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RESUMO

Nos alimentos presentes na dieta humana sdo encontrados tanto acidos graxos
trans monoinsaturados (AGTM) como acidos graxos trans poliinsaturados (AGTP). A
ingestao elevada de AGTM tem sido associada principalmente com o aumento do
risco de doencgas cardiovasculares, o que torna necessario a sua restricao na dieta.
Neste estudo foi efetuada a otimizacdo das condi¢bes para a determinagdo de
AGTP em Oleos vegetais refinados, por meio de analise por cromatografia gasosa
com a coluna CP Sil-88 (50 m). Também foi realizada a otimizagdo para a
quantificacdo de AGTM e AGTP em gorduras hidrogenadas, empregando a coluna
CP Select CB-FAME (100 m). Inicialmente foi feita a isomerizagdo do oleo de
linhaca, que foi confirmada por analises espectroscopicas no infravermelho e por
ressonancia magnética nuclear de '>C. Os ésteres de acidos graxos desta mistura
foram identificados a partir dos valores do comprimento equivalente da cadeia (ECL)
descritos na literatura para a coluna CP Sil-88, sendo utilizados para a determinagao
de seus ECL em temperaturas entre 155 °C e 200 °C. A temperatura estabelecida
para a analise dos AGTP em oleos vegetais foi de 170 °C, sendo determinada com
base na regressao linear das diferengas de ECL entre os ésteres metilicos de acidos
graxos que poderiam coeluir neste intervalo de temperatura. Para a determinagéo de
AGTM e AGTP em gorduras hidrogenadas, foram inicialmente separados por
cromatografia de camada delgada impregnada com nitrato de prata, ésteres
metilicos de acidos graxos octadecendicos cis e trans. Estas misturas, mais alguns
padroes de ésteres metilicos de acidos octadecendicos e os ésteres metilicos do
oleo de linhaga isomerizado, foram empregados na determinagdo dos valores de
ECL para os ésteres metilicos dos acidos 18:1 (155 °C a 200 °C), 18:2 e 18:3
(170 °C a 200 °C) em diferentes temperaturas. A partir das diferengas de ECL entre
os ésteres de acidos graxos que poderiam coeluir no intervalo de 170 °C a 200 °C,
foi estabelecida a temperatura de analise que foi de 197 °C. A quantificacdo de
AGTP em odleo de soja foi efetuada em relacdo ao tricosanoato de metila, sendo
avaliadas cinco marcas. A concentracdo total de AGTP variou de 5,8 a 30,2 mg g™
de dleo, e as concentragdes de AGTP 18:2 e 18:3 variaram de 1,9 a 14,0 mg g'1, e
de 3,9 a 16,3 mg g'1, respectivamente. Ao estimar a exatidao da quantificacédo dos

AGTP mediante a adicao de acido araquidico ao 6leo, foi obtido o valor de 102,6%.
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Os AGTP e AGTM presentes em gorduras hidrogenadas foram quantificados
utilizando o tricosanoato de metila como padrao interno. Nas treze amostras
analisadas, a concentracdo total de AGT variou de 23,5 a 323,6 mg g™, sendo que
as concentracdes de AGTM e AGTP variaram de 1,2 2 233,8 mg g™ e de 9,4 a 89,8
mg g'1, respectivamente. A exatiddo foi estimada por meio da avaliacdo da
recuperagao realizada com o acido 18:1 13t e o elaidato de metila, cujos os valores
foram de 98,7% e 100,6%, respectivamente. A utilizacdo dos valores de ECL se
mostrou muito apropriada para a otimizacdo da temperatura de analise,
possibilitando a determinacdo simultdnea de AGTM e AGTP em gorduras

parcialmente hidrogenadas.

Palavras-chave: acidos graxos trans, otimizagdo, comprimento equivalente da

cadeia, quantificacdo, gorduras parcialmente hidrogenadas, 6leo de soja.
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ABSTRACT

