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Simas, RC; 2010. Caracterizagdo de 06leos vegetais e petrdleo por espectrometria de
massas em condicoes ambiente e com alta exatiddo e resolucao. Campinas: tese de
doutorado- Instituto de Quimica: UNICAMP, 150 p.

RESUMO

A caracterizacdo quimica de 6leos de forma rapida, eficiente e com minimo preparo de
amostras € um desafio para a quimica analitica moderna. Este estudo abrangeu a
caracterizagdo quimica de 15 amostras de 6leos vegetais e 6 amostras de petréleo, e
demonstrou a versatilidade da técnica de espectrometria de massas (MS) nesta area. A
caracterizacao de Oleos vegetais foi feita por uma técnica de ionizacdo ambiente
desenvolvida no Brasil, denominada Easy Ambient Sonic-Spray lonization (EASI) e
utilizando como analisador de massas um equipamento monoquadrupolar, que possui
resolucdo unitaria. Foi obtido, para os Oéleos vegetais, a sua composicdo de
triacilglicerideos (TAG), acidos graxos livres e hidroperoxidos utilizando apenas uma
gota de Oleo e nenhum preparo de amostra. A analise direta de Oleos vegetais
possibilitou ainda propor um método quantitativo por EASI-MS para determinagdo do
teor de triacilglicerideos, que demonstrou concordancia com os métodos de referéncia.
Ja a caracterizacdo do petréleo empregou a altissima exatiddo e resolucao da
espectrometria de massas por ressonancia ciclotrénica de ions com transformada de
Fourier, Fourier Transform lon Cyclotron Resonance Mass Spectrometry (FT-ICR MS)
com as técnicas de ionizagdo EASI e Electrospray (ESl). O presente trabalho
representou ainda a primeira tese de doutorado no Brasil em petrolebmica,
descrevendo um método de analise que dispensa uma série de procedimentos
analiticos dispendiosos e demorados, de maneira a conferir um alto grau de
refinamento e desempenho a andlise de petréleo. Foram estudados os compostos
polares do petrdleo que contém os heteroatomos nitrogénio (N), enxofre (S) e oxigénio
(O) na sua composicao, sendo possivel caracteriza-los por distribuicdo em porcentagem
de classes de heteroatomos, numero de carbonos e insatura¢des por double bond
equivalents (DBE). Foi apresentada uma proposta de estudo de precisdo para a
metodologia de petrolebmica-MS por meio da estimativa de repetitividade e
reprodutibilidade, além do estudo comparativo de eficiéncia das técnicas de ionizacao
ESI e EASI.
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Simas, RC; 2010. Characterization of vegetable oils and petroleum by mass
spectrometry in ambient conditions and with high accuracy and resolution. Campinas:
Scientiae Doctorate - Chemistry Institute: UNICAMP, 150 p.

ABSTRACT

The chemical characterization of oils in a fast way and with minimal sample preparation
is a challenge for modern analytical chemistry. The present study comprised the
chemistry characterization of 15 vegetal oil samples and 6 samples of petroleum,
demonstrating the versatility of the mass spectrometry (MS) technique in this area.
Vegetal oils characterization was performed by an ambient ionization technique
developed in Brazil, named Easy Ambient Sonic-Spray lonization (EASI), and using a
monoquadrupole mass analyzer with unitary resolution. EASI-MS detected for vegetable
oils the composition of triacylglycerols (TAG), free fat acids and hydroperoxides using
only one drop of oil and without sample preparation. The direct analysis provided by
EASI-MS allowed us to propose also a quantitative method based on EASI MS data to
determine the level of triacylglycerols of the vegetal oils. This method was in agreement
with reference methods. For petroleum characterization, we used ultra-high accuracy
and resolution of the Fourier transform ion cyclotron resonance mass spectrometry
(FT-ICR MS) with EASI and electrospray (ESI) ionization. The present work describes
results from the first doctorate thesis in Brazil dealing with petroleomic MS, a method of
analysis that precludes a series of expensive and time-consuming analytical procedures
and that can confer a high degree of refinement and performance to petroleum analysis.
We have studied polar components of the petroleum containing nitrogen (N), sulphur
(S) and oxygen (O) as heteroatoms in their composition. These components were
classified according to the percentage distribution of heteroatoms, carbon number and
unsaturations, as well as double bond equivalent (DBE). The study also evaluated
precision for petroleomic MS via estimations of repeatability and reproducibility. The
efficiencies of ESI and EASI for the petroleum analysis were also compared.
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INTRODUGAO GERAL

Neste trabalho foram caracterizadas por espectrometria de massas duas
matrizes distintas: 6leos vegetais e petrdleo, ambas consideradas misturas complexas.
Para isso foram utilizadas técnicas de ionizacao e analisadores de massas compativeis
com o grau de detalhamento desejado.

A motivagéo do trabalho para 6leos vegetais foi buscar uma técnica que além de
rapida fosse economicamente viavel. A caracterizacao de 6leos vegetais ainda depende
do emprego de varios métodos analiticos, com tempos longos de analises, preparo
complexo de amostra e gasto de grande volume de solventes organicos. A
espectrometria de massas vem sendo utilizada para caracterizar 6leos vegetais atraves
das técnicas de ionizagdo/dessorcao a laser assistida por matriz, Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization (MALDI) e Electrospray (ESI) sempre com analisadores do tipo
tempo de vbo, Time of Flight (TOF) que possuem uma boa resolucéo na separagéao dos
compostos, porém apresentam maior custo. A proposta apresentada utiliza ionizacédo
ambiente por spray sbnico, Easy Ambient Sonic-Spray lonization (EASI), é uma das
primeiras técnicas de ionizacdo ambiente em espectrometria de massas que elimina
totalmente o preparo de amostra e se torna economicamente viavel para 6leos vegetais
por produzir excelente resultados adaptada um analisador monoquadrupolar,
considerado simples e barato quando comparado aos outros tipos de analisadores de
massas. Além disso, sdo poucos os trabalhos na literatura que apresentam métodos
diretos para a caracterizacdo de hidroperéxidos em 6bleos vegetais. A proposta
apresentada neste trabalho possibilita estudar desde as espécies formadas
individualmente até a cinética de reacao de formacao destes hidroperoxidos que sao de
grande importancia para determinar a qualidade e a estabilidade de um éleo vegetal.
Além disso, o perfil de triacilglicerideos (TAG) pode ser utilizado como fingerprint
confirmando o tipo do 6leo vegetal analisado.

Ja a caracterizacdo quimica dos constituintes polares do petroleo (NSO) é
fundamental em véarias areas na cadeia petrolifera que vao da exploracdo até a
obtencdo dos produtos refinados. A utilizacdo da ionizagdo por eletrospray com



espectrometria de massas de ressonancia ciclotrénica de ions com transformada de
Fourier, Fourier Transform lon Cyclotron Resonance Mass Spectrometry (ESI FT-ICR
MS), propée um método de anadlise que dispensa uma série de procedimentos e
técnicas analiticas mais dispendiosas e que confere a analise de petrdleo um alto grau
de refinamento e performance. Os dados aqui apresentados sdo os primeiros estudos
brasileiros para caracterizagdo da composicdo de polares em petréleo e poderao
complementar estudos posteriores em “petroledmica”. A metodologia desenvolvida para
a caracterizacao de polares pode ser utilizada ndo sé para petréleo como também para
seus derivados como, por exemplo, diesel e gaséleo. A caracterizacdao de polares no
petréleo faz parte de um projeto de pesquisa com a geréncia de Geoquimica da
Petrobras, localizado no Centro de Pesquisas Leopoldo A. Miguez de Melo (CENPES) e
que podera beneficiar também areas como exploracao, producgéo e refino.
O trabalho foi dividido em trés capitulos:

Capitulo 1: Espectrometria de Massas Aplicada aos Estudos de Oleos Vegetais e
Petrdleo.

Capitulo 2: Caracterizacdo de Oleos Vegetais por Espectrometria de Massas em
Condicoes Ambiente.

Capitulo 3: Caracterizacdo de Petréleo por Espectrometria de Massas de Altissima
Exatidao e Resolucéo.

A introducdo geral e as referéncias bibliograficas sdo comuns as trés partes
deste trabalho. Optou-se por utilizar todas as siglas em inglés para padronizar o
conteudo apresentado.



OBJETIVOS GERAIS E ESPECIFICOS

O principal objetivo deste estudo foi caracterizar de forma rapida e abrangente
por espectrometria de massas, 6leos vegetais empregando uma técnica de ionizagcéao
ambiente aliada a um analisador de resolugdo unitéria e petréleo empregando uma
técnica de ionizagdo a pressdao atmosférica aliada a um analisador de altissima

resolucao e exatidao.

Os objetivos especificos sao:

e (Caracterizar quimicamente amostras de 6leos vegetais através da identificacao
de triacilglicerideos e de hidroperéxidos utilizando a técnica de ionizagcéao
ambiente EASI MS sem preparo de amostra.

e Comparar a técnica de ionizacado ambiente EASI com ESI para a caracterizacao
de compostos polares no petréleo por FT-ICR MS;

e Caracterizar amostras de petréleo determinando a presenca de quantidades
relativas de classes e suas séries homoélogas (compostos NS, NO, NOS, O2,
entre outros), provenientes das férmulas moleculares dos iniUmeros compostos
polares que poderdo ser ordenados também por numero de carbonos e indice de
insaturacdo empregando a altissima resolucao e exatidao do FT-ICR MS.






-CAPITULO 1-

8spectrometria de Massas Aplicada

aos Estudos de Oleos Vegetais e
Petroleo






1.0- AESPECTROMETRIA DE MASSAS: CONCEITOS GERAIS

A espectrometria de massas (MS) constitui uma das técnicas instrumentais mais
abrangentes da ciéncia, com amplas aplicagoes em diversas areas da quimica, biologia,
ciéncias médicas e tecnoldgicas. Isto é devido a recentes avancos em instrumentacao e
o desenvolvimento de novas técnicas de ionizagdo. Existe ha quase um século,
entretanto, inicialmente era restrita a analise de gases e substancias com altas
pressées de vapor e termicamente estaveis. Desde entdo, foram realizadas muitas
inovacgdes, como por exemplo, o desenvolvimento dos analisadores quadrupolo (1953),
os analisadores ICR (1974) e o acoplamento com cromatografia gasosa (1957)".

A espectrometria de massas € uma técnica analitica que permite discriminar ions
de acordo com a massa-sobre-carga (m/z) de cada espécie analisada. O valor da razao
m/z, atribuida a um ion, € um numero adimensional, ou seja, a razdo m/z ndo é uma
unidade e sim um adjetivo do ion?. Isto é importante ressaltar, pois 0 que é medido em
espectrometria de massas € a razdo m/z e ndo a massa de um ion em Da (Daltons).
Apenas para ions monocarregados a razao m/z reflete a massa do ion.

Além de discriminar ions, a MS é capaz de contar a quantidade de ions numa
determinada razao m/z. A MS nao analisa dtomos neutros ou moléculas neutras. Antes
de discriminar os ions é necessario, primeiramente, gera-los utilizando um sistema de
ionizacao ou fonte de ions. Os diferentes tipos de fonte de ionizagdo existentes
determinam a aplicabilidade da espectrometria de massas®.

A Figura 1 apresenta um diagrama esquematico de um espectrdmetro de
massas. Em geral a analise de um composto compreende cinco etapas: (i) a introdugéao
da amostra, (/i) a ionizacdo das moléculas, (i) a passagem por um analisador de
massas que separa os ions formados de acordo com a razdo m/z, (iv) o detector que
“conta” os ions e transforma o sinal em corrente elétrica e (v) o processador que
converte a magnitude do sinal elétrico em fungdo da razdo m/z em dados

proporcionando um espectro de massas correspondente’.



Espectrometro de Massas

~ ||
pode ou nao ' alto vacuo 105108 mbar
ter vacuo 1
Sistema !
de — lonizagio _': Analisador | = | Detector
insergao (fonte) 1
]
ESI Quadrupolo
i APCI TOF
Bomba MALDI IT
com seringa EASI ICR Processamento
El de dados

(programa)

Figura 1. Diagrama esquematico de um espectrometro de massas.

A Figura 1 também mostra que o analisador de massas e o sistema de deteccéo
sdo mantidos sob alto vacuo, o que néo se aplica necessariamente aos sistemas de
ionizacdo, pois alguns deles estdo a pressdo atmosférica, fato que revolucionou a
espectrometria de massas. Os sistemas de ionizagcdo determinam a versatilidade da
MS, pois as fontes de ions sdo responsaveis pelos tipos de analitos que podem ser
determinados. Inumeros métodos para gerar ions foram desenvolvidos ao longo da
histéria da MS, desse modo ha métodos de ionizacao aplicaveis praticamente a todos
os tipos de analitos, tanto para moléculas apolares e volateis como a ionizacao por
elétrons, Electron lonization (El) e a ionizacao quimica, Chemical lonization (Cl), quanto
para moléculas polares como ESI que transfere ions em solucéo para fase gasosa e
MALDI a ionizacdo sob vacuo por dessorcdo de matriz'. As técnicas de ionizacdo
ambiente como EASI tornaram a introdugéo da amostra em espectrometria de massas
mais simples e pratica.

Existem diferentes estratégias para se discriminar os ions, dependendo do
analisador de massas, cujo mais comum & o monoquadrupolar que possui resolucao
unitaria. Outros que podem ser citados sao os analisadores de aprisionamento de ions,
ion trap (IT), analisadores por tempo de véo (TOF), ressonancia ciclotrénica de ions



(ICR), todos utilizados neste trabalho. Cada analisador possui diferencas de resolucao e
exatidao de acordo com sua eletrénica e principio fisico utilizado para discriminar as
razdes m/z medidas’.

