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RESUMO

Neste trabalho sfe relatados os efeitos das etapas individuais do refino,
em escala industrial e laboratorial sobre as alteragBes de alguns constituintes
minoritarios dos oleos de milho, soja e canola, a saber: esterdis, esteroldienos,
esteris esterificados, tocoferdis e tocotriendis, triacilglicerdis poliméricos,

acidos graxos frans.

Esterdis totais, determinados por cromatografia gasosa capilar (CG)
decresceram de 18-36% no éleo completamente refinado, comparado aos 6leos
brutos. Contudo a proporgdo relativa dos esterdis individuais nfo foi

essencialmente alterada,

Os teores de esteroldienos, produtos da desidratagfio de esterdis, foram
determinados por uma simples purnificagio em pequena coluna de silica gel,
seguida de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com detecgio de
ultravioleta. O nivel de esteroldienos, normalmente nfio presentes nos odleos
brutos, aumentou apds cada etapa do refino, especialmente apds a

desodorizagdo.

O teor total de esterdis esterificados foi também determinado pela
purificagfio em uma pequena coluna de silica gel, seguidda de CLAE com
detector de massa. Um menor decréscimo no nivel de esterdis esterificados foi

observado apds completo refino.

Os tocoferdis e tocotriendis individuais foram determinados por CLAE
com detector de fluorescéncia. O nivel de tocoferdis decresce apos as etapas do
refino. Em todos os trés casos, maxima redugfio de tocoferdis foi observada

apos a etapa da desodorizagio.

O nivel de gliceridios poliméricos, determinados por purificagdo em uma

pequena coluna de silica gel, seguida de CLAE de permeag@o em gel, aumentou



durante o refino. O teor de acidos graxos frans determinados por CG capilar

também sofreu snbstancial aumento apés o refino.

O teor de esterdis esterificados de dleos refinados de milho, soja e
canola foi determinado ap6s interesterificagdo quimica, catalisada por metdxido
de sodio, a qual promoven um acréscimo no gonteddo de esterdis esterificados
de todos os trés 6leos. Entretanto, a interesterificagiio enzimatica, catalisada por
lipase imobilizada de Rhizommucor miehei (Lipozyme), resultou em wuma

evidente redugdo no contetdo de esterdis esterificados.

A formacdo de esterdis esterificados durante interesterificagfio quimica e
enzimatica foi também examinada por técnica radioativa utilizando-se {4-"*C]B-
sttosterol marcado adicionado ao dlec de canola refinado e medindo-se a

radioatividade dos esterdis esterificados formados.

A interestenficagio quimica de dleo de canola resultou em moderada
formago (10% do total da radioatividade) de B-sitosteril ésteres radioativos. A
Interesterificagfio enzimatica do 6leo, catalisada por Lipozyme, levou & uma
pequena formagio de PB-sitostenil ésteres, enquanto que com a lipase de
Candida cylindracea alta proporgio de '*C- marcado B-sitosteril ésteres foi

gerada (>90% da radicatividade total),



ABSTRACT

We report the effects of individual steps of industrial and laboratorial
refining on the alteration of selected minor constituents of oils, such as com,
soybean and rapeseed oils such as sterols, steradienes, steryl ester, tocopherols

and tocotrienols, polymeric glycerides, trans fatty acids.

Total sterols, determined by capillary GC, decreased by 18 to 36% in the
fully refined oils, as compared to the crude oils, however, the relative

proportion of the individual sterols was essentially not altered.

The steradienes, dehydration products of sterols, were determined by
simple clean-up in a short silicagel column, followed by HPLC with UV
detection. The level of total steradienes, normally not present in crude oils,

increased after each refining step, especially after deodorization.

The steryl esters were also determined via clean-up in a short silicagel
column, followed by HPLC with evaporative light scattering mass detector. A
minor decrease in the level of total steryl esters was observed after complete

refining,

The individual tocopherols and tocotrienols were determined by HPLC
using a fluorescence detector. The level of total tocopherols and tocotrienols
decreased after complete refining. In all the three cases maximum reduction

was observed after the deodorization step.

The level of polymeric glycerides, determined via clean-up in a short
silicagel column followed by size exclusion HPLC, increased to some extent
during refining. The level of trans fatty acids, determined by capillary GC, also
mncreased after refining,

Steryl esters content in refined comn, soybean and rapeseed oils was
measured after chemical interesterification, catalyzed by sodium methoxide,

and led to some increase in the steryl esters content of all the three oils,
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whereas enzymatic interesterification, catalyzed by immobilized lipase from
Rhizomucor michei (Lipozyme), resulted in a distinct reduction in stery! ester

sontent,

Formation of steryl esters during chemical and enzymatic
interesterification was also examined by radioactive tracer technique using [4-
"C)B-sitosterol as marker added to refined rapeseed oil and measuring the

content of radioactive steryl esters formed.

Chemical interesterification of rapeseed oil resulted in moderate
formation (10% of total radioactivity) of radioactive P-sitosteryl esters.
Enzymatic interesterification of the oil, catalyzed by Lipozyme, led to very
little formation of radioactive B-sitosteryl esters, whereas high proportions
{(>90% of total radicactivity) of "*C-labeled B-sitosteryl esters were formed by
the lipase from Candida cylindracea.



1. INTRODUCAO

Os 6leos vegetais sio constituidos predominantemente por triacilglicerdis,
mas estdo presentes nos mesmos, em menor quantidade, outros constituintes de
grande interesse, ' chamados de componentes minoritarios. O estudo das
transformagGes que sofrem tais componentes durante as distintas etapas a que sfo
submetidos os dleos vegetais nos processos tecnologicos, principalmente durante
o refino, apresenta grande interesse tanto do ponto de vista bromatolégico como
nutricional (RABASCALL & RIERA, 1987),

QO presente trabalho teve como objetivo estabelecer a influéneia de
processos tecnoldgicos sobre os chamados compostos minoritarios, presentes em
dleos comestiveis de soja, milho e canola, fabricados no Brasil. Os referidos
componentes, 05 QUAls $¢ concentram na ﬁa§50 insaponificavel, incluem os
triterpénicos e seus derivados como o0s esterdis livres e esterificados; vitaminas
lipossoltveis como os tocoferdis ¢ tocotriendis, carotendides; hidrocarbonetos
alifaticos, Inchiem ainda clorofilas e seus derivados, produtos de alteragdes gue
podem ocorrer durante o refino como dimeros e polimeros de triacilglicerdis,
esteroldienos (esterdis desidratados), acidos graxos frams, e englobam também

contaminantes cComo mefais.

Os processos tecnoldgicos examinados compreenderam a degomagem, a
neutralizago, o branqueamento e a desodorizago; etapas do processe de refino
guimico. Além disso, processos visando a modificaciio de consisténcia, como a
interesterificagio enzimatica e quimica também foram estudados, utilizando-se

neste caso compostos radicativos marcados.



2. REVISAO DA LITERATURA

A produgdo mundial de oleaginosas na safra 1994-1995 ficou na casa de
248,03 MMT (milhdes de toneladas métnicas). Soja (Glycine max) é uma das
mais antigas fontes oleaginosas cultivadas pelo homem. O processamento
tecnolégico do dleo de soja para uso em alimentos comegon nos anos 30 nos
Estados Unidos (SLEETER, 1981). A produgfio comercial de soja comegon a se
expandir significativamente a partir de 1940, particularmente nos Estados

Unidos, e ¢ agora a oleaginosa produzida em maior quantidade no mundo.

No Brasil a soja foi introduzida em 1882 na Bahia, 10 anos mais tarde foi
levada para S#io Paulo e depois para o Rio Grande do Sul, mas s6 a partir de 1955
¢ que comegou a ser produzida em maior escala (PREGNOLATTC, 1981). Hoje
o Brasil € o segundo maior produtor mundial de soja e confribui com 18,2% da

produgio total desta oleaginosa.

O consumo de 6leo vegetal no mundo entre 1994-1995 foi estimado em
66,61 MMT ¢ a previsiio para o ano 2001 é de 78 MMT, um acréscimo de 25%
(SOYATECH, 1996). Oleo de soja é o mais importante oleo vegetal
comercializado mundialmente, a produgio global na safra 1994-1995 ficou ao
redor de 19,33 MMT ou seja 29,02% de todo o 6leo vegetal produzido no

mundo.

A predominincia do dleo de soja no mercado pode ser explicada pelas
caracteristicas agrondmicas da soja, com uma lavoura de relativo baixo custo ¢
produgdo de proteina de alta qualidade, nsada tanto na alimentag3io humana
quanto na animal, o desenvolvimento de processos de refino que fornecem dleo
comestivel de qualidade ¢ em grandes quantidades, ¢ ao baixo prego do dleo

produzido.

Canola € atualmente uma importante fonte oleaginosa devido ao seu

elevado teor de dleo (acima de 40%). Variedades de canola foram desenvolvidas



no Canadi e pertencem &s espécies Brassica napus ou Brassica campestris, as

quais pertencem a familia da mostarda {Cruciferae) (SWERN, 1979).

Gragas a sua composigiio em écidos graxos (oleico e linoleico) ¢ ao baixo
teor de #cidos graxos saturados, o &leo de canola possui um elevado valor
nutricional. A industrializa¢Bio do Sleo de canola tem prosperado muito durante
os Gitimos 10 anos como resultados do recente acordo internacional e devido ao
aspecto econdmico. O Brasil tornou-se produtor dessa oleaginosa que, derivada
da colza, € a primeira na preferéncia dos japoneses, canadenses e americanos
para produg#o, especialmente de 6leo. O dleo de canola apresenta o menor indice
de gordura saturada (apenas 6%) com elevado teor de &cido oleico.A cultura da
canola mostrou-se uma importante alternativa para o cultivo de inverno no sul do
pais, parceira ideal do frigo e perfeita para preencher periodos ociosos na
indistria de extragio de dleo de soja ¢ algoddo (DEMARCHI, 1993).

Conhecida pelo homem desde tempos muito remotos, sabe-se que seu
cultivo remonta & era Cristi. A colza, no entanto, somente passou a despertar
inferesse como fonte de dleo comestivel a partir de 1960, Nessa época gracas a
um bem sucedido programa de melhoramento genético, fruto do desenvolvimento
da biotecnologia, os laboratérios canadenses conseguiram obter uma planta com
baixo teor de acido erticico e glucosinolatos. Contudo a Brassica napus ¢ a
Brassica campestris s6 se transformaram em canola em 1974, na Universidade de
Manitoba, Canada, quando se obteve a planta com menos de 2% de 4cido erdcico
¢ menos de 30 micromoles de ghicosinolatos, da qual se pode extrair éleo ideal

para o consumo humano.

O nome canola (canadian oil low acid} foi oficialmente aceito pela
Canadian Grain Commission em 1987, O cultivo de canola comegou se alastrar ¢
hoje a oleaginosa ¢ cultivada em vérios paises. Liderando o Canada o ranking de

produgio,

Ha uma expectativa muito favoravel ao cultivo de canola em paises como

Brasil e Argentina, os guais por sua posigio geografica e fradigfo agricola,



podem transformar-se em importantes produtores, mesmo porque j4
demonstraram por meio de experimentagiio que podem obter produtividade

semelhante & obtida no Canada.

A explicaglo para a grande aceitagdo e o rapido crescimento do consumo
do dleo de canola € simples. As vantagens, segundo pesquisas médicas feitas em
todo o mundo, nfo se relacionam somente ao baixo indice de gordura saturada
contida no produto, apenas 6%, mas também ao fato de ele embutir elevados
teores de gorduras insaturadas que podem, preventivamente, reduzir 0s riscos de
doengas circulatérias e coronarianas. Numa época em que as doengas cardiacas
aparecem como causa de 40% das mortes no Brasil e nos Estados Unidos é facil
compreender o sucesso do oleo de canola. (DEMARCHI, 1993),

Os principais produtores de canola sdo o Canada, Europa, China ¢ Japfo.
A produgio de 6leo de canola e colza esteve na casa de 9,80 MMT na safra 1994-
1995, Canola representa 14,7% do suprimento mundial de dleo vegetal. Os
demais Gleos vegetais contribuem com aproximadamente 32% da produgfo

mundial.

Oleo de milho ¢ obtido do germe da planta (Zea mays), a qual é
extensivamente cultivada nos Estados Unidos e em menor escala na Holanda,
Argentina, Brasil e outros paises. O grio de milho contém somente 3 a 7% de
6leo, mas o 6leo contido no germe € cerca de 50% (KIRSCHENBAUER, 1960).

O éleo de miltho ¢ muito apreciado devido ao seu elevado teor de dcidos
graxos polinsaturados e baixo contedido de dcidos graxos saturados, além do
elevado teor de tocoferdis gque possui ¢ excelente estabilidade oxidativa que

apresenta. Oleo de milho € considerado um éleo premium,

Os Oleos vegetais sfio a mais importante fonte de lipidios na dieta
alimentar. Eles sfo usados principalmente como 6leos para saladas e na
elaboragiio de alimentos. S&o fontes de dcidos graxos essenciais € fransportam as

vitaminas lipossoliveis.



Os diferentes estigios de processamento, a que s3o submetidos o5 Sleos
vegetais, englobam de uma forma geral, a extragfo, o refino, a hidrogenagio,

inderesterificagfo ¢ o fracionamento.

As principais etapas do refino e as alteragBes que provocam, tanto na
composigo quanto nos valores nutricionais podem ser vistas na Tabela 1 e sdo

relatadas a seguir.

Tabela 1- Etapas do processo de refino.

Estégio Principais impurezas removidas ou reduzidas

Degomagem Fosfolipidios, tragos de metais, pigmentos, carboidratos e

proteinas

Neutralizagio  Acidos graxos, fosfolipidios, pigmentos, tragos de metais,

enxofre, insoliveis em Oleo, soliveis em dgua

Lavagem Sabdes
Secagem Agua
Clarnificaggo Pigmentos, produtos de oxidagfo, tragos de metais, enxofre,

fragos de sabbes
Filtracfio Argila clarificante

Desodorizagio  Acidos graxos, mono e diacilglicerdis, produtos de oxidagio,

produtos da decomposi¢io de pigmentos

Referéncia GUNSTONE et alii, 1994.

Pequenas proporgdes de varios artefatos de lipidios podem ser formadas
pelo processamento de dleos e gorduras a temperaturas elevadas sob condigdes
acidas e alcalinas, bem como na presenga de argilas clarificantes e oxigénio,
Artefatos e impurezas no processamento de Oleos ¢ gorduras decorrentes de

contaminaglo interna ou externa s#o mostradas na Tabela 2.

Contaminago pode ser observada durante a estocagem, prensagem,

extragio de sementes, bem como na estocagem do 6leo. A neutralizagio de dleos



na presenga de oxigénio conduz a sutoxidaglio dos triacilglicerdis e esterdis. A
degradagfio dos perdxidos ¢ a desidrataglio dos 4cidos graxos hidroxilados e
esterdis ocorre pela aglo de argilas clarificantes. Entre varios produtos dcidos
graxos insaturados conjugados, e esteroldienos sdo os principais subprodutos do
processo de clarificagiio industrial. Uma variada proporgiio de outros esteréis
apolares, como as formas isoméricas de esterdis hidrocarbonetos mono-, di-, e
triendicos bem como os dimeros de esterdis, como 3,3-diesteril éter e 3,3
diesteris, sfo formados de vérios esterdis presentes em dleos e gorduras.
Desodorizagiio a altas temperaturas conduz a isomerizagio ¢ oligomerizagio dos
acidos graxos (KAIMAL et alii, 1993),



Tabela 2- Artefatos e impurezas no processamento de Gleos e gorduras

decorrentes de contaminagdo interna ou externa,

Etapa do

processamento

Artefatos, contaminantes e impurezas

Cultivo, cotheita
e estocagem de

oleaginosas
Extrago
Degomagem

Neutralizagio

Clarificagfio

Desodorizagéo

Interesterificagfio

Estocagem do

éleo

Acidos graxos livres, hidroperdxidos, pesticidas, aflatoxinas,

hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, hidrocarbonetos clorados

Residuos de solvente, hidroperéxidos, hidrocarbonetos policiclicos

aromaticos € outros compostos aromaticos
Perdxidos
SabBes, produtos da autoxidagfo de lipidios, mono- e diacilglicerdis

Isdmeros geométricos e posicionais de 4cidos graxos insaturados,
acidos graxos livres, dcidos graxos hidroxilados, Acidos graxos
dimeros e oligoméricos bem como triacilgliceréis, hidroperéxidos,
acidos graxos e esterdis desidratados, produtos secundarios de

autoxidaclio de artefatos de esterdis

Triacilglicerdis e ésteres de esterdis interesterificados, scidos £raxos
livres, isbmeros geométricos e posicionais de 4cidos graxos
insaturados, intra ¢ intermolecular 4cidos graxos e triacilgliceréis
dimeros ¢ oligoméricos, hidrocarbonetos, produtos da degradacio de

carotendides, bifenil e feniléter

Triacilglicerdis alterados por rearranjo molecular, metil ésteres de
acidos graxos, sabdes, ésteres de &cidos graxos e esterdis ou
tocoferdis
Hidroperéxidos de Acidos graxos e esterdis, acrilonitrila, policlorados
de bifenila

Referéncia KAIMAL et alii, 1993.



2.1. Etapas do processamento tecnolégico do refine quimico cléssico de

éleos vegetais
2.1.1. Extracéo

A extragdio € o primeiro estdgio no processamento do 6leo de diversas
fontes, tais como soja, germe de miltho, canola ou outras, Historicamente, dleo
era extraido por prensagem, com ou sem aquecimento. Atualmente, o processo
mais usual consiste em transformar a semente ou fonte oleaginosa em flocos, os
quais s@o submetidos a um processo de extragio por solvente, usualmente
hexana, que posteriormente ¢ destilada e reutilizada. Muito embora a combinagéio
destas duas formas de extragio também possam ser empregadas (RATHMANN
& LANDERS, 1981).

O 6leo bruto € constituido principalmente de triacilglicerdis, mas contém
outras substincias tais como as gomas ¢ as que fazem parte da chamada matéria
insaponificavel, junto com pequenas quantidades de outras substincias as quais
lhe conferem algumas caracteristicas indesejaveis, tais como a cor, odor,
instabilidade. Pesticidas s3o também aqui listados, pois muitos deles sio soltveis
em Gleo, e podem estar presentes no dleo bruto (RATHMANN & LANDERS,
1981).

2.1.2, Refino

Existem duas formas de refino, o chamado refino fisico, ¢ o mais
convencional que € o refino quimico, onde as principais etapas sio descritas a
SEgUIr.

2.1.2.1. Degomagem,

O primeiro estégio do refino quimico ¢, em muitos casos, a degomagem ou
desgomagem. Aqui as gomas, ap6s hidratag3o pela adigdio de pequena quantidade
de dgua ou de 4cido citrico on fosforico sdo removidas por centrifugacio. As
gomas sdo constituidas principalmente de fosfolipidios e mucilagens. Estas estio

presentes em Oleos em teores entre 0,3 e 3%, e podem estar na forma insohivel,



solivel ou coloidal. Sua importdncia estd na propriedade emulsificante que
possuem, a qual aumenta as perdas de Oleo meutro durante o refino. Quando

aquecidos na temperatura de desodorizago os fosfatideos imprimem cor marrom
ao 6leo, o gue afeta sua qualidade (YOUNG, 1980).

2.1.2.2. Neutralizacio

Consiste no tratamento do éleo bruto com solugfo aquosa de alcali
diluido, usualmente soda céustica, o que converte #cidos graxos livres em sabdo.
O dleo € entfo separado desta chamada borra por centrifugagio. Alguns
pesticidas, fosfolipidios, metais, clorofila e substincias de origem protéica podem
ser arrastados junto com esta borra, assim como uma parcela de éleo neutro
(perdas). Posteriormente o Sleo é lavado e seco (LANDERS & RATHMANN,
1981).

2.1.2.3. Branqueamento ou clarificagio

A terceira etapa no processamento de Oleos comestiveis € o
branqueamento. A remog8o da cor dos 6leos é realizada através do uso de
adsorventes. Esta etapa do {ratamento consiste na adic@io de argilas clarificantes,
ou ainda adigo de sflica, que posteriormente sdo removidas por filtrago. Nesta
etapa sfo removidas substincias gue produzem cor tais como carotendides ¢
clorofilas, e reduz os teores de alguns pesticidas, sabdes (sais de acidos graxos) ¢
tarnbém perdxidos. O mais importante adsorvente usado no branqueamento, no
passado fo1 a argila clarificante natural ou silicato de aluminio hidratado. Hoje
em dia, 0 uso de argila natural tem sido suplantado pelo uso de argilas acido-
ativadas. Estas argilas acido ativadas s@o bentonitas ou montmorilonitas que s@o
tratadas com acido sulfrico ou 4cido cloridrico para aumentar seu poder de
brangueamento. O mais popular método de branqueamento usado na atualidade
consiste numa etapa de clarificagio continua a vicuo. Argila ativada €
continuamente dosada e adicionada ao leo, € apds adequado tempo de retengiio,
a mistura ¢ bombeada para filtros paralelos, e o agente clarificante é desta forma
removido (VENNE, 1992),



2.1.2.4, Desodorizacho

Desodorizacio € um processo realizado a altas temperaturas e alto vacuo
sob arraste de vapor. Este processo promove ao dleo aroma e estabilidade
oxidativa desejiveis pela remogBo de 4cidos graxes livres e compostos volateis
que conferem odor ¢ aroma pela destruigiio térmica de hidroperéxidos. Contudo,
tem sido mostrado que quando a desodorizagio ¢ conduzida a altas temperaturas
por longos periodos de tempo, algumas alteragdes indesejéveis ocorrem nas
propriedades fisicas e quimicas do dleo desodorizado (GUMUSKEN &
CAKALOZ, 1992).

Existem muitas variagdes, mas em geral no processo de desodorizacio
injeta-se 4% de vapor em relagfo ac peso do dleo, e o vacuo absoluto é
usualmente mantido entre 1 ¢ 6 mmHg (YOUNG, 1980). A eficiéncia da
desodorizagiio é uma fungio de pressdio, temperatura, tempo de residéncia e
volume de vapor (BAGGE, 1992).

Quando agquecido, ¢ dependendo do grau de insaturagio do 6leo inicial, os
acidos graxos provenientes dos triacilglicerdis poderdo condensar, polimerizar e
mesmo formar estruturas ciclicas, algumas das quais relatadas como compostos
carcinogénicos, N#o existem evidéncias de guantidades significantes destes
compostos resultantes da desodorizagio, mas a tendéncia no processamento tem
sido minimizar o tempo gasto e elevar a temperatura do processo, que fica restrita
a 250°C, temperatura na qual os carotendides podem se decompor e ser
removidos do éleo. Desodorizadores sdo sistemas de batelada, semi-continuos e

continuos (YOUNG, 1980).

2.1.2.5, Winterizacio

Alguns tipos de dleos vegetais sdo refrigerados para a remogiio de ceras e
trizcilglicerGis de alto ponto de fusfio, através de filtragio. O éleo resultante entio

exibe um aspecto limpido e claro a temperatura de refrigerador, uma
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caracteristica desejvel principalmente para os 6leos de salada (LANDERS &
RATHMANN, 1981).

2.1.3. Outros processos tecnoldgicos empregados na industrializacio de

Sleos e gorduras

2.1.3.1. Modificacfio da composi¢io quimica e propriedades fisicas dos

éleos e gorduras

A distribuigdo dos 4cidos graxos na molécula do tracilglicerol, o
comprimento da cadeia € o nimero de duplas ligagdes determinam as
propriedades fisicas dos 6leos e gorduras, como por exemplo a consisténcia e o

ponto de fusfo.
a} Hidrogenacfio

Este processo consiste em dispersar hidrogénio no éleo na presenga de um
catalisador, geralmente niquel. Na reaglio ocorre a adigio de hidrogénio 3s
insaturagSes dos dcidos graxos, promovendo a alteragio da consisténcia do
produto (YOUNG, 1980).

