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RESUMO:

Na atualidade, éleos e gorduras sdo alimentos observados com muita atenc&o pelos
consumidores, por terem relagao direta com a saude. As gorduras hidrogenadas nesse
aspecto, merecem especial destaque pois sao ingredientes importantes na elaboragao
de alimentos. Airavés de processos como a hidrogenacéo, € possivel obter produtos
gordurosos de consisténcia diferenciada e com melhor estabilidade oxidativa.
Entretanto, esse percurso leva ao aparecimento de compostos indesejaveis, como por
exemplo, os isémeros trans, gerando muita polémica. Desta maneira, torna-se
fundamental o monitoramento da formacao desses compostos durante a hidrogenagao,
e sua quantificagdo nos produtos finais. Frente a essas informagdes, esse trabalho teve
como objetivo aplicar as diferentes técnicas disponiveis na literatura para a
quantificagdo de isdmeros trans, comparando dados obtidos entre as técnicas em
amostras reais. Foram utilizadas: cromatografia gasosa com 2 colunas cromatograficas
de alta polaridade (SP-2340, CP-Sil 88) e a espectrofotometria infravermelho tradicional
(AOCS Cd 14-95) e com uso de cartdo IR-Card (3M). Na quantificagdo tendo como
padréo amostras referéncia AOCS, o método de esterificacao segundo HARTMAN &
LAGO (1973) foi estudado e nao produziu qualquer artefato que afetasse os resultados.
Foram avaliadas 28 amostras comerciais de gorduras hidrogenadas brasileiras, de
diferentes fornecedores, com teores de isdmeros trans na faixa de 9 a 55%. Na
comparagdo entre as colunas de alta polaridade, a fase estacionaria com 100%
cianopropilpolisiloxano (CP SIL. 88) a 185°C apresentou boa eficiéncia, notadamente na
separagdo de isémeros C 183t que em outra coluna com 78% de
cianopropilpolisiloxano (SP-2340) nao foram detectadas. Entretanto a coluna SP-2340
apresentou melhor separagéo dos isbmeros do C 18:1 geométricos e posicionais. O
método oficial para espectrofotometria infravermelho da AOCS, considerado como
técnica padrdo, levou & obiengdo de resultados de isdmeros {rans com pequeno
coeficiente de variagdo (0,13% a 1,94%). O uso de IR-cards apresentou tendéncia a
subestimar os valores de isdmeros trans, com coeficiente de variagéo entre 0,54% a
8%. A comparacéo das duas técnicas de infravermelho apresentou erros consideraveis

na faixa de 1,19 a 29,91%. Embora menos precisa, a técnica mais moderna baseada na



quantificagdo de isbmeros trans totais por cartdes, apresenta-se como uma boa
indicacdo se as gorduras hidrogenadas produzidas se enguadram em teores baixos,

médios ou altos de isdmeros.

Palavras-chave: Métodos de andlises de isdmeros trans, Cromatografia Gasosa,
Espectrofotometria Infravermelho, IR-Cards, Oleos e Gorduras.
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“ISOMERIC TRANS CONTENTS IN HYDROGENATED VEGETABLE FATS
ESTIMATED BY DIFERENT INSTRUMENTAL TECHNIQUES”

ABSTRACT:

Nowadays, oils and fats are classes of food observed with more attention by the
consumers, because their direct relationship with the health. The hydrogenated fats in
that aspect, deserve special prominence because they are important ingredients in the
elaboration of foods. By processes as the hydrogenation, it is possible to obtain fatty
products of differentiated consistency and with better oxidative stability. However, these
path lead to formation of undesirable components, for example, the isomeric trans,
generating a lot of polemic. Therefore it becomes fundamental to inspect the formation
of those components during the hydrogenation, and its quantification in the final
products. Because those information, the aim of this work was to apply the different
available techniques in the literature to the quantification of isomeric trans, comparing
data obtained among the techniques in real samples. Gaseous chromatography was
used with high polarity 2-chromatographic columns (SP-2340, CP-Sil 88), traditional
infrared spectrophotometry (AOCS Cd 14-95) and with IR-Card (3M). In the
quantification having as standard samples the AOCS reference, the esterification
method according to HARTMAN & LAGO (1973) was studied and it did not produce any
artifacts that affected the results. Twenty-eight commercial samples of braziiians
hydrogenated fat from different vendors were tested and isomeric trans contents ranging
from 9 to 55%. Comparing high polarity columns, the stationary phase with 100%
cyanopropylpolisiloxano (CP-SIL 88) for 185°C and the 78% cyanopropyipolisiloxano
column (SP-2340), the first one presented better efficiency, specially in the separation of
isomeric C 18:3t, when the 78% cyanopropylpolisiloxano column was used, the isomers
C 18:3t were not detected. However the SP-2340 column presented a better separation
of the geometric and position isomeric of C 18:1t. The AOCS official method for infrared
spectrophotometry - considered as standard technique in this work - lead to isomeric
trans results with small variation coefficients (0,13% ~ 1,94%). The use of IR-Cards

presented trends to underestimate the values of isomeric trans with variation coefficient

xii



in the range of 0,54 — 8%. However, the comparison of the two techniques presented
considerable mistakes (1,19 — 29,91). Although less accurate, the more modern
technique based on the quantification of total trans isomeric by IR-Card present itself as
a good tool for industrial applications, because besides being innocuous and fast, this
technique locates the valeus of these isomeric in ranges that lead to a good indication if

the produced hydrogenated fats presents low, medium or high texts of isomeric.

Keywords: Trans isomers methods, Gas Chromatography, Infrared Spectrophotometry,
IR-Cards, Qils and fats.
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1 - INTRODUGAO

_ Existe hoje um aumento de interesse biologico e nutricional sobre os efeitos dos
isdmeros trans e outros acidos graxos saturados na saude humana. No entanto n&o se
dispbe de informagdes a respeito do conteudo desses acidos na dieta pela quantidade
limitada de dados analiticos em Oleos, gorduras e seus derivados, associada as

dificuldades na quantificacdo de acidos graxos trans em todos os teores.

E sabido que sempre que existe uma ligacéo dupla em um écido graxo, existe a
possibilidade de formagao de estruturas isoméricas. A hidrogenagéo parcial das duplas
ligacdes dos triacilglicerdis que compdem um oleo podem mudar a isomeria da dupla
ligacéo da cbnﬁgurag:éo cis para a configuragio trans. Por isso 0s produtos derivados
da hidrogenacdo de Oleos, tais como margarinas e oufras gorduras industriais,

apresentam altos conteldos de acidos graxos com isomeria trans (VALENZUELA et alii,
1995).

As implicagdes para a saude derivadas do consumo de acidos graxos trans na
dieta, sdo na atualidade motivo de muitas conirovérsias. Ja se demonstrou gue os
acidos graxos trans comportam-se biologicamente como gorduras saturadas. Os acidos
graxos trans aumentam o colesterol de baixa densidade (LDL) e diminuem
simultaneamente o colesterol de alta densidade (HDL), sendo consideradas ambas as

situacbes como aterogénicas (BRISSON,1981).

Para colaborar com a comunidade cientifica e o setor indusirial, este trabatho
enfatiza o uso de diferentes técnicas de quantificacdo de isdmeros trans em gorduras
hidrogenadas vegetais brasileiras, tendo em vista problemas de quantificagao
detectados por um estudo colaborativo preliminar envolvendo laboratérios de pesquisa

e o setor industrial no Brasil.

Em metodologias hoje utilizadas para quantificacéo e identificagéo de isomeros

trans, a busca por associacio ou alternativa de técnicas deve ser incentivada.



2- REVISAQ BIBLIOGRAFICA
2.1- ESTRUTURA E COMPOSICAC QUIMICA DE OLEOS E GORDURAS.

Oleos e gorduras sao substancias de origem vegetal, animal ou mesmo
microbiana, insollveis em &gua e sollveis em solventes organicos. Seus principais
componentes sao os triacilglicerdis. Estruturaimente um triacilglicerol é formado pela
reacdo de uma molécula de glicerol com trés moléculas de acido graxo. Os acidos
graxos séo compostos que conferem aos lipideos as principais propriedades
nutricionais, diferindo basicamente entre si pelo comprimento de sua cadeia de
hidrocarbonetos (4 - 24 atomos de carbono) e pelo nimero (1 a 8) e posicdo de suas
duplas !igagées. Essas caracteristicas s&o responsaveis pelas diferentes propriedades

fisicas e quimicas desses compostos (SONNTAG, 1879).

Em oleos e gorduras naturais os acidos graxos insaturados, como acidos oléico e
linoléico, possuem ligagbes duplas na forma cis. A ligacdo trans, uma forma de isomeria
geométrica da ligagdo cis, aparece em pequenas quantidades nos acidos graxos dos
6leos e gorduras vegetais, em teores relativamente maiores em o6leos e gorduras de
origem animal e em grandes gquantidades em gorduras modificadas pelo processo de
hidrogenac@o (GUNSTONE ef afii, 1994).

Quando o0s dois atomos de hidrogénio estédo do mesmo lado da cadeia, a dupla
ligacdo é parte de uma estrutura rigida em forma de "arco” constituida ao iongo do
acido graxo (configuracdo cis, predominante em &Acidos insaturados conhecidos). Ao
contrario, quando os hidrogénios se encontram em lados opostos em relagio a cadeia
hidrocarbonada, a dupla ligacéo é dita na configuracdo trans e 0 acido graxo apresenta-
se como uma cadeia praticamente linear, como pode ser observado na Figura 1
(ECKEY, 1954).
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Acido Oléico ( C 1%8:1 cis )
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Acido Elaidico ( C18:1 rrans )

Figura 1: Isdmeros geométrico cis (acido oléico), Isdbmeros geométrico trans (4cido

elaidico).

Quando o mesmo numero de duplas ligagdes esta presente, mas localizadas em
posicOes diferentes na cadeia, os acidos graxos s&o ditos isdmeros posicionais
(DUGAN, 1976).

As insaturagbes presentes associam-se as gorduras liquidas e de menor ponto
de fus&o, maior solubilidade e maior reatividade quimica. Estas podem estar
distribuidas de diferentes formas ao longo da cadeia hidrocarbonada (SONNTAG,
1979).
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2.2 - QOCORRENCIA E FORMAGAO DOS ISOMEROS TRANS
2.2.1 - Ocorréncia e Formagao Natural

Acidos graxos trans (TFA) j& foram chamados como substancias “nao-
fisiolégicas” ou “ndo-naturais” (SOMMERFELD, 1983). Entretanto hoje sabe-se nao ser
verdade. Os trans isdbmeros podem ser encontrados entre os vegetais normalmente
consumidos pelo organismo humano e em algumas espécies de plantas principaimente
em sementes e folhas (SOMMERFELD, 1983; MANCINI & CHEMIM, 1996). Alguns
exemplos onde teores de trans isdbmeros podem ser encontrados incluem vegetais

como: ervithas, alho-pord, espinafre e alface.

A origem desses 4cidos trans em produtos de origem animal deve-se a um
processo natural de biohidrogenag&o em animais ruminantes, através de sistemas
enzimaticos da flora microbiana (MANCINI & CHEMIM, 1996).

Esses acidos graxos v&o ser absorvidos pelo trato gastrintestinal e incorporados
em diferentes tecidos do organismo animal, podendo ser encontrados no leite e seus
subprodutos, em muscules, no tecido adiposo, etc, estando assim sempre presentes em
parte da dieta humana (OVERSEN et afii , 1996).

Os acidos graxos trans sdo largamente enconirados em gorduras animais com
destague especial & manteiga, onde pode-se citar uma variagéo entre 4 a 11% do teor
de Acidos trans. Os acidos graxos C18:1, C18:2 e C18:3 da manteiga s&do conhecidos
pela mistura complexa de isdmeros posicionais e geometricos. Como outra fonte de
origem animal destacam-se o sebo e a banha de porco contendo em média 5 a 10% de
isdbmeros trans (DEMAN & DEMAN, 1983).

Esses isdmeros também podem surgir durante reagbes de isomerizagao nas

etapas de desodorizacdo de Oleos vegetais.



Reviséo Bibliografica

A Tabela 1 demonstra a ocorréncia natural de acidos graxos trans em aiguns

vegetais.
Tabela 1: Acidos graxos frans, ocomréncia natural.
OCORRENCIA AG % TRANS
Abdbora Tricosanico 11-17
Caléndula C 18:3 (8t,10t,12¢) ~50
Alface C16:1 (31) N#o especificado
Jacarandi C18:3 (8¢,10t,12¢) 31

Fonte: SOMMERFELD, 1983.

A Figura 2 apresenta a comparacdo entre a formagdo de TFA natural por

biohidrogenac&o e ¢ processo industrial.
' Acido Linoléico
9c, 12c-18:2

| - Bichidrogenacao Isomerase Il - Hidrogenacao

No rumen animat industrial
Ni Catalizador
9¢,11t-18:2 dienc conjugado 9c, 11t-18:2 10t,12t-18:2 e
outros dienos conjugados e
redutase n&o conjugados
. !
11t-18-1 transmonoeno Mistura de dienos cis
{8¢c-12c) e trans (6t-
redutase 4t) isdbmeros 18:1
(predominando Sc e 10f)

. v
Acido estearico 18:0
Acido estedrico 18:0

Fonte:GURR, 1992,
Figura 2: Hidrogenacéo de acidos graxos via rumen e via industrial
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2.2.2 - Ocorréncia e Formagéo industrial

As mudangas alimentares ac longo deste sécuio, acompanhadas peio
desenvolvimento tecnoldgico das industrias de alimentos, exerceram uma influéncia
fundamental sobre o perfil alimentar do homem contemporaneo. Atuaimente os
alimentos industrializados ocupam um espaco significativo em nossa dieta, seja por

questdes de ordem econdmica, pratica ou mesmo guestdes subjetivas.

GIOQIELLI (1996), relatou a demanda de consumo em dleos comestiveis como
sendo somente 1/3 da producéo total, enquanto 2/3 dos dieos liquidos sdc consumidos
no estado sémi—sélido, apds algum tipo de modificacdo de consisténcia, na qual a

hidrogenacgéo ocupa um lugar de destague.

indiretamente um adicional de ingestédo dos isdmeros trans hoje € derivado do
processo industrial de hidrogenacéo de dleos vegetais ¢ marinhos usados na
manufatura de margarinas e “shortening” (OVERSEN et afii, 1996). No Brasil ndo ha
disponibilidade de dleos marinhos hidrogenados pelo fato da materia prima n&o estar
disponivel, entretanto segundo a legislagéo de formulag&o de margarinas em vigor no
pais, essa fonte & permitida (Legislacdo de Margarina, 1997).

Esses isbmeros sao formados quando o oOleo vegetal liquido € parcialmente
hidrogenade para a formagido de margarinas e gorduras técnicas. Essas gorduras
vegetais sdo usadas em substituicdo as gorduras animais, as quais contém Acidos
graxos saturados e colesterol, opcdo esta levando-se em conta a preocupagio com a
saude. Entretanto tem-se presenciado teores de 5-50% de trans nessas gorduras nos
Estados Unidos (WILLET ef afif, 1993).

ASCHERIO ef afii (1994) estimaram que os odleos vegetais parciaimente
hidrogenados contribuem em 74% do total da ingesta de acidos graxos trans pela

populagdo.
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Em principio, existe pouca diferenca entre o processo catalitico quimico de
reducdo de duplas ligagdes utilizado pelas indlstrias de alimentos e o processo
catalitico enzimatico anaerébico fermentativo dos microrganismos de animais
ruminantes. A maior diferenca é a maior variedade e concentragéo dos isdmeros trans
formados pela hidrogenacéo industrial, devido as mais drasticas condicdes e menor
controle (VALENZUELA et alfi, 1995).

Em 1880, SOARES & FRANCO fizeram um levantamento dos teores de trans
totais em produtos brasileiros, utilizando a técnica de espectrofotometria infravermelho
metodologia AOAC com cela de NaCl. Margarinas, cremes vegetais e gorduras
hidrogenadaé apresentaram teores de isdmeros trans na faixa de 14,4 a 42,3%, sendo
gque o maior teor foi enconfrado em amostra de creme vegetal. KAWASHIMA &
SOARES em 1993 pesquisaram trans totais por infravermelho em sorvetes brasileiros,

estando estes com teores de 12,7 a 45,1%.

Em diferentes produtos alimenticios sdo observados faixas diferentes de

isdmeros frans, chegando a teores préximos de 30% conforme a Tabela 2.
g P

Tabela 2: Teores de isdbmeros trans em produtos comerciais.

CONTEUDO DE ACIDOS GRAXOS
PRODUTOS GORDURA TOTAL (%) TRANS ( %)

Pio 2 1028
Bolo 11-26 10-24
Pudim 3-18 31-36
Batatas fritas 7-15 5-35

Snacks 36 14-34
Manteiga 82 1-7

Margarinas duras 81 18- 36
Margarinas cremosas 81 0-21

Gorduras hidrogenadas 99 13 -37

Fonte. ENIG ef alii, 1983 citado por: BARRERA — ARELLANC & BLOCK, 1993.
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2.2.2.1 - Processo de Formacgao Industrial - Hidrogenagao

Os oleos vegetais em sua forma natural ndo possuem propriedades e
caracteristicas adequadas para sua incorporagdo em grande numero de alimentos.
Para uma melhor adequacio esses dleos necessitam de uma modificagéo que os tome
plasticos, aumentando assim sua aplicagdo. Dentre esses processos de medificagao, a

hidrogenacdo é o processo industrial mais amplamente usado (NICHOLS, 1989).