Foods of the human diet contain both trans monounsaturated fatty acids (TMFA) and
trans polyunsaturated fatty acids (TPFA). High intake of TMFA have been mainly
associated with the increase in risk of coronary heart disease. Thus it is necessary to
limit their presence in daily diet. In this study was carried out the optimization of the
conditions for determination of TPFA in refined vegetable oils, by gas cromatography,
using CP Sil-88 column (50 m). Also it was made the optimization of the
chromatographic conditions for quantitation of TMFA and TPFA in partially
hydrogenated fats, using CP Select CB-FAME column (100 m). Initially was made the
isomerization of linseed oil that was confirmed by spectroscopic analysis in infrared
and nuclear magnetic ressonance '°C. Fatty acid esters of this mixture were
identified with basis on the equivalent chain lenght (ECL) values related in literature
for CP Sil-88 column, being then used for determination of its ECL in the
temperatures between 155 °C and 200 °C. Temperature for analysis of the TPFA in
vegetable oils was 170 °C. It was determined with basis in linear regression of the
ECL difference between fatty acids methyl ester that could to coelute in this
temperature range. For determination of TMFA and TPFA in shortenings, cis and
trans octadecenoics fatty acid methyl esters were separated by argentation thin-layer
chromatography. These mixtures and octadecenoics fatty acids methyl esters
standard and methyl esters of isomerized linseed oil, were used in the determination
of the ECL values for fatty acid methyl esters 18:1 (155 °C to 200 °C), 18:2 and 18:3
(170 °C to 200 °C) in different temperatures. Through of the ECL difference between
fatty acids methyl esters that could to coelute in the temperatures between 170 °C to
200 °C, it was established the temperature of 197°C for analysis. Quantitation of
TPFA in soybean oil was relative to the internal standard methyl tricosanoate, being
evaluated five brands. The total concentration of TPFA ranged from 5.8 to
30.2 mg g of oil. TPFA 18:2 and 18:3 ranged from 1.9 to 14.0 mg g™ and 3.9 to 16.3
mg g, respectively. Accuracy of the TPFA quantitation was estimated by standard
addition of the araquidic acid, being the average recovery of 102.6%. TMFA and
TPFA contained in shortenings were quantified in relation to the methyl tricosanoate.
In the thirteen brands analyzed the total concentration of TFA ranged from 23.5 to
323.6 mg g"'. TMFA and TPFA ranged from 1.2 to 233.8 mg g~ and 9.4 to 89.8

XV



mg g, respectively. Accuracy of the TPFA quantitation was estimated by standard
addition of the 18:1 13t acid and methyl elaidate, being the average recovery of
98.7% and 100.6%, respectively. The application of the ECL values in the
optimization of the analysis temperature was very appropriate, making possible the

simultaneous determination of the TMFA and TPFA in partially hydrogenated fats.

Key words: trans fatty acids, optimization, equivalent chain lenght, quantitation,

partially hydrogenated fats, soybean oil.
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1. INTRODUCAO

Os acidos graxos exercem uma fung¢ao singular na nutricdo humana, nao
apenas por proverem a maior quantidade de energia por grama, mas principalmente
por ndo sofrerem alteragdo em sua estrutura durante a digestdo, sendo absorvidos
na forma como sao ingeridos. Em consequéncia, a composigado de acidos graxos no
organismo humano sera reflexo da composicdo de 6leos e gorduras presentes na
dieta.

Nas ultimas décadas houve uma crescente compreensdo das fungdes dos
lipidios no metabolismo humano, propiciando o esclarecimento de suas relagdes
para o desenvolvimento da saude e também da doenca. Assim, a importancia da
ingestdo de acidos graxos -3, a reducédo de acidos graxos saturados na dieta, e
mais recentemente, a diminuicdo da ingestdo de acidos graxos trans, tem sido
enfatizados. Esta condicdo tem direcionado modificagbes nos processos de
producao de 6leos e gorduras utilizados no preparo de alimentos.

Contudo, este progresso ndo pode ser dissociado do surgimento e
aprimoramento da cromatografia em fase gasosa, técnica que desde a sua origem
no inicio da década de 1950, tem sido indispensavel para o estudo de misturas
complexas de acidos graxos (Ackman, 2002). Com a introduc¢éo, no final da década
de 1970 de suportes para colunas cromatograficas constituidos de silica fundida, e
subsequentemente com o intenso desenvolvimento de fases estacionarias liquidas,
a utilizacao de colunas capilares tornou-se cada vez mais comum (Barry, 1995).

Estes avancgos tiveram um grande impacto no estudo dos acidos graxos,
contribuindo, entre outros aspectos, para a investigacdo mais detalhada sobre a
formagdo de isbmeros posicionais e geométricos no processo de hidrogenagao
parcial de Oleos vegetais e marinhos. Paralelamente a isto, foi despertado o
interesse em avaliar os efeitos e as rotas metabdlicas que os acidos graxos trans
seguem no organismo, sendo também estudados outros processos que contribuem
para elevar a ingestao diaria destes acidos.