Alguns Oleos vegetais sdo parcialmente hidrogenados para aumentar sua
resisténcia a oxidag#io ou para compatibilizar suas caracteristicas fisicas aos seus
usos especificos. Este € um processo comercialmente importante onde alguns
4cidos graxos polinsaturados sfo convertidos em seus isdmeros. O efeito do
processo de hidrogenagiio sob o aspecto nutricional tem sido objeto de discussfio
por parte de diversos autores nos Gltimos temipos, concentrando-se em estudos

bioquimicos destes isdmeros.
b} Fracionamento

Os triacilglicerbis constituintes dos dleos e gorduras, devido a sua
diferente composigdo em &cidos graxos, tém diferentes pontos de fusfio, os quais
podem variar de -50 a 80°C. Cada 6leo tem, por isso, uma faixa de fusiio
caracteristica (YOUNG, 1980).
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Oleos e gorduras podem ser fracionados por cristalizagiio a diferentes
temperaturas e produzir uma fraglo sélida (estearina) e outra liquida (oleina).

Trés processos sfio usados para este tipo de separagfio:

» fracionamento a seco - onde o dleo ¢ submetido & refrigeragdo por certo periodo

de tempo e entio oleina e estearina sdo separadas por filtragdo

» fracionamento com detergente - a gordura parcialmente cristalizada ¢ misturada
a uma soluglo de detergente e os cristais em suspensio na fase aquosa sio

separados por centrifugagio

« fracionamento com solvente - uma miscela de dleo em solvente é formada e
resfriada para produzir a cristalizag8io. A estearina é separada por filtragio e
ambas as fragBes sio aquecidas, recuperando-s¢ o solvente por destilagio
(YOUNG, 1980).

¢} Interesterificacio

Um dos processos mais comumente utilizado para alterar as caracteristicas
fisicas dos triacilglicerdis pela manipulagio da composigic de seus icidos graxos
¢ a interesterificagdo. Ela ¢ empregada quando se deseja alterar a composigio da
ocorréncia da distribuig@io dos &cidos graxos na molécula do triacilglicerol para
se obter 6leos ¢ gorduras com propriedades quimicas e fisicas diversas, os quais
podem ser empregados em produtos industriais especificos, como margarinas,

shortenings e na producéio de chocolate.

A interesterificag@io € um processo no qual um éster de um triacilglicerol
reage com um #cido graxo, dlcool ou outro éster, resultando numa troca de
posigiio dos 4cidos graxos, para produzir um novo éster on novo rearranjo
molecular no triacilglicerol, 0 que pode alterar as caracteristicas fisicas de 6leos e
gorduras. As moléculas dos acidos graxos ndo estiio distribuidas casualmente na
molécula do triacilglicerol que ocorrem nos 6leos e gorduras naturais. Em geral,

acidos graxos insaturados estdo localizados preferencialmente na posigio sn-2
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dos triacilglicerdis naturais, enquanto que as posigBes sn-1 e sn-3 sfio

predominantemente ocupadas pelos dcidos graxos saturados.

A reaglio de um éster com um 4cido graxo € chamada de aciddlise,
enquanto que a reaglo de um éster com um aleool € dita alcodlise, J4 a reagfio de

um éster com outro éster € chamada transesterificaciio.

Acidolise tem despertado menos interesse que a alcodlise ou a
transesterificagfo. Alcodlise é importante comercialmente pois oferece meios de
5¢ preparar outros ésteres, como por exemplo ésteres de ceras. A metandlise de
uma gordura para se obter ésteres metilicos e a glicerdlise de ums gordura para
obter mono ¢ diacilgliceréis tem grande importincia industrial (SONNTAG,
1982).

Transesterificagdo tem ultimamente assumido uma substancial importincia
na indistria de 6leos ¢ gorduras, principalmente na indistria de gorduras
comestiveis,  Transesterificagio  entre  triacilglicerol  tendo  diferentes
caracteristicas fisicas, por exemplo uma gordura dura com um 6leo lquido, tem
sido usada para obter produtos como base na produgfo de margarinas, substitutos
de manteiga de cacau, gorduras para confeitaria e outras (TEASDALE &
HELMEL, 1965; GOODING & CRAVENS; 1963; KIDGER; 1968; COTTIER &
ROSSELL; 1980).

¢.1} Interesterificacio catalisada quimicamente

Interesterificagio de dleos vegetais, catalisadas por bases, metéxi ou etéxi
derivados de metais alcalinos ¢ um processo industrial estabelecido para a
modificagio estrutural dos constituintes dos triacilglicerdis, com a finatidade de
alterar as propriedades fisicas dos 6leos (ROZENDAAL, 1992),

Interesterificagio de gorduras pode ocorrer a altas temperaturas, como a
366°C, mas requer longo tempo e ¢ usualmente acompanhada pela decomposigio
& polimerizagio (SREENIVASAN, 1978).

O uso de catalisadores promove um aumento na velocidade de reagfio e

€xige menores temperaturas para a reagdo, Alquilatos de metais alcalinos, como o
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metilato de sédio e etilato de sédio, e metais alcalinos (Na, K e suas ligas) sdo

catalizadores preferenciais para interesterificagdo.

Drrante este processo a gordura, ou mistura de gorduras, € aquecida com
pequena quantidade de &lcali ou base. Isto causa simultdnea hidrdlise e
esterificaglio, em que os &cidos graxos trocam de posigio na molécula do
tacilglicerol. A composicio dos acidos graxos ndo ¢ alterada ¢ ndo ocorrem

alteragOes do ponto de vista nutricional.

Este processo pode ser aplicado para qualquer gordura ou mistura de
gorduras. O processo pode ser usado na produglo de “shortenings” ¢ na
elaborago de margarinas contendo baixo teor de frams-isdmeros pela
interesterificagdo de um dleo com wma gordura de alto grau de saturagio
{LANDERS & RATHMANN, 1981)

O uso de catalisadores quimicos na interesterificagiio tem certas
desvantagens. A variabilidade na qualidade do catalisador, a necessidade de um
periodo de indugfio, e perdas de dOleo pela formaglio de sabdes de ésteres
metilicos sdo algumas das desvantagens do uso destes catalisadores. A reagfio
deve ser conduzida na auséncia de Agua ou acidos graxos ndo esterificados, por
gque o catalisador reage com estas substincias. Consequentemente os Oleos ¢
gorduras que s#o submetidos a interesterificagdo quimica, devem ser

preferencialmente neutralizados e secos.

A clagsica interesterificaclo quimicamente catalisada promove a
randomizacio na distribuigic das moléculas de dcidos graxos na molécula do
triacilglicerol (SREENIVASAN, 1978, CHOBANOV & CHOBANOVA, 1977;
DASGUPTA et alii, 1982).

O processo nfo ¢ especifico. Para induzir a formagio de alguns produtos
desejdveis um processo chamado interesterificac@io dirigida tem sido usado, no
qual os triacilgliceréis formados durante a reagfo catalisada quimicamente sio
seletivamente cristalizados no produto(CHOBANOV & TOPALOVA, 1979).
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¢.2) Interesterificacfo catalisada por lipases

Lipases (triacilglicerol acil hidrolases) s#o biocatalisadores que aceleram a

hidrolise de ligagBes ésteres do tracilglicerol.

Lipases podem ser produzidas por diferentes organismos vivos, e sdo
obtidas comercialmente. Uma lipase muito popular obtida de tecido animal é a
lipase pancredtica porcina. Lipases de plantas, isoladas de sementes oleaginosas
em estado germinativo, t€m sido empregadas em processos biotecnolégicos
(HASSANIEN & MUKHERIJEE, 1986).

Lipases extracelulares microbianas sdo excretadas por microorganismos
para a digestio de materiais lipidicos. As lipases microbianas podem ser
classificadas em 3 grupos de acordo com seu substrato especifico (MACRAE,
1984).

O primeiro grupo ndo mostra especificidade com relaglio anatureza do
grupe acil ou a posigio em que este serd esterificado no glicerol, em qualquer
uma das 3 posi¢Oes da molécula indiscriminadamente, Para produzir glicerol e
dcidos graxos, monoacilgliceréis ¢ diacilglicerdis aparecem como produtos
intermedidrios na reagfio. Tipicas lipases nfo especificas sfio Candida

cvlindracea, Corynebacterium acnes e Staphylococeus aureus.

O segundo grupo de lipases hidrolisam especificamente os ésteres nas
posigles sn-1 e sn-3 da molécnla do tracilglicerol. Usando estas lipases,
triacilghcerois sdo hidrolisados na posiglo 1,2(2,3)-diacilglicerdis e 2-
monoacilgliceréis, com formagdio de 4cidos graxos. Prolongando a incubagiio dos
triacilglicerois com lipases sn-1,3 especificas, o resultado serd uma completa
hidrélise, porque 1,2(2,3)-diacilglicerdis e 2-monoacilgliceréis sdo quimicamente
instdveis € ocorre a migragfo da posiglo sn-2 para a posigfo sn-1,3. Exemplos de
enzimas neste grupo so as lipases do Aspergilus niger, Mucor javanicus e varias
espécies de Rhizopus. A lipase pancreatica € uma tipica lipase sn-1,3 especifica, ¢
algumas lipases vegetais (por ex. colza, mostarda ¢ lupino) tem demonstrado
possuir esta especificidade (HASSANIEN & MUKHERIJEE, 1986).
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O terceiro grupo de lipases microbianas catalisa caracteristicamente s
hidrélise de tipos especificos de grupos acilas nas moléculas de triacilglicerdis.
Uma representante tipica deste grupo é a lipase produzida pelo Geotricum
candidum que hidrolisa preferencialmente grupos acilas de cadeia longa contendo
uma dupla ligagio cis na posigio A9 (ex. oleoil, linoleoil e linolenoil). Grupos
acilas de moléculas saturadas e insaturadas que néio possuem duplas ligagBes
localizadas na posigio A9 s$io hidrolizadas somente de forma muito lenta da
molécula do triacilglicerol (JENSEN, 1977).

Recentemente, numerosas aplicagles de interestenificagio enziméatica de
6leos, catalisada por lipases, t€m sido empregadas para produgfio de gorduras
especiais (MACRAE, 1984, MUKHERJEE, 1990).

Lipases catalisando hidrélises de triacilglicerdis t8m sido investigadas por
muitos autores (KIN et alii, 1984; LINFIELD et alii; 1984; KHOR et alii, 1986;
MUKATAKA et alii, 1985). Processos de hidrélise usando lipases em sistemas
de batelada ou continuos tém sido recentemente descritos (HOQ et alii, 1985).

A hidrélise do triacilglicerol € uma reagiio reversivel. TSUNISAKA et alii
(1977) demonstraram que lipases microbianas também catalisam a sintese de
acilglicerois de dcidos graxos e glicerol, contudo outros autores tem demonstrado
que lipases de Aspergillus niger e Rhizopus delemar catalisam especificamente a
esterificagiio de Acidos graxos nas posigdes sn-1 e sn-3 na molécula do glicerol,
enquanto que lipases de Geotricum condidum e Penicillium cyclopium
esterificam somente acidos graxos de cadeia longa; sem nenhuma especificidade

de posiclo.

A possibilidade de usar lipases na sintese de acilglicerdis tem aberto um
novo caminho para a Biotecnologia industrial de 6leos e gorduras.
Interesterificagiio catalisada por lipases é um processo biotecnologico com boas

perspectivas de aplicag3o.

O uso de lipases em reagSes de interesterificagio tem algumas vantagens

sobre 0 uso de catalizadores quimicos. Em comparagio com catalisadores
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quimicos, lipases catalisam interesterificagbes sobre condigBes mais amenas,
onde os grupos acilas no sofrem nenhuma alteragiio quimica indesejavel. Uma
segunda vantagem é que o processo tende a ter menor custo no tratamento de
residuos, desde que enzimas sdo biodegradaveis e podem ser usadas em baixas
concentragdies (0,1-1% do substrato) onde ocorre uma insignificante demanda de
oxigénio bioldgico (POSORSKE, 1984).

Uma das principais vantagens no uso de reagdo de interesterificagdo por
lipases € a especificidade das enzimas. Na interesterificacio quimica ha uma
dificuldade de se introduzir um desejado grupo acil em uma determinada posigdo
do glicerol, devido a reagio ocorrer de forma randémica, ou seja ao acaso. Pelo
uso, por exemplo, de uma lipase sn-1,3 especifica as trocas dos grupos acilas sio
confinados 4s posigdes sn-1 e sn-3 produzindo produtos que n#o podem ser

obtidos por interesterificagdo quimica.

Interesterificagbes catalisadas por lipases podem ser conduzidas sem
neutralizaglo prévia dos dleos e gorduras usados. A quantidade de agua tem sido
controlada para evitar a hidrélise do triacilglicerol, mas alguma atividade de 4gua
pode estar presente desde que a hidrélise é o primeiro estagio na reaglo de
interesterificagio. Uma vantagem adicional é a possibilidade do uso de lipases

imobilizadas nas reagBes de interesterificagdes.

Lipases tem sido imobilizadas em suportes inorgdnicos, como silica
(WISDOM et alii, 1984; YOKOZEKI et alii, 1982) ¢ como biocatalizadores

podem ser recuperados ¢ reutilizados em reatores com fluxo continuo.

Muitas patentes tm sido registradas descrevendo o uso de
interesterificagBes catalisadas por lipases para a obtengio de produtos
especificos, por ex. substitutos de manteiga de cacau (MATSUO et alii, 1981;
MATSUO et alii, 1980). Neste caso particular as propricdades fisicas da
manteiga de cacau sdo conseguidas pelo uso de lipases sn-1,3 especificas, que
produzem triacilglicerdis, como o 1,3-dipalmitoil-2 oleoilglicerol; 1,3-diestearoil-

2 oleocilglicerol em proporgBes desejadas.
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¢.3) Métodos para avaliar reacdes de interesterificacdes

Mc¢todos de interesterificages de 6leos e gorduras tém como objetivo da

reagio a elaboragdo de produtos com propriedades fisicas de interesse.

Os métodos fisicos que tém sido mais comumente empregados sdo:
observagio visual da alteragfio de cor durante a reacfio, determinagiio do ponto de

fusfio do produto e determinag@o da curva de sélidos empregando espectroscopia
de RMN,

M¢étodos quimicos que avaliam reagfes de interesterificaciio e alteragdes
que ocorrem na composiciio do triacilglicerol envolvem cromatografia em
camada delgada, cromatografia em camada delgada com nitrato de prata
(argentaglo), hidrélise com lipases pancredticas e cromatografia gasosa
(SREENIVASAN, 1978),

Métodos quimicos assumem, contudo, uma alta importdncia quando
reaclio de imteresterificacfio catslisada por lipases tem sido monitorada desta
maneira. A avaliagio da performance ¢ especificidade de lipases nos processos de

interesterifaca¢io requerem métodos quimicos rapidos de analise.

Uma das possibilidades de se monitorar a reagio de interesterificagio
catalisada por lipase € o0 uso de uma substéincia definida ¢ "marcada”, a qual pode
ser facilmente detectada nos produtos formados. Por exemplo um 4cido graxo

incomum pode ser adicionado.

Outra possibilidade para analisar produtos de reagles catalisadas por
lipases € o uso de compostos marcados radicativamente. Métodos radioquimicos
ttm sido empregados em laboratdrios de lipidios (ROBERTS, 1968;
MUKHERJEE & MANGOLD, 1978, MUKHERJEE, 1984; TOTANI &
MANGOLD, 1981; WIENTZEK et alii, 1985; MANGOLD et alii, 1962).
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2.2. Principais compostos minoritdrios presentes em 6leos e gorduras

Como compostos minoritérios, ¢ possivel distinguir as grandes familias
que envolvem os fosfolipidios, cerideos, constituintes insaponificéveis, clorofilas
¢ os produtos de alteragBes (KARLESKIND, 1992).

2.2.1. Fosfolipidios

Fosfolipidios sdo componentes naturais dos 6leos, estio presentes em
6leos brutos de plantas em nivel que varia de 0,1 a 1,8%. A presenca dos
fosfatidios ¢ indesejavel porque eles podem causar perdas durante o refino, sio
importantes na indastria de alimentos porque apresentam propriedades finicas,
sdo emulsificantes. Fosfolipidios siio quelantes de metais e interferem na
quantidade de ions metilicos nos 6leos. A remogdo dos fosfolipidios ou gomas
também resultam na eliminagio de ferro e cobre, os quais diminuem a
estabilidade oxidativa dos oleos. Refinadores de dleos necessitam conhecer o
nivel de fosfatidios durante o processamento do 6leo bruto (PRZYBYLSKI &
ESKIN, 1991).

Oleo bruto de soja que foi danificada no campo, durante a gstocagem ou
manuseio ¢ fransporte, contém quantidade significante de fosfolipidios ndo
hidrataveis. Estes sio fosfatidios que durante a degomagem do fleo bruto com
agua ndo sdo hidratados, ndo precipitam e nio sio removidos através de
centrifugacdio. LIST et alii (1990) simularam em laboratério os procedimentos
comerciais e demonstraram que a formagdo dos fosfatidios nio hidrataveis em
soja e flocos de soja foram influenciados pela umidade, aquecimento ¢ atividade
enzimatica. A formagio de fosfatidios nfo hidratdveis foi particularmente répida
em flocos de soja estocados a 14% de umidade a 40°C. Inativagio de fosfolipase
D, através de tratamento de flocos de soja por vapor ou microondas, inibem a
formagdo de fosfatidios nfo hidrataveis (MOUNTS et alii, 1992).

O desenvolvimento de uma metodologia com relagdo & determinagiio de
fosfolipidios em dleos é importante tanto para monitorar a qualidade da matéria-

prima como do produto processado. Medidas dos componentes fosfolipidicos tém
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sido usada para avaliar a qualidade do 6leo bruto procedente de sementes
oleaginosas, principalmente as que sofrem danos durante o manuseio no campo,
as quais possuem alto teor de umidade durante a estocagem. Atualmente a CLAE
¢ uma importante ferramenta para a separagfio e detecgio destes lipidios. A
cromatografia em camada delgada ¢ considerada relativamente complicada para

esta separaciio devido aos diversos estagios requeridos na determinagio,

Devido & baixa concentragio de fosfolipidios em 6leos, a pré concentragiio

dos mesmos se torna necessaria (SINGLETON, 1993)

2.2.2. Cerideos

E a designagio de uma forma geral dos ésteres de acidos graxos com
monoalcoois (eventualmente di} de massa molecular suficientemente elevada o

que 05 torna msoldveis no dleo.

Ceras naturais, sio ceras presentes em alguns lipidios vegetais, as quais
contribuem na formagdio de peliculas protetoras de grios e frutos
(KARLESKIND, 1992).

2.2.3. Insaponificiveis

A fraglo insaponificivel dos lpidios compreende os constituintes que

apos hidrolise basica (saponificagio) sio soliaveis em solventes orginicos.

A proporgdo de matéria insaponificdvel de wm lipidioc depende
evidentemente da origem biologica deste lipidio, dos tratamentos a que foi

submetido, do tipo ¢ da natureza da extragdo.
Os principais constituintes da matéria insaponificavel sio:

- 0s hidrocarbonetos diversos: alifiticos saturados e insaturados, triterpénicos

(esqualeno) ou tetraterpénicos (carotenos)

- o8 compostos terpénicos: os alcoois triterpénicos penta e tetraciclicos, 4~

metilesterdis e os esterdis,

- 0s alcoois graxos: as ceras
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- as vitaminas lipossoltveis: A, D.Ee K
~ 0§ constituintes diversos

Estudos da composigio da fragdo insaponificvel de dleos € uma poderosa
ferramenta para a identificaglio, caracterizagfio e verificagio de adulteragio em
dleos e gorduras (FREGA et alii, 1992),

2.2.3.1, Triterpénicos e seus derivados

A fragio insaponificAvel dos lipidios naturais contem uma certa
quantidade de &lcoots triterpénicos, bem como produtos de sua evolugio, os 4-
metilesterdis € os esterdis. Estes compostos representam em geral 30 a 70% da

fragiio insaponificavel, ou seja de 0,3 a 0,7% dos lipidios extraidos.

Os triterpenos e seus derivados sfo integrantes biosintéticos dos seres
vivos, com duas excegdes, as bactérias e os insetos. Estes compostos provem da

oxidagfio enzimitica do esqualeno (KARLESKIND, 1992).
a) Alcoois triterpénicos

No reino vegetal, os alcoois triterpénicos encontrados com mais frequéncia
sdo o cicloartenol, e 24-metilenocicloartancl, as o ¢ f- amirinas, onde a
composigio qualitativa depende da familia e do género botanico considerado. Por
exemplo, os 6leos de graos de curcubiticeas sdo caracteristicos pela presenca de

curcubita-3, 24-dieno-3B (KARLESKIND, 1992).
b) 4-Metilesterdis

Estdo presentes na fragfio triterpénica dos 6leos e representam de 1 a 5%
da fragio insaponificavel, sdo compostos intermediarios da via metabélica dos
vegetais onde 4lcoois ftriterpénicos evoluem para formar os  esterdis
{KARLESKIND, 1992).

¢) Esterdis

Os esteréts constituem uma importante fragio dos insaponifichveis,

representando de 30 a 60% desta frago. Os lipidios de origem vegetal
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compreendem em geral de 5 a 10 esterdis majoritérios. Os esterdis mais
sbundantes no reino vegetal sio P-sitosterol, campesterol, estigmasterol, e
isofucosterol. Oleos provenientes de plantas de certas familias botdnicas contém

unicamente 0 A7 esterol, de outras familias 0 A5 ¢ 0 A7 esterol.

Os principais esteréis associados a seus correspondentes nomes, comum e

cientifico de acordo com a recomendagio da IUPAC 1989, sio apresentados na
Tabela 3,
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Tabela 3- Principais esterdis associados & nomenclatura, comum e
cientifica de acordo com a recomendagio da TUPAC (1989).

Nome comum

Nome cientifico

Colesterol
Brassicasterol
Campesterol
Campestanol
Diidrobrassicasterol
Estigmasterol

B-Sitosterol
Estigmastanol

Fucosterol

A5-Avenasterol

A7-Estigmasterol

A7-Avenasterol

A7-Caolesterol

colest-5-en-3§-0l

(22E)-ergosta-5,22-dien-3f-ol
(24R)-24-metilcolest-5-en-3B-ol (Campesta-5-en-35-0l)
24-metil-colestan-35-0l

ergost-3-en-3§-ol

(22E)-estigmasta-5,22-dien-35-o0l

estigmast-5-en-35-ol

estigmastanol

[24(28)E]-estigmasta-5,24(28)-dien-38-o0l ({24(241)E]-
estipmasta-5,24(241)-dien-35-0l

[24(28)Z}-estigmasta-5,24(28)-dien-3B-0l ([24(24 DE}-
estigmasta-5,24(241)-dien-33-ol

(22E)-estigmasta-7,22-dien-3-ol

[24(28)Z}-estigmasta-7,24(28)-dien-3-0l ([24(241)E]-
estigmasta-7,24(241)-dien~3f-o0l

colest-7-en-3f-ol

Referéncia LOGNAY et alii, 1993.

