& UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MARINGA

CENTRO DE CIENCIAS EXATAS

DEPARTAMENTO DE QUIMICA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

Analise comparativa entre oito métodos de esterificagdo na

determinacado quantitativa de acidos graxos em 6leo vegetal

Tese apresentada por
Maria Cristina Milinsk ao Programa
de Pdés-Graduacdo em Quimica do
Departamento de Quimica do Centro
de Ciéncias Exatas da Universidade
Estadual de Maringd como parte dos
requisitos para a obtencéo do titulo de
Doutor em Ciéncias.

CCE

Ceantro cl@
Cleéncias Exratas

MARINGA, NOVEMBRO/2007 I




Dados Internacionais de Catalogagdo-na-Publicacao (CIP)

(Biblioteca Central - UEM, Maringé — PR., Brasil)

M644a

Milinsk, Maria Cristina

Andlise comparativa entre oito métodos de esterificacdo na determinagéo
quantitativa de &cidos graxos em 6leo vegetal / Maria Cristina Milinsk. -
- Maringd : [s.n.], 2007.

xii, 92 f. : il. figs., tabs.

Orientador : Prof. Dr. Nilson Evelazio de Souza.
Tese (doutorado) - Universidade Estadual de Maringa. Programa de Pds-
Graduacao em Quimica, 2007.

1. Esterificacdo. 2. Acidos graxos - Quimica. 3. Esteres metilicos de
acidos graxos. 4. Cromatografia gasosa. 5. Acidos graxos - Quantificacéo. I.
Universidade Estadual de Maringa. Programa de Pds-Graduagdo em Quimica.
Il. Titulo.

CDD 21.ed. 547.24




UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MARINGA

CENTRO DE CIENCIAS EXATAS
DEPARTAMENTO DE QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

ANALISE COMPARATIVA ENTRE OITO METODOS DE
ESTERIFICACAO NA DETERMINACAO QUANTITATIVA DE
ACIDOS GRAXOS EM OLEO VEGETAL

Tese apresentada por
Maria Cristina Milinsk ao Programa
de Pé4s-Graduacdo em Quimica do
Departamento de Quimica do Centro
de Ciéncias Exatas da Universidade
Estadual de Maringd como parte dos
requisitos para obtencdo do titulo de
Doutor em Ciéncias.

Orientador: Prof. Dr. Nilson Evelazio de Souza

MARINGA, NOVEMBRO/2007



Grom

Grupo do Posguisa










O} sepinits oo guoalbidadls axtiaondindrizs dptondbm o
lomppo om guo vevemas. N lodbs lveram @ oo gue
mencciiam o mudss gue bveram o sonderam afrovedis-ts.
O pns merccemn leonphos melhonas, fios memn lsddo o gevo &
loms toionfls sempre. Sodas as codhas lom suas aklisgioes o ol
0 walones cslisn sayeitts & modls. OHes o sdles lom wme
candiagenm. & oloono. O aile miip & sous sbiuull, madls oalinos

~

seree.

WW emﬂmmmm O ttois
WQWMWﬁwayﬂe%éémmmme






AGRADECIMENTOS

A Deus, razdo de todas as coisas e a luz que nos faz vencer diante dos obstéculos.

Aos pais, Candido (in memorian) e Ariana, meus exemplos de vida e razéo por hoje
estar aqui.

Aos meus irmaos e sobrinhos, pelo apoio, incentivo e por todos os momentos de
convivio e descontragao.

Ao Departamento de Quimica, em especial ao Programa de Po6s-graduacgdo, pela
oportunidade.

A CAPEs e a Fundacéao Araucaria pela concessao de bolsa de estudos.

Ao Prof. Dr. Nilson Evelazio de Souza, pelo previlégio de sua orientacdo, meu
exemplo de determinacéo e perseveranca para alcancar objetivos na vida.

Ao Prof. Dr. Jesui Virgilio Visentainer, pelos conhecimentos compartilhados.

A Prof®. Dra. Helena Shizuko Nakatani pela amizade e auxilio durante todo o
trabalho.

Ao Prof. Dr. Willian Ferreira da Costa pela amizade e sugestdes no trabalho.

Ao Prof. Dr. Makoto Matsushita e a Prof®. Dra. Sandra pela amizade e pelo
empréstimo de livros.

Ao técnico Dirceu Batista pela amizade, convivéncia e auxilio na operacdo do
cromatégrafo.

Ao técnico Ariovaldo pela amizade e incentivo diante das dificuldades.

Aos técnicos André e Airton pela paciéncia e prestatividade diante de tantos
empréstimos de materiais e reagentes.

Aos amigos que j& concluiram esta etapa: Roseli, Flavia, Walber, Clayton e Adriana
pela amizade, oportunidade do convivio e pelo conhecimento
compartilhado neste periodo.

As amizades que se iniciaram no convivio do laboratorio que sem ddvida sentirei
saudades: Ailey, Juliana, Elton, Ricardo, Paula, Rubia, Vanessa, Ivane e
Julliana.

E a todos cujos nomes ndo foram citados, mas que contribuiram para que este

trabalho fosse realizado.



RESUMO

Na analise de acidos graxos por cromatografia gasosa € necessario a aplicacao de
procedimentos de esterificacdo, onde o0s acidos graxos sdo convertidos em
compostos mais volateis, como os ésteres metilicos de 4cidos graxos (EMAG). Os
métodos de esterificagdo normalmente sdo subdivididos em duas categorias:
catalise acida e catalise basica, sendo os reagentes mais usados na catalise acida
0 &cido cloridrico (HCI), acido sulfarico (H,SO,) e trifluoreto de boro (BF3) em
metanol, e na catdlise basica, hidroxido de sédio (NaOH) ou potassio (KOH) em
metanol e metoxido de sodio (NaOCHs) em metanol. Devido a possibilidade de
obter diferentes resultados para concentracdo de acidos graxos para a mesma
amostra, em funcdo do método de esterificacdo utilizado, o objetivo deste trabalho
foi verificar a eficiéncia de 8 diferentes métodos de esterificagcdo envolvendo
catalise acida e béasica na determinacdo quantitativa de EMAG em cinco Oleos
vegetais (soja, canola, linhaca, azeite de oliva e de dendé). Os méetodos analisados
foram de catélise &cida descritos por: Metcalfe et al., 1966 (MET); Bannon et al.,
1982a (BAN); Joseph e Ackman, 1992 (JAC); Hartman e Lago, 1973 (HLA); Jham
et al., 1982 (JHA) e de catalise basica, ISO 5509, 1978 (ISO); Bannon et al., 1982b
(BBA) e Schuchardt e Lopes, 1988 (SLO). Os resultados mostraram a eficiéncia
dos métodos de esterificacdo para os principais acidos graxos saturados (C16:0 e
C18:0) presentes nos Oleos vegetais analisados. Os métodos MET e BAN
apresentaram resultados semelhantes e inferiores quando comparado com o0s
outros métodos para os ésteres metilicos insaturados possivelmente devido ao
tempo de aquecimento empregado na esterificacdo. O método SLO também
apresentou valores de concentragdo menor para os ésteres metilicos insaturados,
isto pode ter ocorrido por impedimento estérico devido ao tamanho da molécula do
catalisador e as distor¢cdes na cadeia dos acidos graxos insaturados e pelo tempo
de aquecimento empregado no método. Entre os principais acidos graxos
insaturados presentes nos 6leos analisados, os métodos JHA e HLA apresentaram
valores de concentracdo inferiores para o oleato de metila (C18:1n-9) e linoleato
de metila (C18:2n-6), respectivamente. No entanto, deve ser considerado que
estes métodos utilizam reagentes de baixo custo, menor toxicidade e de maior
disponibilidade quando comparado aos métodos que empregam BF3;. Os métodos
mais eficientes para a esterificacdo dos acidos graxos insaturados nos o0leos

analisados foram: JAC, ISO e BBA. Entretanto, o reagente BF; em metanol usado



no método JAC é extremamente toxico, apresenta custo elevado e tempo de vida
atil limitado. Assim, quando o Oleo a ser analisado apresentar baixo indice de
acidez os métodos de catdlise basica ISO que utiliza NaOH em metanol e BBA
(NaOCH3; em metanol) podem ser usados ao invés do método JAC por usarem
reagentes de menor custo e toxicidade. Os resultados obtidos mostraram que o
método a ser escolhido para andlise de acidos graxos depende também da

composicao do 6leo a ser estudado.

Palavras-chave: Esterificagio, Esteres metilicos de acidos graxos, cromatografia

gasosa.



ABSTRACT

To perform the analysis of fatty acids through gas chromatography, it is
necessary to apply esterification procedures in which fatty acids are converted
into more volatile compounds, such as the fatty acids methyl esters (FAME).
Esterification methods are usually subdivided into two categories: acid catalysis
and base catalysis. In acid catalysis, the reagents mostly used are the
hydrochloric acid (HCI), the sulfuric acid (H,SO,4) and boron trifluoride (BF3) in
methanol; whereas the ones used in base catalysis are the sodium hydroxide
(NaOH) or potassium (KOH) in methanol, and sodium methoxide (NaOCH?3) in
methanol. Due to the possibility of obtaining different results regarding the
concentration of fatty acids for the same sample, in function of the esterification
method used, the efficiency of 8 different esterification methods that involve
acid and base catalysis, in the quantitative determination of FAME, was verified
in five vegetable oils (soybean, canola, flaxseed, olive and palm oil). The
methods of acid catalysis analyzed were described by Metcalfe et al., 1966
(MET); Bannon et al., 1982a (BAN); Joseph and Ackman, 1992 (JAC); Hartman
and Lago, 1973 (HLA); whereas the base catalysis methods analyzed were
Jham et al., 1982 (JHA); ISO 5509, 1978 (ISO); Bannon et al., 1982b (BBA) and
Schuchardt and Lopes, 1988 (SLO). Results showed the efficiency of the
esterification methods for the main saturated fatty acids (C16:0 and C18:0) that
were present in the vegetable oils analyzed. MET and BAN methods presented
close results, though inferior, when compared to other methods for the
unsaturated fatty acids, possibly due to the heating up period used in
esterification. The SLO method has also presented inferior concentration values
for the unsaturated fatty acids. That may have occurred due to the molecule
size of the catalytic unit and by distortions in the chain of unsaturated fatty
acids, as well as by the heating time used in the method. Among the main
unsaturated fatty acids, which were present in the oils analyzed, JHA and HLA
methods presented inferior concentration values for methy oleate and methyl
linoleate, respectively. However, it should be taken into consideration that those
methods use reagents with low cost, lower toxicity but larger availability, if
compared to methods that use BF3;. The most efficient methods for esterification

of unsaturated fatty acids in the oils analyzed were JAC, ISO and BBA.



Nevertheless, the BF3; reagent in methanol, used in JAC method, is extremely
toxic, besides presenting high cost and limited useful life. Thus, when the oil to
be analyzed presents low acidity, the method of base catalysis ISO, which uses
NaOH in methanol and BBA (NaOCHj; in methanol) can be used to substitute
JAC method, once they use reagents presenting lower toxicity and lower cost.
Results obtained showed that the method to be chosen for performing the

analysis of fatty acids depend also on the composition of the oil to be studied.

Key-words: Esterification; Fatty Acids Methyl Esters; Gas Chromatography
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1. INTRODUCAO

O avanco da cromatografia gasosa (CG) fez prosperar o estudo dos
lipidios, possibilitando conhecer a composi¢cdo completa em &cidos graxos dos
lipidios em um curto espaco de tempo. Para realizar a analise de acidos graxos
€ comumente aplicado procedimentos de esterificacdo, onde os acidos graxos
sdo convertidos em compostos mais volateis, como os ésteres metilicos de
acidos graxos (EMAG).

Diversas pesquisas foram dedicadas a estudar procedimentos de
esterificacdo, com o objetivo de encontrar um método eficiente para a obtencéo
de ésteres metilicos de acidos graxos. Contudo, o avanco da cromatografia
gasosa com o0 uso de colunas capilares e de softwares teve grande impacto no
estudo dos acidos graxos, devido a facilidade em efetuar a separacéo,
identificacdo e a quantificacdo dos EMAG com uma maior eficiéncia (Joseph e
Ackman, 1992; Tvrzicka et al., 2002).

Esses avancos possibilitaram uma investigagdao mais aprimorada dos
procedimentos de esterificacdo, por exemplo, efetuar a quantificacdo dos
acidos graxos com o uso de padrao interno. Sob esse aspecto, existem poucos
trabalhos que fazem comparacédo entre os métodos de esterificacao.

Os métodos de esterificacdo descritos na literatura sdo em grande parte
para obtencdo de ésteres metilicos de acidos graxos e por esse motivo sdo 0s
derivados mais utilizados. Os métodos de esterificacdo normalmente sé&o
subdivididos em duas categorias: os de catalise acida e os de catélise basica.

Os reagentes mais usados para esterificacdo por catdlise acida séo
acido cloridrico (HCI), acido sulftrico (H,SO,) e trifluoreto de boro (BFs) em
metanol. Todos sé@o usados para esterificacdo de acilgliceréis e de acidos
graxos livres. No entanto, nenhum desses procedimentos ocorre a temperatura
ambiente. Dentre esses métodos o BF3; em metanol tem sido amplamente
usado para esterificacdo, porém é extremamente toxico.

Entre os reagentes mais comuns usados para esterificacdo de acidos
graxos empregando catalise béasica estdo hidréxido de sodio (NaOH) ou
potassio (KOH) em metanol e metoxido de sddio (NaOCH3) em metanol. Os
métodos de esterificacdo empregando estes reagentes sao rapidos e pode ser

realizado a temperatura ambiente. Uma desvantagem, porém, € que estes



reagentes ndo convertem acidos graxos livres em ésteres metilicos de acidos
graxos (Bannon, et al., 1982b; Gutnikov, 1995).

No entanto, esses procedimentos podem afetar diretamente os resultados
quantitativos devido a varios fatores como: conversao incompleta dos lipidios a
EMAG, mudanca na composicdo dos acidos graxos durante a esterificacao,
formacdo de artefatos que podem ser erroneamente identificados como acidos
graxos, contaminacdo da coluna cromatogréfica com tracos do reagente de
esterificacdo, extracdo incompleta de EMAG ou ainda, perda de ésteres
metilicos de cadeia curta e muito volatil (Shanta e Napolitano, 1992; Brondz,
2002).

Este trabalho aborda uma breve revisédo bibliografica sobre os métodos
de esterificacdo comumente usados e citados na literatura, os mecanismos de
reacoes de esterificacdo; descreve o uso da cromatografia gasosa e a
quantificacdo por uso de padrédo interno. A parte experimental refere-se a
aplicacao de diferentes métodos de esterificacdo em cinco 6leos vegetais (soja,
canola, linhaca, azeite de oliva e de dendé), diferindo em sua composi¢céo a
concentracdo de &cidos graxos. Aborda ainda a quantificacdo dos EMAG com
0 uso de padréo interno a fim de avaliar de modo comparativo a eficiéncia dos
métodos de esterificacdo investigados e a confirmacdo da exatiddo desses

procedimentos através do teste de adi¢édo e recuperacao.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Caracteristicas Gerais dos Oleos e Gorduras

Quimicamente, O6leos e gorduras (animal e vegetal) consistem de
moléculas de triacilglicerdis (TG), as quais sao constituidas de trés moléculas
de &cidos graxos (AG) de cadeia longa ligados na forma de ésteres a uma
molécula de glicerol (Figura 1) (Geris et al., 2007).
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Figura 1. Molécula de um triacilglicerol.

Acidos graxos sdo éacidos carboxilicos de cadeia curta (dois a quatro
atomos de carbono), média (seis a dez atomos de carbono) ou longa (acima de
doze atomos de carbono), podem conter insaturacdes na cadeia sendo
classificados como: saturados (AGS) (ndo possuem insaturacdes) e
insaturados (AGI) quando apresentam uma insaturacdo (monoinsaturado,
AGMI) ou mais (polinsaturados, AGPI) como mostrado na Figura 2, a estrutura
do acido esteérico (a), e dos acidos graxos insaturados: oléico (b), linoléico (c)
e a - linolénico (d). Os &cidos graxos também podem apresentar ramificacées
na forma iso ou anteiso (Christie, 1989; Fennema, 1996).

Acidos graxos saturados se encontram em uma conformacdo linear,
flexivel em estado de menor energia quando comparado com 0s acidos graxos
insaturados, que apresentam dobramentos na cadeia carbOnica e uma
angulacdo de 30 graus para cada dupla ligacdo presente. Este fato permite
uma maior interacdo entre as moléculas de AGS (consequentemente,

apresentam maior ponto de fusdo), do que entre as moléculas de AGI, que



devido a presenca de duplas ligacdes, apresenta interacdes intermoleculares
menos eficientes (Curi et al., 2002).

As insatura¢des na cadeia carbodnica dos acidos graxos podem levar a
ocorréncia de isomeria na configuragéo cis ou trans (De Souza e Visentainer,
2006). A ocorréncia de insaturacdo na configuracdo trans promove um
aumento na linearidade da cadeia carbbnica favorecendo a ocorréncia de
interacdes intermoleculares, tornando as propriedades fisicas destes
compostos semelhantes a dos AGS (Christie, 1989). Mesmo sendo do ponto de
vista energético desfavoravel, no reino animal e vegetal € predominante a
ocorréncia de insaturacdes na configuracao cis (Sommerfeld, 1983). Este fato
pode ser compreendido quando se considera que o0s acidos graxos sao

constituintes das membranas das células.
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Figura 2. Estrutura de alguns acidos graxos. (a) acido estearico (C18:0); (b) &cido
oléico (C18:1n-9); (c) acido linoléico (C18:2n-6); (d) acido a - linolénico (C18:3n-3). (Fonte:
Christie, 1989)

A distribuicdo dos acidos graxos nos 6leos vegetais varia de forma
consideravel como mostrado na Tabela 1. Os acidos graxos mais comuns S&o
0s que apresentam 12, 14, 16 ou 18 atomos de carbono na cadeia (Lopez et
al., 2005).



Tabela 1. Distribuicdo dos principais acidos graxos em alguns 6leos e gorduras.

Oleo ou Composicao em acidos graxos (%)

Gordura C14.0 C16:0 C18:0 C18:1n-9 C18:2n-6 C18:3n-3

Algodéo 15 22 5 19 50 -

Girassol - 3,6-6,5 13-3 14 - 43 44 - 68 -

Linhaca - 6 4 13-37 2-23 26 - 58

Palma * - 42 4 42 10 -
Oliva 1,3 7-16 1,4-3,3 64 - 84 4-15 -
Soja - 23-11 24-6 235-31 49-515 2-105

Fonte: *Goodrum, 2002; Rinaldi et al., 2007.