A hidrogenacdo de Oleos € um processo unitario no qual o hidrogénio &
adicionado & dupla ligagdo carbono-carbono dos 4cidos graxos, na presenga de
catalisador, para formar uma gordura sélida ou semi-sélida. O controle deste processo &
efetuado através de andlise de insaturacéo do oleo, por indice de refragdo ou indice de
iodo (ALLEN, 1882).

Este processo tem dois propésitos: o primeiro € proporcionar aumento da
estabilidade oxidativa do diec mantendo suas caracteristicas organolépticas aceitaveis
e extendendo a vida de prateleira do produto acabado; o segundo € fransformar oleos e
gorduras em produtos que tenham caracteristicas de fuséo e de manipulacdo mais
apropriadas as aplicagbes especificas de uso e aceitabilidade (PATTERSON, 1983).

A reacdo de hidrogenac@o ocorre a 180°C, sob presséo na presenca de oleo
insaturado (liquido), o catalisador niquel (sdlido) e o hidrogénio (gas) sob agitacao
eficiente. Em geral, a reacio heterogénea envolve uma série de passos como: difusao
de reagentes, catdiise de superficie, adsor¢éo, reagéo superficial, desorcao e difusao
de produtos. Reagbes paralelas como a adsorg&o, dessorcao e isomerizacéo também
ocorrem (ALLEN, 1982).

A velocidade da reacdo é dependente das caracteristicas do material a ser
hidrogenado, da natureza e concentragéao do catalisador, da temperatura, da pressao e

do grau de agitagdo usado no processo. O catalisador metalico atua adsorvendo 0s
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reagentes sobre a sua superficie. Esse processo rompe parcialmente a ligagdo C = C
e a ligagdo H - H, enquanto ligagbes secundérias se estabelecem com o catalisador

(PATTERSON, 1983).

Ambas ligagdes saturada e insaturada, sio dessorvidas na superficie do
catalisador e difundidas no éleo principal. Assim, ndo somente saturam-se as duplas
ligagdes, mas algumas podem também ser isomerizadas a uma nova posicdo ou forma
geomeétrica (BUEHLER,1988).

A hidrogenacéo parcial pode ser seletiva ou ndo-seletiva. A hidrogenagéo é
seletiva quahdo a adicgo de hidrogénio aos acidos graxos mais insaturados prevalece
sobre a hidrogenagde dos menos insaturados. Assim, a hidrogenagio seletiva de um
6leo ou gordura contendo acidos linoléico e oléico, favorece a conversdo do &cido
linoléico (C18:2) em oléico (C18:1) ou seus isdmeros, em estedrico (C18:0). A
seletividade aumenta com o aumento da temperatura de reacéo e diminui com o
aumento da pressao e da intensidade de agitagdo (PATTERSON, 1983).

A seletividade e a isomerizagdo ocorrem no mesmo sentido. Torna-se muito
dificil utilizando catalisador de niquel, hidrogenar seletivamente ¢ com baixa
isomerizagdo, o que é sério problema para a obtencdo de 6leos mais estaveis para
frituras, sem trans (BUEHLER, 1988).

O processo de hidrogenagéo, em paralelo, faz surgir uma série de compostos
nao existentes no Gleo original, tais como: (a) novos dcidos graxos saturados, (b)
Isdmeros trans, (c) isbmeros posicionais e (d) acidos graxos conjugados (PATTERSON,
1983). Muitas dessas moléculas nunca foram encontradas naturalmente (WILLET &
ASCHERIO, 1994).

Alguns fatores podem acelerar a formago de isbmeros trans, tais como,
temperaturas de hidrogenagao nao recomendadas, a seletividade do catalisador, o tipo
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de metal catalitico usado, a dimensao e ¢ desenho do reator, a possibilidade de
acﬁmulos das impurezas na superficie do catalisador e a adogéo de catalisador novo ou
usado (OKONED ef afii, 1996).

Tecnologicamente a formacdo de acidos frans durante a hidrogenacdo é muito
util porque confere as gorduras hidrogenadas caracteristicas fisicas semelhantes as das
gorduras provenientes de animais, ou seja, de maior ponto de fusdo. A passagem das
estruturas de cis para trans resulta em expressiva mudanga no ponto de fusao,
promovendo também modificagdes das caracteristicas quimicas e sensoriais (WEISS,
1983).

Os isdmeros trans, além de terem um efeito marcante no ponto de fusdo, podem
influenciar as caracteristicas tecnoldgicas das gorduras hidrogenadas, modificando os
processos de cristalizagdo e consequentemente a textura do produto (WEISS, 1983).
Vale salientar que o aparecimento de isdbmeros trans durante a hidrogenagéo de dleos
vegetais, leva a produgdo de gorduras sem o consumo de hidrogénio, levando a um
processo de custo reduzido para obtencdo de um produto de caracteristicas
semelhantes. Na Tabela 3 verifica-se a mudanga no ponto de fuséo dos acidos graxos
quando se obtem seus respectivos isdbmeros trans, incluindo-se entre eles 3 acidos

graxos saturados a titulo de comparacao.

Tabela 3: Ponio de fus&o de acidos graxos e seus isbmeros.

Comprimento Acido Graxo Ponto de
Da cadeia Fusdio °C
12 12:0 44 2
16 16:0 62,7
18 18:0 69,6
18 9c-18:1 13,2
18 ot-18:1 44
18 9¢,12¢-18:2 -5
18 ot,12{-18:3 28,5
18 8¢,12¢,15¢-18:3 =11
18 of,12t,15t-18:3 28,5

Fonte: GUNSTONE & NORRIS, 1983.
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Apesar de sua utilidade tecnoldgica, os efeitos do consumo desses acidos nos
alimentos tem sido objeto de grande controvérsia, no que diz respeito aos aspectos de
digestibilidade, metabolismo, absorgéo, acimulo no organismo e os seus efeitos nas
fungdes enzimaticas, formagéo de prostaglandinas, transporte e deposicéao de colesterol
nas artérias, doengas cardiacas e cancer (MEAD et alii, 1986; VALENZUELA et alii,
1995; MANCIN| & CHEMIN, 1996).

2.3 — GORDURAS VEGETAIS HIDROGENADAS.

As gorduras hidrogenadas, acompanhando a modernidade e o desenvolvimento
das industrias de alimentos, tém se tornado cada vez mais especificas, com
caracteristicas fisicas especiais para cada aplicagdo, cumprindo o objetivo de melhorar
a qualidade sensorial de diversos alimentos. Através da selecdo das matérias-primas,
do controle do processo de hidrogenagéo e da mistura apropriada de éleos vegetais e
gorduras hidrogenadas, € possivel a obtengdo de gorduras (margarinas e produtos
finais) para todo tipo de aplicagdo (THOMAS ll, 1978).

SCHMUTZLER (1994) apresentou um resumo das aplicagbes de gorduras

hidrogenadas no Brasi, apontando a caracteristica fisica necessaria para cada

aplicacdo. A Tabela 4 apresenta algumas exigéncias para essas gorduras.

11
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Tabela 4: Aplicacfes de gorduras hidrogenadas.

Produto Acabado Desempenho Requerido da Gordura Tipo de Gordura Utilizada
Paes e biscoitos Efeito “Shortening™facilidade de se Soja, PF=34-36"C. “Steep” para
misturar com a farinha assequrar total derretimento.

Mistura com emulsificantes
para aumentar a vida do pdo.

Recheios de biscoito  Resistir a maquinabilidade {(aquecimento Sotila, alto ponto de fusdo: 47-
devido ao atrito da rosca) 48°C. Em mistura com aifa
mono gliceridio e propileno
glicol mono esterato.

Recheio de chocolate  Manter-se liquido em mistura com Soja, PF=22"C. Em mistura
liquido para biscoito manteiga de cacau com manteiga de cacau,
agucar, leite em po.
Balas e confeitos Gerar consisiéncia Soja, PF=40°C.
Gomas de mascar Gerar consisténcia Soja, PF=40"C + emulsificante
. saturado.

Sorvetes (massa) Rapida cristalizaggo para se obter Soja, PF=32"C
produtividade - 6timo derretimento

Cremes — Bolos Absorver ar durante o0 batimento para Soja, PF=38-40"C. Em
aumentar velume e melhorar composi¢do com soja liquida.

consisténcia. Formar creme com agucar
e a gordura no bolo. Cristais mistos,
grandes e pequenos, para melhorar
aeragdo. Lubrificagdo da massa.
Meihorar a cor.

Frituras Resisténcia a alias temperaturas. Soja, PF=22"C, algodio,
Consisténcia adequada para facilitar PF=22°C, paima, PF=40°C.
manuseio. Conservagao da gordura no
produto acabado. Menor absorgéo pelo

produto frito.
Cobertura tipo Dureza elevada a 20-25°C. Otimo Lauricos fracionados e
chocolaie derretimento a 35°C. Bom “cracking”. hidrogenados (palmiste).

Babagu hidrogenado.

Caldos de sopa, cubos Alto ponto de fusdo para resistir a Algodao, PF=46"C
com caldo de came e temperatura de prateleira, evitando
galinha exsudagio da gordura para a

embalagem.

Sorvetes (cobertura)  Cristalizag3o rapida,otimo derretimente  Babagu, PF=28"C, babacu
PF=39°C interesterificado.
Algodao hidrogenado até
saturacido e posterior
interesterificagio com babacgu.

Massa folhada Plasticidade/maquinabilidade. Formar Palma, PF=44"C. Palma liquido
camadas isolanies para prender e outros Oleos liquidos.
vapores. Resisténcia ao trabatho
macénico. Cristalizagdo compativel com
plasticidade.

Fonte: SCHMUTZLER, 1994.

12
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No caso da aplicagdo de hidrogenados em alimentos podemos dividir essa

utilizagdo em dois grupos:

a) Produtos para mesa: margarinas, cremes vegetais, halvarinas e gorduras para uso
geral em cozinha.

b) Produtos para uso industrial: s8o aqueles utilizados em frituras, sopas, sorvetes,
biscoitos, confeitaria, coberturas, chocolates e panificagéo.

Os produtos parcialmente hidrogenados para uso industrial sdo também
chamados de gorduras comerciais ou “shortenings” apresentando composicio em
acidos graxos e propriedades fisicas distintas além de funcionalidade especifica para

usos diversos.

O monitoramento da hidrogenagdo e a caracterizagdo final das gorduras s&o
realizados pelo teor de gordura sélida, fornecendo um perfil de sélidos da gordura nas
diferentes temperaturas, tornando-se possivel obter informagdes sobre o
comportamento de fuso e consisténcia do produto e permitindo especificar as
funcionalidades das gorduras hidrogenadas (SCHMUTZLER, 1994).

As propriedades fisicas desejaveis em determinada gordura (SFC, ponto de
fuséo, indice de iodo, teor de polinsaturados) sio alcangadas através da formulagao,
por “blending”, onde varias bases hidrogenadas e/ou dlecs vegetais sdo misturados. O
nimerc e a complexidade das bases hidrogenadas utilizadas na formulacdo de uma
gordura dependem do produto final. O conjunto de bases disponiveis varia entre as
diferentes empresas como resultado de respostas praticas obtidas ao longo do tempo
para se alcangar especificacdes de um novo produto (BLOCK, 1997).

13
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2.4- ALTERNATIVAS INDUSTRIAIS PARA PRODUGAC DE GORDURAS COM
MENORES TEORES DE ISOMEROS TRANS.

A industria de dleos vem desenvolvendo diferentes estratégias para reduzir o
conteldo de acidos graxos trans em gorduras hidrogenadas, e dispde-se atualmente de
margarinas e outros produtos hidrogenados com baixos teores destes isdbmeros
(VALEZUELA ef alii, 1995).

A solucdo da reducado de ingesta apontada por WILLET et afii (1993) e a
utilizagdo de margarinas mais cremosas tendo alta quantidade de cis, cis linoléico e
baixo conteldo de frans ou seja, gorduras vegetais menos hidrogenadas. Essa
mudanga nos USA jé indicou uma redugdio do conteudo de isbmercs para 7-24% em

margarinas e para 15% em gorduras comerciais (WILLET ef alii, 1993).

Estes mesmos autores apontam ainda que a grande fonte de preocupacio nos
Estados Unidos & a industria de distribuicBo por cadeia de alimentos prontos, mais
conhecidas como "fast-food". Na Ultima década estas industrias fizeram a troca de
gorduras animais (em média 3-5% trans) por gorduras vegetais hidrogenadas (em torno
de 30% de trans), chegando a produtos finais como a batata frita com 24-35% de trans.

WILLET & ASCHERIO (1994), relataram que a maior limitagéo para o controle
desse probiema & a rotulagem, a qual deveria conter os teores de TFA incluindo os
produtos da rede 'fast-food”™. Margarinas e shortenings produzidos sem trans ja sao
produtos disponiveis na Europa, mas ainda n&o s&o encontrados nos EUA e outros
paises. Segundo os mesmos autores, os caminhos para se evitar TFA se iniciam com
uma mudanca de habitos alimentares e uma conscientizagdo das industrias alterando

seus produtos de forma imperceptivel ao consumidor.

14
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Como perspectiva para o futuro, acredita-se na continua reducéo do contetido de
isdmeros trans nos produtos industriais e no desenvolvimento e meihoria das técnicas

instrumentais, para acompanhar com rapidez e precis&o a evolugéo tecnoldgica.
A Tabela 5 apresenta as tecnologias para modificagdes das propriedades de

Oleos comestiveis ja existentes no comércio mundial para evitar ou minimizar a

formacao de 4cidos trans.

Tabela §: Alternativas Tecnoldgicas para cbtencéo de gorduras sem isdmeros trans.

Fracionamento
Interesterificacao: - quimica
- enzimatica
- dirigida
Hidrogenacio total da gordura e posterior mistura com gorduras fluidas ou

interesterificagdo com Sleo

2.4.1- Fracionamento

O fracionamento € um processo fisico. Consiste na separacio das fases sélida e
liguida dos dleos e gorduras. A fase solida ja existente naturalmente ou formada pela
cristalizagdo dos friacilglicerdis de ponto de fusdo mais alto, sob condicbes de
resfriamento e agitacdo controladas, sdo separadas por filiracdo. Os produtos obtidos
séo oleinas ( fragGes liquidas ) e estearinas ( fragbes solidas ) (DEFFENSE, 1985).

15
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Na inddstria de alimentos, o processo € amplamente usado para produgéo de
substitutos de manteiga de cacau ou gorduras especiais para confeitaria a partir de
gorduras de coco, palmiste e palma (DEFFENSE, 1985). Porém, pelo menos no Brasil,
ainda esta muito distante de ser um processo de substituicdo & hidrogenagéo. O dleo
mais estudado por fracionamento € o 6leo de palma cujas fracfes ja séo disponiveis

nos armazéns portuarios do Brasil para aplicacbes diversas em industrias de gorduras.

2.4.2- Interesterificagao

A inte'resteriﬁcagéo é uma redistribuicdo dos acidos graxos na molécula de
triacilglicerol, podendo este fendmeno ocorrer aleatériamente ou dirigido. O processo €
catalitico (catalisador é 0 metdxido de sodio) envolvendo a quebra da ligagéo éster e
simultaneamente a formacdo de oulras. Ao contraric da hidrogenagéo, a
interesterificag@o ndo altera a estabilidade do 6leo, porém importantes alteragdes fisico-
quimicas acontecem, como por exemplo mudangas nos pontos de fus&o, cristalizagéo e
re-cristalizacdo (SCREENIVASAN, 1978).

Por esse processo pode-se produzir margarinas e produtos similares isentos de
isdbmeros trans. A interesterificacéo também é muito usada na obtengéo de um tipo de
gordura especial para confeitaria chamada “hard butter’. Estas gorduras
frequentemente sdo usadas em substitutos da manteiga de cacau, em coberturas de
bolos e outras aplicagdes (HUSTEDT, 1976).

Existem trés tipos de interesterificagéo (ERICKSON, 1995):
- Interesterificacdo quimica - A redistribuicdo dos acidos graxos é aleatéria, porém

respeitando as leis da probabilidade. Esta reag&o ocorre em temperaturas acima do

ponto de fus&o da mistura

16
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- Interesterificagdo dirigida - Acontece a baixas temperaturas, quando parte dos
triacilglicerdis cristalizam. Na forma solida estas moléculas ndo participam da reagéo,

que continua somente na fase liguida.

- Interesterificagdo com enzimas - Geralmente usam-se lipases, que catalisam as
alteraces dos &cidos graxos somente nas posicdes externas da molécula de
triacilglicerol, deixando assim, a posicdo 2 inalterada. A utilizacdo mais comum deste
processo € na érea das gorduras quando se almeja produzir composigdes de

triacilglicerdis similares as da manteiga de cacau.