A estrutura de alguns dos principais esterdis encontrados em plantas é

mostrada na Figura 1.
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Colesterol ' Brassicasterol

Campesterol ' Estigmasterol

OH L _
B-Sitosterol A-Avenasterol

A-Esti gmasterol A—Avenasterol

Figura 1- Estrutura dos principais esterdis.
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A composiglo esterdlica dos dleos e gorduras tem sido estudada por muito

temnpo ¢ ¢ empregado como método de rotina para verificar a pureza de dleos, ou
definir a mistura destes (MENEGHETTI et alii, 1987).

A precipitagio dos esterdis pela digitonina foi muito empregada no
passado, mas recentemente a cromatografia gasosa € empregada com sucesso na
andlise qualitativa ¢ quantitativa da fragio esterdlica. CLAE também pode ser
empregada para a determinagfo da composigo esterdlica de dleos vegetais
(MORDRET et alii, 1985).

A composigio esterdlica € de suma importdncia pars caracterizar uma
espécie botanica: por exemplo, colza primor nfio contem mais Acido ericico. Os
esterdis das classicas variedades ricas em acido erlicico contém ao redor de 8%

de brassicasterol, caracteristico desta espécie botinica,

Existe também uma variedade de cirtamo rica em 4cido oleico que pode
ser confundida quanto 4 composigo em dcidos graxos com o dleo de oliva, mas a
varicdade linoleica e a variedade oleica possuem & mesma composiglo esterdlica

caracteristica por possuir elevado teor de A7estenol (WOLFF, 1980).

Gorduras animais raramente contém mats que tragos de outros esterdis que
ndo o colesterol, o qual pode estar presente em altos niveis, particularmente na
gema do ovo. Oleos vegetais, por outro lado, podem conter um grande nimero de
esterdis na fraglo insaponificavel do Oleo, caracterizados pelo uso de CG,
cromatografia em camada delgada ¢ espectrometria de massa. Contudo estes
estudos ndo diferenciam entre esterdis livres e esterificados (HAMMOND,
1993),

Esterdis livres e esterificados geralmente ocorrem juntos em dleos vegetais
naturais ¢ sfo sempre analisados, apds hidrélise, como parte da matéria
insaponificavel. Estes dados podem auxiliar na caracterizacdo de 6leos. Para
melhor informagio os esterdis livres e esterificados devem ser separados por
cromatografia em camada delgada antes da analise. Isto é relativamente facil pois

estes compostos t&m como caracteristica diferentes tempos de retengdo. Contudo



a analise destes 2 grupos de compostos requer o uso de sistemas de alta
resolugio, Colunas empacotadas podem apresentar resultados razodveis de
trimetilsilil derivados de esterdis, em colunas apolares tipo OV-1, Estas colunas
ndo diferenciam entre acidos graxos saturados e insaturados dos ésteres de
esterdis (HAMMOND, 1993).

Ester6is exibem estereoisomerismo ¢ exisiem pares de epimeros, por
exemplo, 22,23-dihidrobrassicasterol e campesterol sdo epimeros, estigmasterol e
poriferasterol também sfo epimeros, RMN de alta resolugfio (>100MHZ) ﬁode
ser usada para distinguir entre epimeros, mas este tipo de instrumento pode njo
estar rotineiramente disponivel (HAMMOND, 1993).

d} Esterdis esterificados

Esterdis esterificados sSo misturas complexas, desde que qualguer esterol
presente no Oleo pode estar esterificado com gualquer acido graxo de ocorréncia
natural. Na pratica, apesar da composigio ser complexa, existem espécies
especificas de ambas as composigdes de esterfis e esterdis esterificados que
auxiliam na caracterizagio de um 6leo (HAMMOND, 1993).

Esterdis livres ¢ esterificados geralmente ocorrem em dleos vegetais
naturais ¢ sio comumente analisados apdés hidrélise, como parte da fragio
msaponificavel. Estes dados podem auxiliar na caracterizagio de 6leos. Para
melhor informagHo, os esteréis livres & esterificados devem ser separados antes
da analise. Isto é relativamente facil, uma vez que estes compostos tém diferentes
caracteristicas de retengfio. Conmudo, analise dos membros componentes de dois

grupos requer um sistema de alta resolugio.

Os esterdis livres podem ser derivatizados ¢ amalisados em CG, mas
esterdis esterificados formam uma mistura complexa, pois qualquer esterol
presente pode estar esterificado com qualquer um dos acidos graxos que ocorrem
naturalmente. Na prética, a composigio € complexa, existem espécies especificas
e a composicio de ambos esterdis livres ¢ esterificados servem para caracterizar

um ¢leo natural, Muitos autores t€m proposto este tipo de andlise para
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identificacio de misturas de dleos (HAMMOND, 1993; MILLER & GORDON,
1994).

A determinac8o de esterdis esterificados é frequentemente realizada em
analises clinicas no plasma sanguineo. Métodos classicos de anilise, como os de
reacdo enzimatica e colorimetricas sfio tediosos € o tempo envolvido ¢ muito

longo, além da interferéncia de outros componentes na analise.

Métodos cromatograficos sfo aplicdvels na separagio da frago de esterdis
esterificados. O uso de cromatografia em fase reversa na separagfio de esterdis
esterificados promove uma separagiio com base no equivalente nimero de
carbonos (ECN) com uma indicagfio ¢ resolugBio parcial de alguns pares criticos,
A combinagiio de 2 ou 3 destes métodos ¢ requerida para a completa separagiio

dos esterdis esterificados (PERKINS et alii, 1981).

Na andlise de esterdis esterificados atraves de CG pode ocomrer
degradacio térmica destes compostos, ¢ nesse caso um fator de corregfio deve ser
utilizado para calibragio do sistema nas condigbes de uso. Como a degradagio
aumenta pelo tempo de cluiclio dos esterdis esterificados, fatores de resposta
individuais devem ser determinados para os varios esterdis esterificados, o que é
contudo inviavel por causa das iniimeras possibilidades de combinagfes dos
esterdis com os dcidos graxos existentes nas amostras, os quats irfio se combinar

para compor a fragfio de esterdis esterificados (ARTHO et alii, 1993).

O processo de refino € caracterizado por uma diminuigio da fragio de

esterdis livres enquanto a fragdo esterificada permanece inalterada MARIANI et
alii, 1991).
Importantes informagBes sfio perdidas pela saponificagdo, como a

composigiio dos menores componentes livres ¢ esterificados. Diferentes formas
de extragdo ou métodos de refino surtem diferentes efeitos sobre os componentes
livres e esterificados. Somente poucos trabalthos relatam a andlise de esterdis na
forma Livre e esterificada. Estes s@io wsados para determinar a influéneia do

processo de refino no dleo.
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2.2.3.2. Vitaminas lipossoliveis
a) Yitamina E, tocoferdis e tocotriendis

Um grupo de componentes, dentre os constituintes da matéria
insaponificdvel de dleos e gorduras, que desperta grande interesse sfo os
tocoferdis e tocotriendis devido ao seu cariter vitaminico e atividade
antioxidante, Este grupo de substincias apresenta em sua estrutura zonas
particularmente reativas; a) um grupo fendlico livre, b} a presenca, exceto no
caso do 1sdmero «, de posigdes livres no anel aromatico e ¢) por ser de natureza
monoéteres de uma hidroguinona. Mas por outra parte, estas substincias sdo
susceptiveis de sofrer fendmenos de polimerizagio como consequéncia de sua
oxtdaglo. Estas possibilidades de transformag8io fazem que alguns tratamentos, a
que sdo submetidos os dleos ¢ as gorduras que os contém, possam incidir sobre as
suas estruturas e as modifiquem, em consequéncia, a estabilidade do produto
final ¢ o valor nutritivo, quanto ao conteido vitaminico, podem ser alterados
(RABASCALL & RIERA, 1987.)

A existéncia da vitamina E foi descoberta em 1922 por Evans e Bishop
(BALL, 1988). Existem basicamente, 8 formas (estruturas) de vitamina E na
natureza: 4 tocoferéis ¢ 4 tocotriendis. A biossintese dos tocoferbis ¢

exchisivamente vegetal.

Tocoferdis sdo denvados do metil-substituido tocol, e constituidos de um
nicleo croman-6-ol ligado ao C-2 uma cadeia composta de 3 unidades de
isoprene saturadas. Tocotriendis sfo estruturas similares onde esta cadeia contém
3 duplas ligagdes. Os tocoferdis e tocotriendis sfio designados como alfa -(a),
beta -(f), gama -(y) e delta <(3), e diferem de acordo com o nimero de grupos

metilicos que possuem no nicleo de cromanol como pode ser visto na Figura 2.



A MH Tocoferol
3

B MH Tocotrienol
3

Tocoferol  Tocotrienol
R=A R=B
R; =Ry, =CH, o o
R, =CH; R;=H B _ | B
R;=H, R, =CH; ¥ Y
BR;=R;=H & &

Figura 2- Estrutura de tocoferdis € tocotriendis

As formas B e y sfo isdbmeros posicionais. A atividade biologica do

tocoferol esta na ordem a>P>y>8.

O termo tocoferol refere-se especificamente ac tocol metil substituido,

enquanto que vitamina E refere-se a tocoferdis e tocotriendis coletivamente.

Dentre os griios, o mitho tem o mais elevado teor de vitamina E, cerca de 8
mg/100g.

Oxidaglo da vitamina E ¢é acelerada pela exposigio 4 luz, aquecimento,
condigbes de pH alcalino, e a presenga de certos tragos de minerais, como cobre
(Cu *) e ferro (Fe *).

A vitaming E ¢ estavel ao aquecimento e tratamento alcalino na auséncia
de oxigénio, sfio lentamente oxidados sob atmosfera de oxigénio, um processo
que ¢ rapidamente aumentado pelo aquecimento ¢ catalisado por ferro ¢ sais de
prata. Sob exposigio 4 luz, o tocoferol gradualmente escurece. S¥o estdveis 3 luz

visivel, mas destruidos pela luz UV, especialmente na presen¢a de oxigénio.
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Vitamina E faz parte do rol dos antioxidantes, protege os lipidios da
oxidagio pela combinagio com radicais livres (PFALZGRAF et alii, 1995;
PONGRACZ et alii, 1995), ¢ por isso é empregada para estabilizar dleos e

gorduras,

No combate a oxidagfio lipidica, vitamina E sofre auto oxidagdo,
especialmente por hidroperdxidos, os quais sdo produtos da oxidagio de acidos
graxos insaturados. Os produtos da oxidaglio da vitamina E incluem quinonas,

hidroguinonas e tocoperdxidos, tanto quanto dimeros e trimeros.

Oleo de milho refinado contdm menos da metade do contedo de a-
tocoferol encontrado em dlec recém extraido. Pouca ou nenhuma vitamina E é
destruida durante a hidrogenagdo de dleos. Vitamina E niio esterificada exibe
uma grande fluorescéncia nativa, a-tocoferol exibe excitagfio e emissdo méxima a

295 nm ¢ 330 nm, respectivamente (BALL, 1988).

Existe um conflito evidente relativo & atividade antioxidante de tocoferéis
individuais i vitro. Estudo detathado realizado por BURTON e INGOLD (1981)
revelou que a ordem da atividade /n vifro dos tocoferdis é a mesma que sua
atividade biclogica, o>f>y>8, apesar de nfo serem encontradas diferengas

significantes na atividade antioxidante dos isdmeros B ey,

De acordo com YAMAOQOKO et alii (1985), tocotriendis (formas o e §)
possuem atividade antioxidante ligeivamente superior ou igual & de seu

correspondente tocoferol.

Cromatografia gasosa foi empregada para determinaciio de tocoferdis
(GUTFINGER & LETAN, 1972, RAMAMURTHI & McCURDY, 1993;
SLOVER et alii, 1983), contudo atualmente a cromatografia liquida de alta
eficiéncia tem sido mais recomendada neste campo (LOZANO et alii, 1993).

Enquanto que na analise quantitativa de vitamina E ¢ scus isdmeros €
necessario, que por diversas metodelogias se faga a saponificagio do dleo para se

efetuar a determinagiio de tocoferdis, em cromatografia liquida de alta eficiéncia
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estas etapas preliminares nfo sfo necessirias na determinagfio  destes
componentes em 6leos e gorduras (ULBERTH et aln, 1992).

A variagdo do contetdo de tocoferdis e tocotriendis durante 0§ processos
de extracdo, refino ¢ hidrogenacio de dleo de oliva através da extrago da fragfo
insaponificdvel e anédlise por CLAE, utilizando-se coluna RP-18, fase mdvel
metanol/dgua (95:5) e detector de UV, foi realizada por RABASCALL & RIERA
{1987).

JUNG et alii (1989) investigaram o efeito das etapas de processamento

tecnoldgico no contetido de alguns componentes minoritarios em oSleos de soja.

Anélise de tocoferdis em 6leos vegetais via CLAE, com comparacfio do
uso de detector de fluorescéncia e detector de massa, foi avaliada por CHASE et
alii (1994), onde os autores concluem que neste caso o detector de fluorescéncia

foi dez vezes mais sensivel que o detector de massa.

Tocoferdis e tocotriendis foram bem separados pela eluigo em CLAE
com coluna Diol com utilizagio de n-hexana/TBME (96:4) e detector de
fluorescéncia. Este método foi empregado com sucesso na andlise de odleos de
diversas fontes injetados diretamente sem prévias etapas de purificagiio (BALZ et
alii, 1992; BALZ et alii, 1993).

b) Vitaminag D

Sio vitaminas provenientes da fotélise ulira violeta, in vitro ou in vivo, dos
gsterois, A vitamina D2 (ergocalciferol) ¢ D3 (colecalciferol) diferem unicamente

pela estrutura de uma cadeia lateral como mostra a Figura 3.
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# /CH 2

HO HO
Vitamina D3 Vitamina D+

Figura 3- Estrutura da vitamina D2 (ergocalciferol) e D3 (colicalciferol)

A provitamina D2 (ergosterol) é abundante no 6leo de germe de trigo e a
vitamina D3 é obtida por sintese a partir do colesterol (KARLESKIND, 1992).

2.2.3.3. Alcoois graxos

S&o compostos encontrados em pequenas quantidades na matéria
insaponificivel provenientes da hidrélise de diversos ésteres. Os 4lcoois
primérios alifaticos, com longas cadeias lineares saturados ou monoinsaturados,
provém da hidrélise, basicamente, de ceras ou estdo presentes na forma de ésteres
de acidos graxos, biossintetizados pela redugBio dos 4cidos graxos. Tém
geralmente um nimero par de dtomos de carbono, embora existam alcoois com
mimero impar de carbonos, provenientes da o oxidagdo dos dcidos graxos, O fitol

é proveniente da saponificafic das clorofilas (KARLESKIND, 1992).

2.2.3.4, Hidrocarbonetos

A fracio insaponificivel dos lipidios naturais contém uma pequena
quantidade de hidrocarbonetes diversos: os alifaticos saturados ¢ insaturados ¢ 0s
hidrocarbonetos de origem terpénica. A quantidade total destes hidrocarbonetos
esth geralmente na faixa de 10% da fragio insaponificavel (KARLESKIND,
1992).
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a) Hidrocarbonetos alifaticos

S#o hidrocarbonetos lineares, possuem nimero de carbono gue varia de 11
& 35, possuem portanto niimero impar de atomos de carbono provenientes da
descarboxilagfio dos acidos graxos. Estio presentes nas cutinas de diversos
tecidos vegetais (KARLESKIND, 1992).

b) Hidrocarbonetos de origem terpénica

O esqueleto carbbnico dos terpenos provém de uma oligomerizagio da
acetilcoenzima A. A trimerizagfo da acetilcoenzima A conduz ao acido
mevaldnico (6 atomos de carbono) que, apéds fosforilaglo e descarboxilagio
produz os pirofosfatos de isopentenila ¢ de dimetilalila, a condensagdo entre as
unidades de 5 dtomos de carbono ddo sucessivamente os pirofosfatos de geranila
(10C, precursor dos monoterpénos), de farnesila (15C, precursor dos

sesquiterpénicos), de geranilgeranila (20C, precursor dos diterpenos).

O esqualeno, hidrocarboneto hexainsaturado com 30 atomos de carbono,
precursor dos triterpénos, provem da dimerisagdo reduzida do pirofosfato de
farnesila, e € frequentemente encontrado nos vegetais e animais (KARLESKIND,

1992).
2.2.3.5, Carotendides

Os carotendides s8o sinfetizados unicamente pelos vegetais, sendo
compostos gue possuem cor e contribuem para a coloragfio dos dleos vegetais. Os
principais carotenos encontrados nos Oleos vegetais sdo o P-caroteno,

habitualmente majoritario, a-caroteno, y-caroteno, licopeno, fitoeno e outros.

As xantofilas sdo substincias lipofilicas produzidas unicamente pelos
vegetais. As principais xantofilas encontradas em lipidios vegetais sfo a
zeaxantina e a luteina (KARLESKIND, 1992).

Uma das mais conhecidas classes de pigmentos sfio os carotendides, os
quais sfo responsaveis pela cor amarela ou avermelhada da maionia dos dleos,

contudo sua concentragio é baixa. Os carotenoides sfio altamente insaturados,

33



hidrocarbonetos de polisopreno, € seus derivados oxigenados. Estes sfio soltveis
em Gleos e gorduras e insoliiveis em Agua. Carotendides ndo sfio separados do

dleo pelo refino alealino.

Estes pigmentos sfo instdveis ao aquecimento, se os Sleos sdo clarificados
sob altas temperaturas, e desodorizados, ocorre a parcial remogio e volatitizagio
destes compostos (SWERN, 1979),

A determinagfio de carotendides por métodos de anadlise convencionais
demandam longo tempo e aqueles que empregam saponificacfio t€m o grande

risco de acarrefar perdas.

Carotentides constituem um grupo dos mais imporfantes pigmentos
naturais. Sdo importantes também porque alguns sfio precursores da vitamina A
(ALMELA et alii, 1990). Uma forma muito comum, PB-caroteno, € muito
estudada, devido a alta equivaléncia entre este carotendide ¢ a vitamina A; lug de

vitamina A (Retinol) ¢ equivalente a 6ug de B-caroteno.
2.2.3,6, Outros constituintes

Neste grupo se pode citar os alcanos ciclicos, hidrocarbonetos mono, di e
sesquiterpénicos, monoesteres diversos, compostos lipofilicos, flavondides. O
glucosinolato que aparece nas plantas da familia das Crucifereae, das Resedaceae
e Capparidaceae, substdncia toxica para diversos animais, sZo provenientes da
evolugio particular de certos aminoacidos e sdo encontradas notadamente em
Sleos brutos de colza e mostarda. O gossipol é um triterpeno aromatico presente
no 6leo de algodio (KARLESKIND, 1992).

2.2.4, Clorofilas e seus derivados

As clorofilas constitnem os pigmentos verdes dos vegetais, fundamentats

na fotossintese. Estes pigmentos sfo lipossoliveis.

Na maioria dos dleos vegetais, derivados de clorofilas sfio substincias
indesejaveis. Estes derivados de clorofilas devem ser removidos por adsorventes,

como argilas ativadas , carvlo on silica no processo de clarificagdo. Trabalhos
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recentes tém evidenciado a ocorréncia de derivados de clorofila em Oleo de
canola. Métodos analiticos que determinem estes derivados de forma répida tém
sido pesquisados (SUZUKI & NISHIOKA, 1993; ENDO et alii, 1992).

Clorofilas sio conhecidas como fotosensibilizadores de dleos comestiveis
(RAHMANI & CSALLANY, 1991), promovem a oxidagfio sob exposigio do
oleo 4 luz, o que resulta em rancidez (GUTIERREZ-ROSALES et alii, 1992).

2.2.5. Produtos de alteractes

Numerosos rearranjos e produtos de decomposigio acontecem durante o
processamento de dleos. Oxidagéo e polimerizagio podem ocorrer em todas as
etapas do refino. Alguns poucos trabathos foram realizados para se caracterizar o
efeito de cada estigio do processamento na oxidacgfio, conjugagdo e polimerizagio
de éleos. Tem-se demonstrado a ineficiéncia do indice de perdxidos para

determinar a qualidade de um dleo.

Produtos ds decomposigio oxidativa, os quais normalmente ocorrem
quando um dleo € exposto & presenga de oxigénio, podem aparecer durante o
processamento. YASUDA e colaboradores (1975) identificaram 47 compostos
volateis do “flavor” desenvolvide durante a estocagem de oOleo de soja
desodorizado. Estes compostos incluem cetonas, aldeidos, alcoois e lactonas,

responsaveis pelos odores indesejaveis no dleo.

Polimerizagio também pode ocorrer por duas formas: polimerizagio
térmica na auséneia de ar (como no caso da desodorizagdo), ou polimerizagdo
oxidativa, guando o oxigénio estd presente. Polimerizagho térmica produz
dimeros e polimeros, A oxidagio dos 4cidos graxos polinsaturados a temperaturas
abaixo de 100°C pode levar aformagdo de hidroperoxidos comjugados, que

produzem radicais livres. Estes podem formar polimeros.

A importincia em considerar estes produtos de degradagio estd na sua
toxicidade. OHFUJI & KANEDA (1973) fracionaram 6leos oxidativamente

polimerizados e encontraram muitas fragSes toxicas. Uma destas foi postulada
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como sendo moléculas de triac glicerbis dimeros, que mostraram-se, em

particular, extremamente toxicas.

Isomerizagiio geométrica pode ocorrer, com formaglo de trans isdmeros,

durante etapas do processamento tecnoldgico (SLEETER, 1981).

Os 6leos & gorduras brutos obtidos industrialmente a partir de matérias
primas estocadas por longos periodos, contém produtos de oxtdagfo. O fenbmeno
da oxidagdo ocorre sob a ago do oxigénio do ar. Esta reagfo ¢ catalisada pela
agio de lipoxigenases e lipoxidases presentes nos tecidos, e favorecida pela

presenga da luz, e elevagio da temperatura.

Aldeidos e cetonas de origem oxidativa podem estar presentes nos oleos e

gorduras e s#o responséveis pelos odores indesejaveis.
2.2.5.1. Polimeros e dimeros de triacilglicerdis

Durante o aquecimento de oleos e gorduras ocorre a formagio de
compostos com alto peso molecular e polaridade (WALTKING & WESSELS,
1981; GUHR et ali, 1981). Isto decorre de um ciclo de reagbes de oxidagio
envolvendo a formacgio de hidroperdxidos com posterior formagdio de radicais
livres, que no processo de oxidag#io irfio envolver écidos graxos de triacilglicerois
intactos produzidos, bem como triacilgliceréis de hidrélise. Os radicais livres
podem reagir ¢ formar polimeros e outros produtos complexos de reagéio.
Triacilglicerdis intactos e alterados podem ser envolvidos via polimerizago ou
intermolecular. Como resultado destas reagSes uma mistura complexa de
produtos de alto peso molecular e polaridade sfio formados (ARROYO et alii,
1992).

O contetdo de compostos minoritarios gliceridicos formados durante a
autoxidagdo dos éleos e gorduras geram compostos polares provenientes de
alteragBes que sdo principalmente provocadas pela agfio do oxigénio e altas
ternperaturas. As degradagBes térmicas e oxidativas ocorrem nas insaturagdes dos

triacilgliceréis, modificando as propriedades nutricionais dos lipidios. Os
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compostos polares no diferem somente na polaridade ou peso molecular, mas

também tem grande importincia do ponto de vista nutricional.

Uma variedade de compostos de degradagdo de dleos e gorduras sdo os
triacilglicerdis dimeros e polimerizados. Aquecimento prolongado pode aumentar
o teor destes compostos ne produto. Recentemente tem se aomentado o inferesse
pelos triacilglicerdis poliméricos formados durante s awtoxidagdo de dleos e
gorduras insaturadas e sua influéncia na qualidade destes hpidios (BURKOW &
HENDERSON, 1991).