A distribuicdo dos acidos graxos pode variar dentro do mesmo tipo de
Oleo vegetal devido ao tipo de matéria-prima, caracteristicas de cada safra e
ainda entre as posi¢des na molécula do triacilglicerol.

Os acidos graxos podem ocupar diferentes posi¢des (sn-1, sn-2 e sn-3)
no triacilglicerol o que implica em uma grande variedade de triacilglicerdis nos
Oleos vegetais, uma vez que os acidos graxos ligados ao glicerol podem ser
todos iguais (como o tripalmitato do Oleo de palma) ou diferentes como
mostrado na Tabela 2 (Solomons e Fryhle, 2002; Coultate, 2004, Christie,
2005).

Tabela 2. Distribuicdo posicional de acidos graxos na molécula de glicerol em
alguns 6leos vegetais.

Acidos Graxos (% mol)

Oleo Posicdo C16:0 C18:0 Ci18:1 C18:2 C18:3 Cy—Cos
1 4 2 23 11 6 53
*Canola 2 1 - 37 36 20 6
3 4 3 17 4 3 70
1 14 6 23 48 9 -
Soja 2 1 - 22 70 7 -
3 13 6 28 45 9 -
1 10 6 15 16 53 -
Linhaca 2 2 1 16 21 60 -
3 6 4 17 13 59 -
1 13 3 72 10 1 -
Oliva 2 1 - 83 14 1 -
3 17 4 74 5 - -

*QOleo de canola com alto teor de &cido ertcico. (Fonte: Christie, 2005)

Os dados da Tabela 2 foram obtidos envolvendo hidrolise com lipase
pancreatica na posicao sn-2. Estes mostram que 0s acidos graxos insaturados
nos 6leos vegetais ocupam preferencialmente a posi¢cdo sn-2, enquanto 0s

AGS estdo concentrados nas posi¢ées primarias (sn-1 e sn-3) (Christie, 2005).



Esta preferéncia dos AGI pela posicdo sn-2 também foi descrito por Coleman
(1961), Vanderwal (1964) e estudado por Brockerhoff (1965), que desenvolveu
um método para analise da composicdo em acidos graxos das trés posicoes de
um triacilglicerol utilizando também lipase pancreatica.

O ponto de fusdo dos triacilglicerdis depende da quantidade de
insaturacdes de seus acidos graxos. Assim, sdo denominados 6leos quando se
encontra na forma liquida a temperatura ambiente devido a presenca de AGI e
séo solidos quando predomina os AGS (Akok e Min, 1998).

Os oOleos vegetais em seu estado natural, além dos triacilglicerois,
podem conter ainda em sua composicdo, pequenas quantidades de &cidos
graxos livres (AGL), fosfolipidios, esterdis e tocoferbis (Lopez et al., 2005;
Rinaldi et al., 2007). Essas substancias s&o capazes de alterar sua cor, sabor e
aroma. Para remover estas substancias, os 6leos brutos sdo submetidos ao
processo de refino, que geralmente inclui etapas de degomagem,
neutralizacdo, branqueamento e desodorizacao (Nawar, 1996).

No emprego dessas etapas ha o uso de aquecimento com temperaturas
elevadas, o que pode levar ao aumento dos niveis de &cidos graxos trans
(AGT) presentes nos 0leos vegetais refinados como relatado por Martin (2006),
Martin et al., (2007a e 2007b) e observado através da analise por cromatografia

gasosa.

2.1.a. Oleos Vegetais com Diferentes Composi¢cdes em Acidos Graxos

No Brasil, ha um elevado consumo de 6leo de soja devido a sua
produtividade, e vem aumentando gradativamente o consumo de Oleos de
diferentes oleoginosas como: canola, girassol, oliva e linhaca, fato atribuido as
caracteristicas desses 6leos como alimentos funcionais.

Além do desenvolvimento econémico promovido pelo plantio da soja,
varias pesquisas tém demonstrado seus beneficios para a saude humana e no
controle dos niveis de colesterol no sangue (Turatti et al., 2002).

O termo azeite é utilizado para 6leos extraidos de frutos, assim como o

azeite de dendé e de oliva (Moretto et al., 2002).



O azeite extraido do fruto da oliveira apresenta em média 22% de 0leo
(Boskou, 1996) e ¢é considerado uma boa fonte de &cidos graxos
monoinsaturados por ser rico em acido oléico (C18:1n-9), o qual é um agente
importante para reducdo dos niveis de colesterol. Além disso, o consumo de
azeite de oliva tem sido muito divulgado por nutricionistas devido ao alto nivel
de antioxidantes naturais (Turatti et al., 2002).

O azeite de oliva pode ser comercializado em diferentes graus de
acidez, variando desde 0,7% (proveniente da primeira extracdo) até ao azeite
composto por azeite refinado enriquecido por azeite virgem (Turatti et al.,
2002).

O azeite de dendé é considerado fonte de vitamina A, sendo elevado o
teor de carotendides (responsaveis pela coloracéo caracteristica do 6leo). Este
apresenta em sua composicao cerca de 50% de acidos graxos saturados, 40%
de monoinsaturados e o restante de polinsaturados (Moretti, 1999).

No processo tradicional de refino do azeite de dendé, empregam-se
temperaturas elevadas, que destroem os carotendides presentes no 6leo. Para
evitar que isto ocorra, o processo de obtencdo do azeite de dendé sofreu varias
mudangas como 0 uso temperaturas menores e vacuo no processo de refino a
fim de preservar os carotendides presentes na sua composicao (Moretti, 1999).

O dleo de linhaca bruto pode apresentar em sua composi¢do cerca de
85% de AGI, correspondendo a 62% de acido o - linolénico e 17% de linoléico
(Lino, 2000). A linhaca tem sido muito utilizada em misturas de cereais
matinais, paes, bolos entre outros devido a presenca de acidos graxos 6mega-
3. O dleo de linhaca pode ainda ser encontrado na forma de capsulas para uso

medicinal, obtido por prensagem a frio (Turatti et al., 2002).

2.2. Preparacdo de Esteres Metilicos de Acidos Graxos para Analise em
Cromatografia Gasosa

A técnica mais utilizada para analise do perfil em acidos graxos dos
lipidios é a cromatografia gasosa (CG) (Lima e Abdalla, 2002). Os &cidos
graxos sao encontrados nos alimentos como triacilgliceréis e em menor

guantidade como &cidos graxos livres, sendo necessario converté-los em



substancias com maior volatilidade a fim de reduzir a adsor¢cao de solutos no
suporte e superficie da coluna e melhorar a separacdo dos compostos (Drozd,
1975; Gutnikov, 1995).

Os métodos de derivatizacdo mais comuns usados para analise em CG
envolvem a transesterificacdo dos acilglicerdis e a esterificagdo dos acidos
graxos livres a ésteres metilicos de acidos graxos (EMAG). Este processo de
conversdo também pode ser chamado de metilacdo (Shanta e Napolitano,
1992; Brondz, 2002; Meier et al., 2006).

O termo transesterificacdo é utilizado na literatura quando o método
envolve uma catélise acida ou basica, pois ha uma dupla troca de acilgliceréis
em ésteres de acidos graxos (éster-éster). O termo esterificacdo é empregado
na literatura quando o método envolve uma catalise acida, por promover a
reacdo entre os AGL com alcoois gerando ésteres de acidos graxos (Filip et al.,
1992; Morrison e Boyd, 1996). Neste trabalho, o termo esterificacdo sera
adotado para a conversdo tanto de acilgliceréis como de acidos graxos livres
em ésteres de acidos graxos.

Existe na literatura uma grande variedade de métodos de esterificacdo
que se dividem em duas categorias: reagentes de catalise acida e de catalise
basica, que serdo abordados a seguir.

O desenvolvimento de diferentes métodos utilizando catalisadores
acidos ou bésicos para a reacao de esterificacdo de acidos graxos, possibilita
escolher aquele que melhor se enquadra ao tipo de amostra em que se deseja
trabalhar, como também aos recursos disponiveis de cada laboratério. Para
isso tornam-se necessario conhecer a respeito dos tipos de catalisadores, as
reacdes, o tempo envolvido e as possiveis perdas para propiciar uma avaliacdo

coerente dos resultados obtidos.

2.2.1. Catalise Basica

Os reagentes mais comuns usados para transesterificacdo de
acilgliceréis empregando catélise basica sdo hidroxido de so6dio (NaOH) ou
potadssio (KOH) em metanol e metdéxido de sodio (NaOCHjz) em metanol

(Cetinkaya e Karaosmanoglu, 2004). Os métodos de transesterificacdo



empregando estes reagentes sdo rapidos e podem ser realizados a
temperatura ambiente, em um intervalo curto de tempo. Uma desvantagem,
porém, é que estes reagentes ndo convertem acidos graxos livres em ésteres
metilicos de &cidos graxos devido a reacdo de saponificacdo (Bannon, et al.,
1982b; Gutnikov, 1995). Logo, sua aplicacéo se torna limitada quando o 6leo a
ser transesterificado apresentar alta acidez.

Na literatura existe uma variedade de métodos envolvendo estes
reagentes para transesterificacdo e se tornaram mais usados com o0 avango
das pesquisas de biodiesel por serem reagentes de baixo custo e por
apresentarem bons rendimentos (Dorado et al., 2004a; Lotero et al., 2005;
Meher et al., 2006b; Rinaldi et al., 2007).

2.2.1.a. Reagentes de Catalise Basica

Entre os métodos de transesterificagdo que utilizam metéxido de sédio, a
concentracdo deste reagente pode variar de 0,25 a 2 mol/L em metanol
(Christie, 1993; Jeyashoke et al., 1998).

Este reagente pode ser preparado pela dissolucdo do sédio metalico em
metanol anidro, o que requer extremo cuidado, uma vez que esta reacdo €
extremamente exotérmica. Este apresenta boa estabilidade durante meses,
mas pode se deteriorar com a precipitacdo de sal de bicarbonato pela reacao
com diéxido de carbono da atmosfera, que pode ser um interferente na analise
por cromatografia gasosa (Christie, 1993).

Os métodos que empregam hidroxido de potassio (ou sédio) em
concentracdo similar, também tém sido muito utilizados devido a facilidade no
preparo e ao custo relativamente menor quando comparado com o metoxido
(Vicente et al., 2004; Xie et al., 2006).

A reacao de transesterificacdo de Oleos vegetais utilizando catalise
basica corresponde a uma reacao de equilibrio onde a cinética é regida pelo
principio de Le Chatelier. Logo, o rendimento da reacdo dependera do
deslocamento do equilibrio quimico a favor dos ésteres formados, através do
emprego de um excesso estequiométrico do agente de transesterificacdo

(@lcool) e também da otimizacdo de outros fatores como: temperatura de



reacao, concentracdo do catalisador, agitacdo do meio reacional, remoc¢éao da
agua presente nos reagentes, solubilizacéo dos triacilglieréis em solvente como
heptano e utilizacdo de metdxido no lugar de hidroxido de sodio (Toyama et al.,
1933; Glass, 1971; Ramos et al., 2003).

Dados da literatura mostram que os estudos utilizando catalise basica
foram realizados antes do que a aplicacdo da catalise acida. Pardee and Reid
(1920), demonstraram em um estudo as ocorréncias das reacbOes de
transesterificacdo e saponificagcdo, bem como a perda no rendimento da reagcao
de transesterificacdo por hidroxido de potassio em etanol na presenca de 5 %
de agua.

Bannon et al. (1982b), estudaram o uso de metéxido de sédio e de
hidroxido de potassio e verificaram que o uso de metdxido leva a um maior
rendimento, pois ndo resulta em saponificacdo. Com base neste estudo
Bannon et al., propuseram um método utilizando metoxido de sodio, entretanto,
ndo recomendam o uso para determinacdo de acidos graxos de cadeia curta.

Outro método proposto utilizando metoxido de sodio foi desenvolvido por
Christie (1982) sem o uso de aquecimento e realizado em apenas cinco
minutos. Cita ainda, o uso de dietil éter para solubilizacdo dos lipidios polares a
fim de melhorar o rendimento da reacéo.

Na presenca de acidos graxos livres (AGL), o uso de hidréxidos se torna
limitado devido a formacao de sabao, comprometendo a andlise e o rendimento
da reacao (Bannon et al., 1982b). Bondioli (2004) relatou que o aumento da
temperatura também pode interferir no rendimento da reacdo assim como a
presenca de agua.

Segundo Meher et al. (2006a), a presenca de 0,6% de AGL pode
diminuir o rendimento da reacao utilizando hidroxidos. Dorado et al. (2004b)
descreveram um estudo onde foram avaliados varios 6leos vegetais com niveis
de até 2,8% de AGL, utilizando catalise basica para transesterificacdo, e os
resultados obtidos foram satisfatérios. No entanto, recomenda-se o uso de
catalise acida para transesterificacdo de Oleos vegetais quando o teor de
acidos graxos livres exceder 1% (Freedman et al., 1984; Lotero et al., 2005;
Zheng et al., 2006).

O reagente guanidina e seus derivados alquilados em metanol também

sdo usados para converter Oleos e gorduras em ésteres metilicos. Estes
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reagentes convertem tanto acilglicerdis como acidos graxos livres em ésteres
metilicos de acidos graxos. Os acidos graxos livres formam sais carboxilatos de
guanidina, que na presenca de excesso de metanol forma os ésteres metilicos.
No entanto, o excesso de reagente deve ser extraido antes da injecdo da
amostra no cromatografo gasoso (Schuchardt e Lopes, 1988; Shanta e
Napolitano, 1992; Schuchardt et al., 1996; Rosenfeld, 2002).

Nos Ultimos anos tem se dado maior atengcdo para o0 uso de
catalisadores basicos devido ao avanco nas pesquisas de biodiesel (Dorado et
al., 2004a; Dorado et al., 2004b; Cetinkaya e Karaosmanoglu, 2004; Meher et
al., 2006b). O emprego destes catalisadores se deve as caracteristicas destes
reagentes quando comparado com os catalisadores acidos como, serem
Menos Corrosivos e apresentarem menor custo (Schuchardt et al., 1998; Lotero
et al., 2005).

2.2.2. Catalise Acida

Dentro dos meétodos envolvendo catélise acida, os reagentes mais
empregados séao trifluoreto de boro em metanol (BFs/MeOH), &cido cloridrico
em metanol (HCI/MeOH) e acido sulfarico em metanol (H,SO4/MeOH). Estes
reagentes sdo utilizados, tanto para transesterificacdo de acilglicer6is como
para esterificacdo de acidos graxos livres (Metcalfe e Wang, 1981).

Na literatura existe uma variedade de metodologias envolvendo estes
reagentes, em procedimentos utilizando uma Unica etapa, como também
procedimentos em duas etapas (descritos como etapa de saponificacdo

seguido de esterificacdo) e 0 uso de aquecimento.

2.2.2.a. Reagentes de Catélise Acida

Entre os métodos que utilizam &cido cloridrico em metanol para a reacéo
de esterificacdo, podemos encontrar métodos empregando HCI em metanol
anidro, onde a preparacdo mais comum desse reagente, ocorre pelo

bombeamento do gas HCI anidro em metanol anidro. No entanto, além dos
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cuidados necessarios para a preparacdo deste reagente, este apresenta
instabilidade durante o armazenamento a temperatura ambiente (Kishimoto e
Radin, 1965).

Stoffel et al. (1959) propuseram um método de esterificacdo com HCIl em
metanol anidro empregando sublimacdo, onde os EMAGs foram isolados do
meio reacional para evitar a contaminacdo para posterior analise
cromatografica como metodologia capaz de substituir os métodos que
empregavam diazometano (reagente téxico e explosivo).

Os pré-requisitos exigidos para execucdo deste método consistem na
auséncia de agua e acidez média, pois a capacidade de doacédo de elétrons do
oxigénio da dgua é maior que o oxigénio do metanol impedindo a formacao dos
ésteres metilicos. Além disso, o uso de benzeno como solvente para solubilizar
os triacilgliceréis se torna um ponto critico para 0 método uma vez que este
solvente é toxico e carcinogénico (Vorbeck et al., 1961).

A aplicacao de resina de troca ibnica para esterificacdo de acidos graxos
também foi proposta, no entanto, este método apresenta varios inconvenientes
como a preparagdo da resina, manipulacdo excessiva da amostra, condigéo
isenta de agua (Hornstein et al., 1960), além de ter apresentado perdas de
ésteres metilicos de baixo peso molecular quando comparado com outros
métodos (Vorbeck et al., 1961).

O uso de procedimentos empregando HCI em metanol anidro tem sido
pouco utilizado devido a necessidade de condi¢des rigorosas. O uso de HCl em
metanol aquoso foi adotado por varios pesquisadores e 0s resultados obtidos
foram muito satisfatorios.

Em 1982, Jham et al., propuseram um método usando HCI em metanol
aguoso como reagente esterificante. O método consiste de uma etapa de
hidrolise com KOH (0,5 mol/L) em metanol seguido por esterificacdo (ambos
sob aquecimento a 100 °C). Quando comparado os resultados com os obtidos
por métodos que empregam BF; em metanol nenhuma diferenca significativa
foi observada.

Algumas classes lipidicas ndo se solubilizam na presenca apenas de
HClI em metanol como, por exemplo, os triacilglicerdis, logo deve ser
adicionado juntamente um solvente para solubiliza-los antes de proceder a

reacdo. Em principio, o benzeno foi muito aplicado, no entanto, devido a sua
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toxicidade este foi sendo gradativamente substituido por outros solventes como
cloroférmio (Christie, 1993).

A metodologia proposta por Rogozinski em 1964(a) utliza para a
esterificacdo dos &cidos graxos, o reagente acido sulfarico em metanol (10%) e
aguecimento. Este método utiliza H,SO4/CH30OH em excesso (10% v/v) para
garantir que a reacao seja completada. Contudo, este método nao pode ser
recomendado para metilagdo de acidos graxos polinsaturados devido ao poder
oxidante do acido sulfurico.

Posteriormente, no mesmo ano Rogozinski (1964b) modificou seu
método (usando 25% de H,SO, em Metanol v/v) descrevendo como vantagens
a rapidez do método e o uso de um reagente que ndo requer preparacdo ou
estocagem.

Hartman e Lago (1973) propuseram um método empregando duas
etapas (saponificacdo — esterificacdo). Na etapa de esterificacdo utiliza-se o
reagente preparado pela mistura de cloreto de aménio-acido sulfurico-metanol.
O uso de cloreto de amoénio segundo os autores aumenta a eficiéncia do
reagente e reduz efeitos drasticos, pois ha um equilibrio entre o acido sulfarico
(ou metil hidrogénio sulfato) e o acido cloridrico formado.

O uso de baixas temperaturas (-65 °C) também foi usado para metilagéo
de acidos graxos empregando H,SO, em metanol diretamente em materiais
biol6gicos sem prévia extracao dos lipidios (Dugan Jr. et al., 1966).