A Figura 2 mostra a diferenca de resolucao entre dois analisadores de massas.
O analisador de resolucdo unitaria mede a massa nominal (Figura 2a), assim o ion de
m/z 249 com resolucao unitaria pode se referir a férmula molecular C1gH;N, CooHg, ou
C13H19N3O2. Ja um analisador de alta resolugdo mede a massa exata de cada is6topo
mais abundante (Figura 2b), logo € possivel atribuir férmulas moleculares para cada
sinal resolvido de acordo com o seu defeito de massa 249,0580 (CgH7N), 249,0700
(CooHg) e 249,1479 (Cy43H19N3O2). Assim, resolucdo pode ser definida como a
capacidade do analisador discriminar m/z adjacentes. Existem analisadores que
possuem resolucdo que vao de 5000 a 1000000. A exatiddo € medida pelo erro
calculado em ppm do desvio da medida experimental em relacdo ao valor de massa
tedrico, ou seja, indica quao proximo o valor experimental esta proximo do valor
verdadeiro. A alta exatiddo de massa oscila de valores entre 0,1 a 50 ppm de erro.
Quando menor o erro maior € a probabilidade de a férmula molecular atribuida ser a

verdadeira.
(a) (b)
CioH7N+
CHy N5 O+ CH N+ CypHst  C5H N0+
I T T I
249 2490580 2490700 2491479

Figura 2. Esquema ilustrativo da resolucdo em analisadores de massas com (a) resolucéo
unitaria e (b) alta resolucao.



2.0 TENICAS DE IONIZAGAO UTILIZADAS

2.1- lonizagao a pressao atmosférica por ESI

Eletrospray (ESI), introduzida por John Fenn e colaboradores, em 1984* & uma
técnica de ionizacdo onde trés processos de formagcdo de ions ocorrem:
oxidacao/reducdo, protonagédo/desprotonacdo e a formagdo de adutos pela
coordenacéo de céations e anions como Na*, K", NH," e CI'. Os ions formados, portanto,
dependem do balanco entre estes trés processos, produzindo assim ions moleculares
M™/ M”, moléculas protonados [M+H]" ou desprotonadas [M-H] e adutos [M+Na]",
[M+K]" ou [M+CI]. A ionizacao por ESI (Figura 3) é realizada sob pressao atmosférica,
produzindo ions gasosos a partir de uma solugdo de amostra inserida através de um
capilar, ao qual um potencial elétrico € aplicado (2-4 kV). ESI € um método de
dessorgcao de ions em solugdo para a fase gasosa. Este processo pode ser dividido em
trés etapas principais: (i) a nebulizacao da solucdo de amostra em goticulas carregadas
produzidas pela aplicacao direta de voltagem no capilar, (i) a liberagdo dos ions a partir
das goticulas e (iii) transporte dos ions da regido de pressédo atmosférica da fonte para
a regido de alto vacuo do analisador®.

Para explicar a liberacdo dos ions a partir das goticulas carregadas, existem
duas propostas, o modelo de cargas residuais, charged residue model (CRM) e o
modelo da evaporacao dos ions, ion evaporation model (IEM). O CRM propde que as
goticulas carregadas saem da ponta do capilar num spray de formato conico (cone de
Taylor) e com o auxilio de um fluxo de gas aquecido (N2). Essas goticulas carregadas
com varias unidades de carga sofrem a evaporacao do solvente, tendo seu tamanho
reduzido e conseqientemente um aumento da densidade de carga, tornando a repulsao
entre as cargas maior que a tensao superficial. Este efeito faz com que as goticulas se
desintegrem em goticulas ainda menores e 0 mesmo processo pode ser repetido até
que o solvente seja evaporado por completo, restando apenas os fons da amostra®®.

O IEM propde que esse aumento da densidade superficial de carga devido a
evaporacao do solvente cria um campo superficial que supera as forcas de solvatagéao
dos ions antes de exceder a tens&o superficial do solvente, causando a eje¢ao do ion
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antes da explosdo couldmbica. Estes mecanismos favorecem a formagédo de ions
multiplamente carregados, caracteristica que pode ser utilizada na determinacédo de

macromoléculas® ®.

Placa de metal

Cotia ~100 ¥
Yoltagem do cone Cone de Tavlor P
! ey 4
25KV el %f_é;" @ Espectrometro
@/ @ de massa
*
Solugido ol ® @
2 2 @%0> 2 20
. %cé? Redugdo
Oxidacio Excesso de carga na superficie -
(‘/) Solvente e espécies neutras k)

| Corrente (i) :
e + | Voltagem da —

fonte
25KV

Figura 3. Esquema do processo de ionizagao por ESI°.

2.2- lonizagao sob vacuo por MALDI

A técnica de ionizacao/dessorcdo a laser assistida por matriz, usualmente
chamada de MALDI foi descrita por Karas et al., em 1985’. Nesta técnica, a amostra
contendo a espécie de interesse e uma matriz (composto necessario para a ionizagao
da amostra) sdo solubilizadas em solvente organico e/ou agua e uma pequena
quantidade de cada solucdo (normalmente 1uL) é depositada sobre uma placa. Com a

evaporacao do solvente, a matriz cristaliza e as moléculas da amostra se encontram
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inclusas nestes cristais. A matriz utilizada (geralmente acidos organicos aromaticos)
deve absorver no comprimento de onda utilizado no experimento. Deste modo, um
pulso de laser, com comprimento de onda na regidao do ultravioleta, incide sobre essa
mistura e a energia do laser € absorvida pela matriz, 0 que promove a sua sublimacgao.
As moléculas do analito, que estavam inclusas na matriz, sdo arrastadas para a fase
gasosa e a formagao dos ions ocorre através da transferéncia de carga (transferéncia
de protons) das moléculas da matriz para o composto analisado que € detectado na
forma protonada [M+H]*, como mostra a Figura 4. Observacdes similares sao feitas
para ions quasi-moleculares gerados por coordenacdo com metais, como por exemplo,
os adutos do tipo [M+Na]*, [M+K]", [M+Li]*, [M+NH4]" e [M+CI]". Na maioria dos casos,

se formam espécies monocarregadas?®.

0]

Figura 4. Esquema do processo de ionizagao por MALDI®.
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2.3- lonizagcao em condigc6es ambiente por EASI MS

Na ultima década um avango ainda mais significativo em MS ocorreu com a
introducdo de técnicas de ionizagdo que permitem a dessorcdo e ionizagdo de
moléculas diretamente da superficie de sua matriz original no ambiente'®'". Entre estas
técnicas destaca-se a ionizagcdo/dessorcao por eletrospray, Desorption Electrospray
lonization (DESI)'?, a analise direta em tempo real, Direct Analysis in Real Time
(DART)™, a probe de andlise de sélidos a pressdo atmosférica, Atmospheric Pressure
Solids Analysis Probe (ASAP)'* e a ionizacdo por eletrospray com desorcdo a laser
assistida por matriz, Matrix-Assisted Laser Desorption Electrospray lonization
(MALDESI)'™. No Brasil, Eberlin e colaboradores'® estabeleceram a técnica de
ionizacao ambiente por spray sénico, Easy Ambient Sonic-Spray lonization (EASI),
primeiramente denominada de ionizagc&o/dessorgédo por spray sénico, Desorption Sonic
Spray lonization (DeSSI) e seu acoplamento com interface de membrana, Membrane
Introduction Mass Spectrometry (MIMS)'” e com cromatografia em camada delgada,
Thin-Layer Chromatography (TLC)™® .

Na técnica de ionizagdo por EASI a fonte é de facil fabricacdo podendo ser
utiizada com qualquer analisador de massas. O mecanismo de ionizacdo é baseado
em Sonic Spray lonization (SSI)'*?° sem utilizagdo de qualquer radiagdo, voltagem ou
mesmo temperatura, como na maioria das técnicas de ionizagdo conhecidas**'"#. A
hipbétese que melhor explica o fenébmeno de ionizagdo por EASI estd baseada na
possibilidade de gotas carregadas, com desequilibrio entre as cargas positivas e
negativas serem formadas no spray sénico (Figura 5). O bombeamento de um solvente
polar, através de um capilar de silica fundida (d.i. 100 pm) com vaz&o de 20 uL min™
junto com vazao do gas de arraste (~3 L min™'), promove um cisalhamento intenso com
a liberacao no spray de microgoticulas. Estas microgoticulas tém uma capacidade bem
limitada de acomodar carga e assim apresentam baixa densidade de cargas com a
probabilidade estatistica de ocorrer um desequilibrio tanto a favor das cargas positivas
quanto das cargas negativas. Ao entrar em contato com a amostra, estas

microgoticulas dessorvem moléculas do analito que estdo na superficie?®. A evaporagao
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do solvente é favorecida pela energia térmica do ambiente e por auxilio do gas do spray
que age como secante. Apos a dessorcado, o processo € semelhante a ESI, assim
conforme a gota perde solvente, a densidade de cargas aumenta até um ponto que as
forcas de repulsdo vencem a tensdo superficial e os ions sdo ejetados da gota®. Depois
de formados, os ions agora dessolvatados e na fase gasosa alcangcam o orificio (da
ordem de poucos micrometros) do cone de amostragem (skimmer). Um campo elétrico
na entrada do cone € responsavel por atrair os ions formados, assim os ions sao

guiados ao analisador de massas®*.

solvente

. T
Y [MHT s} \

M
M o SMoy
MHM

Figura 5. Esquema do processo de ionizacdo por EASI .

A composicao do solvente no spray, a superficie de ionizagao, a pressao do gas
de nebulizacdo e a polaridade do solvente sdo parametros importantes no
desenvolvimento de um método EASI MS. Estas variaveis podem afetar a estabilidade
do sinal. Uma variedade de superficies tem sido empregada incluindo papel de
envelope, placas de cromatografia em camada delgada e vidro. Normalmente séo
utilizados como solvente o metanol e a acetonitrila, puros ou com agua na proporgcao
9:1, com ou sem aditivos (acido férmico e hidréxido de aménio). Emprega-se N> como
gas nebulizador ou ar comprimido com pressao a 7 barou 100 psi 2.
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3.0- ANALISADORES UTILIZADOS

3.1- Analisador monoquadrupolar

No analisador monoquadrupolar os ions sdao separados por sua estabilidade de
trajetéoria em um campo criado por oscilagbes elétricas aplicadas nos cilindros
metalicos®. A Figura 6 mostra esse analisador que consiste de quatro cilindros
metalicos paralelos nos quais uma corrente elétrica do tipo continua, direct current (DC)
e um potencial de radio frequéncia (RF) sdo aplicados alternadamente. Os ions
produzidos na fonte de ionizagdo sao focalizados no centro da regido entre os quatros
cilindros e atravessam axialmente o quadrupolo. Suas trajetérias serdo dependentes do
campo elétrico produzido onde apenas ions de uma razdo m/z especifica terdo uma
trajetoria estavel e chegardo ao detector. A RF € variada para que ions de diferentes
razbes m/z obtenham uma trajetéria estavel ao longo do quadrupolo chegando ao
detector, gerando assim um espectro de massas?®. O analisador monoquadrupolar é
uma alternativa robusta e de baixo custo para a caracterizacdo de 6leos vegetais e
hidroperoxidos. Apesar da resolucédo unitaria e de nao permitir fragmentacéo, fornece
espectros com informacgéo de alta qualidade e facil interpretacdo para analises de rotina

em 6leos vegetais.

lon
Ressonante

Detector
=

lon nédo
Ressonante

|
Voltagens DC e RF
Fonte @_I g

Figura 6. Diagrama esquematico de um analisador monoquadrupolar.
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3.2- Analisador TOF

O analisador por tempo de véo (TOF) foi desenvolvido por Willian Stephens em
1946%’, mas so6 foi comercializado apés 1955. Todos os ions que entram no TOF
recebem um pulso de energia igual (pulso de extracdo), mas sao acelerados de
maneiras diferentes devido a sua razdo m/z e chegam ao detector em tempos
diferentes, os ions mais leves chegam mais rapidamente ao detector do que os mais
pesados (Figura 7). Desta forma, pela medida do tempo de v6o dos ions no tubo, pode-
se deduzir sua razdo m/z, podendo analisar compostos de massa baixa até
macromoléculas. Em teoria, os analisadores TOF, ndo tem limite maximo de massa.
Portanto sdo especialmente adequados para acoplar com técnicas suaves de ionizacao

como ESI e MALDI, que podem ionizar macromoléculas sem induzir fragmentacao.
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“Reflectron”
Tubo de -
Tempo de Voo @
(TOF) B
—_ b
wv
c
[
£
m/z
. Detector para o
modo “Reflectron”
°
A
LASER de UV N
pulsado (3-4 ns) = —
N
\ -------------
~ Alto campo
So | I ] eretrico (~2500V)
~L e
Dessorcao por \>A— Mistura de
Matriz Assistida :.: A: me A peptideos envoltos
a LASER - na matriz
m/z

Figura 7. Diagrama esquematico de um analisador TOF.
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Estes analisadores também tém alta taxa de transmissao de ions, fazendo com
que tenham alta sensibilidade. Se os ions sao formados de forma pulsada (como no
MALDI), o pulso de extracdo do TOF pode ser coordenado com a fonte de ionizagédo e
todos os ions formados podem ser detectados. Atualmente, os analisadores TOF sao
instrumentos de alta resolugdo, com erro de até 5 ppm e alta sensibilidade. O
analisador TOF pode operar em modo linear e reflectron. O modo linear é utilizado para
moléculas de massa molecular elevada, como as proteinas, peptideos e polimeros e o
modo reflectron para moléculas de massa de até aproximadamente 5000 Da, como € o

caso dos TAG (~1000 Da). O emprego do reflectron promove o aumento de resolucéo’.