Vérios esforgos tém sido feitos para que seja definida wma metodologia
analitica para o controle de qualidade de dleos onde estes compostos possam ser

detectados de forma relativamente ripida ¢ simples.

Recentemente tem crescido o interesse pelos triactiglicerdis poliméricos
formados durante & autoxidagdo de dleos e gorduras insaturados e sua influéncia
na qualidade destes lipidios (BURKOW & HENDERSON, 1991).

Um método por cromatografia a gas para a determinagio de polimeros ¢
produtos oxidativos de dleos vegetais foi adotado pela AOAC internacional como
método oficial, contudo a cromatografia de permeagSo em gel baseada em
cromatografia de exclusfio molecular, combinada com a cromatografia liquida ¢
um método analitico mais apropriado para se determinar triacilglicerois
polimerizados em 6leos (CHISTOPOULOU & PERKINS, 1989). Este método fot
adotado pelo IUPAC. O método foi testado em um estudo colaborativo por 13
laboratorios. A separagfio por peso melecular ocorre conforme a exemplificada na

Figura 4.
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Figura 4- Cromatograma da separagfio por peso molecular obtido através de
permeacio em gel (BILLEK, 1992)

Lipidios poliméricos sfo formados por uma reagdo de catalise
intermolecular dos 4cidos graxos em diferentes moléculas de triacilglicerdis.
LigagBes carbono carbono podem ocorrer entre dcidos graxos, ou estes podem
formar pontes entre as moléculas. Estes compostos sfo formados em quantidades
aprecidveis quando 6leos sfio submetidos a abusos térmicos, como no caso de
frituras. Contudo sabe-se que estes, podem também, estar presentes em odleos
refinados. Oxidagdo é o maior fator de sua formagfio, mas € provével que a
desodorizagio durante o processo de refino, onde dleos sdo aguecidos em
elevadas temperataras, possa contribuir substancialmente para este tipo de

problema.
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A formagfo potencial de substdncias carcinogénicas e compostos com
propriedades antinutricionais durante o uso de 6leos em frituras, e 0s riscos para
o consumidor tem sido estudados (BOOT & SPEER, 1994).

O efeito do potencial téxico de acidos graxos poliméricos, oxidados e
ciclicos em dleos de fritura tem sido estudado por muitos (CUESTA et alii, 1992;
CHRISTIE, 1993)), e uma técnica que auxilie nesta identificagfio ¢ bem vinda.
Uma excelente revisfo da aplicagfo de cromatografia de exclusfio na andlise de

lipidios foi feita por DOBARGANES & MARQUEZ-RUIZ (1993),

Na aphicagfo com lipidios as colunas mais usadas sfio as de copolimeros
de estireno e divinilbenzeno com poros de 100 a 500 A. A fase movel mais
utilizada ¢ tetrahidrofurane (FIRESTONE, 1994; GERTZ, 1986), entretanto
diclorometano {GOMES, 1992; GOMES, 1994), e¢ tolueno também sfo
empregados. Detecgio por indice de refraglo tem sido utilizada, mas detector de
massa também pode ser empregado. O instrumental requerido para a analise ¢
relativamente modesto, a eluigdo isocratica pode ser utilizada com reciclagem da
fase mével, 0 que torna possivel a aplicagfio desta técnica no controle de
qualidade. A maior desvantagem € o custo elevado das colunas (CHRISTIE,
1995),

A analise de produtos da decomposigio em bleos originanos de fratamento
térmico ¢ oxidativo tem sido muito utilizada. Apesar de existirem diversos
métodos analiticos para a analise destes compostos polares, a técnica de HPSEC
pode ser considerada uma das mais promissoras. Isto porque torna possivel a
quantificagiio de grupos de compostos alterados: polimeros e dimeros de
triacilglicer6is, triacilgliceréis oxidados, diacilglicerbis e acidos graxos livres
(SANCHES-MUNIZ et alii, 1993).

Muitas publicagbes utitizando o método de HPSEC na andlise do nivel de
polimerizagio de éleos sem tratamento foram apresentadas (DOBARGANES &

PERES-CAMING, 1987). Um estudo colaborativo de padronizagio de tipo de
método de analise foi apresentado por WOLFF et alii (1991). Os autores
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concluem que o HPSEC facilita a rapida determinacio do contetdo de polimeros
em quantidade igual ou maior que 3% (p/p) do total da gordura, Pela combinagio
de cromatografia de adsorsdio e HPSEC, € possivel avaliar a qualidade de 6leos
pela quantificagio de diferentes grupos polares de produtos de alteragiio.
Trabalhos tem sido publicados onde a quantificag8o de produtos de alteragiio,
como material polimérico, trigliceridios oxidados, digliceridios e Acidos graxos
ivres sfo reportados em dleos de fritura e amostras ndo aquecidas. A fragdo polar
das amostras ¢ separada ¢ analisada em HPSEC (DOBARGANES et alii, 1988).

BILLEK {1992) relata que durante a desodorizago pequenas quantidades
de triacilglicerdis dimeros sdo formados, dependendo da temperatura ¢ da
duragio destes processo. Numerosas investigagOes tentam identificar as reagbes
quimicas as quais s3o, predominantemente, isomerizaglo, a polimerizagio ¢
reagdes de oxidagfio. A associagiio de acidos graxos oxidados pode levar a
formacfo de acidos graxos ciclicos, acidos graxos dimeros e triacilgliceréis

dimeros conforme Figura 5.
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Figura $- Associagdo de acidos graxos com formacie de dcidos graxos ciclicos,
acidos graxos dimeros ¢ triacilglicerdis dimeros (BILLEK, 1992)

2.2.5.2. Esteroldienos

O refino de 6leos e gorduras remove ¢ transforma uma série de compostos.
As perdas ¢ as transformagdes que ocorrem com oS componentes minontarios
durante as diversas etapas do refino sfo parmetros usados para a determinagio

analitica do refino.
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Basicamente  existem  numecrosas  possibilidades,  Fosfolipidios,
ubiquinonas, carotendides e clorofilas, os quais sio completamente removidos

pelo refino (GROB et alii, 1992),

Alguns autores t€m descrito que ocorrem variagbes na composicio de
esterOis com perdas durante o refino (GHIMENTI, 1974; LEONE et alii, 1984;
SERANI & PIACENTI, 1992; SERANI & PIACENTI, 1994).

Esterdis s3o sensiveis ao branqueamento, desidrataglio pode ser observada
depois desta etapa e de outros tratamentos com temperaturas elevadas. Desta
forma esteroldienos sio formados durante o refino pela desidratagdo dos esterdis.

Os principais produtos de degradagio olefinica sdo listados na Tabela 4.

Tabela 4- Principais produtos de degradaciio olefinica de esterdis.

Principais Esterdis Produto de degradagio olefinica
B-Sitosterol Estigmastadieno
Estigmasterol Estigmastatrieno
Campesterol Campestadieno
Brassicasterol Campestatrieno

Referéncia GROB et aln, 1994,

A estrutura do 3,5- Estigmastadieno é apresentada na Figura 6.
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3,5- Estigmastadieno

Figura 6~ Estrutura do 3,5- estigmastadieno {GROB et ali, 1994)

Os produtos de degradagdo olefinica encontrados em 6leos representam os

diferentes estagios do classico processo de refino.

Oleos brutes estdo livres de produtos de degradacio. Em amostras
analisadas por GROB et alii (1992) foi constatado que a neutralizagio nio produz
produtos de degradagdo olefinica. Estes sfio primariamente formados durante o

branqueamento.

A composiciio dos produtos de degradagiio olefinicas refletem de que
esterol estes foram origindrios. Estercldienos bem como diesteril ésteres sfio
formados na superficle de argilas 4cido ativadas, utilizadas na etapa de
clarificagio de OGleos. Esteroldienos siio formados em grande quantidade na
superficie de argilas clarificantes ativadas com acido pela desidratagiio dos
esterdis.

Argilas clarificantes catalisam eficientemente a desidratagdo dos esterdis e
a isomerizagio do esqualeno. A catdlise da degradagio dos esterdis ¢ de grande

importincia e depende do tipo de argila empregada no processo de clarificagio.

Quando se aumenta a quantidade de argila adicionada ao 6leo eleva-se o
teor de produtos de degradagio olefinicas formados. Estes sfo formados somente
guando ha quantidade de argila em excesso. A quantidade de argila adicionada é

desativada pela adsor¢do de material polar do 6leo. Produtos de degradagio
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olefinicas como esteroldienos s#io considerados como produtos extremamente

apolares.

Tratamento térmico sem suporie catalitico, contudo somente produz
quantidades aprecidveis de esteroldienos quando a temperatura excede 160°C,

como no caso da desodorizagfo,

GROB et alit 1992 constataram que a clanficacio empregando carvdo
ativo leva a menor quantidade de produtos de degradag8o gue o tratamento com

argilas.

A formagio de esteroldienos durante a desodorizagio também tem sido
relatada (SCHULTE, 1994). Estes compostos s#io parcialmente removidos
durante a etapa de desodonzagio do dleo, mas uma parte ainda permanece no

Gleo refinado.

O processo de desodorizaglio, como € normalmente aplicado, a
temperaturas de 200-260°C criam ¢ removem produtos de degradagiio ao mesmo
tempo. A formaglo de produtos de degradagfio olefinicas pela desodorizagio
comega notadamente em temperaturas acima de 180°C. Sabe-se que a
desodoriza¢do a 180°C remove mais material do que produz. A concentragio de
produtos de degradagfio olefinica depende da temperatura empregada no

PrOCEsso.

LANZON et alii 1989 propuseram a analise destes produtos de degradagio
olefinica para a determinacio do refino, pois produtos da degradagfo olefinica de
esterdis € esqualeno permanecem no leo refinado. Atealmente, a andlise destes
compostos tem sido empregada para a detecgfio de adulteraglo de dleos (GROB
et alii, 1994a; GROB et alii, 1994b; GROB et alii, 19%4c; GROB et alii, 19944d;
GROB et alii, 1995).

A andlise dos esterdis desidratados tem tido muita importancia como
método para detectar branqueamento de 6leos e gorduras. Estertis desidratados
sdo componentes menores, mas constituintes sempre presentes em Oleos

refinados. Estes artefatos do processo, bem como diestenil éteres, sdo formados
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dos esterdis durante o curso do brangueamento industrial. A geragfio destes
compostos depende predominantemente do modo de ativagio das argilas
clarificantes. A analise dos esterdis desidratados pode ser atil para provar que
Oleos e gorduras refinadas passaram afravés do processo de clarificagfo.
Sobretudo, a ocorréncia destes compostos pode ser usada na detecglo de dleos
refinados ou misturas com o6leos declarados como genuinos. A formagi#o de
esteroldienos dos fitosterdis por tratamentos a altas temperaturas em presenga de
oxigénio tem sido reportada. Efeitos deletérios dos esterdis desidratados sobre a

sanide humana ndo foram detectadas.

Geralmente, artefatos de esterdis desidratados sfio isolados da fragfio
insaponificavel de oleos e gorduras. A saponificagdo tem sido conduzida a baixas
temperaturas, sob nitrogénio por causa da formac¢fio de produtos da autoxidagdo
de esterdls na presenga do ar. Os esterdis desidratados, apolares, sfo separados
dos outros lipidios insaponificiveis. Eles sdo fracionados por cromatografia em
camada delgada em silica gel ou argentagio em diferentes classes de compostos
desidratados, ¢ por CG separados em compostos individuais. CLAE pode ser
usada na analise dos esterdis desidratados (KAIMAL et alii, 1993).

2.2.5.3, Acidos graxos trans

Os 4cidos graxos monoinsaturados sfo os mais abundantes dcidos graxos
na natureza. A forma cis de isGmero geométrico ¢ a predominante na natureza. A
localizagio da insaturagBo, a dupla ligagio, nos acidos graxos octadecendicos
ocorre no meio da molécula, ou seja na posigio D9 contando da carboxila no
final. O 4cide graxo gque tem sido descrito como cis-9-octadecendico, €
comumente chamado de 4cido oleico. Este € provavelmente o acido graxo mais

asbundante na naturezg.

Trans mondmeros, principalmente de octadecenoatos, sdo compostos
minoritérios na maioria dos Gleos e gorduras. A excegio ¢ o percentual de acidos
graxos frans que ocorrem nas gorduras dos ruminantes como em manteiga e sebo

bovino.
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Desde que os 4cidos graxos monoinsaturados representam 10% ou mais do
total de calorias em nossa dieta, ¢ mmportante examinar a literatura sobre os

efeitos destes Acidos graxos na saiide humana.

A configurac@o geométrica cis e trans dos acidos graxos monoinsaturados

pode ser vista na Figura 7.
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Figura 7- Configuragio geoméfrica cis e trans dos acidos graxos

monoinsaturados.

A dupla ligagio cis tem configuraglio com alta energia, evidenciada pelo
fato de que o 4cido oleico € liquido a temperatura ambiente com um ponto de
fusfo de 16,3°C. A dupla ligag8io rrans € uma configuragiio de energia menor que
a ligacdo cis, a molécula assume um arranjo linear como a dos acidos graxos
saturados. O acido graxo com configuragdo frans na mesma posigdo do seu
isbmero cis, o acido elaidico, é sélido a temperatura ambiente com ponto de
fusdo a 45°C. Os acidos graxos monoinsaturados com configuragdo 7rans sfio

metabolicamente diferentes do seu 1sémero ¢is.



Acidos graxos contendo insaturagBes na forma frans nio estdo presentes

na maioria das plantas oleaginosas comuns (WOOD, 1992).

O teor de isbmeros trans existentes em produtos contendo dleos e gorduras
tem atualmente despertado grande interesse devido principalmente as implicacBes

nutricionais que elevados teores destes dcidos graxos podem acarretar.

As substincias graxas naturais sio fundamentalmente constituidas de
triacilglicerdis, os quais sfio ésteres de glicerol com 4cidos graxos. Estes tltimos
quando insaturados tem uma caracteristica de possuirem a dupla ligagio com

configuragio geométrica fundamentalmente na posiglo cis.

Contudo 4cidos graxos trans podem ser formados em algumas operagdes
tecnolgicas, como a hidrogenagfo, durante a qual uma parte significativa de

duplas ligagbes dos dcidos graxos apresentam configuragio trans.

Acidos graxos trans niio sio formados apenas durante a hidrogenagio, mas
podem ser também formados durante a fase de branqueamento e desodorizagdo
no progesso de refino (AMELIO et ali, 1993).

Tem sido demonstrado que sob estas condigdes ocorre a formagio de
isdmeros geométricos dos écidos graxos insaturados (WOLFF, 1992: WOLFF,
1994).

ACKMAN (1994) relatou a existéncia de dcidos graxos ndo usuais, que
sdo identificados como mono-trans, di-cis isbmeros do 4cido a-linolenico,
produzidos durante a desodorizago em dleo de soja refinado no Canads e

Estados Unidos.

Acidos graxos trans tem feito parte da dieta humana desde muito tempo,
devido a sua ocorréncia em pequenas quantidades no leite e gordura corporal de
animais ruminantes. Contedo, a producfio em grande escala de gorduras com
altos teores de acidos graxos frans em alimentos comegou ha cerca de 100 anos,
depois da industrializagio da margarina. A produgio de margarina foi

inicialmente realizada para se obter uma gordura como a manteiga. Isto foi
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possivel depois da introduglio de hidrogenagfio. Este processo foi utilizado pars
se sumentar o ponto de fusdo de dleos e gorduras, para obtengdo de gorduras
solidas ¢ aumentar a resisténcia de dleos a oxidagdio. A hidrogenagdo agora
permite & industrializag8o de uma variedade de gorduras com diferentes texturas
e estabilidades. Acidos graxos frans de éleos parcialmente hidrogenados fazem
parte da dicta humana no dltimo século. Todos os Acidos graxos insaturados
apresentam pelo menos uma dupla ligagio entre 2 dtomos de carbono. Por gue
nfo ha rotagfo da dupla ligaglio, € possivel a cragfic de 2 moléculas com
configurago diferente. Na configuragfio cis os 2 carbonos estdo do mesmo lado
na dupla ligacfo, e na rrans eles estio em lados opostos. Desta forma, 2 isdmeros
com um mesmo numero de carbonos, hidrogénio e oxigénio podem ter estrutura
tridimensional diferente. Quando os isOmeros tem dupla ligagdo na mesma
posigdio na cadeia carbOmica, mas apresentam configuracio diferente sdo
chamados de isOmeros geométricos. Em adiglio a este isomerismo espacial, a
dupla ligagio pode estar localizada em qualquer parte a0 longo da cadeia
carbbnica, muitos isOmeros posicionais podem fambém existir. Isémeros
geométricos € posicionais tem diferentes caracteristicas quimicas e fisicas
{MENSINK & KATAN, 1993).

As gorduras dos animais ruminantes podem conter enfre 5 a 7% de
isdmeros trans (HERNANDEZ et alii, 1991).

2.2.6. Contaminantes

Contaminagfo de alimentos nfo ¢ um problema recente. Contudo durante
o ultimo século, o risco de um alimento estar contaminado por um agente
quimico ou biolégico tem aumentado. Contaminantes em geral sdo definidos
como qualguer substncia ou agente que estd presente num alimento e é

considerado indesejavel.

Algumas substincias, as quais nfio ocorrem naturalmente, podem estar
presentes em oOleos brutos, ou ainda serem adicionadas durante o refino. Estes
incluem os pesticidas, PCB, hexana residual e 6leo térmico (SLEETER, 1981).
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2.2.6.1. Pesticidas, herbicidas e hidrocarbonetos policiclicos aromaticos

Pesticidas, herbicidas e outras substincias empregadas intencionalmente
na agricultura sfo considerados contaminantes em alguns paises. Um importante
nimerc de programas internacionais existem na drea de controle de

contaminantes e residuos de pesticidas em alimentos (SMITH, 1982).

Muitos trabalhos foram publicados, onde a presenca de pesticidas em
6leos sdo estudados em funcfio das etapas de processamento. Os resultados, de
uma forma geral, demonstram que os pesticidas s8o reduzidos ligeiramente em
cada etapa do processo € sdo drasticamente reduzidos durante a desodorizag#o.
Consequentemente, pesticidas sfo concentrados no destilado de desodorizagio
(SLEETER, 1981).

Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PAH) tem sido tratado com
grande interesse pelos analistas de alimentos devido as suas propriedades

mutagénicas e carcinogénicas (LARSSON et alii, 1987).

A presenga de PAH em dleos vegetais tem sido reportada por varios

autores. Diferentes rotas de contaminagio tem sido sugenidas. Estas incluem:
- contaminacio do solo onde ¢é efetuado ¢ plantio

- poluigiic atmosférica

- secagem direta de sementes oleaginosas com combustio de gases

- proveniente de solventes a base de petréleo utilizados na extragio de dleos.

Um estudo do teor de PAH em dleos comestiveis ¢ margarinas foi
conduzido por LARSSON 1983, dleo de soja apresentou quantidades acima de
3,4ug BaP/Kg. Varia¢les no teor de PAH em diferentes amostras de margarinas
indicam que alguns lotes de 6leo bruto apresentaram mais contaminagio do que
outros, ou que o processo de refino na industria de dleos remove PAH com

eficiéncia variavel (LARSSON et alii, 1987).
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2.2.6.2. Compostos metélicos

Estes compostos, principalmente cobre ¢ ferro, podem ser incorporados &
fragio lipidica geralmente em quantidades bem pequenas e atuam como
catalisadores da oxidagdo (KARLESKIND, 1992)



3. MATERIAL E METODOS
3.1. Materiais
3.1.1, Matéria prima

Griios de soja (Glycine max) e canola {Brassica campestris) ¢ germe de
mitho (Zea mays) foram coletados junto & indistrias para posterior extragfo de

dleo e refino em escala laboratorial.

Foram obtidos também de empresas refinadoras de dleos amosiras de

todas as etapas de refino.

As amostras de 6leo foram estocadas em garrafas de wvidro Ambar,
mantidas sob atmosfera de nitrogénio em freezer até 0 momento da analise para

minimizar provéaveis alteragfes nas mesmas,
3.1.2 Reagentes ¢ enzimas

Solventes orginicos, obtidos de Hanke ¢ Scidel, Biclefeld Alemanha,

foram destilados antes do uso.

Reagentes analiticos e adsorventes para CCD foram obtidos de Merck,
Darmstadt, Alemanha; Sigma Chemie, Munique, Alemanha; Fluka AG, Buchs,
Suiga.

Colunas cromatograficas foram obtidas de Applied Science Laboratories,

In¢., State College, Pennsylvania, USA.

Padrdes de lipidios para andlise em CCD, CG ¢ CLAE foram obtidos da
Nu-Check Prep. Inc. Elysian, Minnesota, USA; Applied Science Laboratories ¢
da Sigma Chermie.

Lipase imobilizada de Rhizomucor miehei (Lipozyme, 25U/g em
interesterificagio tipo batch), fornecida por Novo Nordisk, Bagsvaerd,

Dinamarca,

Lipase de Candida cylindracea (sin. Candida rugosa) tendo atividade de
$50U/mg, fornecida por Sigma, Deisenhofen, Alemanha.
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3.1.3 Substéncias radioativas

[4-'C]p-Sitosterol ~ (56mCi/mmol)  fornecido por  Amersham,
Braunschweig, Alemanha.

3.1.4. Equipamentos

Utilizou-se no desenvolver deste trabalho, além dos equipamentos normais
existentes em laboratérios quimicos, outros equipamentos e instrumentos tais

como.

Cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia Merck Lichrography L-6200
“Gradient Pump”

Detector de indice de refrag8o Knauer “Differential Refractometer”
Detector de UV-VIS Merck L-4250

Detector de fluorescéncia  Merck-Hitachi  F-1050 “Fluorescence

Spectrophotometer”

Detector de massa “Evaporative Light Scattering Mass Detector” ACS
modelo 750/14

Cromatdgrafo a gas Varian ¢ Carlo Erba Fractovap 2900 séries Capillary

Integrador Merck-Hitachi Chromato-Integrator D-2500 e Spectra-Physics
SP4250

Extrator tipo expeller Komet

Laminador de grios Hafer boy Universal 15

Radio-CCD “Scanner” Berthold Radio-CCD LB 2722-21
LSC "Liguid Scintillation Counter” LKB Rackbeta

3.2, Métodos

A caracterizagio da fragdo insaponificavel de 6leos constitui um problema

analitico de grande importancia que envolve metodologia bastante diversificada.
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Atualmente numerosas técnicas estdo disponiveis para separagdo ¢
identificagio de componentes lipidicos. A cromatografia gasosa tem sido
empregada neste campo, bem como a cromatografia Hquida, que s8o consideradas
poderosas ferramentas na pesquisa e avaliago de importantes constituinies

presentes em Oleos vegetais.