O reagente BF3/CH3OH (em concentracdes de 12-14% m/v) tem sido o
mais aplicado a todas as classes lipidicas para esterificacdo de acidos graxos
(Ackman, 1998).

Este é um reagente muito toxico, caro e sensivel a umidade. O BF3 é 0
mais eletropolar dos haletos de boro e € extremamente reativo, e na presenca
de metanol pode ser excelente para promover metilacdo de lipidios de modo
similar ao HCI/CH3OH e &cido sulfdrico em metanol com adi¢cdo das vantagens
conferidas pela eletropolaridade extrema do BF3; (Morrison e Smith, 1964).

Morrison e Smith (1964) realizaram um estudo para determinar as
condicBes necessarias para conversdo de varias classes lipidicas em ésteres
metilicos com BF3/CH30H. O uso de BF; em metanol foi estudado com
detalhes principalmente com relagdo ao aspecto reacional e a decomposicao a

acido borico e do fluoreto de hidrogénio.
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Em 1961, Metcalfe e Schmitz propuseram o primeiro método para
preparacdo de EMAG a partir de AGL em um curto periodo de tempo (2
minutos) empregando BF3s/CH30OH (12%). Segundo os estudos realizados por
Morrison e Smith (1964) este método seria adequado apenas para amostras
com alta concentracéo de acidos graxos livres.

O método proposto por Metcalfe et al. (1966), para esterificacdo de 6leos
e gorduras utilizaram uma etapa de saponificacdo seguida de esterificagdo sob
aguecimento com BF3z/CH3;OH por apenas dois minutos a fim de garantir a
esterificacao tanto de AGL como de acilglicerais.

Em pesquisas com trihaletos em metanol para metilacdo de uma
variedade de classes lipidicas, ha uma preocupacgéo sobre a possivel perda de
acidos insaturados com ou sem a formacéao de artefatos; foram investigados os
efeitos do tempo do reagente de metilacdo, temperatura e tempo de reacéo,
tempo reacional na recuperacdo de acidos graxos insaturados e formacéo de
artefatos (Klopfenstein, 1971). Vérios pesquisadores mencionaram o0
aparecimento de artefatos usando BF3; em metanol.

Fulk e Shorb (1970) descreveram a formagédo de artefatos quando o
acido oléico estava presente e foi tratado com BF3 em metanol. Os autores
sugeriram que a formacéo de artefato seria em funcdo do tempo de reacéo a
100 °C e/ou o lote ou a idade do reagente ou ambos.

Lough et al. (1964) mostraram que BF3; em metanol pode causar sérias
perdas de ésteres instaurados e que o acido oléico produz isbmeros em alto
rendimento. Este relato foi contrario a experiéncia geral e pode ter ocorrido
devido ao uso de altas concentragdes de BF3 (50% m/v).

Segundo Klopfenstein, (1971) em condicdes extremas (120 °C por 90
minutos) ndo foi observado a formacgédo de artefatos como descrito por Fulk e
Shorb (1970). No entanto, de acordo com o0 cromatograma apresentado 0s
ésteres metilados em tubos com tampa de teflon continham um grande nimero
de produtos estranhos. Isso pode ter ocorrido devido ao mau vedamento dos
tubos deixando ocorrer perdas de metanol que com o tempo faz aumentar a
concentracdo de BF;.

Por isso, deve ser enfatizado que se um tubo de metilagao vazar durante
0 aquecimento havera um aumento na concentracédo de BF3 devido a perda do

metanol e a destruicdo dos acidos graxos polinsaturados pode ser significativa.
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Sendo incorreto afirmar que somente o tempo de armazenamento do reagente

€ responsavel pela formacao de artefatos como descrito.

2.2.3. Mecanismos de Reacdo de Transesterificacdo e Esterificacao

O termo transesterificacdo refere-se a reacdo onde um éster
(triacilglicerol) é convertido em outro éster pela troca do residuo alcoxila. Esta
reacdo € reversivel e ocorre pela mistura dos reagentes, no entanto, a
presenca de um catalisador (acido ou basico) acelera e contribui para aumentar
o rendimento da reacdo (Geris et al., 2007). Nesta reacdo tém-se como
intermediarios de reacao os diacilglicerdis e os monoacilglicerois.

Para que a reacdo de transesterificacdo seja completa é necessario uma
proporcdo molar de 3:1 de alcool por triacilglicerol, entretanto, devido ao
carater reversivel da reacdo, adiciona-se em excesso 0 alcool (agente
transesterificante) para um bom rendimento da reacéo (Meher et al., 2006a).

A reacao de esterificacdo ocorre quando se tem acidos graxos livres na
presenca de alcool para formar ésteres através da reacdo de condensacao
(Solomons e fryhle, 2002). Estas reacdes sao catalisadas por acidos e devido
ao carater reversivel da reacdo, também pode ser adicionado em excesso 0
alcool para garantir um melhor rendimento da reacao.

Entre os alcoois, o0 metanol tem sido o mais utilizado para as reagdes de
transesterificacdo e esterificacdo nos procedimentos descritos na literatura
devido as suas vantagens fisico-quimicas como dissolver com maior facilidade
0 catalisador basico e reagir mais rapidamente com os triacilgliceréis (Bannon
et al. 1982b, Darnoko e Cherian, 2000; Barnwal e Sharma, 2005).

2.2.3.a. Mecanismo de Reacdo Envolvido na Transesterificacdo por

Catalise Basica

As etapas envolvidas na reagdo de transesterificacdo de triacilglicerois
catalisada por base (hidroxido de s6dio) sdo apresentadas na Figura 3.

15



A primeira etapa ocorre pela reacao entre a base (NaOH) e o metanol
produzindo alcoxido e agua (Etapa 1). O ataque nucleofilico do ion alcéxido se
d& no carbono carbonilico deficiente em elétrons da molécula do triacilglicerol,
resultando na formagdo de um intermediario tetraédrico. O rompimento da
ligacdo entre carbono e oxigénio deste intermediario leva ao produto, éster
metilico (Etapa 2) e ao diacilglicerol formado apds a remocdo do atomo de
hidrogénio do metanol (Etapa 3), para formar o ion metéxido e permitir a
continuidade do processo.

N#COH + CH;OH N#CH,F + H—OH Etapa 1
R—C/ + NECH,0F —— R—CTOCH; * N#
“oR L OR!
Etapa 2
5 o CH—| 0°N§
s o ) |
B—C_ C—0—CH
OCH; ne | 0
CHQ_O_C” -
L |z
Rl
o CH;— O°NE o CH;— CH
W
b0 _cm + CH;CH C—(0 —CH + NFCH,F
ne | o K | Ke
CHh—o__ ¢~ CHh—o—c”
\R‘ \R‘
Etapa 3

Figura 3. Mecanismo de reacdo de transesterificacdo de um triacilglicerol com
metanol na presenca de hidréxido de sédio.

A etapa 1 da reacdo esquematizada na Figura 3 mostra a formacao de
agua no meio reacional quando se utiliza hidroxidos. A presenca de dgua pode
promover a hidrélise de ésteres formados levando a producdo de sabao, pelo
ataque do ion hidroxido, (Figura 4), diminuindo o rendimento da reacdo de

transesterificacdo, pois esta reacao € irreversivel (Solomons e Fryhle, 2002).
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s
R— + NPOH R—c”K + CH:CH
. HzO )

Figura 4. Reacdao de hidrélise: saponificacao.

Na presenca de ions metoxido e hidroxido, as reacdes de
transesterificacdo e saponificacdo ocorrem simultaneamente, mas a reacao de
transesterificacdo se processa muito mais rapido que a saponificacdo e o
maximo da reacdo pode ser obtido rapidamente (Glass, 1971; Gutnikov, 1995).

Contudo, existem alguns requisitos que podem inibir que a saponificacao
ocorra com consequente diminuigdo do rendimento da reagéo de esterificagao.
Como alternativa, pode-se usar metoxido de sodio ou potassio ou aumentar a
concentracdo de metanol no meio reacional favorecendo a de formacao do ion

metoxido (Figura 5) (Boocock et al., 1996).

NFOR'® + CHiOH RoE + nfocu?

Figura 5. Utilizacdo de metéxido de s6dio como catalisador.

Deve-se evitar a presenca de 4cidos graxos livres no meio reacional,
pois também levam a formacdo de sabdo na presenca de base (Meher et al.,
2006a).

2.2.3.b. Mecanismo de Reacdo Envolvido na Transesterificacdo e

Esterificacdo por Catalise Acida

As etapas do mecanismo de transesterificagdo de triacilglicerdis por
catalise acida sdo mostradas na Figura 6.
Na primeira etapa ocorre a protonacdo do grupo carbonilico do éster

(Etapa 1), formando um carbocétion que, apos o ataque nucleofilico do alcool

17



resulta na formacdo de um intermediario tetraédrico (Etapa 2). Este
intermediario elimina o diacilglicerol para formar o éster metilico e regenerar o
catalisador &acido (Etapa 3). Esta reacdo se estende para os di e

monoacilglicerais.

-
Y H 0 s o
E— “ | | | Etapa 1
OR! PN Al
E QR E OF!
H H
@ CH o]
C‘:ﬁ - L
B + O\ R_(Ij_og — Etapa 2
R// \OR' H O H
H
O/L\—V o o CHy— OH
C:_ _H@ ,{;/ 1 |
R—(|3‘)—O—CH3 E—C y }{C—O —(|3H
2 O
RI o\ O CH3 CHQ_ O - C/f‘ . |
®'H . | = R
Rl

Etapa 3

Figura 6. Mecanismo de reacdo de transesterificacdo de um triacilglicerol com
metanol na presenca de catalisador acido.

A reacdo de esterificacdo por catalise acida (Figura 7) ocorre de modo
similar a transesterificacdo descrita na Figura 6. O &cido graxo recebe um
préton do catalisador (acido forte) que ocorre na etapa 1. Apos o ataque do
alcool no grupo carbonila protonado forma um intermediario tetraédrico (Etapa
2) que, com a perda de uma molécula de agua e transferéncia de um proéton
leva a formacéo do éster (Etapa 3).

Cada etapa do processo é reversivel e na presenca de excesso de
alcool leva a formacédo do éster. Entretanto, na presenca de agua, que € um
forte doador de elétrons, a formacdo do intermediario na etapa 2 nao é
favorecida e a reacdo de esterificacdo ndo se processa completamente. Logo,

para se obter um rendimento satisfatorio na reacdo de esterificacdo deve-se
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evitar a presenca de agua no meio reacional, assim como na catalise basica
(Stoffel et al., 1959).

-~
v H 0 - ]
R_C\ | | Etapa 1
Otz AN S B
E OH OH
H H
@~ CH O/
c:ﬂ i > CH
c + R R—C—0¢ = Etapa 2
R/ e H OH H
&,
g o)
@
(i_l _H 4? N
R—C—0—CH; E—C H—0-H Etapa 3
.
Clj O CH;
/@,\
==

Figura 7. Mecanismo de reacdo de esterificacdo de um acido graxo com metanol
na presenca de catalisador acido.

Contudo, pode ocorrer a reacdo de hidrélise do éster formado por acido
(Figura 8). Logo, quando se deseja a reacdo de esterificacdo € necessério o
uso de excesso de metanol e eliminar residuo de agua para se obter um alto
rendimento na (trans e) esterificacdo (Stoffel et al., 1959; Solomons e Fryhle,
2002).

B 2 b °
R—c”;K + H—O-H R—c/ + (CH;0H
. .
O CH; OH

Figura 8. Mecanismo da reacdo de hidrélise por acido.
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2.2.4. Influéncia dos Reagentes de Esterificacao

Como descrito, os métodos que utilizam catalise acida e basica podem
afetar o rendimento de reacdo, por diversas razes como a presenca de agua,
AGL (na catalise basica), uso de quantidades inadequadas de alcool e por
aguecimento.

Estes fatores podem afetar diretamente os resultados quantitativos devido
a conversdo incompleta dos lipidios a ésteres metilicos de acidos graxos,
mudanca na composicao dos acidos graxos durante a esterificacdo, formacao
de artefatos que podem ser erroneamente identificados como &cidos graxos.
Ainda, residuos do catalisador usado podem levar a contaminacdo da coluna
cromatografica, extracdo incompleta de ésteres metilicos de acidos graxos e
perda de ésteres metilicos de cadeia curta e muito volateis (Shanta e
Napolitano, 1992; Brondz, 2002).

2.2.5. Analise por Cromatografia Gasosa dos Esteres Metilicos de Acidos

Graxos

A analise de Aa&cidos graxos pode ser realizada por técnicas
cromatograficas como: cromatografia em camada delgada (CCD),
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e por cromatografia gasosa
(CG).

A técnica de CCD tem sido muito utilizada para analise de acidos graxos
apds o fracionamento das classes lipidicas. Também foram adaptadas para
aplicacdo de procedimentos de esterificacao utilizando catalise acida e basica,
bem como para avaliar a eficiéncia deste procedimento na formacdo de EMAG
(Christie, 1993).

A andlise de acidos graxos por CLAE também tem sido descrita, no
entanto, pode apresentar co-eluicdo de picos para misturas muito complexas
(Aveldano e Horrocks, 1983; Sanches-Silva et al., 2004).

Em cromatografia gasosa, as primeiras analises de EMAGs foram
realizadas usando colunas empacotadas com 1 a 3 metros e diametro de 2-4

mm, sendo caracteristico haver perdas de componentes com o aumento do

20



namero de carbono e insaturacéo (Tvrzicka et al., 2002). Essas colunas foram
sendo substituidas por colunas capilares por serem mais eficientes e promover
resultados mais precisos devido a melhor resolugéo (Freedman et al., 1986).

Contudo, hoje sado utilizadas colunas capilares de 50 a 100 m de
comprimento para que 0 numero de pratos teoricos seja suficiente para
promover resolucdo cromatografica adequada para separar misturas
complexas de ésteres metilicos de acidos graxos, permitindo a aplicacdo da
técnica analitica em analises de rotina em laboratérios de cromatografia
(Ackman, 1972, Seppanen-Laakso et al., 2002).

A separacdo dos ésteres metilicos de acidos graxos pode ser realizada
em trés diferentes tipos de coluna, com fase estacionaria apolar, polar e muito
polar (Christie, 1989), sendo mais utilizada as colunas de alta polaridade
(quimicamente ligadas) devido a maior resisténcia mecanica da fase
estacionaria e maior estabilidade térmica, resultando no aumento do tempo de
vida util da coluna (Peene et al., 2003).

O detector de ionizacdo de chama é o mais conveniente e usado para
deteccdo de compostos organicos, em especial para analise de alimentos
devido & quantidade minima detectavel (10™*?g), resposta quase universal, faixa
de linearidade e resposta rapida (Craske e Bannon, 1987). Apesar de
responder a propriedades do soluto, este € sensivel ao fluxo de massa que
passa por ele.

No entanto, a resposta do detector de ionizacdo de chama é diferencial,
ou seja, a magnitude do sinal € proporcional ao numero de carbono ativo, logo
ésteres metilicos com diferentes cadeias carbdnicas apresentardo diferentes
respostas no detector de ionizacdo de chama (Ulberth e Schrammel, 1995;
Brondz, 2002; Schreiner e Hulan, 2004; Collins et al., 2006; Visentainer e
Franco, 2006).

Na andlise de alimentos, a cromatografia gasosa permite a identificacdo
dos componentes da amostra através da comparacédo dos tempos de retengao
dos compostos com aqueles obtidos através da injecao de padrdes contendo
as substancias a serem analisadas. No entanto, este procedimento ndo é
conclusivo, pois componentes diferentes podem ter o mesmo tempo de

retencéo.
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Alternativas usadas na identificacdo sdo: adicdo de padrédo (spiking),
utiizacdo de padrdo secundario, métodos graficos, uso de colunas com
diferentes polaridades e indices sisteméticos de reten¢do. O indice de retengéo
de Kovats € um método que se baseia no comprimento equivalente da cadeia
(ECL, Equivalent Chain Length) e € muito aplicado por ser um método simples,
de facil aplicacédo e de baixo custo (Visentainer e Franco, 2006).

Na analise por cromatografia gasosa com detector de ionizacdo de
chama, o método da normalizacdo € muito utilizado, porém, apresenta
limitacbes como: a necessidade de eluicdo e deteccdo de todos os
componentes injetados, o que nem sempre ocorre devido a discriminacdo ou
retencdo irreversivel de algum componente e a consideragdo de que a resposta
do detector é a mesma para todos 0s componentes; o que ndo acontece, pois 0
detector de ionizacdo de chama apresenta resposta diferencial (Albertyn et al.,
1982).

O uso de adicdo de um padrao interno tem sido empregado na analise de
acidos graxos, pois possibilita expressar os resultados em massa. Este método
€ menos sensivel a erros, uma vez que o padrdo interno e a amostra sao
injetados juntos e, através da utilizacdo de fatores de correcdo € possivel
expressar os resultados em massa de acidos graxos e nao de ésteres metilicos
de &cidos graxos (Ackman e Sipos, 1964; Schreiner, 2005; Visentainer e
Franco, 2006).

O padréo interno a ser empregado na quantificacdo dos acidos graxos
deve apresentar alguns requisitos basicos como: ndo estar presente na
amostra, ter alto grau de pureza, estabilidade, ser acessivel, de baixo custo,
eluir separadamente e proximo dos componentes da amostra entre outros
(Eder, 1995; Brondz, 2002).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Tendo em vista a possibilidade de obter diferentes resultados na
concentracdo de ésteres metilicos acidos graxos para a mesma amostra, em
funcdo dos métodos de esterificacdo utilizada, o objetivo do presente trabalho
foi verificar a eficiéncia e aplicabilidade de 8 diferentes métodos de
esterificacdo, envolvendo catalise acida e basica na determinacdo quantitativa

de EMAG em 6leos vegetais.

3.2. Objetivos Especificos

Avaliar a eficiéncia dos oito métodos de esterificacdo quando aplicados
em cinco 6leos vegetais: canola, dendé, linhaca, oliva e soja, com diferentes

composi¢des em acidos graxos.

Efetuar a quantificacdo dos acidos graxos expressos em mg EMAG/g de

Oleo pelo método da adi¢do de padrao interno nos cinco 6leos vegetais.

Estimar a exatiddo da quantificacdo através da realizacdo do teste de
adicdo e recuperacdo dos principais triacilglicerdis presentes nos oOleos

vegetais.

