATE OF ANALYSIS

Product: LUMISORB SML K
Lot Number: Gl68416
Customer Number: LAMBENT

Purchase Order Number:

Lambent Order Number

Customer Product Code

Customer Product Name:

Lambent Part Code: SMLK
Quantity Shipped

Yard Mark:

3938 Porett Dr, Gumee IL, 60031 USA ph: 847-244-3410

TESTS LIMITS
APPEAR/ @ 25C, CLEAR LIQUID
AUID VALUE {000 to 7000
SAPONIFICATION 158.06 to 170.00
HYDROXYL 330.00 35800
WATER Q00 10 190

RESULTS
CLEAR LIQUID

3593 mg KOH/g

166.38 mg KOH/
348.07 mg ROH/g

015 %

o

W ]
/8
C!

b £ AT 1

Teﬂhnologées

TEST METHOD

QCGMMLG19
QUGMMIGOG
QUGMM B2
QUGMM 020
QUGMMLD24

This Certificate Of Analysis Has Been Produced Electronically And Is Valid Without A Signature,
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Anexo 3. Especificacdo do monolaurato de sorbitana (Oxiteno).

OXITENO

CERTIFICADO DE ANALISE

Produto: ALKEST SP 20 R
Lote: 091117M36705

Pedido: 380341

Ensaios

Cor Gardner, 25°C
Acidez, indice de, mgKOH/g

Saponificagdo, indice de , mgKOH/g
Hidroxila, indice de, mg KOH/g
Agua, %p

Método Analitico

Limite
Minimo

MA-782
MA-638
MA-810
MA-525
MA-875

0.
0.
154
330

No 577051

N.F.: 17800

Qtde: 0,001 ¢t

Limite Resultados

Maximo
6 5
7 3.54
170 163.9
358 330.3
1 0.15
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Anexo 4. Especificacdo do monopalmitato de sorbitana (Croda).

CRODA

Certificado elaborado em

Croda Inc.

315 Cherry Lane

New Castle DE 19720
USA

Certificado de Qualidade

A quality management system registered to the international standard
ISO 9001 was used to manufacture and test this material.

Detalhes do Cliente

N° pedido cliente

Lote de inspegdo 040000342428
Data da impressao 15.09.2011
N° Pedido

N° Remessa

Quantidade 0,000

Detalhes do Lote

Descricéo do Produto: SPAN 40-PW-(AP)
Codigo do Produto: ~ SD47027/0015/4F55
N° Lote: 0000513859

Resultados de Controle de Qualidade

N¢ Método  Caracteristica

ADENDO 00
EUO100A0  INDICE DE ACIDEZ
EU050400  INDICE DE HIDROXILA
EU0402A0  INDICE DE
SAPONIFICACAO
FU2904HO  UMIDADE
FU020210  CINZAS SULFATADAS
FU700000 METAIS PESADOS (NF)
STATISTICAL
LU700050 POLYOLS
LU077070 Distribuicao Graxa (
NF)
LU700320  SOLVENTE RESIDUAL (
STATISTICAL

Sorbitan Monopalmitate NF

Limite de Especificagéo

Inferior Superior Valor Unidade Status
PASSA / FALHA De acordo - P
0,0 8,0 5,3 mg KOH/g P
275 305 282 mg KOH/g P
140 150 145 mg KOH/g P
0,0 1,5 0,9 % P
0,00 0,50 0,10 % P
MAX 10 PPM De acordo - P
De acordo - P
De acordo - P
CONFORME NF De acordo - P
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Anexo 5. Especificagdo do monopalmitato de sorbitana (Sigma Aldrich).