Através da revisio bibliogréfica e testes em laboratério foram selecionadas
metodologias & serem empregadas na andlise dos compostos de interesse,

visando-se obter a melhor sensibilidade na resposta analitica.
3.2.1 Extracio dos lipidios em escala piloto
&, Extracio por solvente

As sementes foram laminadas e os lipidios extraidos em soxhlet com

hexana por 16h. O solvente foi eliminado através de evaporador rotativo.

b. Extracio por prensagem

A matéria prima foi colocada em extrator tipo expelier e o 6leo foi obtido

por prensagem. No caso da soja, esta foi laminada anteriormente.
3.2.2. Refino em planta piloto

Amostras de dleos obtidos em laboratério através de extragfo por solvente
foram submetidas ao refino quimico classico em planta piloto de acordo com as

etapas descritas a seguir;
a) Degomagem

O éleo bruto foi mantido por 20 minutos a 70°C sob agitagio com adigio
de 2% de 4gua. Posteriormente foi centrifugado a 4,5 G por 10 minutos e as

gomas foram removidas.
by Neutralizacio

O processo de neutralizagdo foi conduzido empregando-se soluglo de

NaOH 18°Bé, com 3% de excesso,segundo a formula:
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% tratamento = (fator x %AGL) + % Excesso
NaOH/100

O éleo foi mantido a 80°C sob vigorosa agitagiio por 10 minutos. Os

sabdes formados foram removidos por centrifugagdio a 10,5 G por 6 minutos. O

dleo foi lavado com agua quente até pH neutro, Logo apés foi efetuada a etapa de

secagern por 15 minutos a 90°C sob vicuo de 3 mbar,

¢) Clarificagis ou branqueamento

O oleo neutro, lavado e seco foi submetido ao processo de clarificacéio
efetuado a 98°C sob vacuo de 30mbar com adig@o de 1% de argila clarificante
Tonsil Supreme FF. O oleo foi resfriado sob vacuo até 50°C e filtrado para

remogdo da terra clarificante.
d) Desodorizacio

O ultimo estagio do refino foi a desodorizac8o conduzida por 1 hora &
temperatura de 200-220°C sob vicuo de 10-20mbar com emprego de vapor. O

Sleo foi resfriado ainda sob vacuo.

Apbés cada etapa do refino, parte da amostra foi estocada em frasco dmbar

com atmosfera de nitrogénio em freezer para analises posteriores.
3.2.3. Determinaciio de tocoferois e tocotriendis

A concentragfic de tocoferdis e tocotriendis foi determinada através de
analise da amostra mjetada diretamente sem tratamento prévio em sistema de

CLAE com coluna de Diol, segundo método descrito por BALZ et alii (1992).
a) Preparo da amostra

Amostras de dleo foram dissolvidas em hexana na concentragio de 5
mg/mL em frascos protegidos com filme de aluminio e mantidos sob atmosfera

de nitrogénio,
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b} SolugHio padrio

Solucbes de a-tocoferol nas concentragbes de 0,5; 1,0; 5,0; e 10,0ug/mL

em hexana, preparadas diariamente a partir de uma solugio estoque contendo

img/ml de a-tocoferol em hexana.

Solugdo de tocoferdis o, B, v e 8 isdmeros (Merck n® 15496) em hexana,
preparada dianamente a partir de solugo estogue contendo lmg/mL de cada
tocoferol em hexana. As solugbes estoques permaneceram estdveis por 7 dias

quando mantidas a 0-4°C.
¢} Sistema cromategrafico
Empregou-se nesta determinagio o seguinte sistema:

-Bomba (Merck Darmstadt, Germany, Lichrography 1-6200 Gradient
pump), com injetor de 20ul (Rheodyne, Berkeley, CA, USA A, tipo 7125)
acoplado a um detector de fluorescéncia (Merck-Hitachi, F~1050 Fluorescence
Spectrophotometer) ajustado a 295am de excitagiio e 330nm de emissdo; e
integrador (Merck-Hitachi, Chromato-Integrator D-2500)

~Coluna de ago inox, de 23c¢m de compnmento ¢ 4mm de didmetro
interno, com LiChrospher 100 diol, tamanho de particula Spm (Merck n® 50836),
conectada a uma pré-coluna de ago inox com 4mm X 4mm LiChrospher 100 diol

(Merck n° 50960) com tamanho de particula de Spm.

-Fase mével: n-hexana/tercbutiimetileter (TBME) (92:8) para a anélise dos
dleos de canola e soja e (94.6) para andlise do 6leo de mitho. Todos os solventes
foram degaseificados através de banho de ultra-som e vicuo em intervalos de 4-

5h de trabalho.
-Vazio de fase movel de 1,3mL/min
d) Identificacgiio e quantificagio

Tocoferéis foram identificados através da comparagdo de tempo de

retenco dos picos da amostra com o de padries injetados nas mesmas condigdes.
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A quantificag8o foi feita pelo método de padrio externo, através da
relagio da drea dos picos versus a concentragiio de a-focoferol obtida nas

mesmas condigdes através da curva analitica.

3.2.4. Determinacfio da composigiio em Acidos graxos - incluindo frans

isémeros
a) Preparo dos acidos graxes livres

Acidos graxos livres foram preparados segundo KATES (1982). Cerca de
15 a 30mg de lipidios foram pesados em tubo de ensaio com tampa rosquedvel,
2,5mL de etanol e 0,2mL de KOH 33% aquoso foram adicionados. O fubo fol
transferido para um banho a 80-90°C por 1,5h.

A soluglo foi resfriada, adicionou-se 2,5mL de 4gua destilada ¢ 0,5mL de
HC1 concentrado.

Extraiu-se os acidos graxos de 3 a 5 vezes com 5mlL de hexana. O extrato

hexanico foi lavado com égua destilada até pH neutro.
b) Preparo de ésteres metilicos dos acidos graxes por derivatizaciio

Os 4cidos graxos livres foram convertidos em ésteres metilicos pelo
fratamento de 15-30mg de acidos graxos dissolvidos em 2 a 3 gotas de metanol,
com adigdo de pequena quantidade de diazometano sob banho de gelo por 30

minutos.

Posteriormente esta solucfio foi evaporada ¢ os ésteres metilicos diluidos

em hexana para 1%, sendo entdo analisados em CG capilar,

¢} Fracionamento dos ésteres metilicos dos dcidos graxos através de

CG capilar

Esteres metilicos dos acidos graxos foram analisados por CG capilar
usando-se um cromatografo a gas Varian equipado com detector de tonizagdo em
chama e coluna Sato-10 de 50m X 0,32mm de difmetro interno, com espessura

de filme de 0,25um, split de 1:100 ¢ programagdo de temperatura de 100°C, com
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gradiente de 1,5°C por minuto até 220°C. Injetor a 200°C e detector a 240°C.

Helio (15psi) foi usado como gas de arraste.

Os componentes foram identificados por comparagio com o tempo de
retengdo de padrdes de ésteres metilicos, a quantificagio feita por normalizago
das dreas calculadas por meio de integrador (Merck-Hitachi, Chromato-Integrator
D-2500).

3.2.5. Determinaciio de esterdis

Esterdis foram determinados pelo método descrito por ARENS et ahi

{1990) com as alteragdes propostas neste trabalho, descritas na Tabela 5.
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Tabela 5- Esquema geral e condigbes analiticas utilizadas para

identificagfo de esterdis.

Esquema geral Método ARENS et ali Método modificado
(1999)
I«  Preparo da matéria 250mg de dleo 100 mg de dleo
msaponificavel 5mL KOH etandlica 0,SN 3ml. KOH etandlica 0,5N
ImL padrdo interno Betulina Iml padrio interno Betulina
(1mg/mL) {(1mg/mL)
I5min de refluxo 15 min de refluxo
extragio com 3xSml. éter
etilico
2- Fracionamento da matéria Cromatografia liquida CCD preparativa silica gel 60,

insaponificavel

coluna de oxido de aluminio

eluente éter etilico

0,3mm espessura
eluente hexana/éter etilico
(1:1)

revelaglio spray de metanol

3- Recuperagic dos esterdis

Coleta da fragfio de esterdis
evaporagdo do éter sob

nitrogénio

Remocdo da faixa de esteréis
da silica ¢ extragio com 3ml
de éter etilico

evaporagio do solvente sob

nitrogénio

4. Derivatizagio

Silanizagiio com 100puL de

Stlamizagiio com 100pl de

BSTFA:metilimudazol  15min BSTFA:metilimidazol 10min
& 100°C a 110°C
5- CG analise
coluna OV-1701, 30m 0,25pm Ultra 8 25m, 0,25um
injetor, detector 300°C 300°C
programagio de temperatura 240 a 260°C a 4°C/min 260°C 35min 15°C/min a
285°C 10min

Para esta anélise foi utilizado um cromatografo Carlo Erba Fractovap 2900

séries Capillary, equipado com detector de FID, e integrador Spectra-Physics
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3P4250. A identificaciio dos esterdis foi feita através de padrdes e tempo de
retenclo relativo. A quantificagfio através do padrdo interno (Betulina 1mg/mL).

3.2,6, Determinacfio de esterdis esterificados

Para a separagiio da fragdo de esterdis esterificados, foram testadas vérias
fases moveis com diferentes polaridades para efetuar a separagio destes
componentes através da coluna cromatogréfica. Apds vérios testes a separagio da

fragdio de esterdis esterificados foi efetuada da seguinte maneira:

Amostras de 6leo foram dissolvidas em éter de petrdleo; esta solugdo foi
passada através de uma coluna com silica gel, e a fragio de esterdis esterificados
foi eluida com éter de petréleo/diclorometano (8,5:1,5). O solvente foi evaporado
e 0 residuo transferido para uma mini coluna, onde uma segunda purificagio foi
efetuada. O solvente foi evaporado ¢ o residuo redissolvido em exatos 500uL de
diclorometano. Esta fragdo de esterdis esterificados entfio foi analisada por CLAE

utilizando-se detector de massa.
8} Material e reagentes

~ Cohma de vidro de 10 mm de didmetro interno e 150 mm de
comprimento com um reservat6rio de 25mL no topo, sem torneira; frasco de 2
ml, SmL ¢ 10 mL.

- Silica gel 60, 170-230 mesh (Merck n°7734), ativada por 4 h a 160°C em
estufa e resfriada em dessecador a temperatura ambiente. Ajustar o teor de 4gua
para 5%, agitar vigorosamente por cerca de 30 min, deixar em repouso por pelo

menos uma noite antes do uso em frasco tampado.

- Algodido desengordurado por extragdo com éter de petréleo em um

aparelho soxhlet por 8 horas.
- Eter de petroleo 40-60°C p.a. destilado sob suspensio de sédio.
- Diclorometano p.a.

- Acetonitrila, metanol e diclorometano para CLAE.
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b) Solugio padriio

B-sitosteril oleato foi preparado através de reagdio de esterificagdo de B-
sitosterol e dcido oleico. 100mg de B-sitosterol (Merck art 3741) foi seco por
30min sob vacuo a 60°C. Adicionou-se 5ml de diclorometano seco sob peneira
molecular (4A), 50mg de 4-dimeti] amino piridina (Aldrich) como catalisador da
reagdo ¢ 60mg de oleoyl chlonde (Nu-Chek). Esta solugfio foi mantida sob
atmosfera de nitrogénio em tubo fechado com agitagio magnética a temperatura

ambiente por uma noite.

Verificou-se através de CCD, utilizando-se hexana/éter etilico (85:15)

como fase movel, se a reagfio foi completa.

A purificagio do esteris esterificados produzidos for feita da seguinte

maneira.

A mistura foi concentrada até a secura, redissolvendo-a em 4-Sml de
hexana a 40-50°C, A soluglo foi resfriada e transferida para uma coluna de 20cm
de comprimento por lem de dimetro interno, contendo silica gel 60 (Merck art

7734) e 2em de oxido de aluminio neutro (Merck art 1077) no topo.

Depois foi feita a eluigio com 10mL de hexana, 20 mL de hexana/éter
etilico (95:5), descartando-se estas duas fragdes e, finalmente, com 50ml de
hexana/éter etilico (9:1). O solvente foi evaporado e o esterol esterificado

recolhido,

Solugdes nas concentragdes de 1, 2, 3, 5 e 10mg/mg de B-sitosteril oleato

foram preparadas.
¢j Preparo da amostra

Para a separagdo da fragiio de esterdis esterificados, as amostras de dleo,
500 mg, foram devidamente pesadas em tubo de ensaio com tampa ¢ entdo
dissolvidas em 2 mL de éter de petrdleo. Esta solugfio foi transferida para uma
coluna com 5g de sitica gel com 5% de umidade. O tubo de ensaio foi lavado 2

vezes com o mesmo solvente, eluin-se uma primeira fragio foi eluida com 20mbL



de éter de petrdleo e uma segunda fragio com 15ml de éter de
petrdleo/diclorometanc (8,5:1,5), estas duas fragSes foram descartadas e uma
terceira fragdo com 20mL de éter de petréleo/diclorometano (8,5:1,5) for entfio
eluida para um frasco. O solvente foi evaporado até a secura em evaporador
rotativo e o remanescente foi transferido para uma mini coluna em pipeta Pastear
com 0,6g de silica gel onde uvma segunda purificagio foi efetuada utilizando-se
10ml. da mistura éter de petréleo/diclorometano (8,5:1,5) visando-se eliminar
provavel contaminagio com triacilglicerdis. O solvente foi evaporado e o residuo
dissolvido em exatos 500ul. de diclorometano. Esta fragio de esterdis

esterificados fot analisada em GPC utilizando-se detector de massa.
d) Sistema cromatografice.

Para esta determinagdo foram testadas diferentes fases moéveis e dots tipos
de detectores. Melhores resultados foram obtidos empregando-se o sistema

descrito a seguir:

- Bomba para CLAE (Merck, Lichrograph L-6200, com injetor de 20pL
(Rheodyne, tipo 7125), acoplada ao detector de massa (Evaporative Light
Scattering Mass Detector) ACS modelo 750/14 ¢ integrador Merck D-2500.

- 2 cohunas RP-18 de 125X4 mm , com 5um de tamanho de particula,
recheadas com Lichrospher 100 RP-18 Merck n® 50943 com correspondentes

partes e conexdes.

- Fase mével acetonitrila/metanol/diclorometano (1:1:1), com vazio de 1
mi/min. A mistura de solventes foi degaseificada por imersio do frasco em

banho ultra-sOnico, sob vicuo de trompa d’agua.
¢) Célculo dos resultados

As dreas de todos os picos foram somadas € ¢ fotal foi calculado pelo uso
de B-sitosteril oleato como padrdo externo. Todos os resultados foram expressos

em mg/100g de amosira.
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f) Determinacfio da composicdo em Acidos graxos da fraciio de esterdis

esterificados

Acidos graxos presentes na fragio de esterdis esterificados foram
analisados através de CG apds conversfo dos dcidos graxos em ésteres metilicos

por transmetilagio com metdxido de sédio.

Uma aliquota da fragiio de esterdis esterificados, contendo 0,5mg de
material, foi evaporada até a secura em corrente de nitrogénio, adicionou-se
500ul de éter de petrdleo e 20ul. de soluglio de NaOCH,, apds 2 horas de reagio
a temperatura ambiente um pouco de CaCl, foi adicionado, centrifugou-se a
solucio, e os ésteres metilicos dos 4cidos graxos foram analisados em
cromatografo Varian, modelo 3700, com coluna DB-23 de 25m x 0,25mm, com
espessura de filme de 0,25pm, com split de 1:15. Hidrogénio (0,35 Bar) foi usado
como gis de arraste, e temperatura da coluna foi de 150°C 5°C/min até 230°C.
Injetor a 280°C ¢ detector a 250°C.

Os picos foram identificados por comparagio com terapo de retengfo de
padries e a area dos picos foi calculada por meio do integrador Merck Hitachi D-

2500 Chromato-Integrator.

g) Determinagio da composicio em esterdis da fragdo de esterdis

esterificados

Para se determinar a composi¢iio em esterdis da fragio de esterdis
esterificados, foi evaporado o solvente da solugBio preparada para a determinagéo
da composigiio em 4acidos graxos. Foi adicionado diclorometanoc, a solugio foi
agitada e centrifugada. O diclorometano foi transferido com pipeta Pasteur para
outro frasco, onde este foi evaporado sob comente de nitrogénio. Foram
adicionados 100uL da mistara de MSHFBA ImL + 50xL de metilimidazol. A
mistura foi aquecida a 110°C por 10min e os esterdis foram analisados em CG
utilizando-se as mesmas condigles para a determinagiio de esterdis totais, como

descrito no e 3.2.4.
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3.2.7. Determinagfio de esteroldienos

Esteroldicnos foram determinados pelo método descrito por SCHULTE
(1994), onde as amostras foram dissolvidas em éter de petréleo ¢ esta solugdo foi
passada através de uma coluna com silica gel, os compostos polares foram
cluidos com éter de petréleo. Esta fracio entfio concentrada foi analisada em

C1LAE de fase reversa utilizando-se detector de UV a 235 nm.
a) Material e reagentes

- Coluna de vidro de 10 mm de didmetro interno e 150 mm de
comprimento com um reservatorio de 25ml no topo, sem torneira; frasco de 2

mbL, 5ml e 10 mL,

- Silica gel 60, 170-230 mesh {(Merck n°7734), ativada por 4 h a 160°C em
estufa e resfriada em dessecador a temperatura ambiente. Ajustar o teor de 4gua
para 5%, agitar vigorosamente por cerca de 30 min., ¢ deixar em repousc por uma

noite pelo menos antes do uso em frasco tampado.

- Algoddo desengordurado por extragdo com éter de petrdleo em um
aparetho soxhlet por 8 horas.

- Eter de petréleo 40-60°C p.a. destilado sob suspensdo de sodio.
- Acetonitrila para UV.

- Tercbutilmetil éter (TBME) para CLAE.

b) Solugio padrio

Colestadieno, 5 mg, foi dissolvido em 5 mL de TBME, 100pL desta
solugdio estoque foram diluidos 1:100 com acetonitrila/TBME (1:1).

¢) Sistema cromatogrifico.

- Bomba para CLAE (Merck, Lichrograph 1-6200, com injetor de 10pL
{Rheodyne, tipo 7125); acoplada a detector UV-vis Merck L-4250 ajustado a 235
nm e integrador Merck D-2500.
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- Coluna RP-18 de 250X4 mm com precoluna RP-18 de 4X4 mm, com
Sum de tamanho de particula, recheadas com Lichrospher 100 RP-18, Merck

n°50838 e 50962 com correspondentes partes e conexdes.

- Fase movel acetonitrila/TBME (7:3), com vazio de 1 mL/min. A mistura
de solventes foi degaseificada por imers#o do frasco em banho uyltra-sdnico sob

vacuo de trompa d’agua.
d) Preparo da amostra

Amostras de oleo, 500 mg, foram devidamente pesadas em tubo de ensaio
com tampa e entdo dissolvidas em 2 ml de éter de petréleo. Esta solugfo foi
transferida para a coluna de silica gel. O tubo de ensaio foi lavado 2 vezes com o
mesmo solvente, as substincias polares foram entfio eluidas com 20mL de éter de
petréleo para um frasco. O solvente foi evaporado em evaporador rotativo ¢ o
remanescente foi transferido para um frasco de 2mL utilizando-se 2 vezes 0,5mlL
de éter de petrdleo. O solvente foi removido com corrente de nitrogénio e o
residuo foi dissolvido em 500ul. de acetonitrila/TBME (1:1). Um volume de
10uL foi usado para andlise em CLAE.

¢) Célculo dos resultados

As areas de todos os picos na faixa do esteroldienos foram somadas ¢ o
total foi calculado pelo uso de colestadieno como padrio externo. Todos os
resultados foram expressos em mg/kg (ppm). A pureza do padrio de colestadieno

foi determinada por CG utilizando-se colestano como padrio.
3.2.8. Determinagiio de triacilglicerdis poliméricos

Triacilglicerdis poliméricos foram determinados através de cromatografia
de permeacio em gel (GPC) segundo o método descrito por BELJAARS et alii
(1994), empregando-se diclorometano como fase moével, e quantificados através
de detector de indice de refragio.
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a) Preparo da amostra

As amostras foram bem homogeneizadas, solugio contendo SOmg/ml. de

dleo em diclorometano foram preparadas para analise em GPC,
b) Sistema cromatogrifico

-Bomba para CLAE (Merck hitachi 1-6200 Intelligent Pump), com injetor
de 10uL (Rheodyne tipo 7125); acoplado com detector de indice de refragdo
(Knauer Differential Refractometer) estabilizado a 20°C, ¢ integrador (Merck
Hitachi D-2000 Chromato-Integrator

-Coluna Phenogel 5 1004, 300 X 7,8mm (n° 10420 Phenomenex)

-Eluente diclorometano, com vazio de §,5mL/min mantido a 20°C e

degaseificado através de ultra-som e vacuo.
¢) Identificagfio ¢ quantificaciio

A identificagio foi feita através da comparagido do tempo de retengdo de

padrdes e a quantificagfo através de normalizagfio de dreas.
3.2.9. Determinacio de cobre e ferro

O teor de metais cobre e ferro presentes nas amostras foram determinados
através de espectrofotometria de absorg@io atdmica pelo métode Ca 15-75 da
AQOCS (1995).

3.2.10. Determinacio do teor de clorofila

O teor de clorofila das amostras foi determinado pelo método Ce 134-55
oficial da AOCS (1995).

3.2.11. Reagbes de interesterificagiio
a) Interesterificacio quimics

Oleo refinado (10g) ¢ 15mg de metdxido de sddio foram colocados num
bal8o de fundo redondo ¢ a mistura foi mantida sob agitagio magnética a 110°C
por 30min sob vacuo gerado por wma trompa d’dgua. Os produtos da reagfo
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foram resfriados 4 temperatura ambiente, dissolvidos em hexana e lavados
repetidas  vezes com soluglio de cloreto de sédio 1%, para remover
completamente os sabes formados. A solugdio do produto da esterificagiio foi

seca sob sulfato de sédio e estocada em refrigerador sob atmosfera de nitrogénio.

De maneira similar Sleo refinado (1g) foi esterificado em presenga de
2uCi [4-1°C]B-sitosterol (atividade especifica de 56mCi/mmol) e 20mg de B-
sitosterol usando 1,5mg de metdxido de sédio como catalisador, € os produtos da

reaclio foram preparados como descrito anteriormente.,
b) Interesterificacio enzimatica

Oleo refinado (10g) e 500mg de Lipozyme foram pesados dentro de um
baldo de fundo redondo e a mistura mantida sob agitagiio magnética a 40°C por 2,
4 ¢ 24 horas. Os produtos da reagio foram dissclvidos em hexana e a enzima

separada por centrifugagéo.

De maneira similar 6leo refinado (1g) foi esterificado na presenga de 2uCi
[4-'*C]pB-sitosterol (atividade especifica de 56mCi/mmol) e 20mg de B-sitosterol
usando 100mg de cada enzima Lipozyme ou Candida cylindracea como
catalisador, e os produtos da reagdo foram preparados como descrito no paragrafo

acima.
3.2.12. Analise dos produtos de reagio de interesterificaciio
a) Hidrélise com lipase pancredtica

Os triaciiglicerdis ¢ suas espéeies moleculares foram hidrolisados por
fratamento com lipase pancreatica (CHRISTIE, 1982). Os monogliceridios
resultantes foram isolados por CCD em placa de silica gel H contendo 8% (p/p)
de acido borico. Os cromatogramas foram desenvolvidos com hexana/éter
etilico/acido acético (50:50:1) (THOMAS et alii, 1965). Monogliceridios foram
eluidos com éter etilico saturado com 4gua, transmetilados, ¢ os ésteres metilicos

anahsados por CG.



b) Determinagfio de esterdis esterificados

Esterdis esterificados foram determinados depois da separacio desta
fragiio via breve purificagio em mini coluna de silica gel. O teor total de esterdis
esterificados foi determinado através de andlise em CLAE empregando-se coluna
RP-18, acetonitrila/diclorometano/metanol (1:1:1, vol/vol/vol) ImL/min como

fase movel para eluiglio ¢ detector de massa para quantificagfo. O detector foi

calibrado utilizando-se -Sitosteril oleato como padréo.