2.4.3 — Processo Misto (Hidrogenagéo + Interesterificacao).

Uma dltima tecnologia bastante difundida no meio industrial € o uso de
hidrogenag&o total do éleo onde ja n&o se encontram mais sitios de dupla ligacdes para

darem margem a formacéo de isdmeros trans.

Através do uso destes produtos como matérias-primas, faz-se a adigdo de 6leo
liguido {normalmente polinsaturado) e interesterifica-se as fragbes para melhoria de
textura e polimorfismo. Desta maneira, a tecnologia ndo dispensa a hidrogenagéo mas,
a0 contrario, estimula o seu uso a niveis mais altos para levar & hidrogenacao total do
produto de partida.

2.5 - ACIDOS GRAXOS TRANS E SEUS EFEITOS A SAUDE HUMANA

A atenclo especial que € dedicada aos lipideos se justifica pelas diversas
funcbes bioldgicas no organismo, pois estes participam de forma determinante da
estrutura de membranas, sdo ligantes dos receptores de superficie das células, sdo

ancoras de proteinas associadas as membranas e, ainda, agrupam substancias que
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atuam como mediadoras das fungdes celulares (MANCINI & CHEMIN, 1996).

A média americana de consumo de acidos graxos trans foi estimada na faixa de
6-8 g/por pessoa/por dia. Essa quantidade segundo GRUNDY (1984) corresponde a 3%
do total de calorias ingeridas. Entretanto WILLET ef alii (1993), quase 10 anos depois,
apontaram um aumento estimado para 5-6% do total de ingesta nos USA. As questoes
levantadas sac guanto a inocuidade desses compostos, o efeito sobre o corpo humano

e as doencas desenvolvidas como consequéncia.

2.5.1 — Doengas Coronarianas.

A influencia do consumo de gorduras parcialmente hidrogenadas e
consequentemente acidos graxos trans sobre o colesterol sérico tem recebide muita
atengdo por estar associado a doengas cardiovasculares (CHD) (GARY, 1991). Outro
dado preocupante segundo WILLET et afii (1993} foi uma prévia pesquisa analitica em
pessoas que haviam morrido de doengas esquémicas encontrando-se uma quantidade
de isdmeros trans sempre maior que o teor enconirado em pessoas com outras causas

de morte.

PRECHT & MOLKENTIN (1995), relataram que varios estudos mostram uma
intensiva discussao sobre o efeito negativo de lipideos no plasma, com o aumento do
consumo de trans. Esses autores realgam que o Programa Nacional de Educacgao de
Colesterol dos USA em 1988, correlacionou a concentracéo desses lipideos no plasma

com doencas cardiovasculares em muitos estudos.

Atualmente, discute-se muito o papel das lipoproteinas na saude. Estas
lipoproteinas s&o complexos agregados de proteina e lipideos, sollveis no sangue. Séo
transportadores de colesterol, ésteres de colesterol, fosfolipideos, triacilglicerdis e

outros lipideos. As lipoproteinas sao classificadas de acordo com suas densidades
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(pesolvolume). O aumento de interesse nos Uitimos anos explica-se pelas funcées
destas na fisiologia humana. Algumas lipoproteinas possuem funcées especiais como a
lipoproteina de baixa densidade (LDL), que distribui o colesterol para todas as células
do corpo onde este é necessério. A funcéo da lipoproteina de alta densidade (HDL),
ainda € discutida, mas estudos mostraram seu envolvimento na prevengio de
aterosclerose e doengas esquémicas. Segundo BRISSON (1981) uma hipétese da sua
funcéo seria de transportar o colesterol das células, inclusive as células da parede
arterial, e tecidos do corpo para o figado onde seria transformado em &acidos biliares e
eliminado via bili no intestino. Por essa razéo HDL é chamado de “bom” colesterol.

GRUNDY (1984) apontou como preocupacio do consumo de dietas com altos
teores de acidos graxes trans monoinsaturados o fato desses compostos terem um
sfeito g'lobal negativo no balango LDL/HDL. Esses compostos aumentam o colesterol
LDL e diminuem HDL. Assim sendo, como os saturados, os &cidos graxos trans causam
um pequeno, mas significativo aumento nos friacilgliceréis do sangue gquando

comparados com o Acido oléico.

Alguns estudos em humanos compararam o contelido de acidos graxos trans
com acidos graxos saturados, encontrando-se que Aacido graxo trans em dleos vegetais
parciaimente hidrogenados aumentam menos o colesterol que os acidos graxos
saturados (GARY, 1991).

2.5.2 - Qutras doengas.

Fosfolipideos e cerebrosideos s@o encontrados em largas quantidades no
cérebro. Os acidos graxos trans contidos nesses compostos s&o influenciados pelo
conteudo encontrado na dieta. A concentrag@o desses lipideos no cérebro, todavia, s8o
sempre menores que as fragles lipidicas isoladas em outros 6rg&os. Entretanto a
influéncia dos acidos graxos trans nas funcgdes cerebrais sdo desconhecidas
(BRISSON,1981).
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E dificil até o presente esclarecer como os acidos graxos trans podem estar
associados com certos tipos de cancer. E sabido, todavia, que o consumo de o6leos
vegetais parcialmente hidrogenados causam um aumento dos acidos graxes frans na
fracdo lipidica do corpo. Também sabe-se que esses acidos tém propriedades fisico-
guimicas ¢ bioguimicas diferente dos isdmeros naturais cis. Assim, pode ser importante
recordar que as composi¢des das fraghes lipidicas das membranas celulares afetam a
permeabilidade e a fluidez dessas membranas e pode-se suspeitar que a incorporagao
de &cidos graxos trans nos fosfolipideos afetam o funcionamento normal das
membranas celulares e conseguentemente o desenvolvimento e proliferacdo de certas
células anormais. Contudo, essa explanac¢ao é apenas hipotética (BRISSON,1981).

PRECHT & MOLKENTIN (1995), relataram um aumento de cancer de intestino
em ratos com o aumento de Acidos graxeos frans na dieta. Enitretanto, em humanos

essa incidéncia ndo & comprovada.

WAHLE & JAMES citado por MANCINI & CHEMIN (1996), descreveram que
acidos graxos trans est@io relacionados com algumas alteragbes metabdlicas que
resultam na fragilidade dos eritrocitos, no inchago das mitocdndrias e na alteracéo dos
cardiomiécitos, as quais puderam ser observadas em ensaios biologicos com animais
que consumiram dietas contendo acidos graxos trans. A possivel explicag&o segundo
GURR (1992), é que estas alteragdes metabdiicas possam ser atribuidas a mudancas

fisico-quimicas das membranas celulares induzidas petos isdmeros trans.

2.4.4 — Efeito sobre os Acidos Graxos Essenciais { EFA ).

Os acidos graxos finoléico e alfa linolénico sdo os acidos graxos
essenciais (EFA), que através de processos enzimaticos, com a participagéo de
elongases e dessaturases, formam &cidos graxos com vinte dtomos de carbono e trés
(dihomogamalinot&nico n-6), quatre (araquiddnico n-B6) e cinco (eicosapentandico n-3)
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duplas ligagbes, respectivamente. Com agdo de enzimas como as cicloxigenases e
lipoxigenases formam os eicosandides. Entre os eicosandides encontramos as
prostaglandinas, tromboxanas, prostaciciinas, leucotrienos, lipoxinas e ouiros
hidroxiacidos. Estas substancias s&o moduladoras de muitas fungdes vitais participando
de processos de secregao, digestivos, reprodutivos, imunolégicos e circulatérios (MEAD
et alii, 1986).

A deficiéncia de EFA principaimente resultante da falta do acido linoléico, leva a
sintomas relatados como comprometimento no crescimento, pele escamosa, perda de
cabelo e outras mudangas histoldgicas (KOCHHAR & MATSUI, 1984).

E importante destacar que as substancias originadas dos acidos graxos
essenciais, apresentam a estrutura na forma conformacional cis. Quando a
configuragéo trans € utilizada no alongamento e sofre as transformacdes da via
metabdlica de sintese, este ndo possui as caracteristicas de atividades fisiologicas de
EFA, o que é natural na série isdmera cis (BRISSON, 1981).

PRECHT & MOLKENTIN (1995) relataram que a ingesta de écidos graxos frans
causa um aumento da necessidade de EFA, ressaltando que o trans isdmero do acido

linoiéico ndo possui efeitos de EFA.

Um dos principais efeitos dos acidos graxos trans no processo metabdlico é a
competicao com os acidos graxos essenciais. Quando os TFA estdo presentes em
elevadas concentracdes, eles passam a ser substrato alternativo das dessaturases,
resultando na formac&o de eicosandides sem atividade bioldgica. Além disso eles
podem também atuar como inibidores das dessaturases (MANCINI & CHEMIN, 1896).
Acidos graxos trans competem ainda no metabolismo com EFA inibindo sua
incorporag@do na membrana de fosfolipideo, resuttando em deficiéncia de EFA
(VALENZUELA et alii, 1995).
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2.4.5 — Absorgao de isémeros trans no corpo humano.

O tipo de gordura ingerida na dieta tem influéncia na composi¢cdo do depodsito
lipidico do homem e dos animais ndo-ruminantes. Quando gorduras insaturadas s&o
consumidas, o tecido adiposo deve conter alto teor de acido graxo insaturado. Toda
fracdo lipidica do corpo é reflexo da composigée lipidica consumida. Essa relagdo com
a saude ja é um fendmeno definido (BRISSON, 1981).

GURR (1992), relatou gue ndo existem evidéncias de que a eficiéncia da
digestao, absorgdo e subsequente oxidagio dos &cidos graxos para fornecer energia,
possa ser alterada pela presenca de TFA. Porém a digestibilidade dos acidos graxos

trans depende do ponto de fusio individual.

Acidos graxos trans ndo se acumuiam somente em fosfolipideos da mitocondria
do muscuto cardiaco, mas em tecidos adiposos e nas fragdes lipidicas por todo o corpo.
Em biopsias do organismo humano foram encontrados cerca de 14% de acidos trans no
figado e no tecido adiposo. Os acidos encontrados no tecido adiposo sao esterificados
na forma de triacilglicerol. Nos outros tecidos como coragéo, figado ou cérebro, os
acidos graxos trans s@o encontrados com maior frequéncia nos fosfolipideos
(BRISSON, 1981). A Tabela 6 mostra a concentragdo méxima observada em varios

tecidos e orgéos.
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Tabela 6: Conteudo de acidos graxos frans em lipideos do corpo humano apods a
ingesta de oleos vegetais parcialmente hidrogenados ( valores maximos observados e
expressos em termos de acido elaidico [ trans — C 18:1 A ? ] porcentagem do total de
acidos graxos )

Fonte de Lipideos trans (%)
- Plasma Sanguineo
Lipideos totais 18
. Triaciiglicertis 15
Esteres de Colesterol 16
Fosfolipideos 23
_ - Lipoproteinas
Esteres de Colesterol 16
Triacilglicerdis 40
. Fosfolipideos 23
Acido Graxos Livres 23
- Figado
Esteres de Colesterol 2234
Fosfolipideos 16-22
- Tecido Adiposo
Lipideos totais 25-32*
- Mascuio Cardiaco
Lipideos totais 17
Fosfolipideos 16
- Mitocondria
Lipideos totais 13
Cardiolipideos 22
Fosfatidiletanclamina 29
Fosfatidilcolina 22
- Embrido
Lipideos totais 3
- Cérebro
Fosfolipideos — Cerebrosideos 10

*Em homens, 14% de ocormréncia neste nivel,
Fonte: BRISSON, 1981.

Até o momento as consequéncias da presenca dos acidos graxos trans para a
saude em varias concentragbes do tecido n&o s&o bem conhecidas. Um fato: a dieta
natural ou a ingestdo de acidos graxos frans tem marca influente nas gorduras
depositadas noes tecidos e nos acidos graxos especificos que compdem a fragao lipidica
do corpo (BRISSON, 1981).
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2.5.5 — Efeitos Gerais.

EMKEN (1983) relatou gue estudos conduzidos ha 20-30 anos tendem a
apresentar resultados apontando as gorduras vegetais parcialmente hidrogenadas
produzindo efeitos adversos & salde. Entretanto estudos publicados nos ultimos 10
anos mostram tais efeitos a sadde em menor grau. Conclue-se que somente quando
resultados de numerosos estudos bioguimicos e metabdlicos com isdmeros trans forem
combinados com resultados de estudos com acidos graxos cis na dieta, a humanidade

tera linhas de diretrizes para saber o efeito dos 4cidos graxos trans sobre a saude.

A caracteristica inerte em relacdo ao aspecto nutricional dos 4cidos graxos trans
tem sido cada vez mais discutida e apesar das controvérsias surgidas, seria
recomendada uma discussao mais profunda. Vérias alternativas tém sido propostas,
como a formulagdo de gorduras hidrogenadas sem trans isdmeros por mistura de
gorduras completamente saturadas e 6leos vegetais e gorduras plasticas produzidas
por interesterificagdo e fracionamento (BARRERA-ARELLANO & BLOCK, 1993).

No futuro prescinde-se um maior ndmero de pesquisas e publicagbes sobre estes
compostos a nivel tecnolégico e nufricional, que nos levem a conclusdes concretas

sobre os efeitos da presencga de acidos graxos trans em alimentos.

Mais estudos devem ser realizados procurando elucidar os efeitos dos acidos
graxos trans sobre o0 metabolismo humano e animal, pois se de um lado tem-se tentado
demonstrar a interrelacdo destes acidos graxos com os problemas cardiovasculares,
por outro, tem se verificando que o 4cido graxo conjugado (CLA) que € uma mistura de
isbmeros geométricos e de posigdo do &cido linoléico, tem a propriedade de inibir
parcialmente a carcinogénese de pele, do estdbmago e maméria. Entretanto no se tem

a afirmacdo se somente em &cidos conjugados isso seria verdade (MANCINI &
CHEMIN, 1996).
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2.6 — METODOS INSTRUMENTAIS DE ANALISES DOS ACIDOS GRAXOS TRANS

As duplas ligagGes trans sdo termodinamicamente mais estaveis do que as cis,
pois apresentam menor densidade eletrdnica e também uma estereoquimica que ndo
favorece algumas reagdes. Como consequéncia, os acidos graxos trans s&o menos
reativos que os &cidos graxos cis (ALLISON et alii, 1995 citado por MANCINI &
CHEMIN, 1996).

No presente, os métodos analiticos mais comumente utilizados na deteccdo de
acidos graxos frans em gorduras hidrogenadas, margarinas e produtos similares s&o
Cromatografia Gasosa e Espectrofotometria Infravermelho, havendo em ambas as
técnicas aspectos positivos e negativos (FAVIER et alii, 1996).

2.6.1 - Cromatografia Gasosa.

Atualmente a quantificacdo de 4cidos graxos ndo é basicamente a separacio
pelo tamanho da cadeia ou nimero de dupias ligacbes, mas tem-se a preoccupacio de
separar diferentes isbmeros geométricos e posicionais. Esse tipo de dado com a
especificacdo detalhada da amostra ja vem sendo utilizado em trabalhos com dietas
controladas para determinados grupos da populagao. Entretanto essas especificagbes
ainda nao sdo requeridas pelas legislagbes de alimentos. A importancia dessa
identificacdo de isOmeros trans € o apelo nutricional para acidos graxos
mongoinsaturados e cis-cis polinsaturados (DUCHATEAUX et alii, 1996).

4
-

QO interesse na quantificacdo de isdmeros trans vem desde a década de 50. A
primeira técnica cromatografica de separacéo dos isdbmeros trans foi utilizando a
camada delgada impregnada com nitrato de prata (TLC - AgNQ3). Essa técnica ainda
hoje € utilizada em separacbes répidas entre os isdbmeros cis e frans e € de muito uso
como etapa preparativa de amostras para separacéo de algum isdmero especifico
(PRECHT & MOLKENTIN, 1995).
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Algumas fases para uso em cromatografia liquida de alta eficiéncia s&o hoje
dESponiveis impregnadas igualmente com AgNOsz para quantificar isdmeros trans
{CHISTIE, 1982)

A grande vantagem da cromatografia gasosa € a resposta na composicdo em
acidos graxos, sendo esta a unica técnica capaz de identificar e quantificar isdmeros

individuais de acidos graxes.

O método oficial da AOCS por cromatografia em coluna capilar, utiliza coluna
com fase estacionaria muito polar com alta substituicdo por cianopropil. O método
prescreve a coluna SP 2340 com fase variando entre 75% - 78% de substituicéo.
Entretanto, essa limitacdo do método dificulta a otimizagao na guantificacao de alguns
isdbmeros como por exemplo os isdmeros do C 18 com problemas de sobreposicdo
(DUCHATEAUX et alfi, 1996, LANZA & SLOVER, 1981).