3.3- Espectrometria de massas de alta exatidao e resolugao com
analisador hibrido (LIT-ICR)

O analisador de ressonancia ciclotrénica de ions com transformada de Fourier
(FT-ICR ou simplesmente FT-MS) é considerado até o momento o tipo mais complexo
em espectrometria de massas. O FT-ICR utilizado na caracterizagdo de petréleo € um
analisador hibrido que pode apresentar na sua configuragdo, por exemplo, um ion trap
linear, Linear lon Trap (LIT) e uma cela de ICR que une alta sensibilidade do ion trap
com altissima resolucédo do ICR?,

O LIT é um analisador de massas que faz uso da estrutura basica de um
quadrupolo, ou seja, um arranjo de quatro cilindros metalicos, no entanto, em vez de
filtrar ions de todas as razées m/z, ele é utilizado para aprisionar os ions e fazer ejecao
radial para o analisador ICR 2.

O ICR analisa a razdo m/z dos ions a partir da freqiéncia ciclotronica que estes
adquirem na presenca de campo magnético espacialmente uniforme. Essa freqtiéncia é
inversamente proporcional a razdo massa-sobre-carga. Os ions gerados por uma fonte
de ionizacdo (por exemplo, ESI), sdo ejetados e aprisionados dentro da cela de ICR
(Figura 8), esta também designada por penning trap (trap na presenca de um campo
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magnético). Cada ion adquire uma frequéncia de oscilacdo dependente da sua m/z,
entretanto a posigcao espacial dentro da cela para uma mesma m/z pode diferir. Logo, o
sinal dos ions s6 é detectavel se os mesmos apresentarem um movimento sincronizado
(em fase). Com o intuito de obter essa sincronia, aplica-se um campo elétrico (RF)
ressonante a faixa de m/z desejavel e espacialmente uniforme. O registro da
frequéncia dos ions em movimento ciclotronico é resultante, portanto, da corrente
induzida pelos ions ao se aproximar dos dois eletrodos condutores opostos
paralelamente criando um espectro de freqiiéncia em dominio de tempo. O espectro em
dominio de freqiiéncia é obtido pela transformada de Fourier do espectro de freqtiéncia
no dominio de tempo. Em seguida, ap6s uma simples conversdo matematica, este é
transformado em dominio de razdo massa-sobre-carga gerando assim o espectro de
massa correspondente?.

O controle do niumero de ions dentro da cela de ICR é essencial para a obtencéao
de valores 6timos de resolucdo, exatiddo e relagao sinal-ruido. O efeito space charge
altera o movimento dos ions dentro da cela de ICR podendo aumentar o tamanho do
pacote de ions dentro da mesma, produzindo uma maior dispersédo dos ions, diminuindo
assim a resolucao. Do mesmo modo a alta densidade de carga na cela de ICR provoca
fendmenos de coalescéncia que é a rapida diminuicdo do sinal de transiente®. A
altissima resolucao € obtida quando o sinal do transiente é coletado por periodos
relativamente longos que precisam ser controlados a fim de evitar perdas de resolucéo.

O principal parametro a ser controlado na cela de ICR é a quantidade de ions
dentro deste analisador, mantendo um valor 6timo usualmente menor que 10000000
(para celas de 1 cm de diametro), assegurando que as interacdes espaciais de cargas
sejam minimizadas, permitindo a esse analisador medir m/z com um alto valor de
resolucao e exatiddo?, visto que, por exemplo, um ion de m/z 100 percorre 30 km em
1 segundo na presenca de uma campo magnético de 3 tesla, o que evidencia o motivo
pelo qual o ICR fornece sinais com as caracteristicas ja mencionadas, ja que a
frequéncia ciclotrénica de qualquer ion € coletada em milhares de ciclos em poucos

segundos fornecendo valores m/z com alta relagao sinal/ruido.
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Figura 8. Esquema do funcionamento de uma cela de ICR com diagrama do movimento
ciclotrénico de ions, a rotacdo dos ions ocorre perpendicularmente ao campo magnético B e a
cela de ICR.
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-CAPITULO 2-

Caracterizagdo de Oleos Vegetais por

Espectrometria de Massas
em Condicbes Ambiente
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1.0-OLEOS VEGETAIS: COMPOSIGAO E ESTABILIDADE

O Odleo vegetal é uma matéria graxa extraida de plantas, formado por
aproximadamente 95-98% de TAG, além de varios componentes minoritarios tais como
esterdis, tocoferdis, fosfolipideos, acidos graxos livres (AGL), monoacilglicerideos
(MAG) e diacilglicerideos DAG °'. Os TAG séo ésteres de glicerina, mistos de acidos
graxos insaturados ou saturados de cadeia longa, contendo um numero par de
carbonos *. Os 6leos vegetais sao utilizados principalmente na industria de alimentos e

33 34 35

, cosméticos ", em produtos farmacéuticos e na

| 36,37

também como lubrificantes
producéo de combustivel como o biodiese

Apesar de outras partes da planta também serem utilizadas na extracéo de 6leo,
na pratica este é extraido na sua maioria (quase exclusivamente) das sementes. O
Brasil possui uma enorme diversidade de espécies vegetais oleaginosas das quais se
podem extrair uma grande quantidade de 6leos, como por exemplo, a soja. Ja os dleos
como oliva e palma sdo obtidos do endosperma do fruto 8. Existem trés processos para
a obtencao dos 6leos vegetais: (i) prensagem a frio; (/i) prensagem a quente seguida da
prensagem a frio (iii) e extragdo com a utilizagdo de solventes organicos .

A composicdo em porcentagem de rendimento do Oleo extraido para cada
espécie de oleaginosa estudada é mostrada na Tabela 1, considerando na sua maioria

extracao por solvente organico do fruto ou semente.

Tabela 1. Rendimento em porcentagem da extracéo dos 6leos estudados *.

Oleo Redimento (%) Oleo Redimento (%) Oleo Redimento (%)

soja 18-25 uva 45-50 andiroba 55-60
oliva® 22-25 avela 57-62 acai’ 50-53
canola 40-45 gergelim 49-60 cast. do Brasil 65-69
girassol 42-47 linhaca 40-45 pinhdo manso 50-52
milho® 10-15 buriti 45-58 mamona 45-55

@ Azeite extraido por prensagem a frio;
® Oleo extraido da polpa;
¢ Oleo extraido do gérmen.
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1.1- Acidos graxos

Os acidos graxos sdao compostos monocarboxilicos alifaticos formados por
cadeias de atomos de carbono ligados a hidrogénio presentes nos 6leos vegetais e
gorduras animais. Podem ser classificados de acordo com o tamanho da cadeia
carbdnica (curta, média, longa) ou com o tipo de ligacdo da cadeia carbdnica
(saturados, mono e poliinsaturados) °.

Os acidos graxos saturados sdo encontrados em 06leos e gorduras animais, com
a excecgao para o 6leo de coco, de origem vegetal que também é rico em &cidos graxos
saturados. Ja os &cidos graxos insaturados sdo comuns em produtos de origem
vegetal, exceto os 6leos de peixe, também ricos em acidos graxos insaturados e de
origem animal. Podem conter uma ou mais ligagdes duplas na cadeia e pela posicao
dos hidrogénios na sua estrutura sdo chamados de cis ou frans, quando as duplas
ligagbes estdo no mesmo lado do plano sdo chamados de cis, se estdo em lados
opostos sao chamados de frans. Os acidos graxos com uma unica dupla ligagdo sao
conhecidos como monoinsaturados, monounsaturated fatty acid (MUFA) e com duas ou
mais ligagbes duplas sdao denominados poliinsaturados, poliunsaturated fatty acid
(PUFA)*.

Os acidos graxos essenciais PUFA nao sao sintetizados pelas células do
organismo humano, portanto, devem ser adquiridos através da alimentacao.
Atualmente, nas areas de nutricao e bioquimica, verifica-se uma tendéncia em agrupar
os PUFA em familias conhecidas como w (édmega). Sua representacdo costuma ser
baseada no numero de carbonos, niumero de duplas ligacbes e na posicdo que a
primeira dupla ligagdo ocupa na sua estrutura a partir do grupo terminal metila, 18:3n6
ou 18:3w6. Os acidos oléico, linoléico e linolénico sdo referidos como as séries w9, w6
e w3. Se por um lado o acido graxo 6mega 3 é encontrado principalmente nos 6éleos de
peixe e em pequenas quantidades em 6leos vegetais, por outro, 0 acido graxo 6mega 6
€ encontrado preferencialmente nos 6leos vegetais (girassol, milho, soja, canola e

algodao) *'.
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atomos de carbono “*°. Na Tabela 2 estdo descritos os principais acidos graxos dos

Os acidos graxos mais abundantes na natureza sao formados por 16 ou 18

Oleos vegetais de C4 a C24.

Tabela 2. Principais 4cidos graxos de 6leos vegetais *°.

Acido Representagao simbolo
Butirico C4:0 B
Caproéico Cc6:0 Co
Caprilico C8:0 Cy
Céprico C10:0 C
Laurico C12:0 La
Miristico C14:0

Palmitico C16:0 P
Cis-7-hexadecandico C16:1 cis7 Hx
Palmitoléico C16:1 cis9 Po
Estearico C18:0 S
Oléico (w9) C18:1cis9 O
Vacénico C18:1cis11 Vv
Esterculico cis,cis-A°,A7%C18:2 St
Ricinoléico 12-OH-C18:1cis9 R
Linoléico (w6) 18:2cis 9 e cis12 L
Linolénico (w3) 18:3 cis 9, cis12 e cis15 Ln
Araquidico 20:0 A
Gadoléico C20:1 cis9 Ga
Behénico 22:0 Be
Erdcico C22:1 cis13 Er
Lignocérico 24:0 Lg

A estrutura de um acido graxo pode ser indicada mediante uma notagéo
simplificada, na qual se escreve o numero de atomos de carbono seguido de dois

¢ cis/trans-Delta-x ou cis/trans-A*: forma de descrever onde as ligagdes duplas se encontram na

molécula, No caso de haver mais de uma ligacéo, a notacao fica, por exemplo, cis,cis-A° A™.
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pontos e depois um numero que indica quantas ligacdes duplas estdo presentes na

molécula, como por exemplo, o 4cido linoléico que é representado por C18:2 *' .

1.2-Triacilglicerideos

TAG é uma denominacao genérica para qualquer tri-éster formado pela unido de
trés acidos graxos a uma molécula de glicerol, cujas trés hidroxilas ligam-se aos
radicais carboxilicos dos acidos graxos (Figura 9). Quando apenas uma ou duas
hidroxilas s@o esterificadas com &acidos graxos tem-se, respectivamente um MAG e

DAG. Os MAG, DAG e AGL sao encontrados na natureza em quantidades menores que
os TAG 4.

H
H EJQ““/‘WW\\/
“_‘:_ﬂxci/\/\/\/\/\/
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Figura 9. Exemplo esquematico de uma molécula de triacilglicerideo (TAG).

Os TAG que contém uma unica espécie de acido graxo ligado ao glicerol sao
chamados TAG simples, como por exemplo, o tripalmitato de glicerila ou tripalmitina,
simbolizado pela sigla PPP e representa um TAG formado pela presenca de trés
moléculas de &cido palmitico. Os TAG mistos contém dois ou mais acidos graxos
diferentes como, por exemplo, o 1- palmitato-3-esterato-2-oleato de glicerila (PSO).

Tradicionalmente identifica-se um TAG mencionando primeiro os &acidos graxos
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saturados no sentido do aumento do comprimento da cadeia carbbnica e
posteriormente, os acidos graxos insaturados também no sentido do aumento do
comprimento da cadeia. As regras de nomenclatura levam em conta o fato de muitos
TAG presentes em 06leos vegetais, apresentarem seu acido graxo mais insaturado
ligado no segundo atomo de carbono. Assim, um TAG formado pelo acido estearico
(saturado), oléico (monoinsaturado) e linoléico (diinsaturado) é simbolizado por SLO, ou
seja, 1-estearato-2-linoleato-3-oleato de glicerila. Da mesma maneira os DAG sao
nomeados. Os TAG contendo um total de 54 atomos de carbono sao predominantes na
natureza e simbolicamente representados por C54 ou T54. A trioleina (OOQ) € um

exemplo destes *2.

1.3- Origem e composicao tedrica em acidos graxos de alguns
Oleos vegetais

Os dados apresentado na Tabela 3, mostram valores da literatura de acidos
graxos dos Obleos vegetais, realizados por cromatografia gasosa com ionizagdo de
chama segundo as recomendacbes da Food and Agricultural Organization Codex
Alimentarius Committe on Fat and Oils **. Sdo apresentados apenas os 6leos deste
estudo para que se conhecam os valores de composicao média relatados na literatura

que servirao de apoio na discussao dos resultados.
1.3.1- Oleo de soja

A soja (Glicine max) é uma planta leguminosa originaria da China e do Japao,
conhecida ha mais de cinco mil anos. Foi introduzida na Europa no século XVIII. No
Brasil sua introdugéo data do final do século XIX, no estado da Bahia. O maior produtor
de soja do mundo sdo os Estados Unidos (32%), seguido do Brasil (28%), Argentina
(21%) e China (7%). O 6leo de soja é o mais consumido mundialmente **.
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Tabela 3. Valores da literatura para composicao média em % de acidos graxos dos 6leos vegetais estudados.