¢} Distribuicio posicional dos Acides graxes na molécula dos

triacilglicerdis

Amostras de triacilglicerois foram submetidos & hidrélise com lipase
pancreatica (Pancreatina Merck) e os sn-2-acilgliceréis formados foram isolados
por cromatografia de placa (CHRISTIE, 1982). A composigio dos 4cidos graxos
presentes nos triacilghcerdis e sn-2-acilglicerdis formados apos lipblise foram
determinados por tratamento com hidroxido de trimetil sulfénic (SCHULTE,
1993), os ésteres metilicos foram analisados em cromatbgrafo a gis Varian
modelo 3700 equipado com detector de ionizagiio em chama. A separagio foi
efetuada uwtilizando-se coluna DB-23 de 25mx0,25mm, espessura do filme
0,25um, a temperatura foi programada de 150 a 230°C 5°C/min utilizando-se H,

a 3,5x10°Pa como gas de arraste. Qutras condigdes foram injetor a 280°C,

detector a 250°C e split de 1:15 no injetor.
d) Andglise das substincias radioativas

Os produtos formados por interesterificagio em presenga de [4-'*C]p-
Sitosterol radioativamente marcado foram fracionados por cromatografia de placa
em silica gel H utilizando-se hexana/éter etilico/scido acético (85:15:1,
vol/vol/vol) como solvente para o desenvolvimento. Os cromatogramas foram
analisados por um “Scanner” Berthold Radio-CCD LB 2722-21 (Laboratorium
Prof. Dr. Berthold GmbH & Co., Wildbad, Alemanha) para se determinar as
proporgles relativas da radioatividade nas fragBes de esterdis e esterdis

esterificados. Alternativamente, a placa de cromatografia foi rapidamente exposta
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a vapor de iodo para visualizagio das fragBes de lipidios. As fragGes de esterdis e
esterois esterificados foram raspadas e a radioatividade presente nas mesmas foi
medida num LKB Rackbeta Liquid Scintillation Counter (Pharmacia, Freiburg,
Alemanha), utilizando-se Aquasol 2 [Dupont de Nemours (Alemanha) GmbH,

Bad Homburg, Alemanha] como coquetel cintilador,
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os oleos de sementes de soja, canola e de germe de mitho foram extraidos,
posteriormente refinados em laboratério, ¢ alguns compostos minoritarios foram

determinados durante as diversas etapas do processo.

Da mesma forma amostras de cada etapa do refino dos dleos de miltho,
soja ¢ canola foram coletadas em inddsirias brasileiras, ¢ alguns dos compostos
minoritarios destes Gleos foram também determinados, visando-se conhecer de

que forma estes compostos sfo afetados ao longo do processo de refino.
4.1. Compesicio de tocoferdis e tocotriendis

A curva padriio de o tocoferol determinada nas mesmas condigBes que as

amostras, pode ser vista na Figura 8.

Cromatogramas tipicos da composi¢io de tocoferdis e tocotriendis
presentes nas amosiras de oleos de milho, soja ¢ canola, determinados através de

CLAE usando-se coluna diol podem ser vistos na Figura 9.

O perfil dos tocoferdis e tocofriendis ¢ as alteragBes ocorridas durante o
processo de refino industrial do éleo de milho podem ser observados na Figura
10

Na Tabela 6 pode-se observar a distribuiglo relativa dos tocoferédis ¢

tocofriendis em termos de porcentagem em todas as etapas do refino.

Observa-se uma perda total de 56,5% de tocoferdis e tocotriendis, a gual
ocorre principalmente apds a desodorizagio, com perdas maiores de y ¢ B-

tocoferol em relagio aos demais.
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Figura 10. Perfil de tocoferdis e tocotrienodis durante o refino industrial de éleo de milho




Tabela 6- Distribuigdo relativa de tocofer6is e tocotriendis, em termos de

porcentagem, em todas as etapas do refino industrial de 6leo de milho

Amostra oT oT3 BT y-T p-8 v-T3  &T

Bruto 1,19 121 261 7522 338 259 379
Neutro 11,24 1,64 165 7502 3,80 295 3,69
Branqueado 10,48 1,57 1,73 7531 3,77 297 4,16
Winterizado 10,67 1,65 1,71 7535 395 296 370

Desodorizado 11,71 3,36 1,88 68,10 836 4,43 3,16

Na Tabela 7 pode ser observada a distribuigdo relativa dos teores de
tocoferdis presentes no dleo de soja refinado em industria. Na Figura 11 observa-
se o perfil dos tocofer6is apos cada etapa do refino industrial do 6leo de soja. A
composigdo relativa dos tocoferdis presentes no 6leo de canola refinado em
industria estdo relacionados na Tabela 8. No grafico exibido na Figura 12 pode-se
observar a variagdo dos tocoferdis individuais presentes no é6leo de canola

refinado em industria ap6s cada etapa do processo tecnoldgico de refino.

Tabela 7- Distribuigdo relativa de tocoferéis, em termos de porcentagem,

em todas as etapas do refino industrial de 6leo de soja.

Amostra o-T oT3 B-T v-T p-8 v-T3 S-T

Bruto 8,45 - 3,59 50,82 3,55 - 33,58
Degomado 7,19 - 2,67 63,63 1,36 . 25,14
Neutro 7,34 - 2,78 61,85 1,45 . 26,57
Branqueado 7,29 - 2,71 64,28 1,45 - 24,28

Desodorizado 7,41 - 245 63,60 2,56 - 23,98
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Tabela 8- Distribuigéo relativa de tocoferéis, em termos de porcentagem,

em todas as etapas do refino industrial de 6leo de canola

Amostra aT a-T3 B-T v-T p-8 T3 &T

Bruto solvente 22,60 - 1,06 55,52 17,65 - 3,17
Bruto prensa 22,90 - - 62,49 11,70 - 3,19
Degomado 21,49 - 091 60,03 13,57 - 4,00
Neutro 21,67 - 0,86 57,09 17,67 - 2,70
Branqueado 20,54 - 1,27 60,64 13,32 - 4,22
Desodorizado 21,29 - 1,39 56,08 17,33 - 3,91

Os niveis de variagdo no teor de tocoferdis totais dos 3 diferentes tipos de
0leo aqui analisados durante o processo de refino industrial podem ser

verificados na Figura 13.

Pode-se constatar, no caso do refino de soja em industria, que ocorre perda
total de 13,52% de tocoferdis e no caso da canola esta perda ficou na casa de
36,16%. Com relagdo ao dleo de soja, observa-se uma redugdo dos tocoferdis
com pouca perda de y-tocoferol em relagdo aos demais. Ja no caso da canola a

perda foi proporcional para todos os tocoferdis.

Apos o refino industrial os 6leos de milho e canola apresentaram niveis
préximos de teor de tocoferéis totais, enquanto que o éleo de soja apresentou um

nivel mais elevado, com praticamente o dobro do valor encontrado nos demais.

Nas Tabelas 9, 11 e 13 podem ser observados os teores de tocoferdis e
tocotriendis existentes nas amostras de 6leos de milho, soja e canola procedentes
de refino em laborat6rio, com os resultados expressos em termos de mg/100g de
amostra. Ja os teores relativos de cada tocoferol e tocotrienol podem ser
observados nas Tabelas 10, 12 e 14 respectivamente para os 6leos de milho, soja

e canola.
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No caso do refino em lsboratoric se observa perda de 10,12% dos

tocoferbis ¢ tocotriendis do dleo de milho, 7,66% no caso da canola, com

nenhuma perda em relagio ao 6leo de soja.

Tabela 9- Concentragio de tocoferdis e tocotriendis expressos em mg/100g

de amostra de dleo de mitho refinado em laboratdsio

Amostra T oT3 BT yT p8 T3 6T Total
Bruto solvente 18,87 1,99 4,72 137,25 576 3,79 799 18037
Bruto prensa 20,56 2,00 4,32 151,07 6,22 4,53 848 197,18
Degomado 2536 3,81 4,42 181,11 8,11 6,06 1096 239,73
Neutro 10,89 2,55 3,94 159,98 733 510 960 199,39
Branqueado 13,38 460 3,58 152,76 7,04 4,69 992 19597
Desodorizado 20,20 2,24 2,82 118,74 644 431 737 162,12

Tabela 10- Distribuigfo relativa de tocoferdis ¢ tocotrienois, em termos de

porcentagem, em todas as etapas do refino laboratorial de 6leo de milho

Amostra oT oT3 BT yad | p-8 v~T3 &T
Bruto solvente 10,46 1,10 262 76,09 3,19 2,10 443
Bruto prensa 10,43 1,01 2,19 76,61 3,15 230 4,30
Degomado 10,58 1,59 1,80 75,55 3,38 2,53 4,57
Neutro 5,46 1,28 1,98 80,23 3,68 2,56 4,81
Branqueado 6,83 2,35 1,83 7795 3,59 2,39 506
Desodorizado 12,46 1,38 1,74 73,24 3,97 2,66 4,55
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Tabela 11- Concentragiio de tocoferdis expressos em mg/100g de amostra

de dleo de soja refinado em laboratério

Amostra T eT3 B-T »T p8 T3 ST Total

Bruto 11,85 - 528 11681 490 - 61,63 20047
Degomado 1402 - 656 12578 425 - 6283 213,44
Neutro 13,57 - 6,53 122,22 381 - 6298 20911
Branqueado 14,91 - 7,39 133,79 438 - 65,80 226,27
Desodorizado 13,39 - 541 12295 6,04 - 63,26 211,05

Tabela 12- Distnibuigio relativa de tocoferdis, em termes de porcentagem,

em todas as etapas do refino laboratorial de &leo de soja

Amostra oT oT3 BT y-T p-8 T3 o-T

Bruto 5,81 - 2,63 5827 244 - 30,74
Degomado 6,57 - 3,07 5893 1,99 - 29,44
Neutro 6,49 - 3,12 5845 1,82 - 30,12
Brangueado 6,59 - 327 5913 194 - 2908

Desodorizado 6,34 - 2,56 5826 2,86 - 29,97

79



Tabela 13~ Concentragfio de tocoferdis expressos em mg/100g de amostra

de Sleo de canola refinado em laboratério

Amostra oT aT3 BT +T p8 »T3 BT Total

Bruto 31,23 - - 8692 1978 - 474 142,67
solvente

Bruto prensa 27,59 - - 8122 1627 - 3,95 129,03
Degomado 2398 - 1,09 B222 1759 - 4,11 134,99
Neutro 29,73 - L12 8143 1786 - 3,34 133,48
Branqueado 2735 - 1,21 7686 1765 - 3,40 12647
Desodorizado 2944 - 144 7849 1849 . 3,88 131,74

Tabela 14- Distribuigiio relativa de tocoferdis, em termos de porcentagem,

em todas as etapas do refino laboratorial de éleo de canola

Amostra oT aT3 BT ¥T p-8 T3 6T

Bruto solvente 21,89 - - 60,92 13,86 - 3,32
Bruto prensa 21,38 - - 62,95 1261 - 3,06
Degomado 22,21 - 0,81 60,91 13,03 - 3,04
Neutro 22,27 - 0,84 61,00 13,38 - 2,50
Branqueado 21,63 - 0,96 60,777 13,96 - 2,69

Desodorizado 22,35 - 1,09 59,58 14,03 - 2,94
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Oleo bruto de soja obtido em indistria apresentou o teor mais elevado de
tocoferol total (230,39mg/100g), tendo o -tocoferol sido detectado em elevada
concentragio em 6leo de soja. Oleo de canola apresentou um elevado teor de o
tocoferol. O y-tocoferol aparece como principal componente dentre os tocoferdis,
o qual constitui mais de 68% no 6leo de milho, 50% no éleo de soja e 55% no

oleo de canola.

O teor de tocoferol total diminui durante as diversas etapas do refino, mas
a composicio relativa € constante durante estas stapas no caso do refino em
laboraténio. Em geral foi observado maior perda de tocoferéis no processamento

industrial que no de laboratério.

Existe urna relagdo entre a composigio em acidos graxos dos dleos e o tipo
de tocoferol. Oleos ricos em écidos graxos insaturados apresentam quantidades
considerdveis de tocoferdis, os quais atuam como antioxidantes naturais. O y-
tocoferol € citado como methor antioxidante que o a-tocoferol (PONGRACZ et
alii, 1995).

O processamento tecnologico e a oxidagfo afetam os niveis de tocoferdis
dos oOleos. Desodorizagdo foi o principal responsdvel pelo decréscimo no

conteido de tocoferol durante o processamento.

Oleo de milho apresentou elevado teor de tocotriendis, os quais nio estio

presentes nos 6leos de soja e canola,

As técnicas de refino empregadas nas inddstrias brasileiras, onde foram
coletadas as amostras, ndo apresentaram grandes perdas nos teores de tocoferdis
do ponto de vista de estabilidade oxidativa e valor nutricional.

O método de analise foi considerado relativamente rapido, devido a nfio
necessidade de saponificagio do éleo para subseqiiente determinacio dos

tocoferdis e tocotriendis,

Tocoferdis sdo mais susceptiveis 4 oxidagdo que os outros componentes da

matéria insaponificavel.
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A determinac@io dos niveis de tocoferdis pode suxiliar na detecgdo da
presenca de adulteragio em 6leos (GUTFINGER & LETAN, 1973).

Como foi mostrado, o contettdo de tocoferdis decresce durante cada etapa
do refino, e pode ser reduzido de forma marcante durante a desodorizagio, pois
os tocoferdis sdio volateis sob condigdes de operagdo. Por que os tocoferdis sfo
poderosos antioxidantes naturais, deve-se otimizar as condigbes de
processamento, para que estes componentes sejam retidos em sua forma ativa. O
abuso da exposi¢io do éleo ao ar e ao aquecimento reduz o conteiido destes

compostos através da oxidagio e polimerizagéo.
4.2. Teor de dcidos graxos - incluinde frans isbmeros

Muitos isdmeros geométricos e posicionais dos 4cidos graxos insaturados

podem ser formados durante a desodorizagfio de 6leos (WOLFF, 1992).

O teor de écidos graxos - incluindo frans isbmeros, obtidos através da
analise em CG capilar dos ésteres metilicos dos cidos graxos das amostras em
coluna Sato-10, dos dleos de milho, soja e canola refinados em indistna sdo
apresentados nas Tabelas 15, 16 e 17. Cromatogramas caracteristicos das 3

diferentes tipos de amostras podem ser vistos nas Figuras 14, 15 e 16.

Qs 4cidos graxos polinsaturados sdo maioria nos dleos de milho ¢ soja, ¢
nio no de canola, os monoinsaturados sdo os predominantes, prevalecendo o

acido oleico.

Acidos graxos frans foram encontrados em todas as amostras em faixa de
0,1 a 4,8% do total dos acidos graxos, com um acréscimo mais acentuado apés a
etapa de desodorizagio. Oleo de soja desodorizado apresentou o teor mais

elevado de trans isdmeros como pode ser observados na Figura 17.

No 6leo de milho o maior grupo de isdbmeros presente foi o de C18:2
trans, enquanto que C18:3 trans foi o maior grupo tanto no 6leo de soja quanto

no de canola.

82



Tabela 15-Teor de acidos graxos, incluindo frans 1sémeros, em cada etapa

do refino de 6leo de milho procedente de industria

Acido graxo Composigio (%)
Bruto Neutro DBranqueado Winterizado Desodorizado

16:0 13,1 i24 12,8 12,0 12,5
2.16:1 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
18:0 2,1 2,2 2,3 2,3 2,3
2 18:1 34,1 34,6 35,5 34,9 34,8
2182 trans* 0,1 0,1 0,1 0,1 1,2
i8:2 479 47.9 46,5 47,8 46,4
20:0 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6
T18:3 rrans** <01 <0,1 <0,1 <0,1 0,2
18:3 0,9 0,9 0.8 0,9 0,6
3201 0,5 0,5 0,5 0,6 0,5
22:0 0,2 0,2 0,2 0,2 0.2
24:0 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
oufros 0,1 0,2 0,3 02 0,3
¥ trans 0,1 0,2 0,1 0,1 1.4

* Constituido principalmente de 18:2 A9 trams, 12 frans; 18:2 A9 cis, 12 trans e 18:2 AS

frans, 12 cis

** Constituido principalmente de 18:3 A6 frams, 9 cis,12 trans; 18:3 A6 cis, 9 ¢is, 12
trans, 18:3 A6 cis, 9 trams, 12 cis € 18:3 A6 trans, 9 cis,12 cis
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Tabela 16- Teor de 4cidos graxos, incluindo trans isGmeros, em cada etapa

do refino de dleo de soja procedente de indistria

Acido graxo Composigio (%)

Bruto Degomado Neutro Branqueade Desodorizado

16:0 11,5 10,8 10,7 10,8 11,2
216:1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
17:0 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
17:1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
18:0 3,3 3,5 3,6 3,5 3,8
¥18:1 trans* <0,1 <0,1 <0,1 0,1 0,1
Ti8:1 24,2 24,7 25,0 24,8 24,9
518:2 trans** 0,1 0,1 0,1 0,6 2,0
18:2 52,6 52,5 52,2 52,2 50,2
20:0 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4
T18:3 rans***  <0,1 <0,1 <0,1 0,1 2,7
18:3 6,4 6,3 6,5 6,2 3,5
$70:1 0,4 0,5 0,5 0,4 0,4
22:0 0,5 0,5 0,3 0,5 0,5
24:0 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
outros 0,2 0,3 0,1 <0,1 0,2
Y trans 0,1 0,2 0,2 0,7 4.8

* Constituido principalmente de 18:1 AS frans

«* Constituido principalmente de 18:2 A9 wrans, 12 trans; 18:2 AQ cis, 12 trans e 18:2 A9 rrans,
12 vis

*++ Constituido principalmente de 18:3 A6 rrars, 9 ¢is, 12 frans, 18:3 A6 cis, 9 cis, 12 trans; 183
Abcis, B trans, 12 cis e 18:3 A6 rrans, 9 ¢is 12 ¢is
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Tabela 17-Teor de &cidos graxos, incluindo rrans isbmeros, em cada etapa

do refino de éleo de canola procedente de industria

Acido graxo Composigio (%)

Bruto  Degomado Neutro Brangueado Desodorizado

16:0 4,5 4,5 4,4 45 4,5
2161 0,3 0,2 0,3 0,2 0,2
18:0 2.4 24 2,4 2.4 2.4
2.18:1 rrans* 0,1 0,1 0.1 0,1 0,1
2.18:1 64,6 64,4 64,5 64,0 64,6
Y182 trans** <0,1 <0,1 <0,1 <{,1 0,4
18:2 17,9 17,9 17,7 18,3 17,4
20:0 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7
183 trans*** <0,1 0,1 <0,1 0,2 ' 2,0
18:3 7,9 7,5 7,6 7.3 5.3
¥20:1 11 1,2 1,2 12 13
22:0 0.4 0,4 0,3 0.3 0,4
22:1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
24:0 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
24:1 0,1 0,1 0,1 0.1 0,1
outros <0,1 0,2 0,4 0,4 0,3
S trans 0,1 0,2 0,2 0,3 2,8

* Constituido principalmente de 18:1 A9 trans

** Constituido principalmente de 18:2 A9 trans, 12 trans; 18:2 A iz, 12 frans ¢ 18:2 A9 trans,
12 ciz

#++ Congtituido principalmente de 18:3 A6 prans, 9 cis, 12 trans; 18:3 A6 cis, @ cis, 12 trans; 18:3
AG cis, @ frans, 12 cis e 18:3 A6 rrans, 9 ¢is, 12 cis
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Figura 17. Grafico da variagdo do teor de trans isdmeros durante etapas do refino industrial de 6leos de milho, soja e canola



Com excegdo dos &cidos graxos C18:2 e C18:3, apds a desodorizaglio
onde uma parte é convertida em frans isdmeros, a composi¢io de acidos graxos
nio sofre mudangas significativas durante as etapas do processo de refino.

Pequenas quantidades de mono-trans isdmeros foram detectados nas amostras.

Oleo de canola exibe o menor teor de Acidos graxos saturados;
consegiientemente possui 0 maior nivel de insaturados, enquanto que os niveis
existentes nos 6leos de soja e mitho sdo equivalentes. O dleo de soja exibe o

maior teor de 4cidos graxos polinsaturados em relagdo ds amostras analisadas.
4,3. Composicio em esterdis

Devido ao elevado teor de esterdis dentre o$ compostos minoritdrios,
especial atengdio foi dada a esta fragio. Cromatogramas tipicos da fragdo de

esterdis totais dos 6leos de milho, soja e canola sdo apresentados na Figura 13,

As Tabelas 18, 20, 22, 24, 26 ¢ 28 mostram a composigio de esterdis
totais de 6leos de milho, soja e canola refinados em indistria ¢ em laboratorio
respectivamente. E nas Tabelas 19, 21, 23, 25, 27 ¢ 29 pode-se observar a
composigio relativa de ester6is totais de Sleos de mitho, soja e canola refinados

em indastria e em Jaboratdrio, respectivamente.

A fragio esterdlica dos 3 éleos estudados apresentam, como caracteristica
5 esterdis principais. E em todos os casos ocorre a predominéncia do f-sitosterol
que esta na proporgio de 65-68% para os esterSis do dleo de milho, 52-54% no
caso do 6leo de soja ¢ 51-55% para o Oleo de canola. Todos os dleos
apresentaram pequena proporgio de colesterol. Brassicasterol € um esterol
caracteristico do Slec de canola, e foi encontrado na faixa de 10% do total dos
esterdis. Campesterol perfaz cerca de 20% do total dos esterdis em Sleo de mitho
e soja, enquanto no caso da canola corresponde a cerca de 30% do total.
Estigmasterol presente na faixa de 6,5% em 6leo de mitho, representa de 17-18%
dos esterdis da soja e 0,3% no caso da canola. O grifico com teor de esterdis

totais durante as diferentes etapas do refino industrial pode ser visto na Figura 19.
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Tabela 18- Teor de esterdis (mg/kg) em 6leo de mitho proveniente de indastria.

Esterol Bruto Neutro Branqueado Winterizado Desodonizado
Colesterol 294 18,1 11,0 17,6 24,4
Campesterol 2060,0 16313 16775 1527.6 1293.8
Estigmasterol 749,0 5463 5578 531,2 464.5
f-Sitosterol 7144,6 56529 5622,6 5620,6 4718,3
ASAvenasterol 10344 55906 454 8 321.8 464,5
A7Estigmasterol 34,2 71,4 72,7 61,9 81,5
AT7Avenasterol 67,4 112,2 91,3 102,7 105,6
Total 11135,0 85918 8487.6 81834 7152,6

Tabela 19- Teor de esterdis (%) em dleo de mitho proveniente de indisiria.

Esterol Bruto Neutro Brangueado Winterizado Desodorizado
Colesterol 0,26 0,21 0,12 0,21 0,34
Campesterol 18,49 18,99 19,76 18,67 18,04
Estigmasterol 6,72 6,36 6,57 6,49 6,48
B-Sitosterol 64,14 65,79 66,24 68,68 63,80
ASAvenasterol 9,29 6,51 5,36 3,93 6,72
A7Estigmasterol 0,49 0,83 0,86 0,76 1,14
AT7Avenasterol 0,60 1,31 1,08 1,25 1,47




Tabela 20- Teor de esterdis (mg/kg) em 6leo de soja proveniente de indistria,

Esterol Bruto Degomado Neutro Branqueado Desodorizado
Colesterol 10,7 58 11,2 9,7 10,6
Campesterol 7383 6539 632,7 5723 363,4
Estigmasterol 6499 558,3 546.8 502,7 494 6
f-Sitosterol 1931,2 17377 1693,6 1555,3 16269
ASAvenasterol 80,3 81,7 83,2 76,9 79,0
ATEstigmasterol  118,8 i12,7 il16 113,2 117.0
A7Avenasterol 65,3 645 60,2 58,1 62,6
Total 3594,5 3214,6 31393 28882 2554,1

Tabela 21- Teor de esterdis (%) em 6leo de soja proveniente de indistria.