O problema dessa técnica esta na compiexidade dos isOmeros presentes nos
Oleos vegetais parcialmente hidrogenados (na maioria monoendicos cis e trans)
dificultando a separacdo. Alguns fatores também podem interferir, como o grau de
hidrogenacdo da amostra, o teor de trans e a quantidade de amostra aplicada no
cromatdgrafo levando a problemas de sobreposicdo de picos e por consequéncia
obtenc&o de valores errdneos dos teores de trans e cis (RATNAYAKE, 1995).

A maior atencdo € dada aos isdbmeros do C 18:1 sendo esse o principal grupo
presente em margarinas e hidrogenados. Os isdmeros do C 18:2 também estao sempre
presentes em hidrogenados mas em niveis menores. Algumas margarinas contém em
média 5-6% do C 18:2t. Os isdbmeros do C 18:3 estéo presentes em quantidades muito
pequenas chegando em alguns produtos aparecer como fragos (RATNAYAKE et ali,
1990). Isto se deve & seletividade dos catalisadores industriais que hidrogenam

preferencialmente o C 18:3.
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RATNAYAKE & BEARE-ROGERS (1990) confirmam o problema de separagéo
dos monomeros do C 18:1 e acrescentam a grande dificuldade também com os
isdbmeros do C 18:3 que formam uma mistura geométrica do C 18:3 A 9,12,15(cis e
trans) podendo coeluir com o a-linolénico (cis, cis, cis). Esse problema entretanto néo é
preocupante uma vez que em gorduras hidrogenadas e composicdes oleosas para
producdo de margarinas esses isOmeros estdo presentes em quantidades muito

pequenas.

Visando uma melhor separagdo dos picos e consequentemente melhores
resultados, DUCHATEAUX et alfii (1998) pesquisou a variagdo do método oficial com
diferentes colunas e em diferentes temperaturas, mostrando o bom desempenho da
coluna CP-Sil 88 (100% cianopropilpolisiloxano)} em condicdes isotérmicas de analise.
Outras fases estacionarias hoje utilizadas na quantificacio do trans s&o a Silar 10C,
Silar 9CP, SP 2340, OV 275 e a CPSil 88, todas com as mesmas caracteristicas de

polaridade e boa resisténcia a temperatura.

WOLFF & BAYARD (1995) apontam como uma solugdo para melhorar a
separacio na drea do 18:1 o uso de colunas maiores como por exemplo 100 metros de
comprimento. Esses autores pesquisaram a CP-Sil 88 de 100 metros com condigbes
isotérmicas de 160°C melhorando guase que completamente a separacdo. Mas por
outro lado o tempo de analise elevou-se para 1,3 horas somente para inicio de eluicdo
dos picos de 18:1. Indusfrialmente esta solugéo néo é bem vinda em rotina, pois limita a

agilidade de tomada de decisdes.

2.6.2 — Espectrofotometria Infravermetho - IR,
Antes do advenio de colunas com fases estacionarias especiais para

quantificagdo de isdbmeros trans individuais, a técnica de espectrofotometria

infravermelho ja se disponibilizava na quantificacdo de isdmeros trans totais,
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principalmente apds a década de 50 com surgimento de gorduras hidrogenadas

substituindo gorduras animais.

O uso de espectrofotometria infravermelho - transformada de Fourier na década
de 80, pela sua maior sensibilidade de detecgéo, teve ampla aplica¢éo na quantificacéo
de isdbmeros trans, principalmente com o surgimento de catalisadores especificos na
hidrogenagéo destinados para obtencdo de produtos com valores reduzidos de

isbmeros trans.

A radiacdo infravermelha corresponde & parte do espectro eletromagnético
situada na faixa de 0,78 a 1000 um entre as regides do visivel e das microondas. O
espectro infravermelho é dividido em trés sub-regides: |.R. préximo, médio (chamado
fundamental) e longiquo. A maioria dos dados analiticos encontra-se na faixa do |L.R.
médio correspondende a regifio compreendida entre 2,5 a 25 um (400 a 4000cm )
{SILVERSTEIN ef afii, 1981).

Uma das formas convencionais para se quantificar a formacao de isbmeros trans
em gorduras hidrogenadas é a utilizaciio da Espectrofotometria Infravermetho. A base
para a quantificacdo de trans por IR origina-se na caracteristica da deformagéo nao
plana da banda C-H onde a configuragéo isolada trans absorver exclusivamente em 966
cm ~' Essa é uma técnica rapida de quantificacdo dos isdbmeros monoendicos e
diendicos dos acidos graxos. A resposta € dada em trans isbmeros totais (IUPAC,
1989).

A determinagdo apresenta algumas limitaches como, menor precisdo nos
resultados quando a quantificagéo é utilizada para amostras com teores abaixo de 15%
e a limitacdo das informagbes uma vez que os isbmeros trans calculados néo s&o

atribuidos especificamente ao tipo do acido graxo presente (RATNAYAKE, 1995).
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A interferéncia de acilglicerdis & inerente & medida direta dos acidos graxos trans
para presenga inferiores a 15% em amostras de gordura e similares, por causa da
banda larga de absorgéo na regido da deformagio ndo plana do C-H trans. Para
contornar essa desvantagem, normalmente se esterifica o material com baixos teores
de frans. Porém esses ésteres metilicos produzem valores de isdmeros trans que s&o
de 1,5-3% menores (ULBERTH & HAIDER, 1992).

Um outro problema esté nas duplas trans conjugadas que absorvem muito
proximo das ligagdes trans isoladas e podem interferir na medida do trans, sendo
também um problema em amostra de baixo teor.

Os problemas operacionais merecem destaque, como necessidade de
dissolugdo guantitativa da amostra em dissulfeto de carbono, solvente volatil e muito
toxico e de odor fétido, além da operacdo com celas de cloreto de sddio apresentando
alta higroscopicidade (ULBERTH & HAIDER, 1982).

Apesar dos inconvenientes, a espectrofotometria de infravermelho ainda pode
ser apontada como uma excelente ferramenta para a rapida determinacdo de acidos
graxos trans totais em gorduras e similares, sendo de calibragdo muito boa, uma vez
gque utiliza-se metil elaidato como padrao, apresentando porém como maior limitagao a
guantificacdo para baixos teores de trans (ALl ef alii, 1996).

2.6.3-IR -Card.

Varios metodos alternativos ( ALl et affii, 1996, VOORT et afii, 1995 ) para
determinac&o de isdmeros trans tém sido propostos para analises mais simplificadas e
com maior precisdo, onde se procura eliminar os problemas presentes no metodo
convencional. Essa busca por técnicas novas e a redugio de complexidade é sempre ©
desejo da area analitica, em gque se almeja o crescente desenvolvimento paralelo as
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inovagdes industriais.

Objetivando minimizar o tempo de anélise e reduzir seus inconvenientes, foi
apresentado recentemente a comunidade cientifica uma técnica alternativa de trabalho
utilizando o IR, eliminando-se a preparagdo da amostra. Essa técnica faz uso dos “IR-
Cards”, cuja aplicagdo das amostras é direta sobre o cartdo (Manual Disponable IR
CARD 3M, 1997).

p

Os “IR cards’” sdo destinados a andlises quantitativas e qualitativas no
infravermelho em faixa espectral entre 4000 a 200 cm ~'. Os cartées possuem uma
base cartonada de 5 cm x 10 cm com uma abertura circular de 19 mm de diametro,
sendo que nessa area localiza-se o filme poroso de polietileno. Nessa regido, aplica-se

a amostra e segue-se a leitura usual no IR. A Figura 3 ilustra o IR-Card.

A bt e e el

R Cuards
Epigpes: L
Crmmariative 18 Aoy

Figura 3: Modelo de 3M - IR Card - Analise quantitativa.
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O uso desses cartdes pode reduzir a complexidade das analises, tendo-se um
ganho de tempo, reducéo de gastos, reducéo do uso e exposicéo a solventes, simplifica
o preparo da amostra, gerando menos residuos. Todos os problemas associados com

as células liquidas sao eliminados com esta técnica.

O Grupo da Universidade de Mc Gill em 1997 pesquisou alguns componentes de
margarinas fazendo uso dos IR-cards e apontou os cartdes como sendo de alto
potencial, com resultados rapidos, usando muita pouca amostra € sem nenhuma
preparagdo prévia. Segundo estes usuarios, eles sdo muito uteis no monitoramento do
processo de Oleos hidrogenados e na avaliacdo do estado de oxidagéo durante a
operagéo de fritura.

2.6.4 — Espectroscopia Fotopirelétrica (Método Fototérmico).

Os materiais pirelétricos foram descobertos logo apos a 1° guerra mundial, sendo
sugerido seu uso como detectores de radiacdo infravermelha. O efeito pirelétrico se
deve a mudanga de temperatura. Esses materiais apresentam caracteristicas

desejaveis para ¢ desempenho como sensor sendo elas:

2 Alto coeficiente pirelétrico — para gerar maior quantidade de carga possivel para um
incremento de temperatura.

2 Baixa condutividade elétrica - para evitar perdas das cargas induzidas.

2 Baixa constante dielétrica — para que as cargas induzidas sejam convertidas em
maiores valores de tenso.

2 Alta temperatura Tc (temperatura critica — temperatura que controla as propriedades

ferroelétricas do material).

Alguns exemplos de materiais pirelétricos s&o: polivinilidieno de fldor | (PVDF),
LiTaOs, BaTiOs, titAno ziconato de chumbo (PZT), PbTi0O3, etc.
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Uma representag@o tedrica da espectroscopia pireléirica € o modelo de
MANDELIS & ZVER ilustrando a geometria unidimensional do sistema fotopirelétrico. O
método fototérmico faz uso da luz pulsada incidindo sobre a amostra que modifica seu
comportamento molecular e deste modo cada componente estrutural dessa amostra
respondera em diferentes comprimentos de onda. Assim sendo, o detector pirelétrico
registrara o comportamento espectral da amostra frente as variagdes dos comprimentos
de onda. As respostas séo obtidas em forma de grafico de amplitude do sinal em fungéo
do comprimento de onda, com a interpretagdo semelhante a qualquer outra técnica
instrumental. Como instrumento de deteccdo pode-se ter o sensor pirelétrico ou uma
variacéo fotoacustica seguihdo 0 mesmo principio fototérmico. O modelo é mostrado na
Figura 4. |

Amostra (s)
Pirelétrico / _ﬂ_ﬂ_ﬂ_
J < Luzincidente
. -
v «—
Vv 0

-

‘_._....._

o

Suporte(b)

Figura 4: Modelo Geométrico unidimensional do sistema Fotopirelétrico.
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Essa técnica possui aplicagdes em analises térmicas ou espectroscapicas e pode
ser utilizada no estudo de superficies, propriedades térmicas, perfit de profundidade,
transfgéo de fase, reflectividade e espectro de coeficiente de absorgdo Optica. As
amostras de trabalho podem ser soélidas, liquidas, pastosas e gasosas, opacas ou
transparentes.

DARDALAT et alii (1995) relataram que o detetor pirelétrico pode registrar
variacdes de temperatura na amostra de menos de 11.° C em analises de alimentos.

FAVIER et alii (1996) utilizaram essa técnica na determinagdo de isdmeros trans
em amostras de margarina, com detector fotoacustico, obtendo valores satisfatontos na
faixa de 2-60%. A quantificacdo dos acidos graxos trans pelos mesmos autores deu-se
na faixa média do infravermelho com absorcao a 966cm” observando-se boa
repetibilidade e reprodutibilidade do método.
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3 - MATERIAL E METODOS
3.1 - MATERIAL
3.1.1 - Mateéria-prima
Na elaboracéo deste trabalho foram utilizadas as seguintes matérias-primas:

i) Trés padrdes AOCS certificados para Cromatografia Gasosa e Infravermelhc com

teores de acidos graxos trans baixo, médio e alto (Tabelas 7,8).

Tabela 7: Teores certificados trans totais para CG e IR.

Padries cG IR*
%{m/m)
AOCS 1 29,123810 + 31,377778 +
2,5669883 1,493969
ADCS 3 9,258140 + 10,900000 +
1,421486 1,240967
AQOCS 7 20,457073 + 22080000 +
2,623080 1,2119699

Estudo interlaboratorial AOCS (Anexo 1)
* - % em termos de metil elaidato.

Tabela 8: Teores certificados em acidos graxos para CG (% m/m).

Padries C18:1 C 182 c18:2
Trans Trans trans
AOCE1 21,835714 % 6,835714 + 0,171429 +
2.655764 0.,677809 0.145310
AQCS 3 6,098603 + 2,753810 0,310488 +
0,697101 0,434864 0.206784
AQCS 7 15,617073 + 4,644324 + 0,132750 +
2,007723 0.411532 0,124571

Estudo interiaboratorial AOCS (Anexo I)
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ii} Gorduras técnicas comerciais parcialmente hidrogenadas ou "shortening", para usos
especificos fornecidas pelas Inddstrias "MAEDA", "REFINO DE OLEOS BRASIL" e
"CARGILL", totalizando 34 amostras. Todas representam amostras de linha,
comerciaimente disponiveis para IndUstrias Brasileiras de Alimentos. As aplicacdes das

gorduras industriais, segundo os fabricantes, seguem na Tabela 9.

Tabela 9: Aplicacbes comerciais das gorduras hidrogenadas fornecidas.

Amostras Aplicacles
MA1A Substituto para chocolate *
M 2B Fritura
M 3C Sopas e caldos

- M 4D Oleo de algodéo
M SE Substituto para chacolate
R G1 Gordura de use geral
R 02 Spray para biscoeito e fritura
R O3S Blend para margarina
R04 Blend para margarina
RO5 Blend para margarina
R 08 Base estoque para blends
RO7 Sorvete
R 08 Creme para recheio de biscoito
R 09 Base para estoque para blends
R10 Sorvete
R 11 Sorvete
R12 Recheio para biscoito, uso geral
R 13 Substituto de manteiga de cacau
co Gordura de uso geral
co2 Fritura
Co03 Gordura para panificacio
C04 Gordura de uso geral
C05 Fritura
c o8 Glacé
c o7 Gordura para cremes
c08 Gordura de uso geral
c a9 Glacé
c10 Substituto para chocolate
cn Gordura de uso geral
C12 Gordura de uso geral
C13 Gordura para panificagéo
C 14 Gordura de uso geral
C15 Gordura de uso geral
C16 Gordura de uso geral

Fonte: Industrias fornecedoras das gorduras.
* - Amostra hidrogenada com catalisador contaminado por enxofre intencionalmente

pelo fabricante.
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it} PadrGes cromatograficos NUCHECK - Prep, Inc., Elysian, MN.

iv) Azeite de oliva extra-virgem, marca CARBONELL, Espanha, como amostra controle

zero-trans.

3.1.2 - Equipamentos
Utilizou-se os seguintes equipamentos no decorrer do trabalho:

) Cromatégrafo gasoso: marca Perkin Elmer, modelo Sigma 3B, detetor FID, acoplado
a integrador Perkin Elmer LCI — 100.

i} Cromatégrafo gasoso: marca Hewlett Packard, series 11 5890, detetor FID, acoplado a
integrador Hewlet Packard, HP 3396A.

iy Espectrofotdmetro infravermelho com Transformada de Fourier: BOMEM - FTIR,

Hartman & Braun, modelo B-100, MB series.

iv) Cromatografo gasoso PHILIPS PYE UNICAM PU 4550, detetor FID acoplado ao
software Borwin Chromatography.

v) Espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), Briker, modelo minispec
pc 120.

vi) Protétipo de equipamento Fototérmico (Laboratdrio de Ressonancia Magnética
Nuclear — Instituto de Fisica — UNICAMP).

vii) Banhos maria: digital mgw Lauda, modelos RC 20/ RC 6 com preciséo de 0,1°C.
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3.1.3 - Reagentes

Foram utilizados reagentes de grau P.A., de acordo com as especificacdes dos

métodos analiticos.

3.1.4 - Qutros materiais

3M IR — Cards - Estes cartdes foram doados pela 3M do Brasil, em disponibilidade

para testes.

3.2 - PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratério de Qleos e Gorduras da
FEA — UNICAMP, Campinas, S.P.; tendo como coiaboradores:
» Laboratdrio de Lipideos do Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL), Campinas,
SP.:
» Laboratdrio de Ressonancia Magnética Nuclear, Instituto de Fisica - UNICAMP,
Campinas, S.P;
» Laboratério de Infravermelho do Instituto de Quimica -UNICAMP ,Campinas, S.P.
« Laboratério de Oleos Vegetais - EMBRAPA - CTAA , Rio de Janeiro,R.J.

Sendo a proposta deste trabalho de aplicagdo pratica, o objetivo foi apresentar
uma contribuicdo ao estudo de técnicas instrumentais de quantificacdo de isdbmeros
geométricos trans em amostras de gorduras hidrogenadas e similares para aplicactes
industriais. Foi dado énfase na aplicagdo de metodologias alternativas utilizando-se
técnicas convencionais € modernas, almejando melhoria quantitativa e rapidez nos

resultados.
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3.2.1 -Amostragem

O primeiro lote de amostras foi constituido de 34 gorduras comerciais
hidrogenadas, algumas muito semelhantes. A triagem inicial foi realizada através de
comparacio das curvas de sdlidos (RMN), ponto de fusdo e composicdo em &acidos
graxcs por CG coluna empacotada; tendo como objetivo eliminar amostras de
semelhante perfil térmico e composicéo graxa. Definiu-se um conjunto de 28 amostras

de trabalho composto por gorduras com caracteristicas bem distintas entre si.