Simbolo® Represent.' soja oliva canola girassol milho uva avela gergelim linhaca buriti andiroba acai castanha pinhdo mamona
do Brasil manso

La 12:0 0,5 0,3 0,5 0,1

M 14:0 0,1 0,1 0,2 0,3 0,3 0,1 0,1 0,2 0,4 1,4

P 16:0 11,0 13,7 3,9 6,8 15,7 11,0 4,7 10,0 6,4 21,3 27,6 27,0 16,0 8,4 1,4
Po 16:1 0,10 3,5 0,2 0,1 1,1 0,3 0,2 0,5 0,2 1,0 5,0 0,3 0,9

S 18:0 40 50 1,9 4,7 3,3 6,0 37 6,2 4,0 2,1 8,3 1,8 9,2 8,0 1,2
O 18:1 23,4 55,0 64,1 18,6 352 21,0 79,0 31,2 17,0 73,0 51,0 56,0 29,0 42,0 4,7
R 120H 18:1 83,1
L 18:2 53,4 21,0 18,7 68,2 41,7 58,0 12,0 50,0 15,0 1,4 10,0 9,0 44,0 38,0 6,2
Ln 18:3 75 1,0 9,2 0,5 1,5 1,0 0,1 0,7 57,0 1,0 0,3 0,8 0,8 0,2 0,6
A 20:0 0,30 0,5 0,6 0,4 0,7 1,0 0,7 0,1 0,2 1,2 0,1 0,3 0,2 2,0
Ga 20:1 1,0 0,4 0,3 0,7 0,1 0,1 0,8
Er 20:2 0,2

Be 22:0 0,10 0,2 0,5 0,5 0,7

Lg 24:0 0,2 0,2 0,4 0,1 0,3 0,1

Fonte: Firestone, 2006.

¢ Simbolo do &cido graxo;
Representagédo correspondente ao niumero de carbonos e o nimero de insaturagdes dos acidos graxos, sem considerar a nomenclatura

cis/trans e a posigao da dupla.
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No Brasil temos varios incentivos para a producao e comercializagéo do éleo de
soja, que pode ser produzido como: bruto, degomado e refinado. O 6leo de soja
refinado € levemente amarelado, limpido, com odor e sabor suave caracteristico. Tem
uma utilizacdo alimenticia bastante diversificada como 6leo de cozinha, producao de
margarinas, gordura vegetal, maionese, entre outras. A vantagem do 6leo de soja em

relacdo a outros 6leos é seu baixo preco de comercializagdo *°.

1.3.2- Azeite de oliva

A oliva (Olea europaea L) também conhecida como azeitona no Brasil € o fruto
da oliveira “6. O cultivo de oliveiras se remonta ha seis mil anos, muito embora desde a
pré-histéria ja existissem oliveiras selvagens. Atualmente, a Espanha é o produtor lider
mundial de azeite? de oliva exportando para mais de 100 paises. Os olivais cobrem
vastas areas da regido mediterranea, particularmente a Espanha, que conta com uma
longa tradicdo na elaboragéo do azeite de oliva. Cada oliveira gera em torno de 15 a 50
quilos de azeitona. Ap6s 24 horas de colhidas, as azeitonas sao levadas para a
trituradora. Nessa fase, se produz uma pasta da fruta inteira, inclusive o caroco.
Geralmente, esse processo é realizado em trituradoras de pedra de granito. A pasta é
estendida em cestos, que sdo empilhados e colocados em prensas. A prensa aplica
forte pressédo e a medida que o faz, a pasta se transforma numa mistura composta por
agua e azeite. Na etapa seguinte o azeite fica repousando e a agua é retirada. O azeite
€ classificado segundo seu processo de producdo em extra-virgem, virgem e 6leo
refinado *’:
a) Azeite extra-virgem é aquele cuja acidez ndo pode passar de 0,8% (em &acido
oléico);
b) Azeite de oliveira virgem que apresenta acidez maxima de 2%;
c) Oleo de oliva refinado, produzido pelo refino do azeite virgem e que apresenta

acidez alta com valores acima de 2%.

9 0 azeite é a Gnica matéria graxa vegetal comercial que n&o ¢ extraido por solventes quimicos e no
sofre o0 processo de refino, se for refinado é chamado de éleo de oliva.
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1.3.3- Oleo de canola

A canola (abreviacao do inglés para Canadian oil low-acid seed ou Canadian oil)
€ o nome dado para uma variedade de colza (Brassica napus L ou Brassica campestris
L) que devido a manipulagdo genética, apresenta baixa quantidade de acido erucico e
glucosinolatos. O acido erucico € um &cido graxo que causa problemas em ratos de
laboratério e os glucosinolatos sao substdncias que dificultam o processo de
hidrogenagdo do 6leo de colza *®. Embora ainda pouco semeada no Brasil,
mundialmente é a terceira planta oleaginosa mais produzida e seu maior consumo
ocorre nos paises mais desenvolvidos. Os principais produtores sdo a Unido Européia,
o Canad4, os Estados Unidos da América, a Australia, a China e a india. Na india,
ocupa até 13% do solo cultivavel. Atualmente o 6leo de canola é muito consumido no
Canada, onde ocupa 80% do mercado de 6leos para salada e supre 25% do mercado
mundial. O rendimento da semente em 6leo gira em torno de 40 a 45%, apresenta cor

amarelada com odor e sabor suave *.

1.3.4- Oleo de girassol

O dleo de girassol é obtido das sementes de Helianthus annuus L, do grego
Hélios (para sol), e Anthus (para flor), € a mais pura tradugdo de uma flor que gira
procurando o sol a todo instante. Planta que alcanca mais de 2 metros de altura e com
espécies de flores de varias tonalidades de cores. O girassol é originario da América,
entre o México e o Peru, e atualmente os principais produtores mundiais s&o a Russia,
Argentina, Estados Unidos e China. A semente de girassol tem um rendimento médio
de 47% de um 6leo limpido, de cor amarelo claro, com odor e sabor suave. O éleo de
girassol € uma fonte importante do acido linoléico e de vitamina E. Pode ser utilizado

em molhos para saladas, no preparo de maioneses e frituras *.
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1.3.5- Oleo de milho

O dbleo de milho (Zea mays L) é extraido do germe do milho por prensagem e
apresenta rendimento maximo de 15%. Possui cor amarelo claro, odor e sabor suave. O
milho é um cereal rico em amido e proteinas, originario das Américas e com uma
tradicdo de cultivo de pelo menos cinco mil anos. A maior utilizacdo do milho é para
alimentagao animal, consumindo cerca de 70% da produgao mundial 490 6leo de milho
contém 968 mg de fitosteréis" por 100 gramas de 6leo, um dos mais altos niveis de
fitosterol encontrado em um 6leo vegetal refinado. Apenas o 6leo de farelo de arroz tem

um teor tao alto (1190 mg/100 gramas) *°.

1.3.6- Oleo de semente de uva

A videira ou parreira € uma planta de clima temperado, tipica do sul da Europa a
oeste da Asia. Ela é muito cultivada em todas as regides temperadas do mundo. No
Brasil € mais cultivada na regido Sul produzindo a uva. As sementes de Vitis vinifera L,
eram no passado um subproduto de pouca utilidade na industria de vinho, hoje é
extraido o 6leo da semente de uva, utilizando solventes organicos. O éleo pode ser
obtido por prensagem a frio, apesar desta extracdo ser demorada e onerosa, o 6leo
produzido é de altissima qualidade e pode consumir 200 kg de semente para produzir
apenas 1 litro de o6leo. Alemanha, Franca e ltalia foram os primeiros paises a
beneficiarem o 6leo de semente de uva enquanto que na América do Sul foram
Argentina e Chile. Os principais produtores mundiais deste 6leo s&do Estados Unidos,
Espanha e Italia. O 6leo de semente de uva apresenta coloragdo amarelo esverdeado,
sabor agradavel e odor suave. Sua digestibilidade é de 97%. O 6leo é muito apreciado
na alimentagcdo humana e tem uma aplicagédo muito variada na industria cosmética, por
ser um éleo fino e ter boa penetracdo na pele € muito usado para massagem e na

industria farmacéutica +*.

" Os fitosterdis sdo substancias encontradas apenas nos vegetais que apresentarem propriedades
hipocolesterolémicas.
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1.3.7- Oleo de avela

As aveleiras produzem um fruto de casca rija chamado aveld, nome boténico
Corylus avellana, que no grego € korys (elmo). O nome aveld esta ligado a Avellino,
provincia da ltalia. Tem sua origem no Oeste Asiatico e América do Norte, pertencem a
familia das betulaceas e pode atingir os 4 metros de altura. A Turquia € o maior
exportador de avelas, Giresun € uma provincia turca capital mundial da Avela. O éleo
de avela é utilizado em saladas e na industria farmacéutica entre outras aplicacdes *.

1.3.8- Oleo de gergelim

O gergelim (Sesamum indicum) apresenta um bom nivel de resisténcia a seca. E
originario da Asia e da Africa. A india e a China detém 50% da producdo mundial,
seguidos do Sudao, Etiépia e Bangladesh. O 6leo tem cor amarelo claro, com um sabor
caracteristico e agradavel. E destinado, em sua maior parte, para fins alimenticios,
principalmente na culindria chinesa e japonesa. Sendo apreciado também na cozinha
do médio oriente e na fabricacdo de doces e balas. O 6leo de gergelim ou 6leo de
sésamo é muito utilizado em cosméticos, farmacéuticos, em perfumes, massagens e

aromaterapias *.
1.3.9- Oleo de linhaga

A semente de linhaga (Linum usitatissimum) é considerada um alimento funcional
por suas propriedades nutricionais basicas e preventivas gracas aos compostos
antioxidantes e anticancerigenos. O éleo de linhaca é uma das maiores fontes vegetais
de 6mega 3 da natureza (cerca de 57%) e de dmega 6. A relacao ideal entre 6mega 3 e
6mega 6 € de 1:4 respectivamente, enquanto o éleo vegetal de linhaga apresenta uma
relacdo de 1:3, muito préxima do ideal. O 6leo de linhaga é utilizado na industria
farmacéutica e cosmética. Outros usos do éleo de linhaga incluem a fabricacao de
lindleo e a diluicdo de tintas a 6leo para pinturas de telas *.
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1.3.10- Oleo de buriti

A Mauritia flexuosa Mart € uma palmeira popularmente conhecida como miriti,
buriti ou buriti do brejo. E da familia da Arecaceae °', encontrada nos Estados do Para,
Amazonas, Amapa, Rondbnia, Goias, Bahia, Minas Gerais, Mato Grosso, Ceara e
Maranhdo °2. E conhecida como “arvore da vida” por algumas tribos indigenas. A
composicao do fruto esta distribuida em carogo (40%), casca de polpa (30%), envoltorio
celulésico (20%) e polpa (10%). O 6leo de buriti € basicamente composto de tocoferol
conhecido como vitamina E, carotendides’ e acidos graxos de cadeia longa. Apresenta

diversas aplicagdes, tais como filtro solar, cosméticos, alimentos, entre outros *.
1.3.11- Oleo de andiroba

No Estado do Amazonas, o nome andiroba € atribuido a duas espécies, Carapa
guianensis Aubl com ocorréncia em toda bacia amazébnica, preferencialmente em
ambiente de varzea e Carapa procera D.C., espécie mais restrita a algumas areas na
Amazénia, porém com ocorréncia também na Africa **. A andiroba é uma arvore alta,
frondosa, de folhas alongadas, com pequenas flores brancas, que pertence a mesma
familia Meliaceae. Caracteristica da regido amazénica e dos solos umidos de toda a
regido em especial no Amapa, Acre e Para, seu tronco pode chegar até 1,20 m de
diametro *°. Comeca a frutificar 10 anos apds o plantio e cada fruto contém de 4 a 6
sementes. Uma arvore de andiroba é capaz de produzir de 180 a 200 kg por ano de
sementes. O 6leo possui coloracdo amarelo claro transparente, solidifica em
temperaturas inferiores a 25°C com consisténcia parecida com vaselina, tem sabor
amargo e rancifica rapidamente apds a extracao das sementes pelo processo artesanal,
sendo considerado improprio para a alimentacdo. Entretanto, é muito usado na
medicina indigena como anti-reumatico antiinflamatério e cicatrizante, € também
empregado na fabricacdo de velas repelentes contra insetos, sabonetes e cosméticos
* As melidceas possuem metabdlitos denominados limondides, substancias que séo

' Os carotendides sdo compostos lipossollveis, poliisoprensdides que formam um dos mais importantes
grupos de pigmentos naturais encontrados na natureza.
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conhecidas pelo fato de apresentarem atividade em insetos, seja interferindo no

crescimento, sejam através da inibicdo de alimentagéo .

1.3.12- Oleo de acai

A etimologia da palavra agai encontra-se no vocabulario Tupi e significa “fruto
que chora”, ou seja, fruta que expele agua. O acaizeiro (Euterpe oleracea Mart) é nativo
da Amazobnia brasileira e 0 Estado do Para é o principal centro de dispersao natural
dessa palmacea. No entanto, € na regido do estuario do Rio Amazonas que se
encontram as maiores e mais densas populagdes naturais dessa palmeira. Destaca-se,
entre os diversos recursos vegetais, pela sua abundancia e por produzir importante
alimento para as populagdes locais. E a principal fonte de matéria-prima para a
agroindustria de palmito no Brasil, em especial pela importdncia econbémica para a
fruticultura regional. A fruta é pequena, arredondada e muito roxa, quase preta, lembra
uma jabuticaba em tamanho reduzido. Tem um carogo grande e pouca polpa *’. O éleo
extraido do acai € composto de acidos graxos de boa qualidade que sao aplicados a
produtos cosméticos para promover maior hidratagcdo da pele. O acai € utilizado em
todas as suas possibilidades tais como Oleo, extrato e corante sendo totalmente
aproveitado 8.