Esterol Bruto Degomado Neutro Brangueado Desodorizado
Colesterol 0,36 0,18 0,36 0,34 0,36
Campesterol 2507 20,34 20,15 19,81 19,07
Estigmasterol 22,07 17,37 17,42 17,40 16,74
B-Sitosterol 65,59 54,06 53,94 53,85 55,07
ASAvenasterol 2,73 2,54 2,65 2,66 2,67
A7Estigmasterol 4,04 3,51 3,55 3,92 3,96
A7Avenasterol 2,22 2,00 1,92 2,01 2,12




Tabela 22- Teor de esterdis (mg/kg) em dleo de canola proveniente de industria.

Esterol Bruto Bruto Degomado Neutro Branqueado Desodorizado

solvente prensa

Colesterol 30,4 27,‘0 23,5 30,0 19,5 17,0
Brassicasterol 8849 8288 818,0 823,6 611,% 5823
Campesterol 24587 24464 24441 2511,3 21108 2084,5
Estigmasterol 41,0 26,2 33,1 216 25,0 28,4
B-Sitosterol 44763 41962 4208,1 45382 36475 3414,6
AS Avenasterol 2453 1487 161,0 394 64,6 91,3
ATEstigmasterol 43,0 37,5 32,0 13,4 24,9 15,4

A7Avenasterol 25,9 13,5 - - - .

Total 82055 77273 77198  T9IL6 65042 62335

Tabela 23- Teor de esterdis (%) em dleo de canola proveniente de indistria.

Esterol (%4) Bruto Bruto Degomado Neutro Branqueado Desodorizado

solvente prensa

Colesterol 0,37 0,35 0,30 0,38 0,30 0,27
Brassicasterol 10,78 10,72 10,60 10,32 9,41 9,34
Campesterol 2996 31,66 31,66 31,48 32,45 33,44
Estigmasterol 0,50 038 0,43 0,27 0,38 0,45
B-Sitosterol 54,55 5430 54,51 56,89 56,08 54,78
A5 Avenasterol 299 1,92 2,08 0,49 0,99 1,46
A7Estigmasterol 0,52 0,48 0,41 0,17 0,38 0,25

A7Avenasterol 0,32 0,17 - - - -




Tabela 24- Teor de esterdis (mg/kg) em dleo de milho proveniente de refino em

taborstdrio.
Esterol Bruto Degomado Neutro Branqueado Desodorizado Bruto
solvente prensa
Colesterol 20,2 27,7 14,7 18,0 17,0 18,0
Campesterol 1974,7 19496 16355 1687,0 1696,9 1844,9
Estigmastero} 732,6 6727 6219 651,9 658,5 662,7
f8-Sitosterol 72228 7130,9 6104,1 5202,2 6109,5 67397
ASAvenasterol 4124 380,7 406,0 372,1 395,1 409,3
AT7Estigmasterol 130,9 81,3 90,5 108,6 155,3 114.8
A7Avenasterol 98,6 1403 97,5 95,2 92,7 57,6
Total 10562,2 103832 8970,2 9135,0 9125,0 9887.,0

Tabela 25- Teor de esterbis (%) em 6leo de milho proveniente de refino em

laboratério.
Esterol Bruto Degomado Neutro Brapqueado Desodorizado  Bruto
solvente prensa
Colesterol 0,19 0,27 0,16 0,20 0,19 0,18
Campesterol 18,64 18,78 18,23 18,47 18,60 18,66
Estigmasterol 6,92 6,48 6,93 7,14 7,22 6,70
p-Sitosterol 68,19 68,68 68,05 67,89 66,95 68,17
ASAvenasterol 3,89 3,67 4,53 4,07 4,33 4,14
ATEstigmasterol 1,24 0,78 1,01 L19 1,70 1,16
A7Avenasterol 0,93 1,35 1,09 1,04 1,02 0,99
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Tebela 26- Teor de esterdis {mg/kg) em bleo de soja proveniente de refino em

laboratério,

Esterol Bruto Degomado Neutro Branqueado Desodorizado
Colesterol 9,5 18,4 23,0 18,9 24,5
Campesterol 609.1 579.4 5476 5514 5448
Estigmasterol 583,7 563,4 5324 5557 %73,0
B-Sitosterol 1633,0 15524 1530,0 1528 4 15252
ASAvenasterol 90,8 94,9 04,5 85,5 118,2
ATEstigmasterol  108,2 117,% 120,7 135,2 163,8
A7Avenasterol 52,6 492 541 501 50,7
Total 3086,9 29756 25093 29352 3000,2

Tabela 27- Teor de esterdis (%) em 6leo de soja proveniente de refino em

1aboratério.

Esterol Bruto Degomado Neutro Branqueado Desodorizado
Colesterol 0,31 0,62 0,79 0,64 0,82
Campesterol 19,73 19,47 18,82 18,79 18,16
Estigmasterol 18,91 18,93 18,54 18,93 19,10
B-Sitosterol 52,90 52,17 52,59 52,07 50,83
ASAvenasterol 2,94 3,19 325 325 3,94
A7Estigmasterol 3,30 3,96 4,15 4,60 5,46
A7Avenasterol 170 1,98 1,86 1,71 1,69




Tabela 28- Teor de esterdis {mg/kg) em Oleo de canola proveniente de refino em

laboraténo.

Esterol Bruto  Bruto Degomado Neutro Branqueado Desodorizado

solvente  prensa

Colesterol 25,7 41,0 35,9 449 40,7 372
Brassicasterol 7982 9524 8199 930,1 961,3 898,7
Campesterol 2368,7 25075 23,8 25008 2514,6 24823
Estigmasterol 43,1 27,4 217 269 25,6 22,2
B-Sitosterol 38909 40365 38417 40629 40670 4007,7
AS Avenasterol 2549 2794 293,6 309,7 279,5 2924
AT7Estigmasterol 27,1 23,7 51,3 67,0 70,3 90,9
A7Avenasterol - 253 - - - -
Total 74086 78932 75329 79423 7959,0 78314

Tabela 29- Teor de esterdis (%) em bleo de canola proveniente de refinc em laboraténio.

Esterol (%) Bruto  Bruto Degomado Neutro Branqueado Desodorizado
solvente prensa

Colesterol 0,35 0,52 0,49 0,56 0,51 0,47
Brassicasterol 10,77 12,07 12,21 11,7} 12,08 11,48
Campesterol 31,97  3L77 31,33 31,49 31,59 3,70
Estigmasterol 0,58 0,35 0,37 0,34 0,32 0,28
f-Sitosterol 52,52 5L14 51,00 51,15 51,10 51,17
ASAvenasterol 3,44 3,54 3,90 3,90 3,51 3,73
AT7Estigmasterol 0,36 0,30 0,68 0,84 0,88 1,16
A7Avenasterol - 0,32 - - - -
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Figura 19. Teor de esterdis totais durante diferentes etapas do refino industrial de 6leos de mitho, soja e canola




O 6leo bruto de milho possui, dentre as amostras analisadas, o teor mais
elevado de esterdis totais. Oleo de milho ¢ canola apbds completo refino
apresentaram niveis de esterdis na faixa de 6.000 a 7.000 mg/kg de amostra,

enquanto que a s0ja apresentou um nivel menor de 2.900 mg/kg.

O perfil em esterdis durante as diferentes etapas do refino industrial pode
ser visto nas Figuras 20, 21 e 22, para os éleos de mitho, soja e canols,

respectivamente.

Durante o refino industrial, observou-se perdas de 35,8% nos esterdis
totais do dieo de mitho, 17,8% no dleo de soja e 24,0% no dleo de canola. No
refino efetuado em laboratério ocorreram perdas na faixa de 13,8% dos esterdis

do dleo de milho, 2,8% no 6leo de soja e nenhuma perda no 6leo de canola.
4.4, Teor de esteriis esterificados

Realizou-se o fracionamento dos lipidios fotais através de cromatografia
em mini coluna de silica gel, por eluigio com éter de petréleo, a fragdo apolar dos
lipidios pode ser usada para a andlise de esteroldienos através de CLAE
(SCHULTE, 1994), a segunda fra¢io cluida com a mistura de éter de
petrdleo/diclorometano (85:15, v/v) possue a fragio de esterois esterificados com
tragos de triacilglicerdis. Uma rapida purificagio desta fragfio em pipeta Pasteur,
cheia com silica gel, produziv uma fraglo pura de esterdis esterificados, a qual

foi analisada por CLAE utilizando-se detector de massa.

A recuperaglo do padrio de B-sitosteril-oleato (sintetizado apés reagdo de
B-sitosterol e 4cido oleico) apds cromatografia em coluna de silica gel foi entre
97 ¢ 102%. A calibragio do sistema de CLAE, equipado com detector de massa,
utilizando-se P-sitosten] oleato como padrio externo, mostrou boa correlagdo
entre a concentragio do padrio € a &rea dos picos resultantes. O coeficiente de
correlagiio foi de 0,9955. Acredita-se que colesteril estearato, disponivel
comercialmente, fambém pode ser empregado como padrio externo para
calibraciio do detector no sistema CLAE.
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Figura 20. Variagdo no teor de esterois durante o refino industrial do 6leo de milho
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Figura 21. Variagdo no teor de esterdis durante o refino industrial do dleo de soja
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Figura 22. Variagdo no teor de esterdis durante o refino industrial do 6leo de canola



Cromatogramas tipicos dos esterbis esterificados das amostras dos Gleos
de mitho, soja e canola obtidos apds breve separagio desta fragio através de
cromatografia em coluna, e posterior anélise em CLAE com detector de massa,
podem ser vistos na Figura 23. Fica evidente através da observagio dos
cromatogramas que cada tipo de dleo tem uma distribuiglo caracteristica dos

esterdis esterificados, a qual pode ser utilizada na identificagdo de Sleos,

O teor total de esterdis esterificados nas amostras de éleos de mitho, soja ¢
cancla refinados em indéstria encontram-se na Tabela 30. Alteragdes no teor total
de esterdis esterificados dos 3 diferentes tipos de Gleos analisados podem ser

observadas no grafico da Figura 24,

Nota-se através dos resultados obtidos das amostras analisadas, que o leo
de milho é o mais rico em esterdis esterificados (cerca de 800mg/100g), seguido
pelo 6lec de canola (cerca de 700mg/100g) ¢ dleo de soja (cerca de 120mg/100g).
E também notério que em ambos dleos brutos, de mitho e canola, & maior fracfo
dos esterdis ocorre como esterdis esterificados, e no dleo de soja uma substancial
parte dos esterdis ocorre como esterdis esterificados. Durante o refino ndo foram

observadas perdas pronunciadas desta fragdo.

O teor total de esterdis esterificados das amostras refinadas em laboratério
siio exibidos na Tabela 31; pouca variagio apos cada ctapa do refino foi também
observada neste caso, porém os valores obtidos sdo, de uma forma geral, menores

que os dos dleos refinados em indéstnia,
4.4.1. Acidos graxos da frago de esterdis esterificados

Foi analisada a composigio em dcidos graxos da frago de esteris
esterificados das amostras procedentes de refino industrial

Uma aliquota da fraglio de esterdis esterificados foi transmetilada com
metoxido de sédio e os Esteres metilicos dos acidos graxos foram determinados
por CG. Os resultados obtidos sdo apresentados nas Tabelas de 32 a 34 para 0s

6leos de milho, soja e canola respectivamente.

103



-w...ﬂ—m‘.._.un—-q.b

g

f\ Canola

Soja
i
i
i
. [ g 2!
"‘—W\—v“ '!.MA\-/ L‘-_V V\““"j \'-»--“"""‘-m*——"—-—-—-
Milho
llliiitl!llilllllllllillill!!lilllllli!lllliili!ll!llﬂlll!ll
n o n o n n D n o " S
-4 - [¢] o | ] [ 2] - < [ 2] 3] L’ ]
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A distribuiclo de &cidos graxos esterificados com estertis difere
proporcionalmente de forma considerével dos esterificados com glicerol nos
&leos de soja e canola, no éleo de mitho ndio se observou grande variagio neste

aspecto.

Tabela 30 -Teor total de esterdis esterificados em amostras de 6leos

refinados em indhstrias

Tipo de dleo Teor total de esteréis esterificados (mg/100g)
Mitho Bruto 1094,64
Neutro 847,23
Branqueado 837,95
Winterizado 808,47
Desodorizado 711,30
Soja Bruto 121,31
Degomado 165,84
Neutro 132,10
Branqueado 126,44
Desodorizado 113,53
Canola Bruto 759,43
Degomado 740,44
Neutro 785,87
Branqueado 640,74
Desodorizado 615,08
Bruto Prensa 814,71
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Tabela 31- Teor total de esterdis esterificados em amostras refinadas em

laboratdrio

Tipo de éleo Teor total de esterdis esterificados (mg/100g)
Milho Bruto 707,28
Degomado 749 05
Nentro 796,68
Branqueado 792,00
Desodorizado 838,04
Bruto Prensa 686,82
Soja Bruto 102,83
Degomado 96,55
Neutro 108,41
Brangueado 99,56
Desodorizado 109,13
Canola Bruto 473,23
Degomado 442 46
Neutro 686,97
Branqueado 664,96
Desodorizado 671,99
Bruto Prensa 511,45
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Tabela 32- Composigfo em  4cidos graxos na fraglo de esterbis

esterificados em cada etapa do refino de 6leo de mitho procedente de indistria

Acido graxo Composiglio (%)

Bruto  Degomado Neutro Branqueado Desodorizado

16:0 11,2 9,7 10,7 13,3 11,8
16:1 0,8 <0,1 1,0 <0,1 <0,1
18:0 2,1 1,2 1,5 1,8 1,3
18:1 28,7 28,1 28,2 30,5 29,7
18:2 53,4 57,5 56,3 52,0 56,1
18:3 0,7 1,0 <0,1 <0,1 <0,1
20:0 0,8 <0,1 <0,1 12 <0,1
22:0 0,9 0,8 0,8 <0,1 <0,1
24:0 1,3 1,5 1,5 1,2 1,1
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Tebela 33- Composigio em #cidos graxos na fraglo de esterois

esterificados em cada etapa do refino de 6leo de soja procedente de indistria

Acido graxo Composigio (%)

Brutoc Degomado Neutro Branqueado Desodorizado

14:0 1,0 0,5 0,7 0,5 0,7
16:0 11,5 10,5 12,6 11,8 15,2
16:1 0,6 0,4 0,8 0,6 0,9
17:0 1,6 0,3 0,4 1,0 0,4
18:0 3,6 3,3 3,7 3,6 4,5
18:1 8,4 10,0 10,0 10,0 13,7
18:2 26,4 27,7 27,5 26,9 32,5
18:3 19,4 20,3 19,0 19,1 11,7
20:0 2,8 2,4 2,6 2,6 2,3
20:1 0,9 1,2 0.8 1.3 0,9
22:0 12,6 12,3 11,9 11,9 9,2
24:0 11,2 10,9 9,9 10,8 8,0
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Tabela 34- Composigio em #cidos graxos na fraglo de esterdis

esterificados em cada etapa do refino de éleo de canola procedente de indiistria

Acido graxo Composiglo (%)

Bruto Degomado Neutro Branqueado Desodorizado

14:0 0,6 <G,1 <),1 0,3 0,4
16:0 3,4 3,5 3,6 31 2,9
16:1 0,6 <{,1 0.8 0,6 <0, 1
18:0 0,4 1,0 0,9 0.6 0,7
I8:1 31,3 36,5 32,0 33,7 34,2
18:2 31,7 50,1 50,0 55,1 55,5
13:3 11,5 83 11,7 6,2 6,0
20:0 0,5 <01 L0 0,3 0,3

Esterois esterificados de 6leos de milho e canola apresentaram altos niveis
de acido linoleico (C18:2) ¢ dleo de soja baixo nivel deste dcido graxo que o
correspondente no dleo total. Oleo de milho contém alto nivel de acido
lignocérico (C24:0) nos esterdis esterificados em relaglo ao teor presente nos
acilgliceréis, Esterdis esterificados de 6leos de soja ¢ canola contem também alto
nivel de acido linolénico (C18:3) que o correspondente dleo total. Neste contexto
é interessante notar que JOHANSSON & APPELQVIST (1978) e
WORTHINGTON et alli (1984) também encontraram elevado teor de acido
linoleico e oleico na fragio de esterdis esterificados de dleo de canola quando
comparado com o teor existente no dleo total. Os esteréis esterificados do dleo de
soja contem altos niveis de dcido araquidico (C20:0), gadoleico (C20:1),
behénico (C22:0) e lignocénico (C24:0).
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4,4.2. Estertis presentes na fraciio de esterdis esterificados

Os esterdis presentes na fraglo de esterdis esterificados, de 6leos refinados
em indistrias, foram analisados através de CG e os resultados encontram-se nas
Tabelas 35,36 ¢ 37.

Nos 6leos de milho e soja, & distribuigdo dos esterdis nos esterdis
esterificados foi diferente da fragho de esterdis totais. A fraglo de esterdis
esterificados no éleo de milho contem mais estigmasterol e A7estigmasterol e
menos campesterol que na frago de esterdis fotais. Jé no éleo de soja os niveis

de campesterol e estigmasterol s30 menores nos esterdis esterificados, enquanto

que o A7estigmastero! e o Aavenasterol aparecem em quantidades matores.

O éleo de canola nfio apresentou diferengas significativas em relaglio aos

esterdis presentes na fragdo esterificada e total.
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Tabela 35- Composigo relativa de esterdis (%) presentes na fraglio de esterdis

esterificados de Sleo de mitho refinado em indisinia.

Esterol Bruto  Neutro Branqueado Winterizado Desodorizado
Colesterol 0,57 0,27 0,58 0,48 0,49
Campesterol 17,58 16,00 15,74 15,37 16,48
Estigmasterol 839 12,03 13,02 11,88 14,71
B-Sitosterol 71,39 62,69 58,85 61,35 55,85
ASAvenasterol - 4,77 6,00 4,33 439
ATEstigmasterol L4l 4,09 5,24 5,10 6,93
A7Avenasterol 0,65 0,15 0,57 1,49 1,13

Tabela 36- Composigio relativa de esterdis (%) presentes na fra¢lio de esterdis

esterificados de dleo de soja refinado em industria.

Esterol Brutoc  Degomado Neutro Brangueado Desodonzado
Campesterol 0,35 12,65 10,33 11,29 15,31
Estigmasterol 14,94 14,36 14,26 15,16 11,34
B-Sitosterol 57,99 62,0 53,93 52,93 69,87
ASAvenasterol 3,09 - 5,24 5,25 -
ATEstigmasterol 9,52 7,07 11,47 10,72 3,48
A7Avenasterol 5,10 3,87 4,76 4,64 -
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Tabela 37- ComposigBo relativa de esterdis (%) presentes na fraglo de esterbis

esterificados de 6leo de canola refinado em inddstria.

Esterol Bruto  Degomado Neutro Branqueado Desodoriza
do

Brassicasterol 7,66 9,01 9,19 11,34 7,88
Campesterol 33,96 32,61 33,05 29,50 34,45
Estigmasterol 0,41 1,92 - 3,00 1,16
B-Sitosterol + A 36,97 53,93 57,76 53,49 55,45

5 Avenasterol

A7Estigmasterol 0,63 1,66 - 2,67 1,06
A7Avenasterol 0,36 0,87 - - .

4.5, Ester6is totais, esterificados ¢ livres

Nas tabelas 38 ¢ 39 estio os teores de estero! total, esterificado e livre
presentes nas amostras de 6leos de milho, soja e canola refinados em indistria e

em laboratério respectivamente.

Fica evidenciado através das andlises realizadas em 6leo de milho que
quanto ao teor de esterol livre ¢ esterificado, a pnmeira fraclo est presente em

forma minoritaria (< 2%), ocorre o0 mesmo no c¢aso do 6leo de canola.

Quanto ao Oleo de soja a fraglo esterdlica é fundamentalmente
apresentada no estado livre. A fraglo de esterol esterificado € minoritaria em

relagio aos esterdis totais.

No oleo de soja a frag8o esterflica apresenta uma relagio inicial
aproximada de 2:1, livre/esterificada, porém ao longo do processamento esta
relagfio muda significativamente até 3:2 devido ao decréscimo no teor de esterol

livre, enquanto que os esterificados sdo mais ¢stiveis.
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Esta 0ltima observagBo de menores mudancas no teor de esterdis
esterificados durante o processamento, também € vilida para os fleos de canolae

milho. No caso do 6leo de canola, por exemplo, a8 quantidade residual

corresponde a 56 13% dos esterdis livres presentes no éleo bruto.

No caso do refino em laboratbrio, observa-se que todos os valores
{esterdis totais ¢ esterificados) sBo menores quando comparados com os do
processo industrial, embora apresentem 8 mesma tendéncia de perdas maiores na
fragdo de ester6is livres. Porém, os valores de esterdis livres em 6leos de mitho e

canola sio muito maiores que no processo industrial.

Tabela 38. Teor de esterol total, esterificado e livre em amostras refinadas em

inddstrias
Esterol (mg/kg)

Tipo de éleo total esterificado livre
Mitho bruto 11139,0 10946,4 192,6
Neutro B3G1,8 84723 1195
Branqueado 8487.,6 83795 108,1
Winterizado g183,4 80847 98,7
Desodonzado 7152.6 7113,0 396
Soja bruto 35945 1213,1 23814
Degomado 32146 1658 4 1556,2
Neutro 31393 1321,0 1818,3
Branqueado 2888,2 1264,4 16238
Desodorizado 2954.1 11353 1818,8
Canola bruto 8205,5 7594,3 611,2
Degomado 77198 74044 3154
Neutro 7977.6 7858,7 1189
Branqueado 6504,2 64074 96,8
Desodorizado 6233,5 6150,8 82,7
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Tabela 39, Teor de esterol total, esterificado e livre em amostras refinadas em
laboratério

Esterol {mg/kg)

Tipo de dleo total esterificado livre

Mitho bruto 10592,2 7072,8 35194
Degomado 103832 7490,5 28927
Neutro 8970,2 7966,8 1003,4
Brangueado 91350 79200 12150
Desodorizado 91250 83804 744,56

Soja bruto 3086,9 10283 2058,6
Degomado 29756 965.5 2009,5
Neutro 2509,3 1084,1 1825,2
Brangueado 29352 995.6 1939.,6
Desodorizado 3000,2 1091,3 1508,9
Canola bruto 7408,6 47323 2676,3
Degomado 75329 44246 31083
Neutro 7942,3 6869,7 1072,6
Brangueado 7959,0 65649.6 13094

Desodorizade 78314 6719,9 11115
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4.6, Teor de esteroldienos

Durante o tratamento térmico de 6leos vegetais, novos hidrocarbonetos
originrios dos esterdis, como estigmastadieno, formado pela desidrataglio do B-
sitosterol séo formados. A presenga destes compostos ¢ indicativa da aplicaglio de

processos térmicos relacionados diretamente com o refino (MARIANI et alli,
1991).

Na Figura 25 pode-se observar a curva padrdo de colestadieno obtida

através de andlise em CLAE.

Cromatogramas de esteroldienos apds cada etapa do refino de dleo de

milho, soja e canola podem ser vistos nas Figuras 26, 27 e 28 respectivamente.

A concentragio de esteroldienos, produtos da desidratagio dos esterdis,
encontrados nas amostras analisadas através de CLAE, podem ser vistas nas
Tabelas 40, 41 e 42 para os 6leos de milho, soja e canola refinados em indistria e

nas Tabelas 43, 44 ¢ 45 para &leos refinados em laboratério.

Na Figura 29 observa-se o total de esteroldienos apds cada etapa do refino

industrial dos déleos de mitho, soja ¢ canola.