3.2.2- Prepéragéo das Amostras

As amostras foram fundidas, homogeneizadas e separadas em frascos distintos
para cada anélise, evitando o agquecimento continuo e possivel isomerizagéo dos acidos

graxos.

As amostras submetidas a cromatografia gasosa (para todos os teores) e
infravermelho (somente para teores abaixo de 15%) foram esterificadas segundo
HARTMAN & LAGO (1973).

Antes da escolha do método de esterificacaoc foi precise verificar a inocuidade da
metodologia a ser adotada frente aos acidos graxos pois poderia-se gerar trans

isdmeros durante as etapas de esterificacao.

O estudo de isomerizag&o foi realizado com os padrdes certificados AOCS e com
azeite de oliva "extra virgem". Este foi escolhido por n&o possuir isdbmeros trans em sua
composicao, sendo obtido por prensagem a frio, técnica em que se tem auséncia de
alteracéo geométrica na estrutura de seus acidos graxos. Qualquer possivel formagéo

desses isdmeros neste padrao seria fruto do processo de derivacio.
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3.3 - METODOS ANALITICOS
Os seguintes métodos analiticos, sem modificagbes foram utilizados:

3.3.1 - Conteddo de gordura sélida (SFC): segundo técnica de RMN, método AQOCS
Cd 16-81 (1993). Método serial utilizando-se como temperaturas de leitura: 10, 20, 25,
30, 35, 40, 45 50°C.

3.3.2 — Preparagdo de ésteres metilicos. Os ésteres metilicos foram obtidos segundo
HARTMAN & LAGO (1973) adaptado por MAIA (1892).

3.3.3 - Ponto de fusao. A determinagéo dessa constante foi estimada a 5% na curva de
solidos totais obtida por SFC, segundo TIMMS (1985).

Como a proposta deste trabalho envolve avaliacdo metodoiogica, serao

discutidos a seguir as técnicas empregadas, e suas respectivas adaptacoes:

3.3.4 - Composicao em acidos graxos. A cromatografia gasosa dos ésteres metilicos
dos acidos graxos foi realizada em cromatografo gasose Perkin Elmer Sigma 3B com
detector de ionizacdo de chama. Coluna: 4m de comprimento, 1/8" de diametro,
empacotada com 10% SILAR 10C. Temperatura: coluna 175°C, injetor e detector
225°C. Fluxo de nitrogénio: 25mi/min. A identificacio dos é&steres de Acidos graxos foi
realizada por comparagcZo de tempos de retencio relativos com padrdes de ésteres

metilicos e quantificacdo por normalizacio de areas a 100%.
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3.3.5 - Quantificagéio de acidos graxos trans por Cromatografia Gasosa método

AOC_S. Utilizando-se os ésteres metilicos seguiu-se 0 método AOCS Ce 1¢-89.

A quantificacdo foi feita com coluna de alta polaridade de 78% de
cianopropilmetilsilosano, marca QUADREX (1999), nome comercial de SP 2340 com 60
metros de comprimento, 0,25 mm de diadmetro interno e espessura do filme de 0,25 um.
A temperatura da coluna inicial foi de 150°C com passo de 1,3°C por minuto até 200°C
permanecendo por 10 minutos. A temperatura do injetor foi de 210°C e fez-se a
modificagéo na temperatura do detetor FID de 210°C (sugerida no método) para 280°C
obtendo-se melhor resultado. A razdo de split foi de 1:100, sendo utilizado hidrogénio
como gas de arraste. A identificagdo dos acidos graxos foi feita igualmante pelos

tempos de retencao relativos e normalizacdo de areas.

Um estudo com essa coluna em condicdes isotérmicas de 170°C e 192°C
estudadas por DUCHATEAUX (1996) foram testadas para os padrées de frans.
Observou-se gque a eluicéo de todos os picos foi muito rapida, porém com a perda de
eficiencia dos picos de trans. A 192°C teve-se inclusive o comprometimentc de acidos

graxos de cadeias menores e igual perda de isdbmeros trans.

3.3.6 - Quantificagdo de acidos graxos trans por Cromatografia Gasosa método
alternativo. Como proposta alternativa de analise utilizou-se o método descrito por
DUCHATEAUX (1996) com a coluna 100% cianopropilpolysiloxano nome comercial CP-
Sil 88, marca CHROMPACK (1997}, otimizando-se as condigdes de trabalho com as
amostras padrdes, chegando-se na melhor proposta para a boa eficiéncia de separagéo

dos picos de trans isdmeros os seguintes parametros.

« Coluna CP-Sil 88 - CHROMPACK, 50 m de comprimento, 0.25 mm de diametro
interno e 0,2 um de espessura do filme:

- Temperatura do injetor: 270°C
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- Temperatura do detector: 300°C

- Temperatura da coluna: 180°C

- Fluxo de gas de arraste (hidrogénio): 5 mL / min
- Razao de split 1:100

A identificag&o dos acidos graxos foi realizada iguatmente por comparacéo dos
tempos de retengdo relativos através de padrdes dos ésteres metilicos e a quantificacio

por normalizac&o de areas.

Teste preliminares foram realizados com temperaturas programadas iniciando
em 150°C, At = 0,4%C/min até 160°C permanecendo por 2 min., e 160°C At = 5°C/min.
até 200°C permanecendo por 10 min. Essa programagcégo foi sugerida segundo técnicos
da area de pesquisa da IndUstria Gessy Lever. No entanto ndo verificamos boa

separagdo e o tempoe de corrida tornava-se mais longo.

3.3.7 - Quantificacdo de acidos graxos trans por Espectrofotometria Infravermelho
(IR) método AOCS. Determinou-se segundo método AOCS Cd 14-95. Utilizando-se
como referéncia o desvio padrao tabelado segundo AOCS Procedure M-1-92 (1993).

Para a quantificacdo dos acidos graxos trans por IR, dilui-se quantitativamente as
gorduras em dissulfeto de carbono e o ajuste da massa foi realizado mantendo-se a
absorbancia na faixa de linearidade da Lei de Lambert-Beer entre 0,2 - 0,7A.

1

O calculo do pico limitou-se ao intervalo de 945 - 890 cm ™' recomendado pelo

-t As amostras foram

método ficando o méaximo de absorgdo entre 966-967 cm
quantificadas em triplicata; o padréo utilizado foi o metil elaidato (99,9%) e os resultados
foram obtidos de forma direta pela Lei de Lambert-Beer (A = abc). Os dados

representam os acidos graxos trans totais.
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3.3.8 - Quantificagdo de acidos graxos trans por Espectrofotometria infravermetho
método do IR-Cards. A determinacao também foi feita com 3 repeticbes para cada
amostra sendo a metodologia desenvolvida utilizando os cartbes de infravermelho da
3M.

Por se tratar de uma fécnica nova, foi preciso estabelecer previamente a

metodologia de trabalho e verificar a sua validade na quantificagéo de trans isdmeros.

O grupo Mc Gill IR apresentou junto ao 89" AOCS Meeting, Seattle, Washington,
1997, um trabatho promissor utilizando esses cartbes de polietileno na quantificacéo de

TFA. Baseando-se nessa pesquisa, definiu-se a técnica.
- Metodologia estabelecida na quantificagdo de TFA utilizando-se IR-Cards.

Procedimento:

1. As amostras foram completamente fundidas € com a pipeta automatica aplicou-se
10ul sobre o cartdo apoiado em uma base demarcada (essa base foi montada com
isopor e desenhada para a localizagdo do cartdo) de modo que todos os cartbes
recebessem a gordura igualmente formando um filme homogéneo e transparente.
Cada amostra foi aplicada em trés cartdes e apds cada aplicagdo eliminou-se 0 excesso

de gordura da superficie com papel absorvente ultra-fino.

2. Apds a aplicagio das amostras ndo se pode mais tocar no polietilenc e os cartées
devem ser guardados em dessecador até a leitura, tomando-se o cuidado de nao tocar

na aplicacao.

3. As leituras foram feitas imediatamente ap6s aplica¢Zo e um cartao sem amostra foi

utilizado como branco para "zerar" © equipamento previamente.
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4. As gorduras certificadas AOCS foram usadas como padrio e analisadas de forma

analoga as amostras, sempre em triplicata.

Calculos:

Com os resultados dos padrées montou-se uma curva de calibracio
(Absorbancia X Concentragéo) onde as amostras foram graficadas, encontrando-se os

valores de trans isdbmeros nas gorduras desejadas.

3.3.9 - Quantificagdo de acidos graxos frans pela técnica de espectroscopia

Fotopirelétrica.

As trés amostras padrdes foram submetidas a essa técnica realizada junto ao
Laboratério de Ressonancia Magnética Nuclear do Instituto de Fisica da UNICAMP, sob

orientagédo do Prof. Dr. Edson Correa.

As amostras eram colocadas no detetor pirelétrico fazendo-se incidir sobre elas
uma luz modulada na regido do infravermelho proximo, o comportamento dessas
amostras frente esse feixe de luz em diferentes comprimentos de onda foram
registradas em software (desenvolvido no instituto) e o grafico de amplitude do sinal por

comprimento de onda era obtido em seguida.

Essa nova técnica ndo foi utilizada no Brasil mas em fungdo de resultados ja
publicados por FAVIER ef afii 1996, foi apontada como uma técnica alternativa
promissora para quantificacdo de TFA, apresentaram desempenho interessante e

revelando um novo campo de pesquisa na area de alimentos.
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3.4 — AVALIAGAO DOS RESULTADOS

Os dados foram avaliados por analise estatistica com o parametro do Tesie t,
comparando-se dados pareados independentes. Assim analisou-se as duas colunas
cromatograficas e a variagao metodoldgica da cela com ¢ cartdo de infravermelho.
Utilizou-se essa comparac@o também para verificar a correlagdo entre as técnica de

cromatografia e infravermetho.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAOQ
4.1 - CARACTERIZAGAO DA MATERIA - PRIMA

Para as diferentes aplicagdes de gorduras na Industria alimenticia um parametro
importante de avaliagdo e a curva de sdlidos, na gual se estabelece o comportamento
de derretimento da gordura e o teor de sdlidos presenie a diversas temperaturas,
principalmente na temperatura do corpo humano quando esta participa diretamente de

um produto final e ndo apenas como ingrediente.

As Tabelas 10, 11, 12 e 13 apresentam os resuitados do conteudo de gordura

sélida (SFC)' e ponto de fusdo das gorduras inicialmente recebidas.

Tabela 10: Conteudo de Gordura Solida (SFC) - Amostras CARGILL.

Amostras  10°C 20°C 25°C 30°C 35°C 40°C 45°C 50°C  PF.°C

com 51,06 31,19 2567 18,16 9,53 3,69 1,37 0,05 38,9

C 02 14,06 3,57 1,11 0,18 0 - - - 18,6
co3 5,70 3,31 3,21 2,12 1,69 0.83 0.33 0 12,9
C 04 35,88 1645 11,84 6,28 1.97 0 - - 31,5
Cco05 22,04 567 2,07 0,21 0 - - - 20,9
C 06 41,89 1946 13,53 6,54 1,56 0,06 0 - 31,6
co7 48,55 32,17 29,31 28,07 17,90 10,02 4,85 0,32 449
C 08 67,76 4840 42,23 30,44 16,29 4,87 0 - 39,9
Cc o9 3737 17,23 11,63 5,63 1,66 0 - - 30,8
c10 16,35 6,86 4,99 2,43 0,79 0.08 0 - 249
cC1 37,76 19,58 14,52 7.86 2,57 0 - - 32,7

c12 52,13 3067 24,01 16,97 9,04 3,38 1,60 021 38,6
C13- 6,67 4,12 3,89 2,84 1,75 1,00 0,38 0,09 16,6
Ci4 49,18 29,37 2430 15,97 8,00 2,71 0,27 0,06 37,8
Cc15 51,74 30,73 24,98 17,86 9,97 4.01 1,36 0,10 39,2
C16 3527 1780 13,56 7.84 3,33 0,50 0,02 0 33,2
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Tabela11: Conteudo de Gordura Sélida (SFC) - Amostras AOCS de referéncia.

Amostras 10°C  20°C 25C 30°C 35°C 40°C 45C 50C 55C 60°C PF.°C
AOCS1 3366 14,16 694 244 007 O - - - - 27.2
AOCS3 209 034 0 - - - - - - - -
AOCS7 66,82 56,24 49,36 4328 3694 31,29 2402 1658 817 007 56,9

Tabela 12: Contetidc de Gordura Sélida (SFC) - Amostras MAEDA.

Amostras 10°C 20°C 25°¢C 30°C 35°c 40°C 45°C 50°C P.F.'C

M1A 78,08 60,79 54,36 38,08 17,83 1,65 0 - 39,0
M2B . 41,64 20,74 15,65 8,20 2,57 0,06 0 - 32,8
MaC 81,54 68,05 64,30 59,77 4668 24,59 8,96 017 47.3
M4D 0,77 0,55 0,25 0 - - - - -

MSE 69,34 49,95 44,08 31,52 16,39 3,7 0 - 39,5

Tabela 13: Contetido de Gordura Sélida (SFC) - Amostras REFINO DE OLEQOS
BRASIL.

Amostras 10°C 20°C 25°C 30°C 35°C 40°C 45°C 50°C PF.°C

R 01 11,15 2,48 0,41 0,16 0,12 0 - - 171
R 02 22,82 8,84 5,47 1,62 0 - - - 256
RO3 18,40 10,31 9,06 6,68 3,91 0,78 0,20 0 33,0
R0O4 24,33 11,85 8,39 3,64 0,64 0 - - 286
R 05 21,20 10,96 8,02 5,09 2,28 G,20 0 - 30,2
R 06 28,02 9,44 4,11 0,78 0,13 0,20 0,19 0 245
R O7 48,65 22,43 13.41 4,03 0,18 0,06 0 - 29,8
R 08 71,84 51,27 44,16 30,36 13,02 2,61 0 - 389
R 09 80,91 66,12 61,97 58,91 47,27 29.09 13,71 0,73 48,4
R 10 - 68,24 25,98 4,93 o - - - - 249
R 11 48,17 23,36 15,58 6.54 1,00 0 - - 31,4
R12 50,88 26,76 19,75 11,23 3,98 0,27 0 - 343
R 13 78,20 60,95 55,07 44 38 23,30 3,79 0,28 a 39,7
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A figura 5 ilustra, a titulo de representacao, as curvas de sélidos de duas
amostras C 01 e R 05, caracterizando o comportamento térmico das mesmas. Através
dessas curvas foi possivel acompanhar o perfil térmico das gorduras e se obter seus
pontos de fusdo. A 5% de sdlidos ndo existe a percepgao sensorial e padroniza-se
como a temperatura de fusédo (TIMMS, 1985).

60
? 50 -
= ;g —o—C 01‘
\° |
? 20 =R 05|
2

—
o o

0O 10 20 30 40 50 60
Temperatura

FIGURA 4: Curva de Sélidos das amostras C 01 e R 05.

As Tabelas 14 e 15 apresentam as composigdes dos &cidos graxos obtidos em

coluna empacotada 10% Silar 10C das mesmas gorduras.
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Em vista dos resultados obtidos, foram selecionadas as amostras que
apresentaram perfil cromatografico e curva de sdlidos mais diferenciados resultando em

eliminagéo para a etapa seguinte do trabatho as amostras:

M4D - Essa amosfra nac apresentou nenhum grau de hidrogenaco, tratando-se de um
oleo.

RO8 - Perfil muito semelhante & amostra C08.

C03 - Baixo grau de hidrogenagao.

C04 - Perfil muito semelhante & amostra C09.

C12 - Perfil muito semelhante & amostra C15.

C16 - Perfil muito semelhante 4 amostra C09.

Apartir desta selecio estabeleceu-se o grupo de amostras a serem analisadas,

totalizando 28 gorduras hidrogenadas.

4.2 - ESTUDO DA ESTERIFICAGAO

A Figura 6 apresenta o perfil de 4cidos graxos da amostra de referéncia “zero-
trans” de um azeite de oliva extra virgem, ndo apresentando nenhum trago de TFA.
Esta amostra foi esterificada nas condicées HARTMAN & LAGO. Os resultados
demonstram que ndo ocorre isomerizagdo durante a derivatizagdo das amostras. Na
Figura 7 mostra-se o cromatograma da amostra de referéncia AOCS com a separacao
tipica dos isbmeros frans (C18:1t, C18:2tt, C18:2ct, C18:2t,c e C18:3tit) de seus

isbmeros cis através da coluna CP Sil 88.

50



Resultados e Discussio
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Figura 6: Perfil em &cidos graxos de azeite de oliva.
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Figura 7: Perfil acidos graxos da amostra referéncia de trans AOCS.
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Para certificar essa afirmacdo na Tabela 16 apresentamos a comparagadoc dos
resultados dos padrées AOCS de referéncia com os obtidos apds esses serem
esterificados sequndo HARTMAN & LAGO e analisados por cromatografia gasosa.