Certificate of Analysis

Product Name
Product Number
Product Brand
CAS Number
Molecular Formula
Molecular Weight

TEST

Appearance (Color)
Appearance (Form)
Infrared spectrum
Carbon

Water (by Karl Fischer)
Solubility (Turbidity)

Solubility (Color)

Sorbitan monopalmitate
388920

ALDRICH

26266-57-9

C._H O

2 a2

402.57

SPECIFICATION

White to Yellow

Crystal to Powder

Conforms to Structure
59.1-72.2 %

<1.0 %

Clear

¢ = 50 mg/ml (5%); Ethanol
Colorless to Yellow

SICGMA-ALORNCH"

LOT MKBB7118 RESULTS
Yellow

Lumps/Chunks Solid
Conforms

67.8 %

0.2 %

Clear

Colorless
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Anexo 6. Especificacdo do monoestearato de sorbitana (Croda).

CRODA

Certificado elaborado em

Croda Inc.

315 Cherry Lane

New Castle DE 19720
USA

Certificado de Qualidade

A quality management system registered to the international standard
1SO 9001 was used to manufacture and test this material.

Detalhes do Cliente

N° pedido cliente

Lote de inspecdo 040000288515
Data da impressdo 14.09.2011
N° Pedido

N° Remessa

Quantidade 0,000

Detalhes do Lote

Descri¢ao do Produto: SPAN 60-NV-PW-(AP)
Cddigo do Produto: SD47031/0015/4F55
N° Lote: 0000471986

Resultados de Controle de Qualidade

N® Método  Caracteristica

ADENDO 00
EUO100A0  INDICE DE ACIDEZ
EU050400  INDICE DE HIDROXILA
EU0402A0  INDICE DE
SAPONIFICACAO
FU2904HO  UMIDADE :
FU700400  RESIDUO POR IGNICAO

Limite de Especificacao

Inferior Superior Valor Unidade Status
PASSA / FALHA De acordo - P
5,0 10,0 8,5 mg KOH/g P

235 260 246 mg KOH/g P

147 157 152 mg KOH/g P

0,0 1,5 0,8 % P

0,0 0,5 04 % P
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Anexos

Anexo 7. Especificacdo do monoestearato de sorbitana (Lipo Chemicals).

Technologies
CUSTOMER: LAMBENT TECHNOLOGIES CORP
ADDRESS 3938 PORETT DRIVE
GURNEE
{L 60031

CERTIFICATE OF ANALYSIS

Product LUMISORB SMS KP FLAKE
Lot Number: GI91371
Customer Number: LAMBENT

Purchase Order Number:

Lambent Order Number:

Customer Product Code:

Customer Product Name

Lambent Part Code: SMSKP
Quantity Shipped:

Yard Mark:

LIMITS RESULTS | METHOD
ACID VALUF S W 10 6 mg KOI/g 15, AM ] 600
SAPONIFICATION 14700 o 137400 £53.23 mg KOH/g
HYDROXYL 23500 o 26000 23522 mg KOH/g MMIG26
WATER 0.00 to 150 004 % QCGMM 1624
ARSENIC, 3.0 PPM MAX 10 PPM
HEAYY METALS, 10.0 PPM MAX < 10.0 PFPM

This Certificate Of Analysis Has Been Produced Electronically And Is Valid Without A Signature.

3938 Porett Dr, Gurnee IL, 60031 USA  ph: 847-244-3410
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Anexos

Anexo 8. Especificacdo do monoestearato de sorbitana (Oxiteno).

OXITENO
-
CERTIFICADO DE ANALISE No 577047
Pedido: 380341 N.F.: 17800

Produto: ALKEST SP 60
Lote: 100801M100480 Qtde: 0,001 ¢t
Ensaios Método Analitico Limite Limite Resultados

B Minimo Méximo

Saponificagdo, indice de , mgKOH/g MA-810 144 160 151.1
Hidroxila, indice de, mg KOH/g MA-525 230 265 242.2
Agua, %p MA-875 2 0.8
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Anexos

Anexo 9. Especificacdo do monoestearato de sorbitana (Sigma Aldrich).