Esta investigagdo mostra que esteroldienos nfio estdo presentes em dleos
brutos de milho e soja, mas encontram-se em pequena quantidade no 6leo bruto
de canola. As etapas de degomagem e neutralizacio de uma forma geral ndo

contribuem para o acréscimo destes compostos.

Dos cinco estagios do refino de 6leos vegetais investigados durante este
estudo, principalmente apds a ctapa de clarificagBo € que se observa um

acréscimo destes compostos.

A desodorizagio & a etapa onde o acréscimo destes compostos € mais
marcante provavelmente como consegiiéncia das altas temperaturas utilizadas

durante esta etapa.
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Figura 26. Cromatogramas (CLAE) de estercldienos em etapas do refino industrial de

bleo de mitho, onde 1 é colestadieno; 2 é campestadieno; 3 € estigmastatrieno, 4 ¢
estigmastadieno. Condigdes cromatogréaficas contidas no texto,
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Figura 27. Cromatogramas (CLAE) de esteroldienos em etapas do refino industrial de
éleo de soja, onde 1 é colestadieno; 2 é campestadieno; 3 ¢ estigmastatrieno, 4 ¢

estigmastadieno. Condig3es cromatograficas contidas no texto.
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Figura 28. Cromatogramas (CLAE) de esteroldienos em etapas do refino industrial de
Sleo de canola, onde 1 & campestatrieno; 2 € campestadicno; 3 ¢ estigmastadieno.
Condigdes cromatogrificas contidas no texto.
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Tabela 40- Teor de esteroldienos éleo de milho proveniente de indistria

Esteroldieno  Bruto Neutro Branqueado Winterizado Desodonzado
(mg/kg)
Colestadieno - - 0,12 0,13 0,81
Campestadieno - 0,10 0,65 0,51 8,89
Estigmastatrieno . 0,28 3,19 2,24 26,13
Estigmastadieno . 1,09 5,91 4,79 99,04
ni* - - - - 0,34
Total - 1,48 9,87 7,68 134,03

* 1 1. = nio identificado

Tabela 41- Teor de esteroldienos 6leo de soja proveniente de indistria

Esteroldieno  Bruto Degomado Neutro Branqueado Desodorizado
{mg/kg)

Colestadieno - - - - 0,25
Campestadieno - - 0,06 0,21 3,28
Estigmastatrieno - 0,06 0,11 0,28 432
Estigmastadieno - 0,40 0,38 0,73 20,37

Total - 0,46 0,55 1,22 28,22
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Tabela 42- Teor de esteroldienos em Oleo de canola proveniente de

indistria
Esteroldieno  Bruto Degomado Neutro Branqueado Desodorizado
(mg/kg)

Campestatrieno - 0,45 0,09 21,82 24,16

Campestadieno 0,33 3,65 0,17 95,84 158,19

Estigmastadieno 0,30 4,81 0,16 106,73 209,43
ni* - 0,11 0,08 0,93 0,93
Total 0,65 9,02 0,50 225,32 392,71

* ni. = nio identificado

Tabela 43~ Teor de esteroldienos em Sleo de miltho proveniente de refino

em laboratério

Esteroldieno  Bruto Neutro Branqueado Winterizado Desodorizado
(mg/kg)

Colestadieno - - - 0,27 0,77
Campestadieno - - - 0,59 4,66
Estigmastatrieno - - - 0,71 3,16
Estigmastadieno - - 0,09 2,15 32,33

ni* - - - 0,37 0,18
Total - - 0,09 4,09 47,10

* 1 1. = nio identificado
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Tabela 44- Teor de esteroldienos em bleo de soja proveniente de refino em

Isboratério

Esteroldieno  Bruto  Degomado Neutro Branqueado Desodorizado

(mg/kg)

Colestadieno - - . . -
Campestadieno - - - - 0,78
Estigmastatrieno - - - 0,32 0,%0
Estigmastadieno - - - 0,73 1,49
Total - - - 1,05 3,17

Tabela 45- Teor de esteroldienos (mg/kg) em bleo de canola proveniente

de refino em laboraténio

Esteroldieno  Bruto Degomado Neutro Branqueado Desodorizado

Campestatrieno - - - - 1,16
Campestadieno - - - 1,56 2,44
Estigmastadieno - - - 2,50 4,39
n.i* - - . - 0,21
Total - - - 4,06 8,20

* 0 i. = ndo identificado
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A andlise do teor de esteroldienos serve para provar que refino foi
utilizado em 6leo, pois o contetdo elevado de esteroldienos ¢ conseqiincia do

refino.

A anélise dos produtos de degradaglio de esterdis serve usualmente para
dois propdsitos: 1) para a determinago da concentrago destes compostos ¢
reconhecimento se o Sleo foi submetido a tratamento térmico 2) a composigdo
dos produtos de desidrataglo serve para verificar a identidade do produto, em

particular, para detectar misturas de 6leos refinados em leos brutos.

A desodorizaglo ¢ normalmente efetuada pela passagem de vapor através
do éleo em temperatura de 180-250°C, Durante este processo, os produtos da

degradagdo olefinica sdo removidos e formados.

Oleo de canola refinado em indistria apresentou apos refino o teor mais
elevado de esteroldieno dentre as amostras analisadas, com acréscimo marcante

apds a etapa de clarificagio.

As condigdes mais amenas empregadas no refino de dleos em laboratorio

promoveram a formag#o de quantidades menores de esteroldienos.

A adulteragdo de 6leos pode ser detectada através do estudo dos esterdis ¢
seus produtos de degradagfio olefinicos, como estigmastadieno origindrio da
desidratagdo do b-sitosterol, estigmastatrieno do estigmasterol, campestadieno do
campesterol e campestatrieno do brassicasterol. Estes sdo parcialmente
removidos durante a desodorizaglo ¢ podem ser identificados através de CLAE
usando um detector de UV. A presenga de campestatricno indica a presenga de
sleo de canola. A relagio de estigmastadieno (do f-sitosterol) para o
campestadieno (do campesterol) serve como um indicador da presenga de 6leos
ricos em campesterol (soja, girassol, milho) em éleos com baixos teores de
campesterol {oliva) (GROB et alli, 1954).
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4.7, Triacilglicerdis poliméricos

A andlise de triacilglicerbis polimerizados através de permeagio em gel
tem sido descrita por muitos autores (DOBARGANES et alli, 1988; ARROYO et
alli, 1992; BELJAARS et alli, 1994). A fracfo que elui antes do pico dos
triacilglicerdis tem sido identificada como o total de material polimerizado, que

inclui 0s compostos dimeros, trimeros e oligoméricos.

O reconhecimento de que lipidios poliméricos podem estar presentes em

dleos refinados tem despertado o interesse por métodos para sua determinagio,

Recentemente, cromatografia de permeaglo em gel {GPC) também
chamada de cromatografia de exclusfo ou cromatografia de filtrag3o tem sido
usada como metodologia padrio para a andlise de lipidios poliméricos. Este é um
importante desenvolvimento, pois & presenga destes compostos em Sleos

comerciais era ignorada no passado (CHRISTIE, 1993).

Cromatogramas obtidos através de cromatografia de permeagfio em gel dos
dleos de milho, soja e canola, brutos e refinados em industrias podem ser vistos

na Figura 30.

O teor de triacilglicerdis poliméricos de 6leos de milho, soja e canola
brutos ¢ refinados em indistria e em laboratorio analisados através de

cromatografia de permeagfio em gel sdo relacionados nas Tabela 46,
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Figura 30. Cromatogramas (GPC) de triacilglicerbis poliméricos presentes em dleos de
milho, soja e canola apds refino industrial, onde 1 = triacilglicerdis poliméricos; 2 =
triacilglicerdis; 3 = diacilglicerdis; 4 = monoacilglicerdis ¢ 5 = dcidos graxos. Condigbes

cromatogréficas descritas no texto.
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Tabela 46- Concentragdo (%)de triacilgliceréis poliméricos em amostras

de éleos brutos e refinados.

Oleo Concentragfio de Triacilglicerdis
Poliméricos (%0)
Milho bruto solvente laboratdrio <0,01
Bruto solvente indistria <(,01
Bruto prensa laboratorio <0,01
Refinado laboratério 0,5
Refinado inddastria 0,5
Soja bruto solvente laboratério 0,1
Solvente indistnia 0,1
Refinado laboratorio 0,3
Refinado indtstria 1,1
Canola bruto solvente laboratério <0,01
Bruto solvente indistria <0,01
Bruto prensa laboratério <0,01
Bruto prensa indlstria <0,01
Refinado Iaboratério 0.15
Refinado indistria 0,3
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O objetivo desta andlise foi verificar as modificagdes produzidas como
conseqiiéncia de todo o processo de refino. E sabido, através de dados de
literatura (PEREZ-CAMINO et alli, 1993), que o asumento no teor de
triacilglicerdis poliméricos comega a ser detectado apos a etapa de clanficagdo, e
estd fundamentalmente relacionado com a temperaturs utilizada na fase de

desodorizagio.

Contudo, a quantidade de dimeros de triacilglicerdis ndo depende somente
da temperatura empregada principalmente no processo de desodorizaglo, mas

também da qualidade inicial no dleo.

A elevagiio total mo teor de triacilglicerdis poliméricos apds refino

industrial dos oleos de mitho, soja e canola podem ser vistos na Figura 31.

O contetido total destes compostos estd inversamente relacionado com a
qualidade do 6leo. A formagiio de produtos ndo volateis de decomposigdo, devido
3 oxidagfio térmica ¢ polimerizagdo dos &cidos graxos insaturados, de uma forma
geral o grau de oxidagdo € considerado como sendo proporcional ao grau de

insaturacdo dos dcidos graxos presentes nas amostras.

Uma pequena quantidade de material polimérico foi encontrado nas
amostras, demonstrando que o processamento efetuado ndo provocou formagdo

de quantidades aprecidveis de sub produtos de oxidagio de triacilglicerdis.

Neste estudo a cromatografia de permeagio em gel foi aplicada para a
anilise de compostos minoritarios formados durante a autoxidagdo das amostras.
A autoxidacfo pode ser acompanhada através da medida do teor de polimeros nas
amosiras. Resultados de trabathos realizados por outros autores (HOPIA et alli,
1993) indicam que este tipo de anélise pode ser empregado para se detectar niveis
de autoxidagSio ¢ caracterizar produtos de diferentes pesos moleculares. Estes
compostos sdo formados durante a autoxidagdo por meio de reagdo de lipidios

insaturados e oxigénio atmosférico, com aumento na polaridade das moléculas.
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Figura 31. Grafico da variagdo do total de triacilglicerdis poliméricos presentes em 6leos de milho, soja e canola ap6s refino industrial



4.8, Teor de cobre e ferro

QO teor de cobre e ferro, das amostras provenientes de refino industrial,
determinados via espectrometria de absorg@io atOmica, expressos em mg/L
encontram-se na Tabela 47. Observa-se que no case dos oleos de milho ¢ soja, os
quais possuem elevado teor de ferro no éleo bruto, ocorre durante o processo de
refino uma redugdo neste teor,com posterior elevagio apés a efapa de

desodorizagio.

Todas as amostras de 6leos analisadas apresentaram baixo teor de cobre.

Tabela 47- Teor de cobre e ferro (ng/L) em dleo de milho, soja e canola

proveniente de indastria.

Etapa do Oleo de Milho Oleo de Soja Oleo de Canola
refino Cobre Ferro Cobre Ferro Cobre Ferro
Bruto £0,3 3,8 <0,3 2.1 <03 <03
Degomado -* - <0,3 <0,3 <0,3 3,0
Neutro <0,3 0,3 £0,3 <0,3 <0,3 2,8
Branqueado <0,3 £0,3 <0,3 <0,3 <0,3 1,1
Winterizado <0,3 <0,3 - - - -
Desodorizado <03 0,7 <0,3 L1 0,3 L1

* . = pnHo parte deste processo
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4.9, Teor de clorofila

O teor de clorofila presente nas amostras de dleos de milho, soja e canola

refinados em Indistrias pode ser visto na Tabela 48.

Tabela 48- Teor de clorofila em dleos proveniente de industrias

Tipo de dleo Teor de Clorofila (ppm)
Milho bruto 0,07
Neuiro 0,07
Branqueado 0,01
Winterizado 0,01
Desodorizado 0,00
Soja bruto 2,66
Degomado 2,04
Neutro 1,90
Brangueado 1,16
Desodorizado 0,37
Canola bruto 9,87
Degomado 8,22
Neutro 1.57
Branqueado 0,07
Desodorizado 0,02

Verifica-se que a etapa da degomagem tem pouca influéncia sobre a

redugfio no teor destes pigmentos, os quais sdo removidos apés a clarificagdo e
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desodorizagdo. Observa-se um elevado teor destes pigmentos no 6leo bruto de
canola, provenientes de grios imaturos, fato normal nesta matéria-prima, € sua
persisténcia apés o refino completo, fato este gque pode efetivamente
comprometer a qualidade do produto porque pode acelerar o processo oxidativo

da amostra.

Observando os dados da Tabela 48 pode-se notar que a clorofila foi
praticamente eliminada durante o branqueamento que de maneira geral, com

respeito ao teor de clorofila, os éleos tiveram um processo de refino adequado.

4.10. Influéncia dos processos de interesterificacio quimica e

enzimética no teor de esterdis esterificados de 6leos de mitho, soja e canola

No presente estudo Oleo de mitho, soja e canola refinados foram
submetidos ao processo de interesterificaglio quimica, catalisada por metéxido de
sédio, e interesterificagfio enzimdtica, catalisada por wma lipase imobilizada
{(Lipozyme) de Rhizomucor miehei. Os produtos resultantes foram analisados via
lipblise seletiva catalisada por lipase pancredtica com a finalidade de se
determinar a composicdo dos grupos acilas na posigiio sn-2 dos triacilgliceréis.
Os resultados, mostrados nas Tabelas de 49 a 51, mostram que a
interesterificagfio quimica levou, conforme expectativa, 2 randomizagio dos
grupos acilas, com uma evidente similaridade na composi¢do do total de grupos

actlas dos triactlglicerdis na posicio sn-2.
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Tabela 49- Distribuigio percentual dos 4cidos graxos em 6leo de milho

refinado antes e apds interesterificagfio quimica ¢ enzimética.

Acido  Total nos Antes da Apbs a

graxo trigliceridios  interesterificagdo interesterificagio

Quimica  Epzimética

Posigéo sn-2 Posigho sn- Posigo sn-2

2
16:0 12,5 15 13,0 4,3
18:0 23 23 2,9 1,5
18:1 34,8 34,0 34,3 34,3
18:2 47,7 61,5 48,4 52,3
18:3 0,9 0.8 0.8 4,9

Tabela 50- Distribuigdo percentual dos 4cidos graxos em 6leo de soja

refinado antes e apds interesterificagio quimica e enzimatica.

Acido  Total nos Antes da Apés a

graxo trigliceridios interesterificacfo interesterificagio

Quimica Enzimatica

Posigdo sn-2  Posiglio sn-2  Posigiio sn-2

16:0 11,1 1,9 11,1 5,1
18:0 3,5 0,9 4,1 0.9
18:1 24,7 24,3 25,9 249
18:2 31,7 66,7 32,5 64.0
I8:3 5,9 5,5 6,3 5,0
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Tabela 51- Distribuiglo percentual dos 4cidos graxos em 6leo de canola

refinado antes e ap6s interesterificag@o quimica ¢ enzimética.

Acido  Total nos Antes da Apds a

graxo trigliceridios interesterificagfo interesterificagio

Quimica Enzimatica

PosigBo sn-2  Posigiio sn-2  Posigio sn-2

16:0 4,5 1,0 6,1 1,1
18:0 2,4 1,4 3,2 nd
18:1 64,1 57,3 63,7 58,2
18:2 17,6 28,4 17,7 29,1
18:3 7,2 11,8 76 11,6

Interestentficagdo enzimatica, catalisada por Lipozyme, resultou produtos
em que a composigio dos grupos acilas na posi¢do sn-2 foi similar 4 da anterior
interesterificagio (Tabelas 49 a 51), Estes resultados mostram que durante a
interesterificagio enziméitica pouca alteraglo ocorreu entre a posigéio sn-2 e as
posigles sn-1,3, como esperado pela forte especificidade sn-1,3 da Lipozyme
(SCHUCH et alli, 1988).

Pouco ¢ sabido sobre o efeito da interesterificagfio quimica e enzimatica
sobre o contetido ¢ a composigo dos esterdis esterificados de dleos vegetais. O
contelido de esterdis esterificados em 6leos de milho, soja e canola antes ¢ depois
da interesterificagio quimica tanto quanto da enzimatica, catalisada por
Lipozyme, foi determinada por breve “clean-up” em pequena coluna de silica gel,
seguida de CLAE. Os resultados, registrados na Tabela 52, mostram que a
interesterificagdo quimica, levou a um aumento no contetido de esterois
esterificados em todos os 3 oleos, enquanto que a interesterificagiio enzimatica

resulton numa evidente reducdo no teor de esterdis esterificados. Pode-se
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concluir através da anslise destes dados que ocorre esterificaglio quimica, ao
passo que alguma clivagem de esterdis esterificados ocorre durante a

interesterificagfio enzimética, catalisada pela Lipozyme sn-1,3 especifica.

Tecnicas radioguimicas tem sido usadas no estudo de reagBes catalisadas
por lipases (SCHUCH & MUKHERJEE, 1987, SCHUCH & MUKHERIJEE,
1988; SCHUCH & MUKHERIJEE, 1989). No presente estudo, a formagio de
esterois esterificados durante a interesterificagio quimica ¢ enzimatica, foi
examinada pelo uso de [4-"*C]B-sitosterel como composto radioativo marcado,
adicionando-se ao 6leo de canola refinado antes da interesterificacio, & medindo-
se a radioatividade dos esterdis esterificados formados. Os resultados
apresentados na Tabela 53 mostram que a interesterificagio quimica do 6leo de
canola resultou em moderada formagdo (10% do total da radioatividade) do B-
sitosteril éster radioativo, enquanto que a interesterificagio enzimitica do 6leo,
catalisada por Lipozyme, levou 2 pequena formagdo de B-sitosteril éster

radioativo. Estes resultados concordam com os dados da Tabela 52,

Tabela 52- Alteragbes no conteido de esteréis esterificados de 6leos

vegetais apos interesterificagfio catalisada por metéxido de sodio ou Lipozyme

Catalisadorda  Tempo Esterdis esterificados (mg/100g 6leo)
interesterificagio h)

mitho soja canola
- - 911 114 735
Metoxido de 0,5 1094 353 996
sodio
Lipozyme 1 774 18 352
Lipozyme 24 677 39 482
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Tabela 53- Formago de B-sitosterol radioativo de acidos £raxos apos
interesterificagio de canola catalisada por metdxido de sédio ou lipases na

presenca de [4-14C] B-sitosterol

Catalisadorda  Tempo Distribui¢fio da Radicatividade
mteresterificagfo {h)

Esterdis esterificados Esterdis Outros
Controle* 0,5 3 97 tragos
Metdxido de 0,5 11 88 3
sodio
Controle 2 <1 96 3
Conirole 6 <1 96 3
Controle 24 <1 96 3
Lipozyme 2 <l 98 1
Lipozyme 6 <i 97 3
Lipozyme 24 <1 98 1
Candida 2 62 35 3
cylindracea
Candida 6 80 15 5
evlindracea
Candida 24 91 5 4
cylindracea

* Sem catalisador de interesterificagdo
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A formagio de esteris esterificados radioative de [4-''C]p-sitosterol
como composto radioativo marcado foi também estudada utilizando-se uma
lipase ndo especifica preparada a partir de Candida cylindracea como catalisador
para a interesterificagio de 6leo de canola. Com a lpase de Candida cylindracea
como biocatalisador altas proporgdes (>90% do total da radioatividade) de **C-
marcado B-sitosteroil esteres foram formados durante o curso da reagdo (Tabela
33), conforme pode-se observar através da Figura 32, que apresenta o teor de
radioatividade nas fragBes de esterdis livres e esterificados medida através do
“Liquid Cintilation Counter”. Obviamente, a randomizagio dos triacilglicerdis
causada em ambas as interesterificagdes quimica, catalisada por metdxido de
sodio, ¢ enzimatica, catalisada pela lipase ndo especifica de Candida cylindracea
resultou em extensiva formagdio de esterdis esterificados, apesar da pouca
formagio de esterdis esterificados formada pela interesterificacfo enzimatica,
catalisada pela lipase sn-1,3-especifica, Lipozyme (Tabela 58). Neste contexto é
interessante notar que durante a interesterificagio enzimatica de manteiga,
catalisada por lipase ndo especifica de Pseudomonas fluorescens, extensiva

formacdo de colesteril ésteres foi também observada (KALO et alli, 1993).

No presente trabalho ficou evidenciado, juntamente com a observagio
sobre a manteiga (KALO et alli, 1993), que ambos os catalizadores de
interesterificagdes quimica e enzimatica causam randomizagiio dos
triacilglicerdis, e também favorecem a formagfo de esterdis esterificados durante
a interesterificagfo. A simples e rapida técnica radioguimica descrita agqui pode
ser utilizada para identificar lipases com relagdo aa sua habilidade para esterificar

esterfis com vistas a modificagBes dietarias de 6leos contendo esterdis.
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Figura 32. Teor de radiocatividade na fragfo de esterdis ¢ esterdis esterificados do dleo de canola

apos reagiio com Candida cylindracea medido através de Berthold Radio-CCD Scanner
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5. CONCLUSOES

Baseado nos resultados obtidos com este trabatho pode-se concluir que:

1- O processo de refino industrial introduz modificagGes apreciaveis nos
compostos minoritarios. Ao contrario do refino laboratorial usado, que ndo

promoveu alteragdes marcantes na composigiic dos componentes minoritanos.

2- Foi comprovado que os dleos vegetais aqui analisados {milho, soja ¢
canola) apresentam caracteristicas peculiares, e que a analise dos compostos

minoritarios ¢ de fundamental importncia para sua caracterizagéo.

3. Houve um gradual decréscimo, apés cada etapa do processo de refino,
no teor de tocoferdis e esterdis ¢ ligeiras alteragbes em suas distribuigles
relativas. Cada um destes compostos tem uma suscetibilidade diferenciada as

etapas do processamento,

4- Nio ocorreram alteragdes significativas no teor fotal de esterdis
esterificados durante as diferentes etapas do processo do refino dos trés 6leos
usados, fato este que sugere que a determinagfio do perfil cromatografico dos
esteris esterificados é um parfmetro importante para a caracterizagio de um bleo

e uma poderosa ferramenta no auxilio e detecgdo de adulterago.

5- A desodorizagdo ¢ a fase do refino quimico que deve ser conduzida com
grande cuidado e atenglo, porque causa maiores perdas de componentes ¢

acréscimo de indesejaveis.

6- A desodorizagio promoveu as maiores perdas e transformagdes dos
compostos minoritarios, e contribuiu para o aumento 1os teores de esteroldienos,

triacilglicerdis poliméricos e dcidos graxos trans.

7. As determinagbes de tocoferdis, esterdis, gsteroldienos, esterois
esterificados ¢ outros compostos minoritirios sio importantes para 2

identificaclio, caracterizagio e detecgfo de adulteragbes de dleos.
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8- O processo de interesterificagio de odleo de canola catalisado
guimicamente com metoxido de sddio aumentou o teor de esterdis esterificados.
9- A reaglio de inferesterificagfo catalisada pela lipase Lipozyme

promoveu a clivagem de parte dos esterdis esterificados.

10- A reagfio de interesterificacfo catalisada pela lipase de Candida
eylindracea elevou a formagio de esterdis esterificados, fato de interesse quanto

a0 valor nutricional.
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