Tabela 16: Comparaco entre os valores centificados e os obtidos por esterificacéo.

Amosiras Certificado Hartman & Lago™*
AOCS 1 23,123810 + 2,569883 30,68
AOCS 3 9,258140 + 1,121486 9,03
AOCS 7 20,457073 + 2623080 20,39

* . O estudo de esterificagio foi realizado com a coluna SP 2340 ( Método oficial)

Paralelamente ao estudo deste método de esterificagdo trabalhou-se também
com a esterificagdo utilizando o reagente BF:; (complexo de triflucreto de boro em
solucio 20% com metanol), recomendado pelo método oficial AOCS. Na avaliagao da
metodologia de esterificagdo com ftrifluoreto de boro, considerando os padrbes
certificados AOCS, observa-se que ndo se obtem apbs determinagéo cromatografica
uma elevagdo de teores de isémeros trans. Esta constatagdo € uma boa evidéncia de
que também esta metodologia ndo afeta a isomerizagéo. A Tabela 17 compara teores
totais de trans entre amostra AOCS 3 esterificada por BFz com o valor certificado e o
método HARTMAN & LAGO, com pequenas diferencas € sem possivel probiema de
isomerizacdo durante as esterificacbes. Os valores obtidos inferiores corroboram
igualmente com a afirmacéo de que néo hé isomerizag&o de cis para trans durante essa

etapa.
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Tabela 17: Comparacdo entre os valores da amostra AOCS 3 esterificada por 2
diferentes métodos.

Métodos C 18:1t C 18:2t C 18:3t Total
Certificado 6,10 + 0,70 2,75+ 043 0,31 +021 9,26 +1,12

BF» 5,64 2,76 0,54 8,94

HARTMAN & LAGO 5,83 2,70 0,33 8,86

Pela inexisténcia de valores acrescido de isdmeros trans nos métodos de
metilagio disponiveis, estabelecemos o método de HARTMAN & LAGO (1973) como a
metodologia utilizada para todas as esterificagbes neste trabalho.

4.3 - TECNICAS INSTRUMENTAIS

Para identificagdo de picos em amostras complexas, normaimente recorre-se ao
célculo do valor de camprimento de cadeia (ECL) que, graficado contra © nimero de
carbonos de séries homdiogas (ésteres metilicos dos 4cidos graxos) mostra uma
relagdo linear, em termos de insaturagdo (CHRISTIE, 1982). Para cadeias curtsds
comuns entre C 12 e C 22, a relag&o do log do tempo de retengdo com o nimero de
atomos de carbono leva a resultados bastante semelhantes (MAIA, 1992).

Como este trabalho pratico envolveu gorduras hidrogenadas com acidos graxos

presentes nesta faixa de cadeia com pouca insaturacio, a identificag&o pelo tempo de

retenc&o relativo apresentou-se satisfatoria.
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4.3.1 - Cromatografia Gasosa.
4.3.1 - a) Coluna SP 2340

A coluna comerciaimente apresentada como SP-2340 €& uma
cianopropilpolisiloxano com 78% de substituicdo. Essa alta polaridade, de amplo uso
em andlises de ésteres metilicos de acidos graxos e muito importante na separagéo de
isbmeros geométricos e de posicdo, sendo essa a coluna oficial da Sociedade

Americana de Oleos e Gorduras.

A Tabela 18 apresenta a composi¢dc em acidos graxos das gorduras

hidrogenadas.
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As Figuras 8 e 9 ilustram 2 cromatogramas das amostras R 10 e C 07 obtidos por

essa mesma ¢oluna.
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Figura 8: Perfil em acidos graxos na coluna SP 2340, amostra C 07.
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Figura 9: Perfil em acidos graxes na coluna SP-2340, amostra R 10.
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4.3.1 - b) Coluna CP Sil 88

A coluna CP-Sil 88 apresenta uma substituicdo de 100% de
cianopropilpolisiloxano, sendo escolhida para a pesquisa por apresentar fase
semelhante a coluna cromatografica oficial e mostrar-se como uma possivel alternativa

para a drea de dleos, ampliando assim as opg¢des para futuras analises.

A Tabela 19 apresenia composicAo em acidos graxos das amostras

selecionadas.
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" As Figuras 10 e 11 ilustram 2 cromatogramas das amostras R 10 ¢ R 06 obtidos

por essa mesma coluna.
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Figura 10: Perfil em acidos graxos na coluna CP-Sil 88, amostra R10.
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Figura 11: Perfil em &cidos graxos na coluna CP-Sil 88, amostra R 08,
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4.3.1 - c) Coluna SP 2340 X CP Sil 88

Ambas colunas mostraram um bom desempenho @ com poucas excegdes em

algumas amostras ficaram discrepantes.

Interessante notar que apenas a amostra R 10 apresenta valores de &cidos
graxos de cadeia curta (C8:0 e C10:0), denctando provavel composicdo com oleo de
paimiste hidrogenado, pelo alto teor de isbmero trans. Esta amosira se nao tivesse sido

hidrogenada, apresentaria maiores teores do C18:1c e C18:2¢.c.

Alguns pontos entretanto pode ser destacados, como por exemplo a coluna CP-
Sil 88 ser sensivel a detecgdo do C18:3t a coluna SP-2340 ndo apresentou
sensibilidade para detectar este isdbmero, nas condigbes utilizadas, nao

cromatografando nenhum pico isomérico nessa regiéo.

ENIG et ali (1983) analisaram TFA por cromatografia gas-liquido usando uma
SP-2340 em amostras de margarina e também n&o conseguiram a separacdo dos

isbmeros C 18:3t, entretanto os autores ndo comentaram sobre o problema.

RATNAYAKE & BEARE-ROGERS (1990) conseguiram com a coluna SP-2340
separar os isdbmeros do G 18:3 com uma coluna de 60m, operando com isoterma de
165°C mas os autores fizeram a separagio prévia da amostra em camada delgada de
nitrato de prata (AgNQs-TLC).

DUCHATEAUX et alfii (1996) afirmam que quando o método AOCS € usado é
comum a coeluicdo do o—linolénico com o 11¢c-20:1 e essa separagdo torna-se muito

dificil, principalmente em amostras ricas em gadoléico (11-cis 20:1).
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- Observou-se também que a coluna SP-2340 apresentou eficiéncia para
quantificar em 2 amostras acido lignocérico {(C 24:0) sendo este acido graxo ndo

cromatografado quando usada a coluna CP-Sil 88.

Em termos de separagdo de isdmeros do C 18:1, a coluna SP 2340 mostrou-se
mais eficiente, com presenca de até 6 isbmeros desse acido graxo cuja a identificacdo
néo foi possivel por ndo ter, durante esta tese, disponibilidade de padrées para sua

certificacao.

DUCHATEAUX et afii (1996) concluiram que as colunas alta polaridade podem
dar respostas semelhantes e que a escolha das condigdes de trabalho sd@o mais
importantes, ressaltando, também, que os parametros para a otimizagdo deve ser a
eficiéncia de separagdo dos picos do C 18:1 e auséncia de coeluicdo do C 18:3¢,c,c ou
C18:3t,c,c com o pico do 20:1- 11c.

As Figuras 12, 13 e 14 demonstram a comparacdo das amostras certificadas

AOCS com os resultados obtidos pelas 2 colunas SP-2340 e a CP-Sil 88 com os

valores do certificado.
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BAOCS 1
1CP Sil 88

-

% Acidos Graxos

cC181 C182 C183

Figura 12: Comparagdo em &cidos graxos das colunas utilizadas com o valor

certificado para a amostra AOCS 1.
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Figura 13: Comparagdo em &cidos graxos das colunas utilizadas com o valor

certificado para a amostra AOCS 3.
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3

g SP 2340
2 BAOCS 7
ocPsiles
N

C181 €182 €183

Figura 14: Comparagdo em 4&cidos graxos das colunas utilizadas com o valor

certificado para a amostra AOCS 7.

A Figura 15 representa a comparagdo em acidos graxos trans totais dos padres
AOCS 1, 3 e 7, utilizando-se as duas colunas.

SP 2340
mAOCS
C1CP Sil 88

% TFA Total

A

J= 1

AOCS 1 AOCS 3 AOCS7

Figura 15: Valores de trans isdmeros totais dos padrdes certificados AOCS 1,3 e 7.
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Os valores de isomeros trans totais obtidos para as amostras AOCS nao
revelam, & primeira vista dados que possam concluir pela ndo equivaléncia entre as
duas colunas aqui empregadas. No entanto, quando se considera o conjunic de

amostras avaliadas neste trabalho, o resuitado indica diferenca significativa entre elas.

Embora em trabalhos avalados para efeito de pesquisa se conclui em nao
equivaléncia entre duas colunas, com base estatistica para uma mesma técnica, como
0 nosso caso, € perfeitamente aceitavel a indicacdo de uma ou outra coluna, nas

condi¢Oes aqui empregadas para controle industrial de hidrogenacao.

Indicamos para a comunidade cientifica o uso da coluna CP-Sil 88 em func&o da

deteccao do isdmero C 18:3t e a facilidade de se trabalhar no modo isotérmico.

A analise dos dados foi feita utilizando-se o Teste t, comparando os dados
pareados, obtendo-se o valor tabelado de t = 2,042 para 30 graus de liberdade e
analise de confianga de 95%. O t calculado foi 3,19. Como o valor de t encontrado foi
maior que o tabelado, verificamos que estatisticamente as colunas nadc sao
equivalentes, havendo uma variag3o estatistica significativa, embora os valores estejam

muito bons. Os célculos estatisticos podem ser enconirados no Anexo 1.
A Figura 16 apresenta o perfil de distribuicdo das amostras em relagcao a razao

do desvio padrao pela média (Coeficiente de variagdo). A Tabela dos dados encontra-

se em Anexo IiL.
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Figura 16: Distribuicdo do coeficiente de variagéo pelo nimero de amostras.

4.3.2 - Espectrofotometria de Infravermelho

4.3.2 a) Metodologia AOCS (Cela de NacCl)

Entre as técnicas aqui pesquisadas, ndo poderiamos deixar de incluir a
espectrofotometria infravermelho, principaimente pelo fato de constar como metodologia

recomendada pela AOCS.

Essa metodologia € largamente usada na area de pesquisa de alimentos por ter
respostas muito rapidas e permitir um acompanhamento dos teores de isbmeros trans

dos produtos hidrogenados comerciais.

Na Tabela 20 pode-se observar os resultados de acidos graxos trans totais
obtidos por FTIR pelo método da AOCS.
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Tabela 20 - Trans total obtido por Espectrofotometria de Infravermelho método AOCS

— Cd 14-95*.

Amostras X1 X2 X3 Média Des. Padrio C.V. (%)
M 1A 54,19 54,23 55,23 54,55 0,59 1,08
M 2B 32,63 32,84 33,37 32,95 0,38 1,15
M 3C 34,92 34,94 35,74 35,20 0,47 1,34
M 5E 40,87 40,42 40,21 40,50 0,34 0,84
R 01 25,81 26,14 26,15 26,03 0,19 0,73
R 02 24,15 24 91 25,03 2470 0,48 1,94
R 03 20,88 20,55 20,79 20,74 0,17 0,82
R 04 29,41 29,51 30,03 29,65 0,33 1:41
R 05 22,90 22,85 22,91 2289 0,03 0,13
R 06 40,57 40,65 40,36 40,53 0,15 0,37
R 07 48,30 48,51 48,84 48,55 0,27 0,56
R 09 21,77 21,17 21,48 21,47 0,30 1,40
R 10 9,36 9,58 9,48 9,47 0,11 1,16
R 11 44 31 44,76 44 43 44 52 0,23 0,52
R12 43,48 43 58 43,75 43,60 0,14 0,32
R13 53,43 53,27 52,49 53,06 0,50 0,94
co 43,22 43,66 43 .61 43,50 0,24 0,55
C 02 25,45 25,31 26,01 25,59 0,37 1,45
C 05 33,81 34,47 34,03 34,10 0,34 1,00
C 06 42 93 42 58 43,14 42 88 0,28 0,65
Cc 07 27,62 27,42 27,96 27,67 0,27 0,98
C 08 47,39 47,35 47,08 47,27 0,17 0,36
C 09 36,73 36,84 37,48 37,02 0,41 1,11
C10 21,72 21,92 21,85 21,83 0,10 0,46
Cc11 37,89 37,98 38,45 38,11 0,30 0,79
c13 18,43 17,97 18,22 18,21 0,23 1,26
C14 41,90 42,00 42 67 42,19 0,42 1,00
C15 41,74 4268 41,91 42,11 0,50 1,19

AOCS 1 32,44 32,69 32,66 32,60 0,14 0,43

AQCS 3 10,69 11,00 10,76 10,82 0,16 1,48

AOCS 7 22,36 23,11 22,44 22,64 0,41 1,81

* - Cela de NaCl.

C.V.- Coeficiente de variagéo
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Essa metodologia embora apresente inconvenientes operacionais € muito boa
quanto a precisdo e exatiddao dos resultados. As estimativas dos desvios padroes
calculados encontram-se dentro dos limites aconselhaveis pelo método, tendo em vista

as faixas de trans consideradas.

Convém lembrar que as amostras AOCS 3 e R 10 com teores inferiores a 15%
de isbmeros trans foram esterificadas e dessecadas. O lote de amostras analisadas,
ndo apresentando valores de isdmeros trans inferiores a 9% teve nesta técnica
excelente resposta. O fato de se conseguir quantificar amostras com teores menores

leva a suposicéo de que pode-se ampliar a faixa de confiabilidade dessa técnica.

A Figura 17 apresenta a comparagao entre os resultados obtidos e os valores

certificados.

_131,38
326

88 [m Certifcao

% TFA Total

‘ @ Experimental

Figura 17: Comparagéo entre os valores IR obtidos por metodologia AOCS e os valores

certificados.
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4.3.2 b) Metodologia FTIR - Cartoes

A rapida aplicacdo da amostra toma o trabalho com os IR-cards muito facil e de

grande produtividade.
Na Tabela 21 pode-se observar os resultados de acidos graxos trans totais

obtidos por FTIR pelo método do IR-Card e seus respectivos desvios padrdes. Alguns

valores foram descartados devido a grande variabilidade em relacéo aos outros.
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Tabela 21 - Trans total obtidos por Espectrofotometria de Infravermelho método "IR-

Cards".

Amostras X1 X2 X3 Média Des. Padrédo C.V. (%)
M1A 521 50,6 43,3 51,4 1.1 2,14
M 2B 33,0 36,8 31,8 324 0,8 2,47
M 3C 42,4 41,8 39,2* 421 04 0,95
M 5E 40,4 37,7 39,2 39,8 0,8 2,01
R 01 19,7 20,6 21,5 20,6 0,9 4,37
R 02 18,9 19,2 19,1 19,1 0,2 1,05
R 03 15,4* 17,0 18,6 17.8 1,2 6,74
R 04 23,0 223 20,3 219 14 6,39
R 05 17,7 20,7 22,3 21,5 1.1 512
R 06 29,2 30,9 31,0 30,4 1,0 3,29
R 07 456 47,5 479 47,0 1,2 2,55
R 09 241 259 31,2* 25,0 1:3 5,20
R 10 8,1 7,0 7,3 7,5 0,6 8,00
R 11 36,8 35,8 36,7 36,4 0,6 1,65
R12 40,6 40,6 38,7 40,0 1.1 2,75
R13 42 1* 52,0 50,9 51,5 0,8 1,55
co1 Sl 40,9 39,9 40,4 0,7 1,73
C 02 249 253 23,0 251 0,3 1,20
C 05 26,1 26,6 29,2* 26,4 0,4 1,52
C 06 39,9* 373 37,1 37,2 0,2 0,54
Cc 07 28,8 30,6* 28,4 28,6 0,3 1,05
C 08 48,9 44 2* 49,0 49,0 0,1 0,20
C 09 249 23,2 33,4 24 1 1,2 4,98
Cc10 22,4 20,8* 221 22.3 0,2 0,90
Cc 11 36,5 38,2* 35,1 35,8 1,0 2,79
C13 14,3 15,4 17,0* 14,9 0,8 5,37
C 14 429 39,6 38,2 38,9 1,0 2,57
C15 36,0 36,6 33,6 36,3 0,4 1,10

AQCS 1* - - 5 = = :

AOCS 3* - - - - - -

AOCS 7+ - - - - - -

*_\/alores descontados para o calculo do valor médio e desvio padrao.

*=*_ tilizados para elaboragéo da curva de calibracédo para quantificagéo, equacao da
reta obtida: y = 0,032x + 0,113.

C.V. — Coeficiente de variag&o.
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Embora essa técnica apresentasse uma rapida forma de quantificagio, seus
resultados mostraram-se pouco reprodutivos dificultando a escolha de dados coerentes.
Nao se atingiu qualqguer precisédo nas medidas ficando apenas a idéia da faixa de teor

de isbmeros presentes.

Com objetivo de uma analise rapida e uma vaga nogéo quantitativa esta técnica
& bastante util, principaimente no plano industrial. Porém como se desejava melhor

precisdo analitica na quantificagéo, nossas expectativas n&o foram alcangadas.