1.3.13- Oleo de castanha do Brasil

A castanha do Brasil ou castanha do Para (Bertholletia excelsa) é a semente de
uma castanheira da familia Lecythidaceae, nativa da regiao amazbnica. Ocorre nos
Estados do Acre, Amazonas, Para, Roraima e Rondbnia e em boa parte do Maranhé&o,
Tocantins e Mato Grosso. O fruto da castanha se chama ourico que contém de 15 a 24
sementes que sdo as améndoas da castanha *°. A castanha possue 69% de 6leo,
obtido por processo de prensagem a frio com altissima qualidade e elevado valor
comercial. Apresenta-se como um 6leo amarelo claro, com odor e sabor caracteristicos.
Possui propriedades emolientes, hidratantes e lubrificantes, sendo muito utilizado como
matéria-prima na fabricacdo de produtos cosméticos e farmacéuticos, além de ser
utilizado em culinaria °'.
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1.3.14- Oleo de pinhdo manso

Pinhdo-manso (Jatropha curcas L), também conhecido como pinhdo de purga,
pinhdo Paraguai, manduri graca e mandobiguacu. E um arbusto ou arvore com até
quatro metros de altura, flores pequenas, amarelo-esverdeadas, cujo fruto é uma
capsula com trés sementes escuras, lisas, dentro das quais se encontra a améndoa
branca, tenra e rica em 6éleo. A semente fornece de 50 a 52% de 6leo extraido com
solventes e 32 a 35% em caso de extracdo por prensagem *°. O 6leo serve para a
fabricacdo de sabdo e como purgativo para o gado bovino. Acredita-se que seu
principal uso sera na fabricagdo de biodiesel, mas também pode ser utilizado na

indUstria de tintas e de vernizes °.

1.3.15- Oleo de mamona

Mamona ou ricino é a semente da mamoneira (Ricinus communis L), uma
euforbiacea. Recebe outras designacdes, conforme a regido, no nordeste brasileiro
chama-se carrapateira e em algumas regides da Africa recebe o nome de abelmeluco.
Os principais paises produtores de mamona sio a india (73%), a China (18%) e o Brasil
(8%) e os principais consumidores sao Estados Unidos, Franca, Alemanha e Japao. No
Brasil, a producdo estd concentrada no Estado da Bahia (67%), seguida do Ceara
(15%), Minas Gerais (11%) e Pernambuco (3%). A maior parte das cultivares plantada
comercialmente no Brasil possui teor de éleo variando entre 45% e 50%. O éleo bruto é
de coloracdo palha e ao ser refinado fica quase incolor ®'. O é6leo de mamona nio é
comestivel e a principal razdo para a grande demanda mundial pelo 6leo de mamona é
sua forma de utilizacdo que é a base dos mais diversos produtos industriais como
tintas, vernizes, 6leo secativo, solventes, nylon, lubrificantes, fluidos hidraulicos,
plastificantes, graxas especiais, espumas, cosméticos, resinas alquidicas, ceras e
emulsificantes. Atualmente, uma das reagcbdes quimicas do éleo de mamona de maior

destaque é a de produgéo do biodiesel .
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1.4- Estabilidade de d6leos vegetais: rancidez

Sabe-se que os 6leos e gorduras deterioram durante o armazenamento, quando
sao submetidos a altas temperaturas, o processo da oxidacao € acelerado ocorrendo

63,64

reacdes de oxipolimerizacdo e decomposi¢cdo termo-oxidativa . Isto também pode

ser observado durante as fases de refino dos 6leos vegetais %.

A rancidez é definida
como alteracbes nos O6leos vegetais organolepticamente detectaveis e pode ser
hidrolitica ou oxidativa. A rancidez hidrolitica resulta da hidrélise da ligacao éster por
lipase ou umidade produzindo acidos graxos livres.

A degradacdo oxidativa dos acidos graxos insaturados pode ocorrer por
diferentes vias, em funcdo do meio e dos agentes catalisadores . A mais comum em

Oleos vegetais é a auto-oxidacao (Figura 10).
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Figura 10. Esquema simplificado da auto-oxidagéo.
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Trata-se de um fenémeno puramente quimico e bastante complexo, envolvendo
reacbes radicalares capazes de auto-propagacdo, a sequéncia reacional é
classicamente dividida em iniciacdo, propagacdo e finalizagdo. E possivel distinguir
também trés etapas de evolugdo oxidativa: diminuicdo dos substratos de oxidacao
(oxigénio, lipidio insaturado); aparecimento dos produtos primarios de oxidacao
(perdxidos e hidroperdxidos), cuja estrutura depende da natureza dos acidos graxos
presentes e aparecimento dos produtos secundarios de oxidacdo obtidos por cisao e
rearranjo dos peroxidos (epoxidos, compostos volateis e nao volateis), cuja natureza e
propor¢cao dependem de diversos parametros.

2.0-METODOS ANALITICOS EMPREGADOS NA CARACTERIZAGAO
DE OLEOS VEGETAIS E NOS ESTUDOS DE ESTABILIDADE

2.1- Métodos analiticos utilizados na caracterizagcao de o6leos
vegetais

Determinar a composi¢cdo da mistura de TAG € uma tarefa complexa, devido a
variedade de acidos graxos, que diferem quanto ao tamanho da cadeia e ao grau de
insaturagdo, bem como a distribuicdo destes na estrutura do glicerol ¢”.

A cromatografia gasosa, Gas Cromatrography (GC) com detector de ionizagao
de chama, Flame lonization Detector (FID)?®%° ou acoplada a um espectrometro de
massas (GC MS) 7° ¢ a técnica mais utilizada para caracterizar éleos vegetais através
da determinacdo da composicao de acidos graxos. Neste procedimento, as amostras
sao hidrolisadas em meio alcalino e os acidos graxos sado extraidos da fracao
insaponificavel. Estes acidos sao transformados em ésteres metilicos (espécies mais
volateis), através de uma reacao de derivatizacdo com metanol para serem injetados e
separados em uma coluna cromatografica capilar. Como resultado é obtido a
distribuicdo graxa, isto é, os acidos graxos que compdem os TAG e suas porcentagens
relativas. Apesar de ser bastante utilizado, trata-se de um procedimento que consome
tempo e recursos uma vez que necessita de tratamento da amostra e separacao

cromatografica. Quando se emprega GC-FID, os acidos graxos da amostra (convertidos
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em ésteres metilicos) sdo identificados por meio da comparacdo com tempo de
retencdo de uma mistura padrdo de ésteres graxos metilicos. Publicagdes na area de

6leos como Mlayah e colaboradores

investigaram somente os 6leos vegetais da
Amazobnia e conseguiram analisar a composi¢cao e propriedades fisicas de diferentes
6leos de palma (frac6es saponificavel e insaponificavel) por GC-FID.

Os Oleos vegetais também podem ser caracterizados através de cromatografia
liquida, High Performance Liquid Cromatography (HPLC) sem a necessidade de
derivatizacdo. Utiliza-se a cromatografia liquida acoplada a detector de espalhamento
de luz evaporativo, Evaporative Light-Scattering Detector (ELSD) 2, espectrometria de
massas utilizando principalmente como técnica de ionizacdo quimica a pressao
atmosférica, Atmospheric Pressure Chemical lonization (APCI) ">’ Infravermelho "° e
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) 78 Essas técnicas analiticas sdo utilizadas no
estudo de 6leos, principalmente quanto a autenticidade e qualidade.

A andlise direta de Oleos vegetais com pequeno preparo de amostra por
espectrometria de massas € uma ferramenta alternativa cada vez mais empregada.
Destaca-se a infusdo direta de Oleos vegetais (analise dos TAG) ou de sua fragcéo polar
(analise de acidos graxos livres) em espectrometros de massas, utilizando ionizagcéao
por ESI 77787 A técnica de MALDI TOF MS 8882 foj incorporada recentemente ao
arsenal de técnicas analiticas para a determinagcdo de TAG em Oleos vegetais,
Catharino e colaboradores # desenvolveram um procedimento de avaliagdo da
composicao de TAG através da técnica MALDI-TOF MS para tipificacdo de dleos e

gorduras vegetais amazonicos.

2.2- Métodos analiticos para determinar hidroperéxidos e
estabilidade em 6leos vegetais

Existem numerosos métodos para avaliar o estado oxidativo em tempo real para
6leos vegetais medidos de forma indireta, entre eles os mais usados sé@o indice de
peréxidos, indice de p-anisidina, dienos conjugados e numero de TBA (teste do acido 2-
tiobarbiturico). O indice de peréxidos (IP) demonstra a diferenca entre a formacéo e a
decomposicao de peroxidos, sendo expresso em milimoles de oxigénio ativo por kg de
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6leo, deve ser determinado nos primeiros estados do processo oxidativo. O indice de p-
anisidina (IpA) é o produto complexo de cor amarela formado em meio acético com os
aldeidos, que possuem duas duplas ligagbes conjugadas, em particular com o
trans,trans-2,4-decadienal resultante da degradacdo do acido linoléico. O indice de
dienos conjugados € baseado na oxidacdo dos acidos graxos poliinsaturados com
formacao de hidroperdxidos e deslocamento de duplas ligacdes resultando nos dienos
conjugados. O teste do acido 2-tiobarbiturico (TBA) estd fundamentado na reagao do
acido tiobarbiturico com os produtos de decomposicao dos hidroperdxidos, um dos
principais produtos formados no processo oxidativo € o malonaldeido *. Todos esses
indices representam apenas indicacdo sobre o grau de oxidacdo atual do dleo. E
importante ressaltar a necessidade de realizar mais de um indice por amostra, pois 0s
resultados sao complementares uma vez que medem uma das etapas distintas da
oxidacdo %, Ja com o uso da cromatografia liquida, métodos diretos comecaram a ser
propostos como o de Neff e colaboradores & que estudaram os produtos de oxidagéo
em padrbées de trioleina (OOOQ), trilinoleina (LLL) e trilinolenina (LnLnLn) utilizando
APCI-HPLC MS, foram identificados mono e diepdxidos além dos hidroperdxidos
utilizando para a separagcao em coluna de fase reversa. Existem na literatura varios

trabalhos 88990

para analisar hidroper6xidos publicados nos anos 90 utilizando técnicas
cromatograficas, como o de Bauer-Plank e colaboradores® que analisaram
hidroperoxidos em 6leos vegetais por HPLC com detector de ultravioleta (UV). Outros

| %2 e deteccdo eletroquimica ** também sdo

tipos de separagdo como fase norma
relatados, mas todas com extenso preparo de amostra e tempos longos de corrida.
Esses métodos para avaliar o estado oxidativo sdo utilizados de forma auxiliar
para medir a estabilidade oxidativa de um éleo vegetal que pode ser feita com testes
em tempo real e testes de estabilidade acelerada. Em tempo real sdo avaliadas as
condi¢cdes normais de armazenamento ou de distribuicdo. J& nos testes acelerados, a
avaliagdo da resisténcia a oxidacao é efetuada por testes preditivos, os quais
promovem um envelhecimento acelerado ®. Uma das dificuldades para avaliar o grau
de oxidacdo reside na escolha do momento mais adequado para efetuar esta
determinacdo, de um modo geral, procura-se avaliar em condicbes padronizadas e

selecionar um determinado parametro indicador, o periodo de inducao (Pl) da reacao,
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ou seja, o tempo necessario para se atingir um ponto critico de oxidacédo. Os testes
especificos para determinar a estabilidade acelerada geralmente sdo método do
oxigénio ativo, Oxigen Active Method (OAM), teste de estufa de Schaal, bomba de
oxigénio e Rancimat, entre outros. Os testes acelerados recorrem a condi¢oes
padronizadas de oxidacao acelerada como oxigenacao intensiva e tratamento térmico e
permitem estimar de forma rapida a estabilidade oxidativa de um 6leo vegetal. Uma vez
gue os fenémenos naturais de oxidagdo sao processos lentos, os testes de estabilidade
em tempo real tornam-se incompativeis com o controle de qualidade a nivel industrial.
Deste modo, os testes de estabilidade acelerados assumem particular importancia na
rotina analitica ®*. Dos métodos de estabilidade acelerada o Rancimat é um dos mais
utilizados, a avaliagdo do teor de acidos volateis € usualmente feita por condutimetria e
baseia-se no registro das variagdes da condutividade da agua destilada, na qual se faz
a coleta dos acidos de baixo peso molecular. Os principais acidos volateis formados sao
o acido férmico e o acido capréico que aumentam a condutividade elétrica para
determinar o Pl (nivel de rancidez detectavel pela mudangca brusca na taxa de
oxidacao). A formacdo do &acido férmico pode ser explicada pela peroxidacdo de
aldeidos. Estes compostos sdo obtidos normalmente apds iniciacdo forcada da
oxidacdo a uma temperatura de 110-130°C e com corrente de ar ou de oxigénio *°.

3.0- MATERIAL E METODOS

3.1- Amostras

As amostras de 6leos vegetais foram obtidas junto ao Laboratério de Oleos e
Gorduras da FEA-UNICAMP (Faculdade de Engenharia de Alimentos da Universidade
de Campinas) e ao INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacao e
Qualidade Industrial). Foram estudadas quinze amostras: éleo de soja (Glycine max),
azeite de oliva (Olea europaea), 6leo de canola (Brassica napus ou Brassica
campestris), Oleo de girassol (Helianthus annuus), 6leo de milho (Zea mays), éleo de
semente de uva (Vitis vinifera), éleo de avela (Corylus avellana), 6leo de gergelim
(Sesamum indicum), 6leo de linhaga (Linun usititatissimum), éleo de buriti (Mauritia
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flexuosa Mart), éleo bruto de andiroba (Carapa guianensis), 6leo bruto de agai (Euterpe
oleracea), 0leo bruto de castanha do Brasil (Bertholletia excelsa), 6leo de pinhdo manso

(Jatropha curcas) e 6leo de mamona (Ricinus communis).