Avaliar qual (is) dos métodos de esterificacdo pode ser considerado o
mais adequado levando-se em consideracdo a repetibilidade, freqiéncia
analitica, consumo e toxicidade dos reagentes utilizados, relacdo custo

beneficio e teor de &cidos graxos.
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4. MATERIAIS e METODOS

4.1. Amostragem

Foram analisados cinco 6leos vegetais, sendo divididos em refinados:
soja e canola, e brutos linhaca, azeite de oliva e de dendé. Os 6leos foram
adquiridos no comércio local de Maringa - PR, exceto o azeite de dendé, o qual
foi obtido de forma artesanal por produtores do estado da Bahia. Cada 0leo foi
armazenado em dezesseis frascos ambar com capacidade de 100 mL (duas
aliquotas para cada método) sob fluxo de N, em refrigeragdo durante o periodo
de analise correspondente a um ano. Os 6leos foram usados dentro do prazo
de validade estabelecido na embalagem.

Esses 6leos foram selecionados devido a diferenca na concentracao dos
principais acidos graxos presentes: palmitico (C16:0), estearico (C18:0), oléico
(C18:1n-9), linoléico (C18:2n-6) e a. - linolénico (C18:3n-3).

4.2. Reagentes

Os reagentes usados foram todos de grau analitico. Quando necessario
os reagentes foram secos utilizando sulfato de sédio anidro para remocao de
tracos de agua. Os padrbes de EMAG e de triacilgliceréis usados foram da

marca Sigma (USA).

4.3. Determinacéo do indice de Acidez

O indice de acidez foi determinado de acordo com o método utilizado no
Instituto Adolfo Lutz (1985) e calculado de acordo com a Eq. 1. Foram pesados
em um erlenmeyer aproximadamente 2,0 g de 6leo, adicionados 25,0 mL de
uma solucdo de éter-alcool etilico (2:1) e agitado. Em seguida foram
adicionadas 2 gotas do indicador fenolftaleina. Titulou-se com uma solucdo de

hidréxido de potassio 0,10 mol/L até coloracdo rosa.
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V.f..C.5,61

indice de Acidez (mg de KOH/g) = (Eq. 1)

m

onde: V = volume de KOH (mL)
fc = fator de correcéo
C = concentracdo de KOH (mol/L)

m = massa da amostra (Qg)

4.4, Métodos Selecionados para Preparacdo dos Esteres Metilicos de
Acidos Graxos (EMAG)

Os métodos foram selecionados considerando consumo e toxicidade dos
reagentes utilizados, tempo de aquecimento, freqiéncia analitica, relacdo custo
beneficio e teor de EMAG determinados nos Oleos analisados. Os métodos
selecionados estdo presentes na Tabela 3 e no anexo (I) estdo dispostos na

forma de fluxograma.

Tabela 3. Métodos de esterificacdo selecionados.

Métodos Siglas Catalisador
1. Metcalfe et al., 1966 MET BF3/CH3;0OH
2. Bannon et al., 1982a BAN BF3/CH3;0OH
3. Joseph e Ackman, 1992 JAC BF3/CH3;0OH
4. Hartman e Lago, 1973 HLA H>SO4/NH4CI/CH3;0H
5. Jham et al., 1982 JHA HCI/CH3;OH
6. ISO 5509, 1978 ISO NaOH/CH3;OH
7. Bannon et al., 1982b BBA NaOCH3/CH3;OH
8. Schuchardt e Lopes, 1988 SLO Tetrametilguanidina/CH;OH
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4.4.1. Método de Esterificacdo de Catélise Acida empregando Trifluoreto

de Boro em Metanol

4.4.1.a. Método descrito por Metcalfe et al., 1966 (MET)

Foram pesados aproximadamente 150 mg de 6leo e adicionados 4,0 mL
de solucdo de NaOH 0,50 mol/L em metanol. A mistura foi aquecida em banho
a 100°C até dissolucado dos glébulos de gordura (aproximadamente 5 minutos).
Foram adicionados 5,0 mL de BF3; (12%) em metanol, sendo esta aquecida por
mais 2 minutos. Apos resfriamento, foi adicionado 5,0 mL de solugéo de cloreto
de sodio saturada. A mistura foi transferida para um funil de separagéo
juntamente com 20,0 mL de éter de petréleo. Agitou-se o funil vigorosamente
por 1 minuto e em seguida foi deixado em repouso para separacao das fases.
ApoOs esta etapa, foi descartada a fase aquosa. Filtrou-se a fase etérea em
papel filtro para um baldo e o solvente foi evaporado em banho a 60°C. O
solvente residual foi removido com fluxo de nitrogénio a temperatura ambiente.
Os ésteres metilicos foram solubilizados em n-heptano para posterior injecédo

no cromatografo a gas.

4.4.1.b. Método descrito por Bannon et al., 1982a (BAN)

Foram pesados aproximadamente 150 mg de d6leo, adicionados 5,0 mL
de solucdo de KOH 0,50 mol/L em metanol. A mistura foi aquecida sob refluxo
por 3 minutos. Apds a adicdo de 5,0 mL de BF3 (14%) em metanol, a mistura
foi novamente aquecida sob refluxo por 3 minutos. Apds resfriamento, foram
adicionados 3,0 mL de iso-octano e 15,0 mL de solucdo de cloreto de sodio
saturada. Agitou-se vigorosamente por 15 segundos. Apds separacdo das
fases, foram coletados aproximadamente 2,5 uL da fase superior para posterior

injecdo no cromatografo a gas.

4.4.1.c. Método descrito por Joseph e Ackman, 1992 (JAC)

Foram pesados aproximadamente 25 mg (x 0,1 mg) de Odleo,

adicionados 1,5 mL de solugcdo de NaOH 0,50 mol/L em metanol. A mistura foi
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aquecida em banho a 100°C por cerca de 5 minutos e em seguida resfriada a
temperatura ambiente. Foram adicionados 2,0 mL de uma solucdo de BF3
(12%) em metanol, aquecido novamente em banho a 100°C por 30 minutos.
Apoés, resfriou-se o tubo em fluxo de &gua corrente a temperatura ambiente e
foram adicionados 1 mL de iso-octano. Agitou-se vigorosamente por 30
segundos, em seguida foram adicionados 5,0 mL de solucdo de cloreto de
sbédio saturada. A amostra esterificada foi levada a geladeira e deixada em
repouso para melhor separacédo das fases. Apds a coleta do sobrenadante, foi
adicionado mais 1,0 mL de iso-octano ao tubo, este foi agitado, coletado e
adicionado a fracdo anterior. A amostra foi concentrada para um volume final

de 1,0 mL para posterior inje¢cdo no cromatografo a gas.

4.4.2. Método de Esterificacdo de Catalise Acida empregando Acido

Sulfurico em Metanol

4.4.2.a. Método descrito por Hartman e Lago, 1973 (HLA)

Foram pesados de 200-500 mg de 6leo, adicionou-se 5,0 mL de solucéo
de NaOH 0,50 mol/L em metanol e a mistura foi levada para aquecimento em
refluxo por 5 minutos. Apos foram adicionados 15,0 mL do reagente de
esterificacao (preparado a partir da mistura de 2,0 g de cloreto de amoénio, 60,0
mL de metanol e 3,0 mL de &cido sulfurico concentrado, aquecida por
aproximadamente 15 minutos), a mistura foi aquecida em refluxo por mais 3
minutos e, em seguida, foi transferida para um funil de separacao juntamente
com 25,0 mL de éter de petréleo e 50,0 mL de agua deionizada. Apds agitacao
e separacao das fases, descartou-se a fase aquosa. Adicionou-se 25,0 mL de
agua deionizada a fase organica, agitou-se e apods a separacdo das fases, a
aquosa foi descartada e o procedimento repetido. A fase organica foi coletada,
o0 solvente evaporado em evaporador rotativo e o residuo foi removido sob fluxo
de nitrogénio. Os ésteres metilicos foram solubilizados em n-heptano para

posterior injecdo no cromatografo a gas.
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4.4.3. Método de Esterificacdo de Catélise Acida empregando Acido

Cloridrico em Metanol

4.4.3.a. Método descrito por Jham et al., 1982. (JHA)

Foram transferidos 50 uL de oOleo para um tubo, adicionados 1,0 mL de
uma solucédo de KOH 0,50 mol/L em metanol e aquecidos em banho a 100 °C
por 5 minutos. Apos foram adicionados 400 uL de HCI em metanol aquoso (4:1
v/v). A mistura foi aguecida em um banho a 100°C por 15 minutos. Resfriou-se
o tubo e em seguida foram adicionados 2,0 mL de agua deionizada, 3,0 mL de
éter de petréleo e agitou-se. ApdGs a coleta do sobrenadante, foram adicionados
mais 3,0 mL de éter de petréleo ao tubo, este foi agitado, coletado e adicionado
a fracdo anterior. A fase organica foi seca utilizando sulfato de sédio anidro. O
solvente foi evaporado e os ésteres foram redissolvidos em 500 uL de

cloroférmio para posterior injecdo no cromatografo a gas.

4.4.4. Método de Esterificacdo de Catalise Basica empregando Hidréxido

de So6dio em Metanol

4.4.4.a. Método 5509 descrito pela ISO, 1978 (ISO)

Foram pesados aproximadamente 1,0 g de Oleo em um tubo,
adicionados 10,0 mL de n-heptano e agitado. Em seguida foram adicionados
0,50 mL de solugcdo de NaOH 2,0 mol/L em metanol e agitado por 20
segundos. ApoOs separacdo das fases, o sobrenadante foi coletado para

posterior analise no cromatografo a gas.

4.4.5. Método de Esterificacdo de Catélise Basica empregando Metdxido

de Sodio em Metanol

4.4.5.a. Método descrito por Bannon et al., 1982b (BBA)
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Foram pesados aproximadamente 150 mg de 6leo, adicionados 5,0 mL
de solucdo de NaOMe (0,25 mol/L) em metanol - dietil éter (1:1) e a agitada por
2 minutos. Apos foram adicionados 3,0 mL de iso-octano e 15,0 mL de solugéo
de cloreto de sodio saturado. A mistura foi agitada vigorosamente por 15
segundos e apoOs a separacao das fases, foram coletados 2,5 uL da fase
superior contendo os ésteres metilicos de acidos graxos para analise no

cromatografo a gas.

4.46. Método de Esterificacdo de Catalise Basica empregando

Tetrametilguanidina em Metanol

4.4.6.a. Método descrito por Schuchardt e Lopes, 1988 (SLO)

Foram pesados aproximadamente 250 mg de dleo, adicionados 2,0 mL
de solucédo de tetrametilguanidina em metanol (1:4 v/v). Este foi aquecido em
banho a 100°C por 2 minutos. Em seguida, resfriou-se o tubo a temperatura
ambiente, e adicionados 20,0 mL de uma solucéo de cloreto de sodio saturada
e 8,0 mL de éter de petréleo. ApGs a separacao das fases, a fase organica foi
coletada e o solvente evaporado sob fluxo de nitrogénio. Os ésteres metilicos
foram solubilizados em iso-octano para posterior injecdo no cromatografo a

gas.

4.5. Andlise Cromatografica dos Esteres Metilicos de Acidos Graxos

A andlise cromatografica foi conduzida utilizando um cromatégrafo a gas
Varian, modelo CP 3380, equipado com detector de ionizacdo de chama,
injetor do tipo split/splitless e coluna capilar de silica fundida CP-Select CB-
FAME (100 % cianopropil ligado, dimensdes: 100 m, 0,25 mm i.d. e 0,39 um de
fase estacionaria). Os parametros de operacéo estabelecidos apds verificacdo
da melhor condicdo de resolugdo foram: temperatura da coluna de 197°C por
23 minutos e 235°C (20°C/min.) por 20 minutos a uma pressdo de 40 psi. A
temperatura do injetor e do detector foi mantida a 220°C e 245°C,

respectivamente. A vazéo dos gases foi de 1,4 mL/min para o gas de arraste
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(H2), 30 mL/min para o make-up (N2), 30 mL/min e 300 mL/min para o
hidrogénio e para o ar sintético da chama, respectivamente. O divisor de
amostra foi de 1/80.

As injecdes foram realizadas em duplicata e o volume de injecéo foi de 1
uL. As éareas dos picos dos ésteres metilicos de acidos graxos foram

determinadas através do software Workstation versédo 5.0 (Varian).

4.6. Identificacdo dos Esteres Metilicos de Acidos Graxos

A identificacdo dos ésteres metilicos de acidos graxos foi realizada de
acordo com os seguintes procedimentos:

- por comparagao do tempo de retencéo dos constituintes da amostra com uma
mistura constituida de 37 padrdes de ésteres metilicos de acidos graxos (anexo
II) da Sigma e por comparacdo com alguns padrdes individuais,

- através da adicao de padrao e verificacdo de aumento nas areas dos picos e,
- por valores do comprimento equivalente de cadeia (ECL) conforme método
descrito por Visentainer e Franco (2006), empregando como compostos de
referéncia os ésteres metilicos dos acidos graxos: C16:0, C18:0 e C20:0. Os
valores de ECL foram calculados para os EMAG quantificados nos oleos
vegetais, para os padrdoes (Sigma) (anexo Ill) e comparados com dados da
literatura.

As analises para a determinacdo dos valores de ECL foram efetuadas
em seis repeticdes, através de um cromatégrafo a gas 14A (Shimadzu, Japao),
equipado com detector de ionizagdo de chama coluna capilar Carbowax 20M
(dimensbes: 50 m, 0,25 mm i.d. e 0,20 um). Os parametros de operacao
usados foram: temperatura da coluna de 200°C por 60 minutos a uma pressao
de 40 psi. A temperatura do injetor e do detector foi mantida a 220°C e 245°C,
respectivamente. A vazao dos gases foi de 1,4 mL/min para o gas de arraste
(H2), 30 mL/min para o make-up (N2), 30 mL/min e 300 mL/min para o
hidrogénio e para o ar sintético da chama, respectivamente. O divisor de
amostra foi de 1/100. As &reas dos picos foram determinadas através de um

integrador processador CG-300.
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4.7. Avaliacdo da Resposta do Detector de lonizacdo de Chama

Para avaliar a resposta do detector de ionizacdo de chama foi utilizada
uma solucdo de mistura de padrdes (Sigma) de EMAG em concentracao
conhecida. O fator resposta experimental foi calculado para os padrdes:
miristato (14:0), palmitato (C16:0), estearato (C18:0), oleato (C18:1n-9),
linoleato (C18:2n-6), a e 6 - linolenato (C18:3n-3 e C18:3n-6, respectivamente),
eicosanoato (20:0), docosanoato (22:0), tetracosanoato (24:0), em relacdo ao
tricosanoato de metila (C23:0) através da Eq.2, conforme método proposto por
Ackman (1972). Estes fatores foram obtidos a partir da média de seis

repeticoes.

_ A23:0 . Cx
R A Caso
(Eq. 2)
onde: Fg = fator resposta em relacdo ao tricosanoato de metila
Ass30 = area do tricosanoato de metila
A, = area do EMAG
C,3:0 = concentracdo do tricosanoato de metila

C« = concentracédo do EMAG

4.8. Analise Quantitativa dos Esteres Metilicos de Acidos Graxos

A gquantificacdo dos EMAG obtidos com a aplicacdo dos métodos de
esterificacdo dos Oleos vegetais foi realizada apoés verificacdo da concordancia
entre os fatores de resposta experimental e tedrico dentro da faixa de
concentracdo a ser trabalhada.

Para essa avaliacdo foram utilizadas solucdes de padrdes (Sigma) dos
EMAG: C18:1t9 (99,3 mg/mL); C18:2n-6 (99,8 mg/mL), C18:3n-3 (92,8 mg/mL),
C20:0 (15,5 e 101 mg/mL) e C23:0 (1,0 mg/mL) todas preparadas em iso-
octano. A partir dessas foram obtidas solu¢cbes em diferentes concentracoes,
mantendo fixa a concentracéo do tricosanoato de metila (23:0).

As solucbes foram analisadas em triplicata, sendo injetado um volume

de 1,0 pL. Partindo das éareas obtidas plotou-se a razdo entre a area de cada
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padrdo de EMAG e do tricosanoato de metila em funcdo da concentracao,
sendo possivel determinar os fatores de resposta para diferentes faixas de
concentracdo a partir do coeficiente angular da curva usando a Eg. 2 (anexo
V).

A gquantificacdo dos EMAG nos Oleos vegetais foi efetuada em relagéo
ao padrédo interno, tricosanoato de metila (23:0). A solucdo do padréao interno
foi preparada na concentracdo de 1,0 mg/mL em iso-octano. A adicdo do
padrdo interno (tricosanoato de metila) foi realizada antes da pesagem do 6leo
no recipiente de esterificacdo. A quantidade adicionada foi estabelecida
mantendo uma proporcédo de aproximadamente 200:1 entre a massa de 0Oleo e
massa do padrdo interno. Apd6s a adicdo da solucdo do padrdo interno, o
solvente foi evaporado sob fluxo de nitrogénio.

A concentracdo dos EMAG obtidos apds a aplicacdo dos métodos de
esterificacdo foi calculada de acordo com a Eg. 3 e de maneira similar a
Cantellops et al. (1999). Os resultados foram expressos em mg de EMAG por

grama de dleo.

Ax . M23o . Fr
Azzo . Ma

C (mg de EMAG/g) —

(Eq. 3)
onde: A, = area dos EMAG
A,3.0 =area do tricosanoato de metila
Ma = massa da amostra em gramas
M,s.0 = massa do tricosanoato de metila

Fr = fator de resposta teérico dos EMAG

4.9. Limites de Quantificacao e Deteccéo

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram estimados conforme
recomendacdo da ACS (1980), considerando a razéo sinal ruido igual a trés e
dez respectivamente, a partir de diluices sucessivas de uma solucdo padréo

de araquidato de metila.
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4.10. Teste de Adicao e Recuperacao

A exatiddo foi estimada através da realizagdo de testes de adicdo e
recuperacdo. Os padrdes de triacilglicerdis (Sigma) usados foram: tripalmitina
(TG 16:0), triestearina (TG 18:0), trioleina (TG 18:1n-9), trilinoleina (TG 18:2n-
6), trilinolenina (TG 18:3n-3). Esses triacilglicerdis foram escolhidos por serem
os principais triacilglicerdis presentes nos 6leos vegetais usados (anexo V).

Inicialmente fez-se a determinacdo da concentracdo destes cinco
triacilglicerais: tripalmitina, triestearina, trioleina, trilinoleina e trilinolenina em

mg de TG/g de 6leo através da EqQ. 4 nos 6leos vegetais.

C (mg de TG/g) — CEMAG . FTG (Eq 4)

onde: Cguac = concentracdo de EMAG (mg/g)

Frc = fator de converséo tedrico de EMAG para triacilgliceréis

O fator F1¢ foi calculado considerando trés unidades de &cidos graxos
por molécula de glicerol, esses valores de converséo estdo em anexo (VI).