4.3.2 ¢) IR Cela X IR Cartdes.

A comparagio dessas duas metodologias para infravermelho apresentaram
resultados distantes e na maioria das amostras a quantificacéo através do cartao ficou

subestimada.

A explicac8o plausivel para esses valores foi encontrada no fato de que os
cartdes apresentam problemas quanto A transparéncia e dependendo da consisténcia
da amostra torna-se muito dificil 2 obtengdo de um filme transparente e homogéneo, o
que dificulta a leitura, e podendo gerar dados pouco confiaveis levando & diminui¢ao ou
aumento nao esperados nos resultados. Apesar da cela apontar seus problemas
operacionais tipicos, a confiabilidade e reprodutibilidade de seus resultados foi sem

duvida muito melhor.

Os cartdes mostram-se de baixo valor para andlises quantitativas, mas quando
necessita-se de valores qualitativos ou uma nogao dos teores de trans nas amostras,
esses respondem aos objetivos. Industriaimente podem ser muito Uteis pois muitas
vezes o desejo é sO6 monitoramento da formagéo de trans e pela rapidez e facilidade de

andlise, os cartdes podem agilizar a liberac&o dos resultados.
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A analise dos dados foi feita utilizando-se o Teste t, comparando os dados
pareados. Para 27 graus de liberdade e analise de confianga de 95%, o valor de t
tabelado é de 2,052 em comparagdo com o valor de t calculado 4,44. Como o valor t
encontrado € maior que o tabelado ha diferenga significativa entre as metodologias
AOCS com cela NaCl e cartées IR-Card, corroborando com a analise prévia visual dos

dados (Calculos estatisticos anexo Il).

Na figura 18 demonstrou-se a distribuicdo de frequéncia entre as amostras de cela e

cartdo, em relagcao ao coeficiente de variagao.
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Figura 18: Distribuicdo de frequéncia entre as amostras de cela e cartdo, em

relagéo ao coeficiente de variagéo.
Na Figura 19 temos graficadas as amostras em relagdo aos seus coeficientes de

variacdo em comparagdo com as duas metodologias de infravermelho(Tabela Anexo
).
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Numero de amostras

0-5% 5-10% 10-15% >15%

Coeficiente de Variacao

Figura 19: Distribuicdo das amostras pelo coeficiente de variagao entre as duas

metodologias de infravermelho.

Em tabela no Anexo |ll é possivel observar os calculos do coeficiente de variagao

entre as técnicas.

4.3.3 — Cromatografia Gasosa X Infravermelho

Para efeito de comparagéo serdo considerados apenas as metodologias oficiais
AOCS ou seja, separagao de trans individuais por coluna capilar SP-2340 e trans totais

por espectrofotometria infravermelho em cela de NaCl.

Os resultados para IR foram na maioria das amostras maiores do que os
encontrados para CG e em alguns casos como as amostras M 1A, R 13 e a C 08 os
valores mostraram-se muito superiores. O coeficiente de variagao entre as técnicas

ficou na faixa de 0,32 a 45,08% ( tabela de calculo anexo llI).
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FAVIER et alii (1996) compararam algumas técnicas de trans e chegaram a
alguns valores bem distintos entre estas duas técnicas. Os autores relatam que no geral
os dados obtidos entre diferentes métodos CG e IR sdo bons, mas alguns apresentam
discrepancias. A explicagao é dada pelo fato da quantificagdo de TFA por CG apresenta
resultados menores pois pode-se mascarar ou sobrepor os picos de trans com os de
cis, consequentemente prejudicar a eficiéncia de separacdo. Por outro lado os métodos
espectrofotométricos devido a presenca de acidos graxos polinsaturados na amostra

dao a medida estimativa do nimero total das liga¢gdes trans da amostra (LANSER &
EMKEN, 1988).

Os valores mais altos com o FTIR podem ser possivelmente explicados por uma
contribuicao de pequenos acidos monoendicos trans como por exemplo com 16 atomos
de carbono (PRECHT & MOLKENTIN, 1995)

Essa variacao dos resultados entre CG e IR é esperada e aparece incluida nos
valores dos certificados emitidos pela AOCS das amostra padroes, onde observa-se um

valor para CG e outro sempre maior para IiR.

Como ja era de se esperar estatisticamente as técnicas nZic sé&o equivalentes,
obtendo-se pelo teste t com 30 graus de liberdade e andlise de confianga de 95%, o
valor de t tabelado 2,042 em comparagiao com o valor de t calculado 4,65. Como o valor

t encontrado & maior que o tabelado conclui-se que as técnicas nao sdo equivalentes.

Os calculos estatisticos seguem em Anexo I

Na Figura 20 pode-se verificar a distribuicdo das amostras pelo coeficiente de

varia(;éo entre as duas técnicas ( dados no Anexo lll).
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Figura 20: Distribuicdo das amostras pelo coeficiente de variagéo entre as duas

técnicas: Cromatografia gasosa e infravermelho.

Um resumo de dados totais de isdmeros trans obtidos para gorduras

hidrogenadas através das diferentes técnicas segue em resumo V.

4.3.4 — Espectrofotometria Fotopirelétrica

Os resultados obtidos na detecgdo fotopirelétrica ndo foram suficientes para a

separacdo e identificagdo dos trans.

Antes de passar pelo sensor pirelétrico as amostras sao submetidas a variagao
de comprimento de onda, nas diferentes faixas espectrais e 0 sensor registrara o

comportamento da amostra frente a essas variagoes.
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Para a realizacao dos frabalhos tinha-se disponiveis filtros na faixa de 10000 a
4000 cm™ para a andlise, faixa esta insuficiente para conseguir a separacéio e posterior

quantificac@o dos isdmeros dos isdmeros trans.

FAVIER ef alfii (1996) conseguiram a separacido e quantificacdo dos trans
trabalhando ¢com IR médio e o comprimento de onda utilizado pelos autores na

quantificacdo foi de 966 cm™.

Essa técnica mostrou-se boa para calculo de constanties fisicas e além de rapida
dispensa preparo da amostra ou seja, submete-se gorduras diretamente na cela de
amostra e utilizou-se guantidades muito pequenas do produto. A explicagdo para o
problema de quantificag@o foi a limitacdo do equipamento utilizado, mas vale a pena
ressaitar que essa técnica pode ser de grande destaque no futuro pela alta
sensibilidade do sensor pirelétrico e pela vantagem deste estar em contato direto com a

amostra.
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. Na etapa de esterificacdo utilizando BFs; ou 0 método HARTMAN & LAGO, nao
produziram artefatos que afetassem a quantificacdo de isdmeros trans por
cromatografia gasosa.

. Quantificagdo de isdmeros trans individuais por cromatografia gasosa em colunas
capilares apresentaram melhores resultados com a coluna CP-Sil 88, 60m, em
condigdes isotérmicas de 180°C, com boa definicdo de separacdo de isdmeros
C18:3t, néo detectados pela coluna SP-2340 do método oficial AOCS.

. O método de infravermelho utilizando cela de NaCl ainda é a metodologia que
apresenta a maior reprodutibilidade para determinacio do teor de trans isbmero

1otal.

. Os cartées [R-Card (3M) apresentaram pouca eficiéncia para resuitados de
avaliagao guantitativa, mas séo ferramentas muito boas em andlises preditivas. Ideal
para linhas de produgdo onde a determinagéo pode ser feita em 2 minutos no

maximo.

. Os resultados obtidos pela técnica oficial de infravermelhe foram superiores

numericamente comparados com a cromatografia gasosa.

. Embora hoje exista uma preocupag@o industrial para a diminuicdo dos isbmeros
frans em gorduras hidrogenadas comerciais, os valores ainda sdo altos.
Encontrando-se entre 9 e 55%, mostrando a necessidade de se ampliar o uso de

processos alternativos.
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Series Id — 7TRANG Series Name ~ Trans FATTY ACIDS GC
Sample Number 01

Data Entry Report

TTRANG Sample Number Q1

Constituents

ANALYST £i18:1

002058, 23.900000
002077 12.1N9000
002120 25, 200000
002123 19.10000C
002144 19.506000
002146 24.700000
002152 21.300000
002153 18.800000
002163 19.200000
002169 19.500000
002176 23.900000
002197 25.600000
002204 18. 800000
002207 24.200000
002214 123.800000
002242 23,200000
002303 24.100000
002311 23.600000
0nz312 23.900000
002338 19.10000C
0602437 24.700000
002446 24,600000
002458 23.800000
002465 21.900000
002498 24.100000
002501 63.70008C0
002507 23.900000
002667 18.700000
002672 15.900000
002701 19, 600000
002706 21.3060000
002761 18.700000
002807 22.500000
002823 23.800000
0028586 17.200000
002901 18. 200000
00292¢ 23.600000
002958 23.300000
002977 24.200000
002991 23.400000
002993 23.800000
002698 - 19.200000
063006 18.900000
003067 18.300000
X (Avg) 21.835714
SR (SDev) 2.855784

1 -

4

cig:2
6.800000
5.200000
6.400000
7.400000
€.500000
6.700000
6.600000
6.700000
1.900000
7.800000
7.300000
6.700000
7.100000
7.000000
7.200000
7.300000
7.300000
7.100000
7.300000
6.600000
6.500000
6.800000
7.300000
7.000000
7.000000
15. 300000
7.300000
6.50004Q0
33.000000

7.500000

4.000000
6.900000
6.500000
6.400000
§.700000
6,300000
7.500000
7.200000

© 5.800000

6. 600000
T.400060
6.800000
6.800000
7.400000

6.835714
0.67780¢%

C18:3

0.300000
0.200000
0.000000
0. 400000
0. 400000
(.000000
¢. 100000
0.000000
0.000000

0.300000

0. 200000
0.G00000
0.200000
0.200000
C.200000
0.000000
0.0000C0
0.200000

0. 400000

0.100000
0.000000
0.000000
0.200000
0.100000
0.100000
0.400000
0.300000

- 0.100000

89

0.000000
0.200000
1.100000
0.400000
0.00C000
0.400000
0.100000
0.200000
G. 400000
0.100000
0.200000
0.200008
0.200000
0. 400000
0.000000

Yiixy

0.1714289
G.145310

TOTAL

31.000000
17.500000
31.6000Q400
26.900000
26.400000
31. 400000
28.600000
25.5C0000
27.100000
27.600000
31. 400000
32.300000
25.4900000
31.400000
31.200000
31.200000
31.400000
30.900000
31.600000
25.800000
31.200000
31.400080
31.4000006
29.000000
31.200000
31.900000
31.500000
25.300000
48.900000
27.300000
26.400000
27.000000
29.000000
30.600000
24.000000
24.700000
32.000000
30.500000
30.2080000
30.200000
31.400000
26.400000
25.700000
25.700000

29.123810
2.569883
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oMALLLr SLKILL REPUKS

Series Id —~ 7TRANI Series Name - Trans FATTY ACIDS IR
Sample Number Q1

Data Entry. Report Analysts Deviations Report

TTRANI ~ Sample Number 01 7TRANI  Sample Number 01

Constituents 1 L Constituents 1 - 1

ANALYST TOTAL ANALYST TOTAL
002152 33, 200000 -

002152 1.219719
002153 31.800000

- 002153 0.282618

002344 9.700000 *

002344 ~14.510189 *
002389 32.000000

002389 0.416489
002447 31. 800000

002447 0.282618
002670 29. 600000

002670 -1.189968
002672 29, 400000 -

002672 ~1.323841
002823 33.500000 |

002823 1.420526
002929 31.200000
003006 29.900000 002929 ~0. 118997

003006 -0.989162
X (Avg) 31.377778

SR (SDev) 1.483969.
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Series Id ~ 7TRANG Series Name - Trans FATTY ACIDS GC

Sampie Number 03

Data Entry Report

TTRANG Sampie Number 03

Constituents

ANALYST
002058
002064
002120
002123
002144
002146
002152
002153
002163
662169
002176
002184
002197
002207
002214
002303
002311
002312
002338
002422
002437
002446
002452
002458
002465
002498
062501
002507
002667
0027061
002706
002761
02807
002823
002856
0023901
02929
0025956
002977
002981
002993
002996
002998
003006
003067

X (Avg)
SR (SDev)

6.
6.
7.
6.
6.
. 5.
4.600000
5.
6.
5.
6.
6.
5.
7.

€18:1
6.800100
6.000000
7.100000
5.600000
&, 700000
7.500000
6. 100000
5.600000
5.500000
5. 600000
6.800000
5.800000
32.100000
800000
800000
000000
700000
800000
600600

800000

800000

300000

500000

000000

400000
37.600000
6.900000
5.200000
5. 600000
6.000000
5.600000
6.200000
6.200000
5.000000
4.900000
6. 700000
6.500000
6.980000
6.500000
6.600000
6.280000
5.7C0000
5.400000
5.300000

o,

.687101

1 -

. 088605

4

C18:2
2.900000
2.500000
2.800000

. 000000

. 800000

. 500000

. 800000

. 900000

. 500000

. 800000

. 000000

. 500000

. 100000

- 100080

. S00000

. 200000

. 700000

. 0000090

. 000000

. 800000

. 800000

.0ooon0
¥RKEF

. 700000

. 500000

. 400000

. 100000

. 100000

. 200000

. 0000090

. 800000

. 800000

. 700000

. 900000

. 000000

. 800000

. 200000

. 200000

. 890000

000000

. 000000

. 870000

. 000000

.8000090

. 000000

wmomwmwmwmmwmwr\)mmmw

Fu

wmmmwwmwm—nmmromaw—sm-ammm

™

. 753810
0.434864

C18:3

G. 400000
G.200000
0. 100600
0. 400000

1.200000 *

0.000000
0.300000
G.300000
1. 100000
0. 400000
0.8600000
0.200000
0. 100000
0.500000
G.400000
0.000000
0. 360000
G.600000
Q. 200000
0. 300000
0.400000 .
0.300000
CEEX¥X
0.300000
0.200000
0.200000

4.200000 #

0.500000
0.100000
0. 4060000

1.200000 *

0.500000
0.200000
0.600000
0.300000
0. 300000
0.400000
0.200000
0.230000
0. 400000
0. 400000
0.000000
(.100000
0.000000
0. 300000

0.310488
0.208784

91

TOTAL

10.
8.
10.
9.
. 700000
10.
9.
8.
10.
8.
10.
8.
3a4.
10.
10.
10.
9.
10.

8

1

1
1

Y

W

100060
700000
000000
000000

000000
200000
800000
100000
800000
400000
600000
300000
400000
10C000
200009
700000
400009

8.800000
5.700000
9.000000
0.100000
5.
9
8
&
1
0

300000

. 800000
. 700000
. 000000
. 106000
.500000
6.600000
9.000000
9.000000
8.800000
$.100000
9.700000
7.300000
7.100000
10.
8
]
g
0
g
8
8
8

800000

. 900000
. 160000
. 900000
.C00000
-100000
. 806000
.206000
. 600000

.258140
.121486



Series Id - 7TRANI Series Name - Trans FATTY ACIDS IR
- Sample Number 03

Data Entry Report . Analysts Deviations Report

TTRANI Sample Number 03 TTRANI Sample humber 03
Constituents 1 -1 Constituents 1 - 1

ANALYST TOTAL ANALYST TOTAL

pg2120 : 10.500000 002120 -0.32232¢%

002152 11.100000 002152 0.161165

002153 . 11.900000 002153 0.805823

002344 12.800000 002344 1.531064

00238% 18. 800000 * 002389 6.366001 %

002447 12.500000 002447 1.289317

002670 10. 500000 002670 -0.32232¢

0028672 §.300000 002672 -1.289317

002823 11.100000 002823 0.161165

002929 10. 200000 002929 -0.564078

003006 ~ $.100000 003006 -§.450481

X (Avg) 10. 900600

SR (SDev) 1.240967
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Series Id - 7TTRANG Series Name - Trans FATTY ACIDS GC

Sample Number 07

Data Entry Report

7TRANG Sample Number 07

Constituents

ANALYST C18:1
002056 17.100000 .
002064 14, 500000
002120 : 17.600000
002123 13. 500000
002144 13.400000
002146 17.700000
002152 15, 100000
002153 13.000000
002163 13.300000
002169 14, 100000
002176 16. 800000
002184 14.700000
002197 12.500000
002207 16.800000
002214 16.800000
002242 17.100000
002303 ' 17.000000
002312 16.600000
002338 13. 800000
002458 17.100000
002465 15.800000
002498 15.700000
002501 17.100000
oo2667 13.100000
002672 12.800000
002701 20.000000
002706 16.300000
062761 14.200000
062807 15.800000
0Q2823 17.30C000
002856 21.600000
002901 15.100000
Q02929 16.800000
002956 17.000000
002977 15. 500000
002941 16. 500000
0062993 16.800000
002996 13. 500000
002998 13. 300000
003006 12.3800000
003067 . 15.500000
X {Avg) 15.617073.
SR {SDev) 2.007723

4

. i N
-b-h-lkhhbJ:-JhU‘l-b,nh-lhw-8‘-‘-4‘:;*J—Ah(h(hhw-hb-bm-h-bmhh(ﬂhhhuomh

N

C18:2
5.
4.