3.2- Equipamentos

a) Cromatografo gasoso GC- 2010 (Shimadzu, Kyoto, Japao), equipado com o detector
de ionizacdao de chama (FID) e coluna capilar Supelco SP2340 (60m x 0,25mm x
0,2um) utilizado para analise de acidos graxos feitas pelo laboratério de Oleos e
gorduras da FEA-UNICAMP.

b) Rancimat 743 (Metrohm, UK) utilizado para determinar o periodo de indugdo dos
6leos de soja e azeite de oliva feito no INMETRO-RJ;

c) Espectrémetro de massas MALDI TOF (Micromass, UK) em modo reflectron, utilizado

para obter o perfil de TAG do éleo de soja.

d) Espectrébmetro de massas Q-TOF (Micromass, UK), utilizado para obter o perfil de
TAG do 6leo de soja.

e) Espectrobmetro de massas LCMS 2010 EV (Shimadzu, Kyoto, Jap&o), munido de
analisador monoquadrupolar e fonte de EASI construida no laboratorio (Figura 11)
utilizado para analisar o perfil de TAG dos dleos vegetais e os hidroperdxidos obtidos

por oxidacao acelerada.

3.3- Softwares

Foi utilizado o software LCMS solution versao 3.50 SP2 da Shimadzu, o software
desenvolvido por Lancas e colaboradores % para o calculo de TAG de seis amostras
analisadas por GC-FID, massLynks versao 4.1 para os equipamentos MALDI e Q-TOF.
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Figura 11. Equipamento monoquadrupolo com fonte de EASI MS utilizado para as andlises de
6leos vegetais.

3.4- Parte Experimental

3.4.1- Determinagao de acidos graxos por GC-FID

As amostras de Oleo de soja, azeite de oliva, 6leo de canola, éleo de girassol,
6leo de milho e 6leo de semente de uva foram analisadas por GC-FID. Em um tubo de
ensaio com tampa rosqueavel, foram adicionados 50 puL de cada amostra de éleo
vegetal e 500 pL de reagente de saponificacdo composto por KOH 0,5 M em metanol
(2,8 g de KOH + 100 mL de metanol). Os tubos foram deixados em digestor a 80 °C por
1 hora. Apos o resfriamento a temperatura ambiente, foi adicionado 1,5 mL de reagente
de esterificacdo composto por H,SO4 em metanol 0,1M (6 mL de HSO4 + 120 mL de
metanol) e novamente os tubos ficaram em digestor a 80 °C por 1 hora. Apds este
periodo, os tubos foram retirados do digestor e esfriaram naturalmente ¥. Foram
adicionados 2 mL de hexano, submetidos a agitacdo para que os ésteres metilicos de
acidos graxos produzidos migrassem para o hexano. Assim ocorreu separacado de
fases, a fracdo do hexano foi coletada com pipeta de Pasteur e transferida para frascos
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préprios para o injetor do cromatdgrafo. Foi injetado em CG-FID, equipado com coluna
capilar Supelco SP2340 (60m x 0,25mm x 0,2um), o volume de 1 uL com razao de split
de 1:100, com temperaturas do detector e injetor de 260°C e 240°C, respectivamente.
A temperatura da coluna iniciou com 120°C por 5 minutos e aumentou gradualmente
4°C por minuto até a temperatura final de 240°C, permanecendo assim por 10 minutos.
O gas de arraste utilizado foi o hidrogénio com velocidade linear de 17 cm s™, o que
corresponde ao fluxo na coluna de 0,67 mL min™ e o tempo de corrida para cada
amostra foi de 50 minutos. A identificagdo dos picos foi efetuada pela comparacao dos
tempos de retencdo dos picos caracteristicos com o padrdo de ésteres metilicos
(Supelco 37- PN 47885-U). A normalizagcao é realizada pela razao da area do pico do
éster metilico de interesse, em relagdo a area total dos picos identificados, expressa em
percentagem . Os resultados dos acidos graxos foram utilizados para calcular a
porcentagem de TAG nas amostras utilizando software de Langas e colaboradores %.

3.4.2- Determinagao do periodo de indugao por Rancimat

Foram pesados trés gramas de 6leo de soja e azeite de oliva em tubo de vidro
que foram adaptados ao Rancimat com um fluxo de ar passando através do 6leo de 20
L h" e mantido sob aquecimento em temperatura ~110°C. Os acidos carboxilicos
volateis gerados no processo de oxidacao, sdo recolhidos em recipiente com agua
destilada se solubilizando e aumentando a condutividade elétrica da agua que € medida
pelo equipamento. A partir da curva de condutividade elétrica (us) vs tempo constroem-
se duas paralelas que se interceptam num ponto que corresponde na escala de tempo

ao periodo de indugéo ou indice de estabilidade oxidativa.

3.4.3- Perfil de TAG do 6leo de soja por MALDI TOF MS

Para o preparo da amostra foi utilizada a matriz acido 2,5-dihidroxibenzdico
(DHB) misturada a amostra na proporcao 10:1, foi adicionado 1 pL de solucdo 10 mM
de cloreto de sédio antes da homogeneizacao. Foi aplicada e fixada uma quantidade
minima da mistura no spot da placa de amostragem com auxilio de uma espatula. Os
espectros foram adquiridos em modo positivo de ionizacao no MALDI TOF, com modo
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reflectron de aquisicdo de ions e nas seguintes voltagens: tensao de pulso 2,5 kV,
tensdo do reflectron 2 kV, tensdo da fonte 15 kV e tensdo do MCP 1,8 kV. A
dessorcao/ionizacdo foi realizada através de um laser de nitrogénio (337 nm). O
espectro foi adquirido na faixa de m/z 500-1500.

3.4.4- Perfil de TAG do éleo de soja por ESI Q-TOF MS

Foi utilizado 50uL de 6leo de soja diluido em 1 mL de uma mistura de
metanol/H>0 (1:1), com 0,1% de acido férmico e 10 uL de solugdo 5 mM de cloreto de
sodio. A amostra foi submetida a agitacdo em um vértex por 1 minuto e depois foi
analisada por insercéo direta no espectrdmetro de massas Q-TOF em modo positivo de
ionizacao e o tempo total para aquisicdo de cada espectro foi fixado em 1 minuto. As
condi¢des de operacao do equipamento foram: voltagem do capilar 3 kV, voltagem do
cone 40 V, temperatura da fonte e da dessolvatacdo 100°C. As amostras diluidas foram
injetadas por uma bomba de inje¢do automatica (Harvard) com um fluxo continuo de 10
uL min™". Os espectros de full scan foram adquiridos na faixa de m/z 50 a 1500.

3.4.5- Caracterizacao de TAG e AGL em dleos vegetais por EASI MS

A aquisicao de espectros de massas foi feita utilizando 2 pL de 6leo depositado
sob uma superficie de papel posicionado com angulo aproximadamente de 30° na
entrada do cone do espectrémetro de massas. Foi utilizado N> como gas nebulizante
com vazdo de 3 L min”, fluxo de metanol puro de 20 pL min™' para modo positivo e
metanol com 0,1% hidréxido de aménio as analises em modo negativo. Os espectros de
massas adquiridos foram acumulados por 60 segundos e a faixa de m/z 50-2000.

3.4.6- Caracterizacao de hidroperoxidos por EASI MS

Foram pesados trés gramas de azeite de oliva e de 6leo de soja em balanca
analitica. As amostras foram aquecidas a 110°C em banho de éleo mineral, sob fluxo
de ar de 20 L h™' e foram retiradas aliquotas de 10 uL a cada uma hora. O tempo de
monitoramento de cada amostra variou de acordo com sua estabilidade (14 h 6leo de

soja e 24 h azeite de oliva). A cinética da oxidag&o foi monitorada por EASI MS. A
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aquisicao dos espectros seguiu o procedimento descrito em 3.4.5 apenas para EASI(+)
MS. Para a amostra de azeite de oliva foi feita a aquisicdo no tempo 0 h e depois as
medidas comecaram apd6s 8 h de oxidacdo acelerada, pois ndo houve alteracdes

significativas no azeite devido a sua alta estabilidade.
4.0- RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1- Composicao de acidos graxos por GC-FID

Desde a década de 50, algumas técnicas baseadas na distribuicdo estatistica de
acidos graxos tém sido desenvolvidas para auxiliar na identificacdo de TAG®®. A maioria
dos softwares desenvolvidos procuram prever a porcentagem molar do TAG presentes
nos Oleos vegetais, a partir da composi¢ao de acidos graxos destas amostras baseados
na hipétese de distribuicdo 1,2,3-randémica'®. Fornecendo os valores de &cidos graxos
encontrados por GC-FID ao programa de computador obtém-se uma previsdo da
composicao triacilgliceridica dos 6leos vegetais de 6leo de soja, azeite de oliva, éleo de
canola, éleo de girassol, 6leo de milho e 6leo de semente de uva.

O teor de &cidos graxos mostrado na Tabela 4 € o resultado das analises
realizadas por GC-FID que serdo utilizados para calcular a porcentagem de TAG dos

6leos vegetais através do software feito por Lancas e colaboradores®.

Tabela 4. Composicdo em % de acidos graxos dos 6leos vegetais analisados por GC-FID.

Acido Graxo  Simbolo soja oliva canola girassol milho uva
M 14:0 0,1 0,0 0,1 0,1 0,0 0,1
P 16:0 10,6 13,3 4,7 5,8 11,7 8,3
Po 16:1 0,1 1,3 0,3 0,1 0,1 0,1
S 18:0 3,6 2,6 2,6 3,8 2,3 3,3
0] 18:1 24,0 70,5 62,4 31,5 37,4 27,7
L 18:2 53,3 10,1 17,9 56,9 45,4 58,7
Ln 18:3 6,7 0,7 9,2 0,2 1,3 0,4
A 20:0 0,4 0,4 0,8 0,3 0,6 0,3
Ga 20:1 0,2 0,3 1,1 0,2 0,3 0,2
Be 22:0 0,5 0,1 04 0,8 0,2 0,4
Lg 24:0 0,2 0,3 0,2 0,3 0,2 0,2
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4.2- Comparativo entre EASI, MALDI e ESI para caracterizagao de
Oleo de soja

A utilizacdo de um analisador monoquadrupolar confere a analise simplicidade,
preco relativamente baixo e boa linearidade em analises quantitativas. Apesar de
usualmente ter baixa resolucdo (R=1000) e exatiddo de massas entre 0,1 e 0,2 Da, as
informagdes contidas no espectro de massas sdo as mesmas comparadas aos
analisadores do tipo Q-TOF e TOF como € possivel observar na Figura 12. O
experimento com MALDI foi obtido com um TOF com R= 7000. Ja o experimento
utilizando ESI, foi realizado em um Q-TOF com R= 5000 "',
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Figura 12. Comparativo entre os espectros de massas do 6leo de soja, obtido por EASI MS,
MALDI TOF MS e ESI Q-TOF MS ™"

O perfil observado nos trés espectros de massas é muito similar detectado como
ions [TAG+Na]" sendo PPL (C50:2 ion de m/z 853), PPO (C50:1 ion de m/z 855), PLL
(C52:4 ion de m/z 877), PLO (C52:3 ion de m/z 879), POO (C52:2 ion de m/z 881),
LnLL/LnLnO (C54:7 ion de m/z 899), LLL/LnLO (C54:6 ion de m/z 901), LLO/LnOO
(C54:5 ion de m/z 903), LOO (C54:4 ion de m/z 905) e OO0 (C54:3 ion de m/z 907),
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onde O corresponde ao acido oléico, L ao acido linoléico, Ln ao &cido linolénico e P ao
acido palmitico. E possivel verificar as espécies com ions [TAG+K]* sendo PLL (ion de
m/z 893), PLO (ion de m/z 895), LLL/LnLO (ion de m/z917), LLO ou LnOO (ion de m/z
919) e LOO (ion de m/z 921), sendo que o TAG majoritario nos trés espectros de
massas € o LLL, combinagédo do acido graxo linoléico presente na quantidade de 53%,
segundo a analise do 6leo de soja por GC-FID para determinar a % de acidos graxos

(Tabela 4), utilizado também como amostra neste comparativo.

4.3- Interpretacao dos dados de TAG e AGL obtidos por EASI MS

A Tabela 5 descreve os principais TAG encontrados em 6leos vegetais. Ela foi
elaborada com a razdo m/z do TAG, a razdo m/z do aduto de sédio [TAG+Na]" e a
razdo m/z do aduto de potassio [TAG+K]", assim as siglas utilizadas no decorrer da
discussao serao melhor compreendidas.

As espécies com potassio ndo devem ser mais intensas do que as suas
correspondentes com sodio, uma vez que a inversdo desta propor¢cdo pode indicar
contaminacao do solvente ou sujeira no cone do espectrdbmetro de massas. Por esta
razao, essas espécies atuam como indicadores da qualidade analitica. Ja as espécies
sodiadas serdo amplamente discutidas tanto na caracterizacdo dos espectros quanto
nos calculos de normalizagdo da porcentagem relativa que atribui teor aos TAG
identificados por EASI MS.