As solucdes dos triacilglicerois foram preparadas como descrito:

- Solucdo 1: Tripalmitina (99%) 2,13 mg/mL em iso-octano (212 mg em 99,9
mL);

- Solucéo 2: Triestearina (99%) 2,00 mg/mL em iso-octano (101 mg em 50,2
mL);

- Solucéo 3: Trioleina (99%) 20,1 mg/mL em cloroférmio (500 mg em 24,9 mL);
- Solucéo 4: Trilinoleina (99%) 4,03 mg/mL em cloroférmio (100 mg em 24,8
mL);

- Solugdo 5: Trilinolenina (98%) 10,090 mg/mL em cloroférmio (100 mg em
9,91 mL).

Antes da aplicacdo dos métodos de esterificacdo fez-se a adicdo do
padrdo interno, em seguida adi¢cdes dos triacilglicerdis em quantidade
conhecida e o solvente evaporado sob fluxo de nitrogénio. As adi¢cdes das
solucdes foram realizadas da seguinte forma: solugdes 1 e 2 no 6leo de canola;
solucéo 3 no oleo de linhaca e solucdes 4 e 5 utilizando o azeite de oliva. As

adicoes foram efetuadas em trés repeticdes e injetadas em duplicata.
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ApoOs a quantificacdo em relacdo ao padrao interno, de acordo com as
Eq. 3 e 4, as porcentagens de recuperacao foram determinadas através da Eq.
5.

c
A 100

Cao + Cap

Recuperacéo (%) =

(Eq. 5)

onde: C, = concentragdo do triacilglicerol determinado na amostra do 6leo fortificado;
Cao = concentracao do triacilglicerol determinado na amostra do 6leo;

Cap = concentracao do triacilglicerol adicionado na amostra do 6leo;

4.11. Anélise Estatistica

As andlises foram realizadas em dez repeticbes e o0s resultados
expressos como meédia + desvio padrdo. Os diferentes métodos foram
comparados através da analise de variancia (ANOVA) com nivel de 5% de
significancia utilizando o programa Statistica 7.0 (StatSoft, USA, 2005). Os
valores médios foram comparados pelo Teste de Tukey.

34



5. RESULTADOS e DISCUSSAO

Neste estudo comparativo avaliou-se qual dos métodos de esterificagédo
aplicados a diferentes 6leos vegetais pode ser considerado o mais adequado
levando em consideracdo a frequéncia analitica, consumo e toxicidade dos
reagentes utilizados, relacdo custo beneficio e o teor de ésteres metilicos de

acidos graxos (EMAG) determinados nos 6leos analisados.

5.1. Determinac&o do indice de Acidez dos Oleos Vegetais

Os valores do indice de acidez obtidos para os Oleos vegetais
analisados estéo na Tabela 4.

Tabela 4. indice de acidez determinado nos 6leos vegetais analisados.

Oleos Vegetais indice de Acidez* (mg KOH/g)
canola 0,061 £ 0,001
soja 0,052 + 0,003
linhaca 0,067 £ 0,000
oliva 0,078 £ 0,002
dendé 0,104 = 0,004

* Os valores sao médias de seis repeticdes acompanhados de seu desvio padréao.

Estes dados mostram que os 6leos usados apresentaram baixa acidez,
tanto os Oleos refinados (canola e soja), quanto os 6leos bruto: linhacga, oliva e
dendé. Devido a baixa acidez dos 6leos vegetais analisados, estima-se que 0s
acidos graxos presentes estdo ligados a moléculas de glicerol, sendo os

triacilglicerois a forma predominante, como desrito na literatura.
5.2. Identificacdo e Quantificacdo dos EMAG presentes nos Oleos
Vegetais

A identificacdo dos EMAG foi realizada por adicdo de padrdo (spiking),

comparacao de padroes e por ECL, o que possibilitou a confirmagdo dos
acidos graxos constituintes dos 6leos vegetais. O uso do ECL aliado as demais
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ferramentas citadas permitiu a confirmacdo dos acidos graxos de forma
simples, com baixo custo e de maneira muito eficaz. Esse procedimento foi
indispensavel para se realizar a quantificacdo dos EMAG.

A Tabela 5 apresenta os valores dos fatores resposta experimental
obtido a partir de uma mistura de padrées de EMAG e tedrico em relacdo ao
tricosanoato de metila. Os fatores experimentais para os EMAG saturados
apresentaram maior proximidade com os fatores teoricos, quando comparado
com os valores obtidos para os EMAG: linoleato de metila, o e 5 - linolenato de
metila.

Essa diferenca pode ter ocorrido devido & instabilidade oxidativa dos
EMAG insaturados, desta forma utiliza-se EMAG saturados para verificar a
otimizacdo do equipamento e uma vez otimizado, recomenda-se a utilizacéo
dos fatores teoricos nas determinacfes quantitativas de &cidos graxos
polinsaturados (Bannon et al.,, 1986). Deste modo, para a quantificacdo dos

EMAG foram utilizados os fatores de resposta teoricos.

Tabela 5. Valores de fator resposta em relacdo ao tricosanoato de metila.

Fator Resposta

EMAG . —
Experimental* Teorico
C14:0 1,10+ 0,125 1,080
C16:0 1,08 + 0,094 1,055
C18:.0 1,09 + 0,064 1,035
C18:1n-9 1,04 + 0,067 1,028
C18:2n-6 1,13+ 0,074 1,021
C18:3n-6 1,25+ 0,104 1,014
C20:0 1,06 + 0,029 1,019
C18:3n-3 1,26 + 0,078 1,014
C22:0 0,979 + 0,0150 1,006
C24:0 0,957 £ 0,0161 0,9951

* Os valores sao médias de seis repeticdes acompanhados de seu desvio padrdo

Os limites de deteccdo e quantificagdo foram estimados a partir de
sucessivas diluicbes de uma solucdo padrdo de araquidato de metila e
apresentaram os valores de 0,148 e 0,476 mg/g de dleo, respectivamente.

Apos ter verificado a concordancia entre os fatores de resposta
experimental e tedrico na faixa de concentracdo utilizada para a quantificagdo
dos EMAG a partir de sucessivas diluicdes de solucdes de padrbes dos EMAG
C18:1t9, C18:2n-6, C18:3n-3, C20:0 em relacdo ao tricosanoato de metila
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(anexo V), procedeu-se a aplicacao dos procedimentos de esterificacdo apos a
adicao do padréo interno.

Essa verificacdo  possibilitou  estabelecer uma razdo de
aproximadamente 200:1 entre massa de amostra e de padréo interno, sem
comprometer os resultados da quantificacdo dos EMAG e evitando o consumo
excessivo de padrao interno, que € um reagente caro e pode aumentar o custo

final da analise cromatografica.

5.3. Analise Comparativa da Concentracdo dos EMAG (mg/g de 06leo)
obtidos por Diferentes Métodos de Esterificacdo aplicados ao Azeite de

Dendé

Os resultados obtidos de EMAG (mg/g de 0leo) para o azeite de dendé
apos aplicacdo de diferentes métodos de esterificacdo estdo relacionados na
Tabela 6. Foram quantificados nove EMAG (Figura 9) no azeite de dendé
sendo os principais: o oleato de metila (C18:1n-9), palmitato de metila (C16:0)
e linoleato de metila (C18:2n-6).

A concentracdo de palmitato de metila (em mg/g) obtida apds a reacéo
de esterificacdo foi inferior quando se utilizou o método JAC (376), sendo
considerados mais eficientes para a obtencdo deste éster metilico os métodos:
HLA (403), ISO (402) e SLO (398). Esses valores de concentracdo foram
diferentes (p<0,05) dos demais métodos analisados (MET, BAN, JHA e BBA).

Para o estearato de metila (C18:0) ndo houve diferenga significativa
(p>0,05) entre os métodos de esterificacdo estudados, sendo a concentracdo
média de 49,6 mg/g.

Os resultados das concentracdbes dos  ésteres  metilicos
monoinsaturados, C18:1n-9 e C18:1n-7 foram calculados ap6s o somatorio de
suas areas devido a dificil separacdo desses picos; deste modo, a

concentracdo do oleato de metila (C18:1) refere-se a este somatorio.
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A menor concentracdo obtida para o oleato de metila foi através dos
métodos JHA (421 mg/g) e SLO (419 mg/g), os quais diferiram (p<0,05) dos
métodos HLA (431), ISO (436), BBA (442) e JAC (443 mg/g), sendo HLA
também diferente (p<0,05) dos métodos de esterificacdo JAC e BBA.

Para o linoleato de metila as concentracfes (em mg/g) obtidas através
dos métodos JAC (86,1), ISO (86,3) e BBA (86,2) foram iguais (p>0,05) entre
si, diferindo apenas da concentragdo obtida pelo método HLA (83,6 mg/q).
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Figura 9. Cromatograma representativo dos EMAG presentes no azeite de dendé obtido
pelo método JAC. 1 - Solvente; 2 - C14:0; 3 - C16:0; 4 - C16:1n-9; 5 - C18:0; 6- C18:1n-9; 7 - C18:1n-
7,8 -C18:2n-6; 9 - C20:0; 10 - C18:3n-3; 11 - C20:1n-9; 12 - C22:0; 13 - C23:0; 14 - C24:0.

Os demais EMAG presentes no azeite de dendé apresentaram
concentracdes inferiores a 4,00 mg/g, sendo estes: miristato de metila (C14:0),
eicosanoato de metila (C20:0), docosanoato de metila (C22:0), tetracosanoato
de metila (C24:0) e a - linolenato de metila (C18:3n-3).

5.4. Analise Comparativa da Concentracdo dos EMAG (mg/g de 06leo)
obtidos por Diferentes Métodos de Esterificacdo aplicados ao Azeite de

Oliva
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Os resultados de EMAG obtidos para o azeite de oliva quando se utilizou
diferentes métodos de esterificacdo estdo apresentados na Tabela 7. No azeite
de oliva foram quantificados nove EMAG, sendo os componentes principais do
azeite de oliva (Figura 10) os ésteres: oleato de metila (C18:1n-9), palmitato de
metila (C16:0) e linoleato de metila (C18:2n-6).

A concentracdo obtida de palmitato de metila com a aplicagcdo dos
métodos de esterificacdo no azeite de oliva diferiu (p<0,05) entre os métodos
BAN (100 mg/g) e JHA (105 mg/g), e os resultados para os demais métodos
investigados apresentaram concentracao intermediaria a estes valores.

Dentre os métodos analisados, a concentracdo determinada de
estearato de metila ndo apresentou diferenca significativa (p>0,05), sendo o
valor médio de 29,3 mg/qg.

Os métodos de esterificacdo JHA e SLO foram os que apresentaram o
menor rendimento de esterificacdo para o oleato de metila (741 e 745 mg/qg,
respectivamente), seguido dos métodos MET, BAN e HLA. Por outro lado, os
métodos que se destacaram na reacao de esterificagdo foram: JAC, ISO e BBA
com valor médio de 776 mg/g e diferente (p<0,05) dos demais métodos. Estes
meétodos também se destacaram quando foram aplicados ao azeite de dendé
onde o oleato de metila foi determinado em grande quantidade.

A concentragdo obtida de linoleato de metila para os métodos JAC, 1ISO
e BBA foram superiores (80,4, 80,5 e 80,8 mg/g, respectivamente) e diferente
(p<0,05) dos outros métodos. Os métodos MET, BAN e JHA apresentaram
concentracdes proximas nao diferindo estatisticamente (p>0,05). O método que

apresentou o menor rendimento para este EMAG foi HLA com valor de 71,1
mag/g.
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Para o a - linolenato de metila, os métodos MET, BAN, HLA e SLO
apresentaram valor médio de 5,79 mg/g sendo iguais (p>0,05) entre si. Estes
valores foram inferiores quando comparado com os demais métodos de
esterificacao.

Os EMAG: eicosanoato (C20:0), docosanoato (C22:0) e tetracosanoato
de metila (C24:0) também foram encontrados no azeite de oliva em quantidade

média de 3,78, 1,07 e 0,507 mg/g, respectivamente.
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Figura 10. Cromatograma representativo dos EMAG presentes no azeite de oliva obtido
pelo método I1SO. 1 - Solvente; 2 - C16:0; 3 - C16:1n-9; 4 - C18:0; 5 - C18:1n-9; 6 - C18:1n-7; 7 -
C18:2n-6; 8 - C20:0; 9 - C18:3n-3; 10 - C20:1n-9; 11 - C22:0; 12 - C23:0; 13 - C24:0.

5.5. Analise Comparativa da Concentracdo dos EMAG (mg/g de 0leo)
obtidos por Diferentes Métodos de Esterificagdo aplicados ao Oleo de

Soja

As concentracbes dos EMAG obtidas para o Oleo de soja estdo
presentes na Tabela 8, sendo quantificados quatorze EMAG (Figura 11) tendo
como componentes principais os ésteres: linoleato (C18:2n-6), oleato (C18:1n-
9) e palmitato de metila (C16:0).
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A aplicacao dos diferentes métodos de esterificacdo no 6leo de soja nao
influenciou na concentracédo determinada do palmitato e do estearato de metila,
0S quais nao apresentaram diferenca significativa (p>0,05).

Para o oleato de metila, o método JHA foi o que apresentou a menor
concentracdo de esterificacdo (200 mg/g) diferindo de todos os outros métodos
(p<0,05), enquanto com os métodos MET, BAN, HLA e SLO obtiveram-se
concentracdo média de 210 mg/g e foram iguais (p>0,05) entre si. No entanto,
0s métodos que se mostraram mais eficientes para a esterificacdo foram JAC,
ISO e BBA, onde a concentracdo determinada foi de 218, 219 e 217 mg/g,
respectivamente.

No Oleo de soja os métodos que se mostraram mais eficientes para a
esterificacao do linoleato de metila foram os JAC (491), ISO (501) e BBA (490
mg/g), seguido dos demais métodos que ndo apresentaram diferenca
significativa (p>0,05) entre si tendo uma concentracdo média de 474 mg/g.

Os métodos que se apresentaram como mais eficientes para
esterificacdo do a - linolenato de metila foram JAC, ISO e BBA apresentaram
valor médio de 37,3 mg/g sendo iguais (p>0,05) entre si. Estes valores foram
superiores e diferentes (p<0,05) quando comparado com os demais métodos
de esterificacao.

Para o 6 - linolenato de metila (C18:3n-6), o método que apresentou
concentracdo superior foi MET (8,16), o qual diferiu (p<0,05) dos demais
métodos, exceto do valor obtido para o método 1SO (8,05 mg/g) .

Foi quantificado ainda o eicosanoato de metila (C20:0) em concentragao
variando desde 10,5 (BAN) a 11,5 (ISO), diferindo entre si (p<0,05), como
também os ésteres: miristato (C14:0), docosanoato (C22:0) e tetracosanoato

(C24:0) em concentragdes inferiores a 5,00 mg/g.
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Figura 11. Cromatograma representativo dos EMAG presentes no Gleo de soja obtido
pelo método ISO. 1 - Solvente; 2 - C14:0; 3 - C16:0; 4 - C16:1n-9; 5 - C18:0; 6 - C18:1t9; 7- C18:1n-9;
8 - C18:1n-7; 9 - C18:2¢c9t12; 10 - C18:2t9¢c12; 11- C18:2n-6; 12 - C18:3t9¢c12t15; 13 - C18:3n-6; 14 -
C20:0; 15 - C18:3n-3; 16 - C20:1n-9; 17 - C22:0; 18 - C23:0; 19 - C24.0.

O Oleo de soja usado apresentou alguns EMAG trans na sua
composicdo devido ao processo de refino submetido na inddstria. A
concentracdo do elaidato de metila (C18:1t9) foi de 0,502 para MET, em média
de 0,669 para BAN, JAC, HLA, ISO e SLO e de 0,803 mg/g para o método
JHA, estes valores foram diferentes (p<0,05) entre si. Através do método BBA
nao foi possivel quantificar este éster metilico. Também foram quantificados os
EMAG trans: C18:2c9t12 e C18:2t9c12 em concentracdo inferior e diferente
(p<0,05) de 5,90 e 5,28 para o método MET e em média de 7,09 e 6,74 mg/g,

respectivamente, para os demais métodos investigados.

5.6. Analise Comparativa da Concentracdo dos EMAG (mg/g de 6leo)
obtidos por Diferentes Métodos de Esterificacdo aplicados ao Oleo de

Canola
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Os resultados obtidos de EMAG para o 6leo de canola estédo
apresentados na Tabela 9. Foram quantificados treze EMAG neste 06leo (Figura
12), sendo os principais componentes ésteres com insaturacdes na cadeia:
oleato (C18:1n-9), linoleato (C18:2n-6) e linolenato de metila (C18:3n-3).

Dentre os métodos analisados, a concentracdo determinada em mg/g no
0leo de canola do palmitato de metila foi estatisticamente igual (p>0,05) entre
os métodos MET, BAN, JHA, ISO e BBA sendo o valor médio de 43,3 mg/g e
diferente (p<0,05) do valor encontrado para o método JAC (44,9 mg/g).

Para o estearato de metila, 0 método MET apresentou um valor inferior e
igual (p>0,05) apenas ao método SLO, enquanto os métodos JAC, ISO e BBA
apresentaram concentragbes superiores (21,8, 21,8 e 21,7 mglg,
respectivamente).

A concentracdo do oleato de metila (em mg/g) obtida apés a aplicacédo
dos métodos JHA (562) e SLO (566) foram estatisticamente iguais (p>0,05)
entre si e inferiores a todos os outros métodos. Os métodos que apresentaram
concentracao superior e se destacaram como mais eficientes foram JAC (606),
ISO (601) e BBA (599 mg/g), os demais métodos apresentaram valores
intermediarios e em concentracdo media de 577 mg/g.

Entre as concentracBes determinadas de linoleato de metila pode se
observar uma grande variagdo entre o0s métodos. Os métodos que
apresentaram concentracdes inferiores foram HLA (204) e SLO (210 mg/g) e
com concentracdes superiores se destacaram os métodos JAC (237), ISO
(232) e BBA (231 mg/qg).

Variagcdes acentuadas também foram observadas nas concentragdes
obtidas de a - linolenato de metila, onde os valores encontrados foram de: 60,7
(HLA), 62,3 (MET), 66,8 (ISO), 70,2 (BBA) a 73,1 mg/g para o método JAC,
sendo estes valores diferentes (p<0,05) entre si. A concentracdo obtida para os
métodos BAN, JHA e SLO foi em média de 61,9 mg/g, ndo diferindo (p>0,05)
dos métodos HLA e MET.
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Foram quantificados ainda os ésteres: miristato (C14:0), & - linolenato
(C18:3n6), eicosanoato (C20:0), docosanoato (C22:0) e tetracosanoato de

metila (C24:0) em concentra¢cdes menores quando comparado com os demais
EMAG.
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Figura 12. Cromatograma representativo dos EMAG presentes no 6leo de canola obtido
pelo método ISO. 1 - Solvente; 2 - C14:0; 3 - C16:0; 4 - C16:1n-9; 5 - C18:0; 6 - C18:1t9; 7- C18:1n-9;
8 - C18:1n-7; 9 - C18:2¢9t12; 10 - C18:2t9¢c12; 11- C18:2n-6; 12 - C18:3n-6; 13 - C20:0; 14 - C18:3n-3; 15
- C20:1n-9; 16 - C22:0; 17 - C23:0; 18 - C24.0.