Product Name
Product Number
Product Brand
CAS Number

TEST

Appearance (Color)
Appearance (Form)
Solubility (Color)
Solubility (Turbidity)

Water (by Karl Fischer)
Purity (GC)

Note

Certificate of Analysis

SIGMA-ALORNCH"

Span- &0

S§7010

SIGMA

1338-41-6

SPECIFICATION LOT 060M0142V RESULTS
White to Off-White Off-White
Powder Powider
Colorless to Faint Yellow Colorless
Clear Clear

50 mg/mL, EtOH

=5 % 2%
45-55% 50 %

Stearic acid (18:0) balance
primarily palmitic
acid (16:0)

Span is a registered trademark of
Croda
International PLC.
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Anexos

Anexo 10. Especificacdo do monoestearato de sorbitana (Tanquimica).

Q.G.P Quimica Geral Ltda.

Estrada jodo Hermano Pessin S/N - KM 5,5 - Laranjal Paulista - SP - CEP 18500-000
Central de Vendas: Fone/Fax: (15)3283-4042 - Fabrica: Fone: (15) 3283-2668

Laudo Analitico

Produto: SULFONOL ESS 60
Cliente: AMOSTRA

Lote: 3507/0911

Analises Especificagdes Resultados Medida
ASPECTO ESCAMAS OK
COR AMARELA OK
I.SAPONIFICAGCAO 160.00 a 180.00 177.4 mgkoh/g
IA MAX 8,0 MGKOH/G 7.73 mgkoh/g
I0DO MAX 3,0 2.64 gl2/100
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Anexos

Anexo 11. Especificagcdo do monooleato de sorbitana (Lipo Chemicals).

ADDRESS

CUSTOMER:

LAMBENT TECHNOLOGIES CORP

3938 PORETT DRIVE

GURNEE
IL

Product;
Lot Number

Customer Number:

Purchase Order Number:
Lambent Order Number;
Customer Product Code:
Customer Product Name:

Lambent Part Code:

Quantity Shipped:
Yard Mark

60031

@

CERTIFICATE OF ANALYSIS

LUMISORB SMO K
G197767
LAMBENT

SMOK

19300 to

LIMITS
$.000 1o 5.000
149.00 1o 160,00

200.00

RESULTS
4 698 mg KO
152.06 mg KOllg

202.55 mg

CLEAR AMBER LIQUID

OIS, Sagn
Lamoe
Technologies

TEST METHOD
QCGMMI000
QCGMMI021
QCGMMI 020
QUGMMIGIY

This Certificate Of Analysis Has Been Produced Electronically And Is Valid Without A Signature,

3938 Porett Dr, Gurnee IL, 60031 USA  ph: 847-244-3410
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Anexos

Anexo 12. Especificagcdo do monooleato de sorbitana (Oxiteno).

» OXITENO

CERTIFICADO DE ANALISE No 577050
Pedido: 380341 N.F.: 17800
Produto: ALKEST SP 80
Lote: 101124M42673 Qtde: 0,001 t
Ensaios Método Analitico Limite Limite Resultados
Minimo Maximo

Aparéncia, 25°C MA-742 liquido PASSA

limpido

amarelado
Cor Gardner, 25°C MA-782 8 8.
Acidez, indice de, mgKOH/g MA-638 8 4.9
Saponificagdo, indice de , mgKOH/g MA-810 145 160 156.4
Metais pesados, ppm MA-724 10 10
Hidroxila, indice de, mg KOH/g MA-525 190 215 201.9
Agua, %p MA-875 0.5 0.1
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Anexos

Anexo 13. Especificacdo do monooleato de sorbitana (Tanquimica).

0Q.G.P Quimica Geral Ltda.

Estrada jodo Hermano Pessin S/N - KM 5,5 - Laranjal Paulista - SP - CEP 18500-000
Central de Vendas: Fone/Fax: (15)3283-4042 - Fabrica: Fone: (15) 3283-2668

Laudo Analitico

Produto: SULFONOL SMV
Cliente: AMOSTRA

Lote: 3425/0811

Analises Especificacgdes Resultados Medida
ASPECTO LIQUIDO VISCOSO OK
COR AMBAR/AVERMELHADO OK
INDICE DE ACIDEZ MAX. 8% 2.37 mgkoh/g
SOLUBILIDADE ALCOOL/ACETONA/METANOL oK
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