A Figura 13 representa espectros de massas tipicos de TAG e AGL obtidos por
EASI MS. O espectro de massas de 6leo de soja (Figura 13a) foi obtido por EASI MS
no modo positivo de ionizagéo, fornecendo a composicao total de TAG de forma direta
com espécies cationizadas formando adutos com os metais sédio e potdssio no mesmo
espectro de massas, 0 que leva a soma 23 ou 39 Da na m/z do TAG observado. O
mesmo vai ocorrer para todos os TAG presentes nos demais 6leos. Para as analises de
Oleos vegetais as espécies formadas sdao sempre adutos de metal alcalino diferente de
outros analitos também ionizados por EASI(+) MS, por exemplo, corantes em tinta de

caneta que formam espécies protonadas [M + H]* 1%,
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Tabela 5. Composigcao dos principais TAG encontrados em 6leos vegetais.

TAG (m/2) [TAG+Na]'  [TAG+K]' FW TAGK Nc/DL'
778 801 817 CaoHo206 MMS 46:0
802 825 841 Cs1Ho4Os PPoPo 48:2
804 827 843 Cs1HosO6 PPPo 48:1
806 829 845 Cs1HsgOs PPP 48:0
828 851 867 CagHasOs PPLn 50:3
830 853 869 CsaHogO6 PPL 50:2
832 855 871 CaaH10006 PPO 50:1
834 857 873 CsaH10206 PPS 50:0
854 877 893 CasHosOs PLL 52:4
856 879 895 CssH1000° PLO/PoOO 52:3
858 881 897 CasH10206 POO 52:2
860 883 899 CssH10406 PSO 52:1
862 885 901 CssH10606 PSS 52:0
876 899 915 Cs7Hos0s LnLL 54:7
878 901 917 Cs7HosOs LLL/LnLO 54:6
880 903 919 Cs7H10006 LLO/LnOO 54:5
882 905 921 Cs7H16206 LOO/SLL 54:5
884 907 923 Cs7H10406 000/SLO 54:3
886 909 925 Cs7H10606 SO0/SSL 54:2
888 911 927 Cs7H10806 SSo 54:1
890 913 929 Cs7H11006 SSS 54:0
910 933 949 CaoH10606 ALL 56:4
912 935 951 CsoH1006 ALO 56:3
914 937 953 CaoH11006 SAL/AAO 56:2
916 939 955 CsoH11206 SAO 56:1
918 941 957 CsoH11406 SSA 56:0
932 955 971 Cs7H10400 RRR 54:3
942 965 981 Ce1H11406 AAL 58:2
944 967 983 Ce1H11606 AAO 58:1

I Férmula molecular;

k Abreviacdes utilizadas para os &cidos graxos: miristico (M, C14:0), palmitico (P, C16:0), palmitoléico (Po, C16:1),
estedrico (S, C18:0), oléico (O, C18:1), linoléico (L, C18:2), linolénico (Ln, C18:3) , araquidico (A, C20:0) e ricinoléico
(R, 120H-18:1);

"NC/DL = ntimero de carbonos/nimero de duplas ligagdes das trés unidades de acido graxo.
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Em técnicas como ESI a coordenagédo por metais ocorre com maior freqiéncia
para aumentar a intensidade do composto de interesse, sendo necessario adicionar
solugdes diluidas de sais de sédio ou potassio'®. Em EASI(+) MS nao é adicionado
nem um tipo de sal, acredita-se que o sbédio e o potassio sdao contaminagbes do
ambiente ou do solvente. Ja4 a Figura 13b representa os acidos graxos livres do éleo

bruto de andiroba que sao vistos em modo de ionizagao negativo.
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Figura 13. Espectros de massas de EASI MS. Os TAG do 6leo de soja (a) sdo obtidos em
modo positivo de ionizacdo e AGL do éleo de andiroba (b) sdo obtidos em modo negativo de
ionizacao.

As espécies de AGL observadas em ESI(-) MS sao desprotonadas, o ion de m/z
255 corresponde ao &cido palmitico e o ion de m/z 281 ao acido oléico. Como as
reacbes para formarem moléculas desprotonadas sdo do tipo acido/base, para
favorecer a ionizagdo dos 6leos vegetais em EASI(-) MS é adicionado NH4OH como
aditivo no solvente na concentragéo de 0,1% v/v 2. Os AGL foram analisados apenas

1% 0 aparecimento

nos 6leos vegetais brutos, pois sdo removidos no processo de refino
de AGL em 6leos refinados é um indicativo de degradacao do produto, assim EASI(-)
MS pode ser uma ferramenta Util no controle de qualidade de 6leos vegetais °'.

O perfil de TAG para cada 0leo vegetal € bem definido e ainda que a composi¢ao

de TAG seja a mesma para dois 6leos diferentes a proporcao entre eles néo é igual na
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maioria dos casos. Como por exemplo, no azeite de oliva e no éleo de avela
comparados na Figura 14, a diferenca marcante esta na proporcédo do TAG POQO, ion
de m/z 881, que no espectro de massas do 6leo de avela (Figura 14a) é de 18%,

enquanto que no azeite de oliva (Figura 14b) é de 65%.

100 907 100, 907

923

881

=
52

Intensidade Relativa (%)
Intensidade Relativa (%)

'
S Jﬁl;wmh MM |l ‘"

Jw . b N b

—_—

925 950 975 800 825 850 875 900 925 950 975
m/z

800 825 875

881 ‘ ! UHL‘
0 ™ b i ﬁi Mll!u'»Jll’LwlflJﬁwﬁw J
i::lz

Figura 14. Espectros de massas EASI(+) MS de TAG (a) 6leo de avela e (b) azeite de oliva.

Sera abordada ao longo da discussao de caracterizagdo de Oleos vegetais a
correlacao das porcentagens de TAG obtidas por EASI(+) MS, calculadas considerando
a soma total dos ions com sddio de interesse em relacao a razdo m/z de cada TAG.
Esses valores serdo comparados com o valor de TAG das amostras calculadas pelos
resultados de GC-FID utilizando o software para as seis primeiras amostras e a
comparagdo dos valores de % de TAG encontrados na literatura para todas as

amostras.
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4.3.1-Composicao de TAG do déleo de soja

A Figura 15 apresenta a caracterizacdo dos TAG do 6leo de soja que possui
como composicao tedrica de acidos graxos principais 11,0% de acido palmitico, 4,0%
de acido estedrico, 23,4% de acido oléico, 53,4% de acido linoléico e 7,5% de é&cido
linolénico. A combinacao desses acidos graxos fornece a composicao de TAG que pode
ser comparada com a intensidade relativa normalizada dos [TAG + Na]® encontrados
por EASI(+) MS, segundo a Tabela 6.
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Figura 15. Espectro EASI(+) MS do 6leo de soja.

A caracterizacao feita por EASI(+) MS apresenta o0 mesmo perfil de TAG
estabelecido na literatura por técnicas de GC e HPLC para o éleo de soja.
Considerando o teor calculado por normalizacdo das intensidades relativas tanto por
EASI quanto por GC-FID, é possivel notar boa concordancia dos dados com pequena
excecao para os TAG PSL/POO, LnLL e LLL/LnLO. O perfil da literatura abrange todos
os valores demonstrados 0 que mostra a coeréncia dos dados apresentados para o
Oleo de soja. O ion de m/z 917 corresponde ao ion com potassio do TAG LLL/LnLO.
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Tabela 6. Valores encontrados de TAG para o 6leo de soja.

TAG m/z % EASI™ %GC-FID" % Teérica®
PPL 853 1,2 1,7 0,9-3,1
PLnL 875 3,1 3,1 2,1-3,4
PLL 877 10,0 9,8 0,8-10,23
PLO 879 7.6 8,2 6,4-9,4
PSL/POO 881 5,0 2,8 2,3-5,1
LnLL 899 8,8 5,8 7,9-8,9
LLL/LnLO 901 22,8 19,4 17,6-20,6
LLO/LnOO 903 18,8 18,6 16-25,9
LOO/SLL 905 12,5 12,4 6,3-12,8
000/SLO 907 6,3 5,6 3,2-8,0
SOO/SSL 909 1,9 1,2 1,7-2,3

Pelos célculos do software foram atribuidos 88,6% das combinacées de TAG
identificados por GC-FID e 11,4% correspondem a outras combinacdes possiveis.

4.3.2-Composicao de TAG do azeite de oliva

A Figura 16 apresenta a caracterizacdo dos TAG do azeite de oliva que possui
como composicao tedrica de acidos graxos principais 13,7% acido palmitico, 5,0% de
acido estearico, 55,0% de &acido oléico, 21,0% de &acido linoléico e apenas 1,0% de
acido linolénico. A combinagdo desses acidos graxos fornece a composicao de TAG
gue pode ser comparada com a intensidade relativa normalizada dos [TAG + Na]*
encontrados por EASI(+) MS, segundo a Tabela 7. Pelos calculos do software foram
atribuidos 96,2% das combinagcbes de TAG identificados por GC-FID e 3,8%
correspondem a outras combinagdes possiveis. Tanto os TAG calculados por EASI MS,
quanto os calculados pelos resultados de acidos graxos por GC-FID, estao dentro da
faixa tedrica apresentada por Firestone 2.

™ Resultados de TAG calculados pela soma de todas as espécies com sédio, exceto produtos
de oxidagao;

" Resultados de TAG calculados a partir da anélise de GC-FID utilizando software de Lancgas e
colaboradores %;

° Resultados de TAG teoricos extraidos de Firestone 2006 2.
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Figura 16. Espectro EASI(+) MS do azeite de oliva.

Comparando EASI MS com GC-FID as maiores diferencas estdo nos ions de m/z
899, 903 e 909. O perfil do espectro mostrado por EASI é bem caracteristico para azeite
de oliva, rico em TAG OOO como o 6leo de canola, avela, oliva e buriti. O ion de m/z

923 corresponde ao TAG com potassio OOO/SLO.

Tabela 7. Valores encontrados de TAG para o azeite de oliva.

TAG m/z % EASI % GC-FID % tedrica
PPL 853 2,2 1,0 3,0-3,5
PPO 855 29 3,7 3-4,0
PLL 877 3,0 2,0 2,0-4,0
PLO 879 9,3 7,7 4,0-10,0
POO/PSL 881 17,8 20,2 18,0-23,0
LnLL 899 40 2,0 2,0-5,0
LLL/LnLO 901 1,6 1,0 1,0-2,0
LLO/LnOO 903 48 2,2 5,0-10,0
LOO/SLL 905 12,4 14,2 12,5-20,0
O00/SLO 907 32,2 36,2 35,0-59,0
SOO/SSL 909 9,7 6,0 8,0-10,0

53



4.3.3- Composicao de TAG do dleo de canola

A Figura 17 apresenta a caracterizagdo dos TAG do 6leo de canola. Este 6leo
possui como 4cidos graxos principais 3,9% de acido palmitico, 1,9% de acido estearico,
64,1% de acido oléico, 18,7% de acido linoléico e 9,2% de &cido linolénico. A
combinacdo desses acidos graxos fornece a composicdo de TAG que pode ser
comparada com a intensidade relativa normalizada dos [TAG + Na]* encontrados por
EASI(+) MS, segundo a Tabela 8.
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Figura 17. Espectro EASI(+) MS do 6leo de canola.

Pelos célculos do software foram atribuidos 97,5% das combinagcdes de TAG
identificados por GC-FID e 2,5% correspondem a outras combinacdes possiveis. Os
TAG tanto calculados por EASI(+) MS, quanto calculados pelos resultados de acidos
graxos por GC-FID, estdo dentro dos tedricos apresentados por Firestone*®, como os
mesmos nao sdo dados por faixa existe uma diferenca entre os TAG LLO e OOO.
Comparando EASI MS com GC-FID existem pequenas diferencas nos ions de m/z 875
e 909. O perfil do espectro mostrado por EASI é bem caracteristico para éleo de canola,
rico em TAG OOO como azeite de oliva, avela,canola e éleo de buriti. O ion de m/z 923
corresponde ao ion com potassio do TAG OOO/SLO e o ion de m/z 937 corresponde ao
hidroperéxido [LOO+OOH+Na]* que é um produto de oxidagao.
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Tabela 8. Valores encontrados de TAG para o 6leo de canola.

TAG m/z % EASI %GC-FID % Tedrica
PLnL 875 4,5 5,6 4,6
PLL 877 3,8 2,0 1,4
PLO 879 3,7 3,2 5,7
LnLL 899 9,2 7,0 8,2
LLL/ LnLO 901 9,0 8,1 8,6
LLO/ LnOO 903 16,0 17,0 10,4
LOO/SLL 905 23,0 22,1 22,5
O00/SLO 907 28,8 28,1 21,4
SSL/SOO 909 2,0 3,3 2,6

4.3.4- Composicao de TAG do dleo de girassol

A Figura 18 apresenta a caracterizacdo dos TAG do 6leo de girassol que possui
como acidos graxos principais 6,8% de acido palmitico, 4,7% de acido estearico, 18,6%
de acido oléico, 68,2% de acido linoléico e 0,5% de acido linolénico. A combinacao
desses acidos graxos fornece a composicdao de TAG que pode ser comparada com a
intensidade relativa normalizada dos [TAG + Na]® encontrados por EASI(+) MS,

segundo a Tabela 9.
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Figura 18. Espectro EASI(+) MS do 6leo de girassol.
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Pelos calculos do software foram atribuidos 95,0% das combinacdes de TAG
identificados por EASI(+) MS e 5% correspondem a outras combinacdes possiveis.
Tanto os TAG calculados por EASI MS, quanto os calculados pelos resultados de
acidos graxos por GC-FID, estdo dentro dos teéricos apresentados por Firestone®,
como os resultados apresentados nao sdo dados por faixa existe uma diferenca entre
os TAG LLL, LLO e LOO.

Tabela 9. Valores encontrados de TAG para o éleo de girassol.