O 6leo de canola também apresentou em sua composicao alguns EMAG
trans devido ao processo de refino submetido na industria. As concentracdes
do elaidato de metila foram em média de 0,505 para JAC, HLA, ISO e SLO e
de 0,661 mg/g para o método JHA, sendo estes valores diferentes (p<0,05)
entre si. Também foram quantificados os EMAG trans: C18:2c9t12 e
C18:2t9c12 em concentracdo variando desde 0,540 a 0,801 e de 0,481 mg/qg,

respectivamente para os métodos investigados.
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5.7. Analise Comparativa da Concentracdo dos EMAG (mg/g de 6leo)
obtidos por Diferentes Métodos de Esterificacdo aplicados ao Oleo
Linhaca

As concentracfes obtidas de EMAG (mg/g de 0leo) utilizando oOleo de
linhaca apds aplicacdo de diferentes métodos de esterificacdo estdo
relacionadas na Tabela 10. Foi possivel quantificar no 6leo de linhaca dez
EMAG (Figura 13), sendo os principais ésteres o o - linolenato (C18:3n-3),
oleato (C18:1n-9) e linoleato de metila (C18:2n-6).

Os métodos JAC, HLA e JHA apresentaram concentracdes para o
palmitato de metila superiores (61,1, 61,4 e 61,0 mg/g, respectivamente) e
diferente (p<0,05) quando comparado aos demais métodos que tiveram uma
concentracdo meédia de 59,5 mg/g. Dentre os métodos analisados, a
concentracdo determinada para o estearato de metila variou de 41,2 (MET) a
43,0 mg/g (JAC e ISO) diferindo entre si (p<0,05).

Os métodos que mostraram o melhor rendimento de esterificacao para o
oleato de metila foram: JAC (185), ISO e BBA (186 mg/g) e as menores
concentragbes foram obtidas atraves dos métodos JHA (171) e SLO (178
mg/g), sendo os métodos JAC, ISO e BBA iguais estatisticamente entre si e
diferente (p<0,05) dos demais métodos exceto do valor obtido para o método
BAN.

As concentracdes obtidas para o linoleato de metila foram superiores
para os métodos JAC (132), ISO (133) e BBA (129), ndo havendo diferenca
(p>0,05) entre JAC e ISO. Os métodos que apresentaram concentracfes
inferiores e diferentes (p<0,05) foram: HLA (121) e SLO (124 mg/g) e os
demais métodos (MET, BAN e JHA) apresentaram concentracdes
intermediarias com valor médio de 123 mg/g.

Analisando as concentracdes obtidas para o a - linolenato de metila, os
métodos que se destacaram como sendo os mais eficientes foram JAC (577) e
ISO (576 mg/g), seguido dos métodos JHA e BBA (554 e 559 mg/g,
respectivamente). O método que se mostrou menos eficiente para a

esterificacdo do o - linolenato de metila foi MET com valor de 432 mg/g.
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Alguns ésteres como: miristato (C14:0), & - linolenato (C18:3n-6),
eicosanoato (C20:0), docosanoato (C22:0) e tetracosanoato de metila (C24:0)
também foram quantificados no 6leo de linhaca em concentragcbes menores

guando comparado com os demais EMAG.
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Figura 13. Cromatograma representativo dos EMAG presentes no 6leo de linhaca obtido
pelo método ISO. 1 - Solvente; 2 - C14:0; 3 - C16:0; 4 - C18:0; 5- C18:1n-9; 6 - C18:1n-7; 7- C18:2n-6;
8 - C18:3n-6; 9 - C20:0; 10 - C18:3n-3; 11 - C22:0; 12 - C23:0; 13 - C24.:0.

5.8. Analise da Influéncia dos Diferentes Métodos de Esterificacdo sobre
os principais EMAG Saturados (C16:0 e C18:0) presentes nos diversos
Oleos Vegetais Analisados

A Figura 14 refere-se a concentracdo obtida de palmitato de metila
através dos diferentes métodos de esterificagdo. Pode-se observar que para
concentracbes presentes nos 6leos de canola, linhaca, soja e oliva, houve
pouca influéncia dos métodos na quantificacdo deste metil éster. No entanto,
quando analisado no azeite de dendé, onde a concentracao foi superior a 350
mg/g, houve uma maior variagdo na concentragcdo obtida através dos diferentes

métodos.

51



Analisando os métodos MET, BAN e JAC que utilizam em seus
procedimentos 0 mesmo reagente (BF; em metanol) e diferem principalmente
no tempo de aquecimento na etapa de esterificacdo (2, 3 e 30 minutos,
respectivamente), verifica-se que essa diferenca no tempo de aquecimento
pode estar relacionada com o fato dos métodos MET e BAN terem apresentado
concentracdo de palmitato de metila superior quando comparado ao método
JAC. Considerando que o tempo de aquecimento de 30 minutos, pode levar a
volatilizagao do palmitato de metila.

Os meétodos HLA, ISO e SLO se mostraram mais eficientes para a
esterificacdo do palmitato de metila quando comparado com os demais
métodos estudados. O fato dos métodos ISO e SLO (cétalise béasica) terem
apresentado valores de concentracdo proximos ao obtido por método de
catalise acida (HLA) esta diretamente relacionado com a baixa acidez dos

Oleos estudados neste trabalho.
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Figura 14. Concentracéo de palmitato de metila (C16:0) obtida por diferentes métodos de
esterificacdo para os diversos 6leos vegetais analisados.

Contudo, o método HLA apresenta como desvantagem quando
comparado com os métodos ISO e SLO o tempo e 0 numero de etapas
envolvidas na reacdo de esterificacdo, uma vez que esta reacdo ocorre em
duas etapas (saponificacdo — esterificacdo), o que aumenta o tempo de andlise
dos EMAG.

Dentre os trés métodos considerados mais eficientes, o método 1SO
envolve menor numero de etapas e ndo envolve etapa de aguecimento. No

entanto, em termos de quantificagdo com uso de padrdo interno, o método da
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ISO despende de uma quantidade elevada de padréo interno, uma vez que se
torna necessario manter uma razdo entre massa de amostra e massa de
padrdo interno e, como o método utiliza 1,0 g de amostra, este fato aumenta o
custo da analise.

Para o estearato de metila (Figura 15) presente nos 6leos vegetais em
menor concentracdo quando comparado com o palmitato de metila, pode-se
observar que os métodos de esterificagdo ndo influenciaram na determinagéo
quantitativa. Provavelmente a posicdo em que o0s &cidos saturados se
encontram no triacilglicerol (sn-1 e sn-3) pode ter contribuido para este
resultado, pois o ataque do nucledfilo no carbono carbonilico pode acontecer
mais facilmente.
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Figura 15. Concentracado de estearato de metila (C18:0) obtida por diferentes métodos de
esterificacdo para os diversos 6leos vegetais analisados.

5.9. Andlise da influéncia dos diferentes métodos de esterificacdo sobre
0os principais EMAG insaturados (C18:1n-9, C18:2n-6 e C18:3n-3)

presentes nos diversos 6leos vegetais analisados

O principal EMAG monoinsaturado presente nos 0leos vegetais
analisados foi o oleato de metila mostrado na Figura 16.

O fato de o método JHA ter apresentado concentracdo inferior pode
estar relacionado com a presenca de agua, pois o método propde o uso de HCI

aguoso, que pode ter provocado hidrélise. No entanto, deve ser considerado
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que o método JHA utiliza como catalisador HCl em metanol, apresentando
como vantagem em relacdo aos métodos que empregam BF3; o baixo custo e a
disponibilidade deste reagente.

O método SLO também apresentou concentracdo menor para o oleato
de metila e isto pode ter correlagdo com o reagente de esterificacdo usado
(tetrametilguanidina em metanol) e com o tempo de aquecimento de apenas
dois minutos. Estes dois fatores podem ter contribuido para a baixa
concentracdo deste EMAG, provavelmente por impedimento estérico devido ao
tamanho da molécula da tetrametilguanidina e as distor¢oes na cadeia dos
acidos graxos insaturados e também pelo tempo de aquecimento empregado,
que pode néo ter sido suficiente para a esterificacdo completa do oleato de
metila.
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Figura 16. Concentracado de oleato de metila (C18:1n-9) obtida por diferentes métodos de
esterificacdo para os diversos 6leos vegetais analisados.

Os métodos MET, BAN e HLA apresentaram concentracfes proximas de
oleato de metila nos 6leos vegetais analisados, porém foram inferiores quando
comparado com os valores obtidos com os métodos JAC, ISO e BBA.

Como descrito anteriormente, os métodos MET e BAN utilizam os
mesmos reagentes, porém um tempo de aquecimento pequeno com relacdo ao
método JAC, o que pode ter contribuido para esse resultado inferior, uma vez
que este tempo pode nao ter sido suficiente para a esterificacédo total do oleato
de metila. Deve ser considerado também que o método BAN foi proposto e

estudado para esterificagdo de acidos graxos de cadeia menor.
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A Figura 17 mostra a concentracdo do linoleato de metila obtida por
diferentes métodos de esterificacdo para todos os 6leos analisados.

Verificou-se que nos diferentes Oleos estudados a concentracdo do
linoleato de metila foi inferior quando se utilizou o método HLA, isto
provavelmente pode ter ocorrido devido ao tempo de aguecimento na etapa de
esterificacao (3 minutos) e a posicdo em que se encontram 0s acidos graxos no
triacilglicerol (posicéo sn-2).

No entanto, mesmo o método HLA tendo apresentado concentracdo
inferior de linoleato de metila, deve ser considerado que o método HLA utiliza
como catalisador H,SO, — NH4Cl em metanol, apresentando como vantagem
em relacdo aos métodos que empregam BF; o baixo custo e a disponibilidade
deste reagente.

O método SLO também apresentou concentracdo inferior para o
linoleato de metila e isto pode ter ocorrido por impedimento estérico devido ao
tamanho da molécula do reagente e as distor¢cdes na cadeia dos acidos graxos
insaturados e também pelo tempo de aquecimento empregado, como relatado
para o oleato de metila.

Os métodos que se mostraram mais eficientes para o oleato de metila

também se destacaram para o linoleato de metila sendo estes JAC, ISO e BBA.
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Figura 17. Concentracédo de linoleato de metila (C18:2n-6) obtida por diferentes métodos
de esterificagcdo para os diversos 6leos vegetais analisados.

As concentragdes obtidas de a - linolenato de metila para os diferentes

Oleos analisados estdo na Figura 18.
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Como observado para o o - linolenato de metila quando presente em
maior concentracao (6leo de linhaca), os métodos que apresentaram menor
eficiéncia foram MET, BAN e HLA, provavelmente devido ao tempo insuficiente

de aquecimento na etapa de esterificacdo, como ja foi descrito.
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Figura 18. Concentragdo de a - linolenato de metila (C18:3n-3) obtida por diferentes
meétodos de esterificagdo para os diversos 6leos vegetais analisados.

Os métodos que se mostraram mais eficientes para o oleato de metila e
para o linoleato de metila, também se destacaram para o a - linolenato de
metila. Analisando estes métodos JAC, ISO e BBA que se mostraram eficientes
para a esterificacdo dos principais acidos graxos insaturados presentes nos
Oleos vegetais, podemos relacionar este fato com a baixa acidez dos 6leos e as
etapas do procedimento destes métodos.

No meétodo ISO, utiliza-se primeiro o solvente (n-heptano) para
solubilizar o 6leo e em seguida adiciona-se a base em metanol. Este fato pode
ter contribuido para os resultados obtidos, pois o fato do 6leo estar disperso no
solvente pode ter facilitado a reacéo de esterificacdo, uma vez que este método
nao utiliza aguecimento, apenas agitacdo apds a adicdo do catalisador. Este
fato também foi relatado por Glass (1971). Esta mesma observacao pode ser
aplicada ao método BBA, pois o catalisador usado (metdxido de sodio) esta em
solucao de dietil éter.

Quando comparado o método JAC (que utiliza BF3; em metanol e um
longo tempo de aquecimento) com os métodos ISO e BBA, observa-se que o
método JAC tem um menor consumo de reagente, no entanto, o reagente

usado (BF3) é extremamente téxico, apresenta custo elevado e tempo de vida
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atil limitado. Assim, os métodos ISO e BBA que utilizam reagentes de menor
toxicidade e custo podem ser usados ao invés do método JAC.

Os resultados discutidos acima mostram que o método a ser escolhido
para analise de acidos graxos pode depender além de outros fatores ja citados

anteriormente, também da composicao do o6leo a ser estudado.

5.10. Analise da Influéncia dos Diferentes Métodos de Esterificacdo sobre
os principais EMAG analisados através do Teste de Adicdo e

Recuperacgéo

Os resultados obtidos de recuperagcao relativa para os padrdoes de
tripalmitina (TG 16:0) e triestearina (TG 18:0) adicionados ao 6leo de canola e
submetidos a aplicacdo de diferentes métodos de esterificacdo estédo
relacionados nas Tabelas 11 e 12, respectivamente.

A avaliacdo da recuperacéo dos triacilglicerdis foi realizada pela adigéo
de padrao interno (tricosanoato de metila). Este procedimento € recomendado
devido a analise simultanea do analito e do padrédo interno (Cantellops et al.,
1999). Estes resultados mostram a eficiéncia dos métodos de esterificacado
para a tripalmitina e triestearina, podendo deste modo aplicar um método que

seja de menor custo, toxicidade e envolva um menor tempo de analise.

Tabela 11. Recuperacdo relativa do padréo tripalmitina (TG 16:0) adicionado no
6leo de canola e submetido a aplicagdo dos diferentes métodos de
esterificacdo™.

Método** Quantidade  Quantidade Quantidade Quantidade %
na Amostra  Adicionada no Spike Recuperada Recuperacéao

MET 6,12 3,48 9,04 2,92 95,2
BAN 6,10 3,48 8,82 2,72 93,1
JAC 1,23 1,19 2,29 1,07 96,0
HLA 9,00 5,04 13,5 4,44 96,7
JHA 1,41 0,625 1,94 0,529 96,2
ISO 23,2 12,7 33,3 10,1 93,8
BBA 6,32 6,95 12,4 6,08 94,5
SLO - - - - -

*Resultados expressos como média de triacilglicerdis realizadas em trés repeticdes por adicdo de padrao interno.
**Métodos descritos por Metcalfe et al., 1966 (MET); Bannon et al., 1982 (BAN), Joseph e Ackman, 1992 (JAC);
Hartman e Lago, 1973 (HLA); Jham et al., 1982 (JHA); ISO 5509, 1978 (ISO); Bannon et al., 1982 (BBA); Schuchardt e
Lopes, 1988 (SLO). Resultados expressos como média de trés repeti¢cdes injetadas em duplicata.
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Tabela 12. Recuperacdo relativa do padréo triestearina (TG 18:0) adicionado no
6leo de canola e submetido a aplicacdo dos diferentes métodos de
esterificacéo*.

Método** Quantidade Quantidade Quantidade Quantidade %
na Amostra  Adicionada no Spike Recuperada Recuperacédo

MET 2,92 1,49 411 1,19 94,1
BAN 2,93 1,49 4,29 1,36 98,1
JAC 0,579 0,259 0,786 0,207 94,7
HLA 4,36 1,98 5,92 1,55 94,2
JHA 0,658 0,294 0,921 0,263 97,7
ISO 10,8 4,94 14,6 3,78 93,6
BBA 2,99 3,01 5,65 2,66 95,2
SLO - - - - -

*Resultados expressos como média de triacilglicerois realizadas em trés repeti¢cdes por adicdo de padréo interno.
**Métodos descritos por Metcalfe et al., 1966 (MET); Bannon et al., 1982 (BAN), Joseph e Ackman, 1992 (JAC);
Hartman e Lago, 1973 (HLA); Jham et al., 1982 (JHA); ISO 5509, 1978 (ISO); Bannon et al., 1982 (BBA); Schuchardt e
Lopes, 1988 (SLO). Resultados expressos como média de trés repeticdes injetadas em duplicata.

Na Tabela 13 estdo os resultados obtidos de recuperacédo relativa ao
tricosanoato de metila do padrao de trioleina adicionado ao 6leo de linhaca e
submetido a aplicacédo dos diferentes métodos.

Os dados mostram a eficiéncia dos métodos para a esterificacdo da
trioleina, exceto o método JHA que apresentou um percentual de recuperacao
de apenas 89,5. Esta menor eficiéncia também foi observada na quantificacéo
do oleato de metila nos 6leos vegetais.

O teste de adicdo e recuperacédo nao foi realizado pelo método SLO para
os padrdes de tripalmitina, triestearina e trioleina devido a perda por vazamento
durante a aplicacdo do método de esterificacdo e a falta de padrdo para repetir

este procedimento.

Tabela 13. Rrecuperacéo relativa do padréo trioleina (TG 18:1n-9) adicionado no
6leo de linhaca e submetido a aplicacdo dos diferentes métodos de
esterificacdo™.

Método** Quantidade Quantidade Quantidade Quantidade %
na Amostra  Adicionada no Spike Recuperada Recuperacdo

MET 26,8 12,6 37,8 11,0 97,0
BAN 29,3 12,6 40,3 11,0 97,2
JAC 6,02 1,98 7,89 1,87 99,7
HLA 37,1 17,0 50,8 13,7 94,9
JHA 6,76 2,54 8,24 1,48 89,5
ISO 92,1 29,3 115 23,1 95,9
BBA 29,1 12,6 41,7 12,6 101,0
SLO - - - - -

*Resultados expressos como média de triacilgliceréis realizadas em trés repetigdes por adicdo de padréo interno.
**Métodos descritos por Metcalfe et al., 1966 (MET); Bannon et al., 1982 (BAN), Joseph e Ackman, 1992 (JAC);
Hartman e Lago, 1973 (HLA); Jham et al., 1982 (JHA); ISO 5509, 1978 (ISO); Bannon et al., 1982 (BBA); Schuchardt e
Lopes, 1988 (SLO). Resultados expressos como média de trés repeticdes injetadas em duplicata.
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Os dados obtidos de recuperacdao relativa ao tricosanoato de metila para
o padrdo de trilinoleina e trilinolenina adicionados ao Oleo de oliva e
submetidos a aplicacdo de diferentes métodos estdo nas Tabelas 14 e 15,
respectivamente.