. 500000

.000000

. 300000 *

. 900000

. 900000

- 600000

. 700000

. 500000

500000

.500000

. 700000 *

. 5000090

. 500000

. 100000

. BQD0OOO

. 700000

. B000O00

. 300000

. 700000

. 100000

. 100000

. 200000

.Q00G00 *

100000 x

. 500000

. 800000

. 600000

-80CG0O0

. 700000

. 300000

. 100000

. 600000

. 600000

. 400000

. 900000

. 740000

. 800000

. 700000

. 700000

000000
300000

.644324
.411532

C18:3

0.200000
0.200000
0.100000
0.200000
0. 000000
G. 300000
0. 000000
0. 000000
0. 000000
0.200000
0, 200000
8.200000
0. 080000
0.100000
0.080000
G.000000

0. 000000

0.200000C
0. 100000C
0.0000¢0
0.1060000
0.100800
0.200000
0. 400000
0.700000
0.200000

'0.200000

0. 300000
0.010000
0. 300000
0. 500000
0.200000
0.200000
0.100000
0.200000
0. 100000
0.000o000
0.000000
0.200000
0.000000
0.000000

0.132750
0.124571
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TOTAL

22.
19,
22.
18.
13.
21.
20.
17.
17.
19.
21,
18.
14.
21.
21.
22.
21.
21.
18.
20.
20.
20.
22.
17.
24.
27.
20.
19.
19.
22.
26.
20.
22.
21.
20.
21,
21.
18.
18.
i7.
20.

20.
2.

300000
000000
200000
700000
700000
900000
gooooo
600000
900000
800000
500000
400000
200000
400000
400000
200000
800000
500000
700000
400000
600000
200000
400000
7000900
500000
300000
000009
100000
400000
400060
800000
200000
600000
700000
300000
DooooD
S00000
240000
300600
600000
200000

457073
623080



Series Id - 7TRANI Series Name - Trans FATTY ACIDS IR
Sampie Number 07

Data Entry Report Analysts Deviations Report

TTRANI  Sample Number 07 TTRANI  Sample Number 07
Constituents T - 1 * + Caonstituents 1 - 1

ANALYST TOTAL ANALYST TOTAL

002120 : 20.600000 002120 -1.221612

QuZ152 22.700000 002152 0.500123

007153 ~ 20.4D0000 002153 ~1.385587

002344 23.700000 002344 1.319997

002389 22.100000 . 002389 0.008199

002447 23.200000 002447 0.910060

002672 22.400000 002672 0.254161

002823 23.400000 002823 1.074035

002929 21.800000 002929 -0,2537763

003006 20.600000 003006 ~1.221612

X (Avg) 22.030000

SR (SDev) 1.219699
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ANEXO Il

(Tabelas de calculos estatisticos)
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Amostras Cromatografia Gasosa - Teste t.

©_Amostras . i} 'SP 2340(A) | CP-Sil88@) | di . | {di=D)" .
M1A 44,13 39,67 4.46 9.7344
M 2B 33,85 31,61 224 0.81
M 3C 33,38 34,80 -1.42 7.6176
M SE 38,61 38,06 0.55 0.6241
R 01 24,92 22,76 2.16 0.6724
R 02 24,59 21,89 2.70 1.8496
R 03 17,98 15,68 230 0.8216
R 04 25,05 22,44 261 1.6129
R 05 21,03 18,22 2.81 2.1609
R 06 36,27 33,03 3.24 3.61
R 07 41,24 39,91 1.33 0.0001
R 09 22,92 20,49 243 1.1881
R10 11,49 9,58 1.91 0.3249
R 11 38,26 37,85 0.41 0.8649
R 12 37.28 36,21 1.07 0.0729
R13 27.41 35.47 -8.06 88.36
C 01 38,33 36,69 1.64 0.09
c02 17.81 21,62 -3.81 26.5225
cos 30,85 28,43 242 1.1664
C 06 38,19 35,81 2.38 1.0816
co7 27.23 25,55 1.68 0.1156
C 08 39,98 37,48 2.50 1.3456
C 09 34,77 31,41 3.36 4.0804
c10 19,66 16,86 2.80 2.1316
C 11 33,70 31,63 2.07 0.5329
C 13 15,25 15,36 -0.11 2.1025
C 14 37.54 36,34 1.20 0.0186
c15 36,30 35,04 1.26 0.0064

AOCS 1 30,68 28.24 2.44 1.21
AOCS 3 9,03 8,86 0.17 1.3689
AOCS 7 20,39 19,68 0.71 0.3969
d=A-8
D = (Xdi/28)

Sd = [(di-D)*]/ g.L.
t caleulado = D / (SdA(n)'?)

Para g.l.= 30, Confianca = 95%

t tabelado = 2,042.
t calculado = 3.19.
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- Amostras Infravermelho - Teste t.

AR-Caitdes (B)Y.4  Uiidi W di=DY
M1A 54,55 51,4 3.15 0.0256
M 2B 32,98 32,4 0.55 7.6176
M 3C 35,20 421 -5.90 104.2441
M SE 40,50 39,8 0.70 6.8121
R 01 26,03 20,6 5.43 4.4944
R 02 24,70 19,1 5.60 9.2441
R 03 20,74 17,8 2.94 0.1368
R 04 29,65 21,9 7.75 18.7136
RO5 22,89 21,5 1.40 3.6319
. R06 . 40,53 30,4 10.13 46.5124
R 07 48,55 47,0 1.95 3.0976
R 69 21,47 25,0 3.53 0.0484
R10 8,47 7.5 1.97 1.7936
R 11 44 52 36,4 8.12 23.1321
R12 43,60 40,0 3.60 0.0841
R 13 53,06 51,5 1.56 3.0625
C 01 43,50 40,4 3.10 0.0441
c o2 25,58 25,1 0.49 7.8624
C 05 34,10 28,4 7.70 19.2721
C 06 42,88 37,2 5.68 5.6169
c o7 2767 28,6 -0.93 17.9776
c o8 47.27 49,0 -1.73 254016
co9 37.02 24,1 12,92 92,3521
c 10 21,83 22,3 -0.47 14.2884
c 1 38,11 35,8 2.31 1
C13 18,21 14,9 3.31 0
c14 4219 38,9 3.29 0.0004
Cc1b 42,11 36,3 5.81 6.25
AQCS 1 32,80 - - -
AQCS 3 10,82 - - -
AOCS 7 22,64 - - -

Para g.l.= 27, Confianga = 95%
t tabelado = 2,052,
tcalcuiado = 4.44.
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- CG (AOCS) x IR (AOCS) - Teste t.

Amostras | IR‘Cela.(p) | SP2340.B) .. .di | (d-D)
M 1A 54,55 4413 10.42 40.0689
M 2B 32,95 33,85 -0.9 24,9001
M 3C 35,20 33,38 1.82 5.1529
M 5E 40,50 38,61 1.89 4.84
R 01 26,03 24,97 1.11 8.8804
R 02 24,70 24,59 0.11 15.8404
R 03 20,74 17,98 2.76 1.7689
R 04 29,65 25,05 4.60 0.2601
R 05 22,89 21,03 186 4.9729
R 06 40,53 36,27 4.26 0.0289

"RO7 48,55 41,24 7.31 10.3684
R 09 2147 2.9 -1.45 30.6916
R10 9.47 11,49 -2.02 37.3321
R11 44,52 38,26 6.26 4.7089
R12 43,60 37,58 6.32 4.9729
R13 53,06 27.41 25.65 464.8336
¢ 01 43,50 38,33 517 1.1664
¢ 02 25,59 17,81 7.78 13.6161
C 05 34,10 30,85 3.25 0.7056
C 06 42,88 38,19 4.69 0.36
c o7 27,67 27,23 0.44 13.3225
08 47,27 39,98 7.29 10.24
C 08 37,02 34,77 2.25 3.3856
¢ 10 21,83 19,66 217 3.6664
c11 36,11 33,70 441 0.1024
C13 18,21 16,25 2.96 1.2769
c14 42,19 37,54 4,65 0.3136
C 15 42,11 36,30 5.81 2.9584

AOCS 1 32,60 30,68 1.92 4.7089

AQCS 3 10,82 9,03 1.79 5.29

AOCS 7 22,64 20,39 2.25 3.3856

Para g.l.= 30, Confianca = 95%

t tabelado = 2,042.
t calculado = 4,65.

98




ANEXO Il

(Tabelas comparativas dos dados)
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- Tabela comparativa entre as duas colunas cromatogréficas.

M1A 44, , 7,52
M 2B 33,85 31,81 1,58 4,83
M 3C 33,38 34,80 1,00 2,83
M 5E 38,61 38,06 0,38 1,02
RO1 24,92 2276 1,53 6,42
R 02 24,59 21,89 1,92 8,26
R 03 17,98 15,68 1,63 9,69
R 04 25,05 22,44 1,85 7,79
R 05 21,03 18,22 1,99 10,14
R C6 36,27 33,03 2,289 6,61
R 07 41,24 39,91 0,94 2,32
R 09 2292 20,49 1,72 7.92
R 10 11,49 9,58 1,35 12,81
R 11 38,26 37,85 0,29 0,76
R12 37,28 36,21 0,76 2,07
R13 27,41 36,47 5,70 18,13
Cc o1 38,33 36,69 1,16 3,09
co2 17,81 21,62 2,69 13,64
co5 30,85 28,43 1,71 5,77
C 06 38,19 35,81 1,68 4,54
co7 27,23 25,59 1,19 4,51
C 08 39,08 37,48 1,77 4,57
C 08 34,77 31,41 2,38 7,19
c1o 19,66 16,86 1,88 10,84
C 11 33,70 31,63 1,46 4.47
c13 15,25 15,36 0,08 0,52
C 14 37,94 36,34 0,85 2,30
c15 36,30 35,04 0,89 2,50
AQCS 1 30,68 28,24 1.78 5,87
AQCS3 8,03 8,86 0,12 1,34
ADCS 7 20,39 19,68 0,50 2,50

C.V. - Coeficiente de variagao (quociente entre o desvio padréo e a média)
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- Tabela comparativa entre as técnicas de espectrofotometria infravermelho.

54,55
M2B 32,85 324 32,68 0.39 1,18
M 3C 35,20 421 38,65 4,88 12,63
M SE 40,50 39,8 40,15 0.49 1,22
RO1 26,03 20,6 23,32 3,84 16,47
R 02 24,70 19,1 21,80 3,96 18,08
RO3 20,74 17.8 19,27 2,08 10,79
R 04 29,65 21,9 25,78 548 21,26
RGOS 22,89 21,5 22,20 0,98 4,41
R 06 40,53 30,4 3547 7,16 20,19
RO7 48,55 47,0 47,78 1,10 2,30
R 09 21,47 250 23,24 2,50 10,76
R 10 9,47 7,5 8,49 1,39 16,37
R 11 44 .52 364 40.46 5,74 14,19
R12 43,60 40.0 41,80 2,58 6,10
R13 53,06 51,5 52,28 1,10 2,10
c o1 43,50 404 41,85 2,18 5,22
c 02 25,59 251 25,35 0,35 1.38
C05 34,10 264 30,25 5,44 17,98
C 06 42,88 37,2 40,04 4,02 10,04
co7 27,67 28,6 28,14 0,66 2,35
co08 47,27 49.0 48,14 1,22 2,53
co9 37,02 241 30,56 8,14 289
c10 21,83 223 22,07 0,33 1,50
C11 38,11 35,8 36,96 1,63 4.41
C13 18,21 14,9 16,56 2,34 14,13
C 14 42,19 38,9 40,55 2,33 5,75
C 15 42,11 36,3 39,21 4,11 10,48
ADCS 1 32,60 - - - -
AQCS 3 10,82 - - - -
AQCS 7 22,64 - - - -

C.V. — Coeficiente de variagéo (quociente entre o desvio padréo e a média)

101




- Tabela comparativa entre as técnicas: Cromatografia e Espectrofotometria.

mosita Des Padii.. |-
1A 7.37
M 2B 0,64
M 3C 1,29
M 5E 1,34
R 01 0,78
R 02 0,08
RO3 1,85
R 04 3,25
R 05 1,32
R 06 3,01
R 07 517
R 09 1,03
R 10 1,43
R 11 443
R12 4,47
R 13 18,14
c 3.66
C 02 5.50
C 05 2,30
C 06 3,32
C 07 0,31
C 08 5,15
C 09 1,59
C10 1,53
C11 3,12
C13 209
C14 3.28
c15 4,11
AOCS 1 1,36
AQCS 3 10,82 9.03 9.9% 1,87
AOCST 22,64 20,39 21,52 1,59

CV - quﬁ'_dente de variacio (quociente entre o desvio padréo e a meédia)
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ANEXO IV

(Tabela de resumo dos dados obtidos)
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Resumo dos valores de trans totais obtidos nas diferentes técnicas

. Amostras |- IR-Cela . | IR-Cartdes- | SP2340 - | CP-Sili88 -
M 1A 54,55 51.4 44,13 39,67
M 2B 32,85 32,4 33.85 31,61
M3C 35,20 42,1 33,38 34,80
M SE 40,50 39,8 38.61 38,06
R 01 26,03 206 24,92 2276
R 02 24,70 19,1 24,59 21,89
RO3 20,74 17.8 17,98 15,68
R 04 29,65 21,9 25,05 22,44

-RO5 22,89 21,5 21,03 18,22
R 06 40,53 30,4 36,27 33,03
RO7 48,55 47,0 41,24 39,81
R 09 21,47 25,0 22,92 20,49
R 10 947 7.5 11,49 9,58
R 11 44,52 364 38,26 37,85
R12 43,60 40,0 37.28 36,21
R13 53,06 91,9 27.41 35,47
co 43,50 404 38,33 36,69
coz 25,59 251 17,81 21,62
cos 34,10 26,4 30,85 28,43
c o6 42 88 37,2 38,19 35,81
co7 27,67 28,6 27,23 25,55
Ccos 47,27 49,0 39,98 37,48
C 08 37,02 241 34,77 31,41
c10 21,83 223 19,66 16,86
C 11 38,11 358 33,70 31,63
Cc13 18,21 14,9 16,25 15,36
C14 42,19 38,9 37,54 36,34
C15 42,11 36.3 36,30 35,04

AQCS 1 32,60 - 30,68 28,24

AOCS 3 10,82 - 9,03 8,86

AQCS 7 22,64 - 20,39 19,68
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ANEXO V

(Cromatogramas)
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ce_s:il 8%

2,UE+n4rU E ESTERIGT.CHI
:
| i )
i . ~ 8
. o
1.5E404 !
1.0E+04
e
L
g il
5.0E+03' @ ] i
S
‘i Nily 3
| | \ g <
sl Es )
S -_.Jd_nr_..__L._.r,__-J_jp TACTAA S S L B _ N
D.DE+0D
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 [min)
File name : ESTER307.CH1 User : ESTERES Curr. Date : 24-Sep-98 17:17:02
Info _
amostra R 03 VOLUME 0, 3ul
split 100ml range 10
vial # = 1 Rack # = 1
# HName Bt Area LArea
1 Unknown 3.71 1036.500  0.33.C 140
2 Unknown 4.65 €4615.000 20.83—C |60
3 Unknown 6.23 18854.000  €.08— 109
4 Unknown €.79 40203.124 12.96.
5 Unknown 7.01 §1559,465 26 30._C 18:1 trans
6 Unknown 7.18 11311.394 5..,_C 18:1 cis
7 Unknown 7.75 2831.500 0 91 C 181 cis
8 Unknown 7.97 2717.553 0. ashc 182t
g Unknown 8.10 2888.476 ,-C 182 ¢
10 Unknewn 8.33 75061.602 24 20
11 Unknown 8.96 747.000 0.24-C200
12 Unknown 10.23 8340.000 2.69-C 183 ¢cce

Total Area of Peak = 310165.61

-Sep-98 17:17:02. Page 1
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1.0E+04
!
5.0E+03] - ] J
w H 1
{ e | “ L g
P JI i JLJ ‘ Fhog
SO RN S B S AP
0.0E+00 :
5.00 10.00 15.00
File name : ESTER210.CH1 User ESTERES cCurr. Date : 14-Aug~9%8 14:30:16
Info :
amestra R vel. 0,50ul
split 100ml range 10
Vial # = 1L Rack # = 1
# Name Rt RArea $Area
1 Unknown 3.15 1243.000 0.23-C12:0
2 Unknown 3,69 4718.000 0.88—C 14:0
3 Unknown 4.66 220745.500 41.38—~C 16:0
4 Unknown 6.23 BO273.500 15.05...C 18:0
5 Unknown 6.75 108589.664 20'36"'(: 18:1
6 Unknown 6.99 108925.634 20.42 - 15! trans
7 Unknown 7.71 697.500 0.13.C 18:1cis
8 Unknown 8.24 6347.500 1.19 CI18:21t
9 Unknown 8.91 1823.000  0.367C18:2¢c
Total Area of Peak = 533463.30 €200

Wg-g8 14:30:16, Page 1
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