TAG m/z % EASI % GC-FID % Tedrica
PPL 853 0,5 0,6 0,8
PLnL 875 2,5 2,4 1,6
PLL 877 7,0 57 8.9
PLO 879 6.5 6.3 6.4
POO/PSL 881 2,0 2,4 1,6
PSO 883 0,5 0.4 0,6
LLL/ LnLO 901 22,3 18,4 20,6
LLO/ LnOO 903 33,2 30,6 25,9
LOO/SLL 905 17,3 20,2 14,8
0O00/SLO 907 6,5 6.8 7,0
SOO/SSL 909 1,7 1,2 1,2

Comparando EASI MS com GC-FID existem pequenas diferengas nos ions de
m/z 901, 903 e 905, mesmo assim nao ultrapassam 4%. O perfil do espectro mostrado
por EASI é bem caracteristico para 6leo de girassol, rico em TAG LLO como os déleos
semente de uva, milho, gergelim e castanha do Brasil. O ion de m/z 919 corresponde
ao TAG com potassio LLO/LnOO e o ion de m/z 935 corresponde ao hidroperéxido

[LLO+OOH+Na]* que é um produto de oxidagao.
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4.3.5- Composicao de TAG do dleo de milho

A Figura 19 apresenta a caracterizacdo dos TAG do éleo de milho. Ele possui
como acidos graxos principais 15,7% de acido palmitico, 3,3% de acido estearico,
35,2% de acido oléico, 41,7% de &cido linoléico e 1,5% de &cido linolénico. A
combinacdao desses acidos graxos fornece a composicdo de TAG que pode ser
comparada com a intensidade relativa normalizada dos [TAG + Na]® encontrados por
EASI(+) MS, segundo a Tabela 10. Pelos célculos do software foram atribuidos 93,8%
das combinagbes de TAG identificados por GC-FID e 6,2% correspondem a outras
combinacdes possiveis. Tanto os TAG calculados por EASI(+) MS, quanto os
calculados pelos resultados de acidos graxos por GC-FID, estdao dentro dos tedricos
apresentados por Gustone®, existe uma diferenca entre os TAG POO/PSL,
LLL/LnLO,LLO/LnOO e LOO/SLL.
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Figura 19. Espectro EASI(+) MS do 6leo de milho.

Comparando EASI MS com GC-FID existem pequenas diferencas nos m/z 901,
903 e 905, mesmo assim nao ultrapassam 4%. O perfil do espectro mostrado por EASI

€ bem caracteristico para 6leo de milho, rico em TAG LOO como os 6leos de girassol,
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semente de uva, gergelim e castanha do Brasil. O ion de m/z 919 corresponde ao TAG
com potédssio LLO/LNOO e o ion de m/z 937 corresponde ao hidroperéxido

[LOO+OOH+Na]" que & um produto de oxidagao.

Tabela 10. Valores encontrados de TAG para o éleo de milho.

TAG m/z % EASI % GC-FID % Tedrica
PLnL 875 9,0 8,6 8,0
PLL 877 9,0 7,6 9,0
PLO 879 10,0 9,0 12,5
PSL/POO 881 6,0 5,7 3,5

PSO 883 1,0 0,6 0,2
LLL/LnLO 901 14,0 10,8 11,8
LLO/LnOO 903 25,4 23,8 20,0
LOO/SLL 905 18,0 16,5 14,5
O0O0/SLO 907 6,0 6,5 6,2
SOO/SSL 909 1,6 1,0 0,6

4.3.6- Composigcao de TAG do éleo de semente de uva

A Figura 20 apresenta a caracterizacao dos TAG do 6leo de semente de uva que
possui como acidos graxos principais 11,0% de acido palmitico, 6,0% de &cido
estearico, 21,0% de &cido oléico, 58,0% de acido linoléico e 1,0% de acido linolénico. A
combinacdo desses acidos graxos fornece a composicdo de TAG que pode ser
comparada com a intensidade relativa normalizada dos [TAG + Na]* encontrados por
EASI MS, segundo a Tabela 11. Pelos célculos do software foram atribuidos 90,0% das
combinacées de TAG identificados por GC-FID e 10,0% correspondem a outras
combinacdes possiveis. Tanto os TAG calculados por EASI(+) MS, quanto os
calculados pelos resultados de acidos graxos por GC-FID, estdo dentro dos teéricos
apresentados por Timms*®, como resultados ndo sdo dados por faixa existe uma
diferenga entre os TAG PLL, LLL/LnLO,LOO/SLL e OOO/SLO. Comparando EASI MS
com GC-FID existem pequenas diferencas nos ions de m/z 877, 901 e 907, mesmo
assim nao ultrapassam 5%. O perfil do espectro mostrado por EASI é bem
caracteristico para 6leo de semente de uva, rico em TAG LLO como os 6leos de
girassol, milho, gergelim, soja e castanha do Brasil.
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Figura 20. Espectro EASI(+) MS do 6leo de semente de uva.

O ion de m/z 919 corresponde ao TAG com potassio LLO/LnOO e o ion de m/z

935 corresponde ao hidroperéxido [LLO+OOH+Na]* que é um produto de oxidacgao.

Tabela 11. Valores encontrados de TAG para o 6leo de semente de uva.

TAG m/z % EASI % GC-FID % Tedrica
PLL 877 10,5 8,1 8,3
PLO 879 7,1 59 7,0
POO/PLS 881 3,0 29 2,0
LnLL 899 1,9 1,0 0,8
LLL/LnLO 901 25,1 20,2 23,5
LLO/LnOO 903 27,2 28,5 27,0
LOO/SLL 905 15,4 16,8 11,7
O0O0/SLO 907 8,0 54 5,0
SOO/SSL 909 1,8 1,2 1,6

4.3.7- Composicao de TAG do dleo de avela

A Figura 21 apresenta a caracterizacdo dos TAG do 6leo de avela que possui

como acidos graxos principais 4,7% acido palmitico, 3,7% de acido estearico, 79,0% de

acido oléico, 12,0% de acido linoléico e apenas 0,1% de acido linolénico. A combinagao
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desses acidos graxos fornece a composicao de TAG que pode ser comparada com a

intensidade relativa normalizada dos [TAG + Na]® encontrados por EASI(+) MS,

segundo a Tabela 12.
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Figura 21. Espectro EASI(+) MS do 6leo de avela.

Tanto os TAG calculados por EASI(+) MS, quanto os tedricos apresentados por

Firestone®® apresentam boa concordancia de valores, existindo uma pequena diferenca
para os TAG LLO/LnOO e OOO/SLO.

Tabela 12. Valores encontrados de TAG para o 6leo de avela.

TAG m/z %EASI % Tedrica
PLL 877 0,8 1,0
PLO 879 2,0 3,0-10
POO/PSL 881 3,0 3,0-18,0
LnLL 899 4,5 5,0
LLL/LnLO 901 2,0 0,5-4,0
LLO/LnOO 903 2,0 1,7
LOO/SLL 905 55 5,0-24,0
O00O/SLO 907 73,0 35,0-70,0
SOO/SSL 909 7,2 2,0-7,0
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O perfil do espectro mostrado por EASI € bem caracteristico para 6leo de avela,
rico em TAG OOO como os 6leos de canola, buriti e azeite de oliva. O ion de m/z 923

corresponde ao TAG com potassio OOO/SLO.

4.3.8- Composicao de TAG do déleo de gergelim

A Figura 22 apresenta a caracterizacao dos TAG do 6leo de gergelim que possui
como acidos graxos principais 10,0% de &acido palmitico, 6,2% de acido estearico,
31,2% de acido oléico, 50,0% de acido linoléico e apenas 0,7% de acido linolénico.
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Figura 22. Espectro EASI(+) MS do 6leo de gergelim.

A combinacéao desses acidos graxos fornece a composicao de TAG que pode ser
comparada com a intensidade relativa normalizada dos [TAG + Na]* encontrados por
EASI(+) MS, segundo a Tabela 13. Tanto os TAG calculados por EASI(+) MS, quanto
os tedricos apresentados por Firestone*® apresentam boa concordancia de valores,
existindo uma pequena diferenga para os TAG PLO, LLO/LnOO e LOO/SLL. O perfil do

espectro mostrado por EASI é bem caracteristico para éleo de gergelim, rico em TAG
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LLO como os éleos de girassol, milho, semente de uva e castanha do Brasil. O ion de
m/z 919 corresponde ao TAG com potassio LLO/LnOO. O ion m/z 937 corresponde ao
hidroperéxido [LOO+OOH+Na]" e o ion de m/z 953 ao mesmo hidroperéxido com

potassio que sao produtos de oxidagéo.

Tabela 13. Valores encontrados de TAG para o 6leo de gergelim.

TAG m/z %EASI % Tedrica
PPL 853 2,0 0-2,0
PLL 877 6,0 0-8,0
PLO 879 11,3 0-9,0
POO/PLS 881 3,0 0-3,0
LnLL 899 0,7 0-0,5
LLL/LnLO 901 17,0 5,0-20,0
LLO/LnOO 903 28,0 18,0-25,0
LOO/SLL 905 22,0 15,0-20,0
O00/SLO 907 10,0 4,0-21,0
SOO/SSL 909 5,0 0,5-5,0

4.3.9- Composicao de TAG do é6leo de linhaga

A Figura 23 apresenta a caracterizacao dos TAG do 6leo de linhaca que possui
como acidos graxos principais 6,4% acido palmitico, 0,5% de acido palmitoléico, 4,0%
de acido estearico, 17,0% de acido oléico, 15,0% de acido linoléico e um teor de 57,0%
de &cido linolénico, esse € o dleo vegetal com maior teor de &cido linolénico estudado.
A combinacdo desses acidos graxos fornece a composicdo de TAG que pode ser
comparada com a intensidade relativa normalizada dos [TAG + Na]® encontrados por
EASI(+) MS, segundo a Tabela 14. Tanto os TAG calculados por EASI(+) MS, quanto
os tedricos apresentados por Firestone*® apresentam boa concordancia de valores,
existindo uma pequena diferenca para LnLnLn, LnLL e LLL/LnLO.
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Figura 23. Espectro EASI(+) MS do 6leo de linhaca.

O perfil do espectro mostrado por EASI é bem caracteristico para éleo de
Linhaca, rico em TAG LnLnLn. O ion de m/z 911 corresponde ao TAG com potassio
LnLnLn. O ion de m/z 933 corresponde ao hidroperéxido [LLL+OOH+Na]® que é um
produto de oxidagéo.

Tabela 14. Valores encontrados de TAG para o éleo de linhaca

TAG m/z % EASI % Teodrica
LnLnPo 871 0,5 1,0
PLnLn 873 8,0 5,0
PLL 877 3,5 3,5
PLO 879 0,8 1,0
POO/PSL 881 0,7 1,0
LnLnLn 895 38,0 32,0
LnLL 899 24,0 22,0
LLL/LnLO 901 19,0 17,0
LLO/LnOO 903 1,0 2,0
LOO/SLL 905 2,0 1,0
O0O0/SLO 907 1,8 2,0
SOO/SSL 909 0,7 1,0
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4.3.10- Composicao de TAG do dleo de buriti

A Figura 24 apresenta a caracterizagdo dos TAG do 6leo de buriti que possui
como acidos graxos principais 21,6% de &acido palmitico, 2,1% de &acido estearico,

73,0% de acido oléico, 1,4% de acido linoléico e 1,0% de acido linolénico.
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Figura 24. Espectro EASI(+) MS do 6leo de buriti.

A combinacéao desses acidos graxos fornece a composi¢cao de TAG que pode ser
comparada com a intensidade relativa normalizada dos [TAG + Na]* encontrados por
EASI(+) MS, segundo a Tabela 15.

Tabela 15. Valores encontrados de TAG para o 6leo de buriti.

TAG m/z % EASI % Teorica

PPL 853 1,5 1,0

PPO 855 3,0 5,0
POO/PLS 881 19,4 15,0
LLL/LnLO 901 1,8 1,0
LLO/LnOO 903 0,8 0,5
LOO/SLL 905 0,5 0,8
O00/SLO 907 69,0 65,0
SOO/SSL 909 4.0 5,0

Tanto os TAG calculados por EASI(+) MS, quanto os teoricos apresentados por

Bondar® apresentam boa concordancia de valores, existindo uma pequena diferenca

64



para PPO, POO/PLS e OOO/SLO. O perfil do espectro mostrado por EASI é bem
caracteristico para 6leo de buriti, rico em TAG OOO como os 6leos de canola, avela e
azeite de oliva. O ion de m/z 897 corresponde ao TAG com potassio POO/PLS e o ion

de m/z 923 corresponde também a um TAG OOO com potassio.

4.3.11- Composicao do TAG do 6leo andiroba

A Figura 25 ilustra a caracterizagcdo dos TAG do 6leo de andiroba que possui
como acidos graxos principais 27,6% de acido palmitico, 1,0% de acido palmitoléico,
8,3% de acido estearico, 51,0% de acido oléico, 10,0% de acido linoléico e 0,3% de

acido linolénico.
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Figura 25. Espectro EASI(+) MS do 6leo andiroba.

A combinacéao desses acidos graxos fornece a composigcéo de TAG que pode ser
comparada com a intensidade relativa normalizada dos [TAG + Na]* encontrados por
EASI(+) MS, segundo a Tabela 16. Tanto os TAG calculados por EASI(+) MS, quanto

|. ®* apresentam boa concordancia de valores,

os teoricos apresentados por Ferraz et a
existindo uma pequena diferenca para PPO, PLO/PoOO e PSO. O perfil do espectro
mostrado por EASI é bem caracteristico para éleo de andiroba, rico em TAG POO como
o 6leo de acai, buriti e oliva. O ion de m/z 897 corresponde ao TAG com potassio POO
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