O valor de recuperacédo para o método HLA foi inferior a todos os
métodos (85,9 %), como também na concentracdo determinada nos Oleos
analisados. Os demais métodos apresentaram valores préximos, sendo
superiores para os métodos JAC e BBA (100,7 %).

O teste de adicdo ndo foi realizado para o método ISO devido a
quantidade de linoleato de metila presente no 6leo de oliva que despenderia de

uma grande quantidade de padréo a ser adicionada.

Tabela 14. Recuperacéo relativa do padréo trilinoleina (TG 18:2n-6) adicionado

no azeite de oliva e submetido a aplicacdo dos diferentes métodos de
esterificacdo™.

Método** Quantidade Quantidade Quantidade Quantidade %
na Amostra  Adicionada no Spike Recuperada Recuperacdo

MET 10,6 5,02 14,7 4,13 95,3
BAN 11,1 5,02 15,6 4,41 97,2
JAC 2,26 1,02 3,27 1,01 100,7
HLA 16,9 7,01 20,3 3,45 85,9
JHA 2,89 1,21 3,71 0,815 91,4
ISO - - - - -
BBA 12,2 5,02 17,2 4,97 100,7
SLO 18,9 8,00 25,2 6,30 94,6

*Resultados expressos como média de triacilglicerois realizadas em trés repeticbes por adicdo de padrdo interno.
**Métodos descritos por Metcalfe et al., 1966 (MET); Bannon et al., 1982 (BAN), Joseph e Ackman, 1992 (JAC);
Hartman e Lago, 1973 (HLA); Jham et al., 1982 (JHA); ISO 5509, 1978 (ISO); Bannon et al., 1982 (BBA); Schuchardt e
Lopes, 1988 (SLO). Resultados expressos como média de trés repeticdes injetadas em duplicata.

Os métodos que apresentaram 0s menores percentuais de recuperacao
para a trilinolenina foram MET (87,0), BAN (85,8), HLA (84,4) e SLO (88,6).
Esses métodos também apresentaram menor rendimento para o linolenato de
metila obtido para os 6leos vegetais analisados (Figura 10).

Os resultados mostraram a eficiéncia dos métodos JAC, ISO e BBA para
a esterificacdo da trilinolenina, como foi observado também para os padrdes de

trilinoleina e trioleina.
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Tabela 15. Recuperacéo relativa do padréo trilinolenina (TG 18:3n-3) adicionado
no azeite de oliva e submetido a aplicacdo dos diferentes métodos de
esterificacéo*.

Método** Quantidade Quantidade Quantidade Quantidade %
na Amostra  Adicionada no Spike Recuperada Recuperacdo
MET 0,848 0,429 1,09 0,241 87,0
BAN 0,858 0,429 1,08 0,224 85,8
JAC 0,185 0,090 0,249 0,064 92,3
HLA 1,38 0,588 1,62 0,249 84,4
JHA 0,243 0,090 0,308 0,065 94,3
ISO 3,14 1,48 4,39 1,25 97,0
BBA 0,961 0,429 1,31 0,353 96,4
SLO 1,45 0,753 1,91 0,464 88,6

*Resultados expressos como média de triacilgliceréis realizadas em trés repeti¢cdes por adicdo de padréo interno.
**Métodos descritos por Metcalfe et al., 1966 (MET); Bannon et al., 1982 (BAN), Joseph e Ackman, 1992 (JAC);
Hartman e Lago, 1973 (HLA); Jham et al., 1982 (JHA); ISO 5509, 1978 (ISO); Bannon et al., 1982 (BBA); Schuchardt e
Lopes, 1988 (SLO). Resultados expressos como média de trés repeticdes injetadas em duplicata.

Através dos resultados do teste de adicdo e recuperacdo relativa ao
tricosanoato de metila foi possivel confirmar a exatiddo dos métodos de
esterificacdo analisados e confirmar os dados de quantificacdo realizados nos

6leos estudados.

6. CONCLUSOES

A determinacdo do indice de acidez dos Oleos vegetais permitiu
entender melhor os resultados obtidos a partir da aplicacdo dos métodos de
catalise acida e basica.

A avaliacao do fator resposta experimental apresentou boa concordancia
com o valor do fator resposta tedrico mostrando que o equipamento utilizado
estava otimizado.

Os resultados mostram a eficiéncia dos métodos de esterificacdo para
0s principais acidos graxos saturados: C16:0 e C18:0 presentes nos O6leos
vegetais, podendo deste modo aplicar um método de menor custo, toxicidade e
tempo de analise.

Os métodos MET e BAN apresentaram resultados semelhantes e
inferiores quando comparado com outros métodos para os ésteres metilicos
insaturados, fato que pode estar relacionado com o tempo de aquecimento
empregado nestes métodos.

60



O método SLO também apresentou concentracdo inferior para os
ésteres metilicos insaturados. Isto pode ter ocorrido por impedimento estérico
devido ao tamanho da molécula do reagente e as distor¢des na cadeia dos
acidos graxos insaturados e também pelo tempo de aquecimento empregado.

O meétodo JHA apresentou valor baixo para o oleato de metila. No
entanto, deve ser considerado que o método JHA utiliza como catalisador HCI
em metanol, apresentando como vantagem em relacdo aos métodos que
empregam BF; 0 baixo custo e a disponibilidade deste reagente.

Verificou-se também que nos diferentes Oleos estudados a concentragcao
do linoleato de metila foi inferior quando se utilizou o método HLA. Contudo, o
método HLA utiliza como catalisador H,SO, — NH4Cl em metanol,
apresentando como vantagem em relacdo aos métodos que empregam BF; 0
baixo custo, menor toxicidade.

Os trés métodos que se mostraram mais eficientes para a esterificacéo
dos &cidos graxos insaturados foram: JAC, ISO e BBA. Logo, quando
comparado o método JAC (que utiliza BF; em metanol e um longo tempo de
aquecimento) com os métodos ISO e BBA, observa-se que o método JAC tem
um menor consumo de reagente, no entanto, o reagente usado (BF3) €&
extremamente téxico, apresenta custo elevado e tempo de vida util limitado.
Assim, os métodos ISO e BBA que utilizam reagentes de menor toxicidade e
custo podem ser usados ao invés do método JAC.

Os resultados obtidos mostram que o méetodo a ser escolhido para a
analise de &cidos graxos pode depender além de outros fatores citados
anteriormente, também da composic¢ao do 6leo a ser estudado.

Através dos resultados do teste de adicdo e recuperacdo foi possivel
confirmar a exatiddo dos métodos de esterificacdo analisados e confirmar os

dados de quantificacao realizados nos 6leos estudados.
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Anexo I: Fluxograma dos métodos de esterificacdo usados neste trabalho.

4 mL de
150 mgde + NaOH/ CH;OH
6leo (05mollL)

v

Aquecimento: banho a 100°C
Tempo = 5 minutos

Resfriamento

5 mL de BF3/CH30OH

~

Aquecimento: banho a 100°C
Tempo: 2 minutos

Resfriamento

—l 5 mL de Sol. de
NaCl sat.

Funil de
Separagéo

20 mL de éter de
petréleo

Agitac&o por
1 min.

Repouso até
separacdo das fases

v

Descarte fase aquosa

\

Coleta da fase

orgéanica

=app Evaporacgéo
do solvente
em banho a

60 °C

N

Solubilizagéo
dos EMAG em
n-heptano

Analise no CG

Fluxograma do método descrito por Metcalfe et al., 1966 (MET)

5mL de
150,mg de + KOH/ CH;OH
6leo (0,5 moI/L)J

'

Aquecimento: Refluxo
Tempo: 3 minutos

ﬁ

Resfriamento

5 mL de BF3/CH;OH

~

Aquecimento: Refluxo
Tempo: 3 minutos

Resfriamento

3 mL de iso-octano

+

15 mL de sol. de
NaCl sat.

Agitacéo por
15 seg.

Repouso até separacéo
das fases

\

Coleta de 2,5 uL

\

Andlise no CG

Fluxograma do método descrito por Bannon et al., 1982a (BAN)
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1,5 mL de
+ NaOH/ CH;OH
(0,5 mol/L)
J

v

Aquecimento: banho a 100°C
Tempo = 5 minutos

25 mg de
6leo

Resfriamento

2 mL de BF3/CH;0OH

~

Aquecimento: banho a 100°C
Tempo: 30 minutos

Resfriamento

—)p 1 ML de iso-octano

Agitacdo por
30 seg.

5 mL de Sol. de
NaCl sat.

Repouso em geladeira
para separacéo das
fases

Coleta do

sobrenadante

== 1 mL de iso-octano

\

Coleta do
sobrenadante
adicionada a fracéo
anterior

Reducéo do
volume para 1
mL sob N,

Anéalise no CG

Fluxograma do método descrito por Joseph e Ackman, 1992 (JAC)

5mL de
200-500mg 4 NaOH/ CH3sOH
de éleo (0,5 mallL)
.

Y

Aquecimento: Refluxo
Tempo: 3-5 minutos

pe—) 25 mL de éter de

petréleo

+
50 mL agua

Agitacéo e repouso até
separacdo das fases

\

Descarte fase aquosa

\

15 mL do reagente
esterificante
\ - 4
~
Aquecimento: Refluxo
Tempo: 3 minutos
Funil de
Resfriamento Separagdo

Fase orgénica lavada 2
x 25 mL de 4gua

_

Coleta da fase
=—)p  Organica
Evaporacéo do

solvente em
evaporador rotativo
e o residuo sob fluxo
de N>

Solubilizacdo
dos EMAG em
n-heptano

Andlise no CG

Fluxograma do método descrito por Hartman e Lago, 1973 (HLA)
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1 mL de

50 ulL de 6leo + KOH/ CH3O0H ﬁ .

28 (0,5 mol/L) 2 mL de 4gua
N. 7

Y
Aquecimento: banho a 100°C
Tempo: 5 minutos 2 x 3 mL de éter de
petréleo

Resfriamento 1

Separacao das fases

(4:1 viv)
g

400 pL de HCI/MeOH 1

Coleta da fase orgénica
Aquecimento: banho a 100°C
Tempo: 15 minutos 1

Fase organica seca em

Resfriamento sulfato de sodio anidro

=P Evaporacdo do
solvente sob
fluxo de N2

Solubilizagdo dos
EMAG em 500 pL
de CHCl3

Anélise no CG

Fluxograma do método descrito por Jham et al., 1982 (JHA)

1 g de 6leo p—)  Agitaco por 20 seg.

10 mL de heptano

Agitacdo

0,5 mL de NaOH em
Metanol (2 mol/L)

Repouso até
separacao das fases

Coleta da fase
orgéanica

Andlise no CG

Fluxograma do método descrito pela ISO, 1978 (ISO)
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150 mg de dleo

5 mL de NaOCHs/CH;OH
(0,25 mol/L) - dietil éter (1:1)

Agitacao por dois minutos

3 mL de iSO-0Ctan0  p——

) 15 mL de Sol. de NaCl sat.

Agitacéo de 15 seg.

Repouso até
separacdo das fases

Coleta de 2,5 pL da
fase organica

Andlise no CG

Fluxograma do método descrito por Bannon et al., 1982b (BBA)

250 mg de 6leo

!

2 mL do reagente esterificante
[

}

Aquecimento: em banho a 100°C
Tempo: 2 minutos

1 Resfriamento

20 mL de Sol. de NaCl sat.

!

8 mL de éter de petroleo

— Repouso até

separacdo das fases

!

Coleta da fase organica

!

Evaporacéo do solvente sob
fluxo de N,

!

Solubilizacdo dos EMAG
em iso-octano

!

———— Andlise no CG

Fluxograma do método descrito por Schuchardt e Lopes, 1988 (SLO)
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Anexo Il: Cromatograma referente a uma mistura de padrdes da marca Sigma

usado para identificacdo dos EMAG nas amostras de 6leos vegetais.
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Anexo lll: Valores de ECL calculados a partir do tempo de retengéo corrigido
de EMAG dos 6leos vegetais, padrbes e literatura.

Valores de ECL

Acidos
graxos Amostras® Padr&o® 1 2
C14:.0 13,99 + 0,02 13,99 + 0,00 14,00 14,00
Cl16:0 16,02 + 0,02 16,01 + 0,00 16,00 16,00
C16:1n-9 16,22 + 0,01 16,17
Cl6:1n-7 16,33 + 0,00 16,31 16,31
C18:0 18,03 + 0,04 18,04 + 0,00 18,00 18,00
C18:1n-9 18,28 + 0,06 18,27 + 0,00 18,23 18,24
C18:1n-7 18,33 + 0,05 18,30 18,30
C18:2n-6 18,73 + 0,09 18,74 + 0,00 18,71 18,70
C18:3n-6 19,08 + 0,06 19,08 + 0,00 19,03 19,02
C18:3n-3 19,38 + 0,08 19,39 + 0,00 19,36 19,35
C20:0 20,03 £ 0,02 20,03 £ 0,00 20,00 20,00
C20:1n-9 20,24 £ 0,02 20,25+ 0,00 20,23 20,22
C22:0 21,98 + 0,02 22,01 £ 0,00 22,00 22,00
C23:.0 23,02 £ 0,00 23,01 23,00
C24:0 23,98 + 0,05 23,96 £ 0,00 24,00 24,00

®Resultados expressos como média + desvio padrdo de seis repeticbes para os cinco 6leos. b
Resultados expressos como média + desvio padrdo de seis repeticbes para o padrdo 189-19
(Sigma). 1- Stranky et al., 1997. (Coluna DB-Wax 20M — 30 m x 0,25 mm x 0,25um, isoterma a
200°C); 2- Thompson, 1996. (Coluna Carbowax 20M — 60 m x 0,25 mm x 0,25um, isoterma a

200°C).

78



Anexo IV: Curvas usadas para calculo dos fatores de resposta para diferentes

faixas de concentracéo para os EMAG: C18:1t9, C18:2n-6, C18:3n-3 e C20:0

Concentracéo de C18:1t9 (mg/mL)

Razao entre area C18:1t9 / area C23:0

0,051
0,101
0,202
0,397
0,601
0,796
0,998
1,989
3,914
5,919
7,842
9,831
15,000
20,085
29,911
39,520
49,638
59,771
69,365
79,190
89,209
99,275

0,27
0,81
1,52
3,38
4,85
6,51
7,97
16,48
35,13
56,68
73,21
89,38
153,32
189,65
298,04
413,95
508,47
557,12
685,28
778,29
893,96
979,80

Razao area 18:1t9 / area 23:0

0,0

T T T T T T T
0,2 0,4 0,6 0,8

Concentracédo 18:1t9 (mg/mL)

1,0
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18:1t9 / artea 23:0

Razao area

area 23.0

18:1t9/

Razao area

100

80

60

404

20

0 T T T T T T T T T T '
0 2 4 6 8 10

Concentracéo 18:1t9 (mg/mL)

1000 +

800 +

600

400 )

200 +

o
N
o
IN
o
<)
o
®
o
=
o -
S

Concentracao 18:1t9 (mg/mL)
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Razao area 18:1t9 / area 23:0

1000 +

800

600 —

400

200 +

T
20

T
40

T
60

Concentracdo 18:1t9 (mg/mL)

T T T
80 100

Faixa de y=a+hb*x r Fee
Concentracéao a b
do C18:1t9
0,05-1 - 0,03466 8,11195 0,99943 1,235
1-10 -1,26731 9,39421 0,99902 1,067
10 - 100 0,17456 9,88840 0,99875 1,013
0,05 - 100 -1,31896 9,90916 0,99947 1,011

81



Concentracao de C18:2n-6 (mg/mL) Razéo entre area C18:2n-6 / area C23:0
0,051 0,23
0,102 0,73
0,203 1,43
0,400 3,20
0,604 4,63
0,801 6,23
1,004 7,51
2,000 15,14
3,935 33,37
5,952 54,34
7,885 69,93
9,885 86,90
15,082 153,71

20,196 183,68
30,075 297,39
39,737 414,52
49,911 479,06
60,100 532,81
69,746 657,66
79,625 739,43
89,699 873,44
99,821 945,86
8
7
o
& 64
8
& 5-
o] -
% .
b
£ 1-
0
O:O ' 0:2 ' O:4 ' OjG ' 018 ' 1j0

Concentragdo 18:2n6 (mg/mL)



23:.0

area

18:2n6 /

do area

Raz

100

23:0

area

18:2n6 /

ao area

Raz

80

60

404

20

1000

800 +

600

400 +

200+

T T T T T T
4 6 8

Concentragao 18:2n6 (mg/mL)

Concentracédo 18:2n6 (mg/mL)
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Razao area 18:2n6 / area 23:0

1000

800

600

400 +

200 +

T T T
20 40

60 80 100

Concentracéo 18:2n6 (mg/mL)

Faixa de y=a+b*x r Fee
Concentracéao a b
do C18:2n6
0,05-1 - 0,06359 7,71129 0,99903 1,299
1-10 -1,93253 9,09274 0,99925 1,102
10-100 4,54906 9,42480 0,99771 1,063
0,05 - 100 - 0,565382 9,49773 0,99903 1,055
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Concentracdo de C18:3n-3 (mg/mL) Razdo entre area C18:3n-3 / area C23:0
0,047 0,25
0,095 0,70
0,371 2,96
0,562 4,26
0,744 5,64
0,933 7,08
1,859 15,14
3,657 28,67
5,631 47,91
7,328 61,31
9,187 75,40
14,017 127,83
18,769 162,12

27,950 254,92
36,930 356,56
46,385 434,03
55,854 465,62
64,819 576,91
74,000 657,66
83,363 761,51
92,769 822,18
8
7
2 ]
g s
&
PR
% ]
T
04
0:0 ' 0:2 ' O:4 ' 0:6 ' 0:8 ' 1:0

Concentragdo 18:3n3 (mg/mL)



area 23:.0

18:3n3/

Razao area

80

704

60+

50+

40 4

30

204

10 1

900

800

700

23:.0

600

area

500

400

18:3n3/

300

30 area

200

Raz

100

Concentracédo 18:3n3 (mg/mL)

0 20 40 60 80 100
Concnetra¢do 18:3n3 (mg/mL)
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800

600

400

200

Razédo area 18:3n3 / area 23:0
| |

T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100

Concentracao 18:3n3 (mg/mL)

Faixa de y=a+b*x r Fce
Concentracéao a b
do C18:3n3
0,05-1 - 0,02644 7,64794 0,99959 1,310
1-10 - 0,56071 8,38329 0,99891 1,195
10-100 2,24301 8,91165 0,99801 1,124
0,05 - 100 -0,6677 8,95607 0,99916 1,119
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Concentracdo de C20:0 Razao entre area C20:0/ Concentragdo de C20:0 Razéo entre area C20:0/

(mg/mL) area C23:.0 (mg/mL) area C23:.0
0,005 0,02 4,573 47,63
0,010 0,04 6,935 81,98
0,051 0,17 9,245 95,84
0,101 0,42 19,981 203,02
0,154 0,57 30,122 309,32
0,232 0,78 40,750 392,66
0,489 1,74 50,710 508,77
0,740 2,65 60,668 641,19
0,985 3,45 71,297 708,87
2,028 6,67 81,438 808,72
4,037 14,38 92,174 956,20
6,275 22,90 101,419 1038,58
8,454 30,52
10,503 37,22
12,462 43,89
15,404 56,03
3,5
3,0
8
S 204
§ 1,5 4
8
& 104
3
N 05+
@
0,0
-0,5 . . . . . . . . . . .
0,0 0,2 0,4 0,6 08 1,0

Concentragdo 20:0 (mg/mL)
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1200 4

1000 +

800

600

400

200 +

Razao area 20:0 / area 23:0

T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100

Concentragao 20:0 (mg/mL)

Faixa de y=a+b*x r Fee
Concentracéao
a b
0,005-1 0,01213 3,51478 0,99965 0,999
1-15 - 0,27954 3,61256 0,99961 0,972
0,005 - 15 - 0,06468 3,59236 0,99981 0,977
5-100 0,27065 10,16936 0,99914 1,120
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Anexo V: Cromatogramas (a) representativo do teste de adi¢cao e recuperagao
dos TG C16:0 e C18:0 adicionados no 6leo de canola. (b) representativo do
teste de adicdo e recuperacdo dos TG C18:2n-6 e C18:3n-3 adicionados no
Oleo de oliva.

(b) a

mudi |

™ —
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Anexo VI: Valores de conversdo de EMAG para TG usado no calculo do teste

de adic&o e recuperagao.

AG Fre
C14:0 0,9945
C16:0 0,9951
C18:0 0,9956

C18:1t9 0,9955
C18:1n-9 0,9955
C18:1n-7 0,9955

C18:2c9t12 0,9955
C18:2t9c12 0,9955
C18:2n-6 0,9955
C18:3n-6 0,9955
C20:0 0,9959
C18:3n-3 0,9955
C22:0 0,9963
C24:0 0,9965

Célculos a partir do peso molecular
Frec = (PM TG) / (PM EMAG * 3)
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Tabela 6. Concentracdo dos ésteres metilicos de acidos graxos (mg/g de 6leo) obtidos do azeite de dendé empregando diferentes
meétodos de esterificagdo.

EMAG METODOS*

(mg/g de 6leo) CATALISE ACIDA CATALISE BASICA
MET BAN JAC HLA JHA ISO BBA SLO

C14:.0 3,80+0,181B 3,67 £0,250AB | 3,61 *0,211 AB 3,71 +0,152B 3,88 £0,130B 3,66 + 0,081 AB 3,37 £ 0,081 A 3,60 £ 0,090 AB
C16:0 390 +50cC 387 £3,4BC 376 £48A 403 +12D 381 £ 4,6 AB 402 +£32D 382 +£29AB 398 £50D
C18:0 49,1 + 0,57 49,4 + 0,18 49,6 £ 0,13 50,1 + 0,20 49,2 +121 49,3 £0,76 49,8 £ 0,43 49,9 £ 0,11
C18:1* 426 £ 2,3 AB 423 £5,0AB 443 +48cC 431 +278B 421 £6,8A 436 £ 1,2BC 442 £ 40cC 419+28A
C18:2n-6 85,4 £ 1,21 AB 85,6 + 1,09 AB 86,1 +0548B 83,6 £ 0,50 A 84,4 £ 2,33 AB 86,3 +0,19B 86,2+0,15B 84,2 £ 0,68 AB
C20:0 2,84 £ 0,160 A 2,84 + 0,101 A 2,99 £ 0,202 A 2,89 + 0,003 A 2,88 + 0,130 A 2,83 £0,044 A 2,53 +0,072B 2,77 £0,034 A
C18:3n-3 2,30 £ 0,133 2,28 £ 0,091 2,33 £ 0,150 2,29 + 0,132 2,30 £ 0,133 2,36 + 0,103 2,34 + 0,102 2,19 £ 0,051
C22:0 0,491 £ 0,0401 A | 0,490 +0,0520A | 0,572 £ 0,0411 B 0,503 + 0,0421 A
C24:0 0,522 + 0,0410 0,511 + 0,0402 0,502 + 0,0520
SOMA 960 £ 8,5 955+ 9,5 965 + 10 977 +45 946 + 14 982 +4,8 968 £ 7,1 960 + 8,5

*Métodos descritos por Metcalfe et al., 1966 (MET); Bannon et al., 1982 (BAN), Joseph e Ackman, 1992 (JAC); Hartman e Lago, 1973 (HLA); Jham et al., 1982
(JHA); 1SO 5509, 1978 (ISO); Bannon et al., 1982 (BBA); Schuchardt e Lopes, 1988 (SLO). *Somatorio dos ésteres metilicos de acidos graxos C18:1n-9 e

C18:1n-7. Resultados expressos como média + desvio padrdo de dez repeticdes. Letras diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas (P<0,05)
pelo Teste de Tukey entre todos os métodos.



Tabela 7. Concentracdo dos ésteres metilicos de acidos graxos (mg/g de 6leo) obtidos do azeite de oliva empregando diferentes métodos
de esterificacéo.

EMAG METODOS*

(mglg de 6leo) CATALISE ACIDA CATALISE BASICA
MET BAN JAC HLA JHA ISO BBA SLO

C16:0 101 +19AB 100+ 16A 100 +15AB 103 +1,1BC 105+25cC 102 + 1,0 ABC 100 + 0,7 AB 100 + 0,2 AB
C18:0 29,1+0,14 29,5+0,13 29,4 £0,37 29,3+0,31 29,5+0,27 29,3 +0,06 29,3+0,36 29,3+0.31
C18:1* 756 £4,08B 753 +2,08B 779 +47C 759 +368B 741 £31A 775+50C 773 +31C 745+ 25A
C18:2n-6 72,9+032B 73,8 +0,83B 80,4 £ 044D 71,1+076 A 73,2+1178B 80,5+057D 80,8 £0,17D 76,1*+o080C
C20:0 3,84 +0,092BC | 3,85+ 0,031BC 3,99 £ 0,050 C 3,62 0,111 AB | 3,86 0,130 BC 3,83 £0,033BC 3,50 £ 0,050 A 3,74 £0,073B
C18:3n-3 5,850,131 A 5,68 £ 0,053 A 6,57 £ 0,190 C 5,79 £ 0,090 A 6,15+0,151 8B 6,13 £ 0,060 B 6,38 £ 0,074 BC 5,83 +0,101 A
C22:0 1,11 + 0,070B 1,05 + 0,020 AB 1,11 +0,050B 1,05 +0,053AB | 1,06 + 0,051 AB 1,05 + 0,022 AB 1,07 + 0,041 AB 1,02 £ 0,030 A
C24:0 0,543 £ 0,0512 | 0,502 +0,0220 | 0,531 +0,0512 | 0,492 +0,0322 0,491 + 0,0330 0,482 + 0,0312
SOMA 970 £ 6,2 967 £ 4,8 1001 £ 6,8 973+5,5 960 £ 6,8 998 + 6,6 994 + 4,2 961 + 3,7

*Métodos descritos por Metcalfe et al., 1966 (MET); Bannon et al., 1982 (BAN), Joseph e Ackman, 1992 (JAC); Hartman e Lago, 1973 (HLA); Jham et al., 1982
(JHA); ISO 5509, 1978 (ISO); Bannon et al., 1982 (BBA); Schuchardt e Lopes, 1988 (SLO). **Somatério dos ésteres metilicos de acidos graxos C18:1n-9 e
C18:1n-7. Resultados expressos como média + desvio padréo de dez repeticdes. Letras diferentes na mesma linha indicam diferengas significativas (P<0,05)
pelo Teste de Tukey entre todos os métodos.



Tabela 8. Concentracao dos ésteres metilicos de 4cidos graxos (mg/g de 6leo) obtidos do 6leo de soja empregando diferentes métodos
de esterificagdo.

EMAG METODOS*

(mg/g de 6leo) CATALISE ACIDA CATALISE BASICA
MET BAN JAC HLA JHA ISO BBA SLO

C14:.0 0,781 + 0,0500B | 0,622 +0,0210A | 0,730 £ 0,0601B | 0,721 +0,0211B | 0,720 +0,0601B | 0,623 +0,0222A | 0,930 £ 0,0641C | 0,611 +0,0121 A
C16:0 102 + 0,5 101 + 2,0 101 +1,0 104 + 1.2 105+ 6,6 102 + 0,6 101 +1,0 101 +o06
C18:0 29,9 +0,23 29,7 £0,30 30,3 £ 0,67 30,5+0,32 30,4+1,75 30,6 £ 0,33 30,4+0,16 30,6 £ 0,37
C18:1t9 0,502 +0,0412A | 0,651 +0,0322B | 0,652 +0,0501B8 | 0,710 +0,0201B | 0,803 +0,0511C | 0,681 +0,0210B 0,651 +0,0201 B
C18:1* 210+0,7B 209+0,72B 218+ 28cC 211+248B 200+ 45A 219+11cC 217+18cC 209+318B
C18:2cot12 5,90 £ 0,551 A 6,73 £ 0,050 B 7,14 £ 0,240B 7,22 +£0,271 8B 7,05 +0,271B 7,20 £0,251B 7,02 £ 0,040 B 7,25 +0,041B
C18:2t9c12 5,28 £ 0,610 A 6,51 + 0,060 B 6,53 +0,331B 6,78 £ 0,140 B 6,97 +0,310B 6,67 +0,360B 6,80 £ 0,041 B 6,94 + 0,061 B
C18:2n-6 A77 £57A 472 £12A 491 £ 418 471 +10A 475 +35A 501+29 C 490 +318B 473 £53A
C18:3n-6 8,16 £ 0,054 D 7,05 £ 0,070 A 7,77 £0,161C 7,44 £ 0,071 B 7,83 +0,331C 8,05 + 0,071 CD 7,35 +0,0438B 7,79 £ 0,060 C
C18:3t9c12t15 | 1,68 +0,031D 1,37 £0,010A 1,63 £ 0,061 CD 1,50 £ 0,090 B 153+0,001Cc | 1,59 +0,100BCD | 1,44 +0,010ABC | 1,50 +0,010B
C20:0 11,0 £ 0,53 ABC 10,5+0,13A 11,3 +0,27BC 11,1 £ 0,07BC 11,1 £ 0,47BC 11,5+0,04C 11,0 £ 0,04 AB 11,4 £ 0,07BC
C18:3n-3 35,0+043B 32,5+033A 37,3x111cC 34,3+0,18 AB 32,4+201A 37,6 +017cC 36,9+083C 33,0+126A
C22:0 3,79 £0,161 A 3,84 £ 0,051 A 4,07 £0,133 AB 4,19 £ 0,111 B 3,80 £ 0,350 A 4,04 £ 0,040 AB 4,15 + 0,061 B 4,03 £0,111 AB
C24:0 1,29 £ 0,050 B 1,38 £ 0,080 BC 1,94 + 0,062 D 1,44 + 0,064 C 1,14 £ 0,131 A 1,36 £ 0,020BC | 1,42+0,053BC | 1,35+ 0,051BC
SOMA 892+7,1 88341 919+ 8,2 892+4,7 884 + 15 932+7,7 915+ 6,0 888 +9,3

*Métodos descritos por Metcalfe et al., 1966 (MET); Bannon et al., 1982 (BAN), Joseph e Ackman, 1992 (JAC); Hartman e Lago, 1973 (HLA); Jham et al., 1982
(JHA); ISO 5509, 1978 (ISO); Bannon et al., 1982 (BBA); Schuchardt e Lopes, 1988 (SLO). **Somatério dos ésteres metilicos de acidos graxos C18:1n-9 e
C18:1n-7. Resultados expressos como média + desvio padréo de dez repeticdes. Letras diferentes na mesma linha indicam diferengas significativas (P<0,05)
pelo Teste de Tukey entre todos os métodos.



Tabela 9. Concentracdo dos

meétodos de esterificacdo.

ésteres metilicos de acidos graxos (mg/g de 06leo) obtidos do 6leo de canola empregando diferentes

EMAG METODOS*

(mglg de 6leo) CATALISE ACIDA CATALISE BASICA
MET BAN JAC HLA JHA ISO BBA SLO

C14:.0 0,602 +0,0312B | 0,482 +0,0511A | 0,630 +0,0501B8 | 0,601 +£0,0101B | 0,610 +0,0111B - 0,520 + 0,0310 A
C16:0 42,9+025A 43,4 £ 0,90 AB 44,9 +032C 44,8 +£ 0,24 BC 43,4 £ 0,97 AB 43,4 £ 0,65 AB 43,6 £ 0,30 AB 44,4 + 0,74 BC
C18:0 20,6 £0,23A 21,4 + 0,24 BCD 21,8 +0,13¢CD 21,4 £ 0,25 BCD 21,3 +0,30BC 21,8 +0,25D 21,7 £0,17CD 21,0+ 0,10 AB
C18:1t9 0,530 £ 0,0512A | 0,530 £0,0223A | 0,661 +0,0512B | 0,481 +0,0201 A 0,480 £ 0,0332 A
C18:1** 574+218B 580 +458B 606 £2,9D 576 +238B 562 +25A 601 +£3,8CD 509 +17c¢C 566 £33A
C18:2c9t12 0,561 + 0,0401 A 0,540 £ 0,0423A | 0,721 £ 0,0001B | 0,581 +0,0212A | 0,801 £0,011C
C18:2t9c12 0,480 = 0,0503 - 0,481 + 0,0421
C18:2n-6 218+18cC 221+14cC 237 +15F 204 £13A 225+33D 232+ 1,1E 231 +05E 210+248B
C18:3n-6 1,90 £ 0,030C 1,75+ 0,022B 1,89 +0,031C 1,63 +0,021A 1,89 + 0,050 C 1,75+ 0,020B 1,79 £ 0,021 B 1,64 0,030 A
C20:0 6,63 +0,262B 6,60 + 0,181 B 7,25 + 0,080 D 6,95 +0,081C 6,96 + 0,160 C 6,74 + 0,081 BC 6,26 £ 0,122 A 6,48 + 0,070 AB
C18:3n-3 62,3 +0,39B 62,1 + 1,00 AB 73,1+ 0553E 60,7 £0,76 A 62,0 + 0,87 AB 66,8 +0,52C 70,2 +0,14D 61,5+ 0,93 AB
C22:0 2,53 +0,120 A 2,52 £ 0,151 A 2,76 £0,070B 2,72 £0,083B 2,59+0,101AB | 2,59+0071AB | 2,61 0,060 AB 2,48 £ 0,071 A
C24:0 1,26 + 0,071 A 1,28 + 0,100 A 1,61 +0,052C 1,47 + 0,121 BC 1,28 + 0,061 A 1,33 + 0,050 AB 1,28 + 0,040 A 1,26 + 0,060 A
SOMA 931+4,4 941 +7,2 998 + 4,8 922 +4,2 928 +7,0 979 5,7 977 +2,6 916 + 6,6

*Métodos descritos por Metcalfe et al., 1966 (MET); Bannon et al., 1982 (BAN), Joseph e Ackman, 1992 (JAC); Hartman e Lago, 1973 (HLA); Jham et al., 1982
(JHA); 1SO 5509, 1978 (ISO); Bannon et al., 1982 (BBA); Schuchardt e Lopes, 1988 (SLO). **Somatorio dos ésteres metilicos de acidos graxos C18:1n-9 e
C18:1n-7. Resultados expressos como média + desvio padrdo de dez repeticdes. Letras diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas (P<0,05)
pelo Teste de Tukey entre todos os métodos.



Tabela 10. Concentracdo dos ésteres metilicos de acidos graxos (mg/g de 6leo) obtidos do 6leo de linhaca empregando diferentes
meétodos de esterificacdo.

EMAG METODOS*

(mg/g de 6leo) CATALISE ACIDA CATALISE BASICA
MET BAN JAC HLA JHA ISO BBA SLO

C14:.0 0,492 + 0,0201 A - 0,551 +0,0311B | 0,510 +0,0111 AB | 0,540 * 0,0513 AB -
C16:0 58,8 +0,15A 59,5+0,92A 61,1+1,03B 61,4 +0,28B 61,0 £ 05568 59,8 £0,30A 59,6 +0,52A 59,8 +0,39A
C18:0 41,2 £ 0,63 A 42,5 +0,19BC 43,0*042C 42,0 £0,79 AB 42,4 + 0,44 BC 42,9+0,12C 42,0 £ 0,25 AB 42,1 £ 0,18 AB
C18:1** 181 +2,1BC 183 +14cCD 185+16D 182 +to05cC 171 +20A 186 +£0,7D 186 +16D 178 +£158B
C18:2n-6 123 +£1,7AB 122 £ 2,4AB 132+11D 121 +£12A 123 £2,1AB 133+06D 129 to0s8C 124+ 058
C18:3n-6 1,55 +0,070B 1,71 +0,020C 1,88 £0,020D 1,61 £0,020B 2,06 £ 0,053 E 1,87 £0,010D 0,30 £ 0,021 A 1,72+0,032C
C20:0 1,61 +o0,041C 1,43 +0,101B 1,69 + 0,050 CD 1,24 + 0,081 A 1,54 +0,124BC | 1,30 0,010 AB 1,75 + 0,050 CD 1,17 £ 0,081 A
C18:3n-3 432 £57A 497 +t71C 577 +36F 485+ 428 554 +51E 576 £34F 559+ 48E 524 +1,7D
C22:0 1,77 £ 0,061 E 1,33 £ 0,041 BC 1,35+ 0,061C 1,31 + 0,041 BC 1,44 + 0,071 D 1,28 + 0,012BC | 0,530 + 0,0301 A 1,24 +0,054B
C24:0 1,00 +0,040Cc | 0,920 +0,0401BC | 0,881 +0,0812B | 0,911 + 0,0521BC | 0,840 +0,0411 AB | 0,861 +0,0221B | 0,732 +0,031A |0,890 + 0,0821 BC
SOMA 842 + 8,6 909 +9,7 1004 £ 6,5 897 +5,7 958 + 8,3 1003 +£4,6 979+7,0 93337

*Métodos descritos por Metcalfe et al., 1966 (MET); Bannon et al., 1982 (BAN), Joseph e Ackman, 1992 (JAC); Hartman e Lago, 1973 (HLA); Jham et al., 1982
(JHA); ISO 5509, 1978 (ISO); Bannon et al., 1982 (BBA); Schuchardt e Lopes, 1988 (SLO). **Somatério dos ésteres metilicos de acidos graxos C18:1n-9 e
C18:1n-7. Resultados expressos como média + desvio padrédo de dez repeti¢des. Letras diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas (P<0,05) pelo
Teste de Tukey entre todos os métodos.
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