Esta tese apresenta uma breve revisdo bibliografica em que sdo abordados
os processos de formacédo dos acidos graxos trans contidos nos alimentos, as
principais implicagdes a saude decorrentes da ingestdo elevada destes acidos, as

técnicas que tem sido utilizadas na sua andlise e a ocorréncia em algumas espécies
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vegetais e animais. A parte experimental envolve a otimizacdo da metodologia para
quantificacdo de acidos graxos trans poliinsaturados (AGTP) em 6leos refinados, por
meio de analise por cromatografia gasosa com detector de ionizagdo em chama,
empregando a coluna CP Sil-88. Também é efetuada a otimizacdo para a
determinagdo de acidos graxos trans monoinsaturados (AGTM) e AGTP em

gorduras parcialmente hidrogenadas, empregando a coluna CP Select CB-FAME.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Caracteristicas gerais dos acidos graxos trans

A presenga de insaturagbes na configuracdo trans resulta em um &angulo de
ligacdo menor do que o observado quando as duplas ligagdes estdo na forma cis.
Esta diferenga surge devido a disposi¢gao dos substituintes alquila da dupla ligagao,
que na configuragao cis encontram-se do mesmo lado, interferindo efetivamente um
com o outro e criando uma tensao estérica que aumenta o angulo de ligagdo e a
energia livre da molécula. Na configuragdo trans esta interferéncia torna-se menor,
pois 0s substituintes alquila encontram-se em lados opostos (Allinger et al., 1978).

A ocorréncia de insaturagdes trans nos acidos graxos promove um aumento na
linearidade da cadeia carbbnica, favorecendo a ocorréncia de interagcdes
intermoleculares, que tornam as suas propriedades fisicas mais semelhantes a dos
acidos graxos saturados. Em consequéncia, ha um aumento no ponto de fusao,

quando uma insaturagao cis é convertida em trans (Figura 1).
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Figura 1: Efeito da configuracdo da insaturagdo sobre o ponto de

fusao do acido graxo (fonte: Ackman, 1998; Cyberlipid, 2006)

Embora as duplas ligagbes presentes nos acidos graxos possam ter a

configuragao cis ou trans, nos reinos vegetal e animal a ocorréncia de insaturagdes
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na forma cis é quase exclusiva para a maioria das espécies (Sommerfeld, 1983).
Este comportamento, aparentemente contraditério sob o ponto de vista energético,
pode ser melhor compreendido ao considerar os acidos graxos como importantes
constituintes das membranas das células.

Nas membranas, a presencga de acidos graxos com insaturagdes cis resulta na
diminuicao do ponto de fusao dos fosfolipidios. Além disso, estes acidos apresentam
uma maior variedade de conformacdes moleculares que os seus correspondentes
trans, sendo possivel inclusive a ocorréncia de formas circulares. Estas diferengas
tem um efeito significativo sobre a fluidez das membranas, contribuindo para
aumentar a sua superficie e diminuir a sua espessura (Brenner, 1984).

Os acidos graxos que apresentam uma ou mais insaturagdes com a
configuragédo trans, sdo denominados acidos graxos trans (AGT). A esta classe
pertencem os acidos graxos trans monoinsaturados (AGTM), grupo de acidos graxos
que possuem apenas uma insaturagcao, tendo necessariamente a forma trans.
Também abrange os acidos graxos trans poliinsaturados (AGTP), que
semelhantemente aos seus correspondentes cis, contém duas ou mais insaturagoes,

podendo todas ter a configuragao trans (Dutton, 1979; Wolff, 1992a).

2.2 A formacéo de acidos graxos trans

2.2.1 Processo de hidrogenacao de 6leos vegetais

A producédo de substitutos para a manteiga iniciou na Europa, na metade do
século XIX, motivada principalmente pelo seu alto preco. A pedido de Napoledo
Bonaparte, foi produzido pelo quimico francés Mege Mouries, em 1869, um
substituto aceitavel para a manteiga. Este produto era constituido de uma fragdo de
sebo bovino e apresentava boa consisténcia, proporcionando o derretimento na
boca, o0 que contribuiu para a aceitacdo pelo mercado consumidor. Nos anos
subsequentes a banha também passou a ser empregada para o desenvolvimento de
substitutos para a manteiga (Ghotra et al., 2002).

Com o aumento da demanda mundial por gorduras nas ultimas décadas do
século XIX, a atencao foi direcionada para o desenvolvimento de novos produtos

que diminuissem o0 uso do sebo e da banha. Assim, em 1873, nos Estados Unidos,

4



Revisdo Bibliografica

foi produzido por Roudebush um produto que combinava o sebo bovino com o éleo
de semente de algodao, preparado através do aquecimento com leite fresco (Ghotra
et al., 2002).

A descoberta em 1893, que os 6leos poderiam ser desodorizados através da
aplicacdo do vapor de agua a alta temperatura e subsequentemente, que a
desodorizagado a pressao reduzida melhorava o odor e também o sabor do dleo,
ampliou o uso do oleo de semente de algodao (Shreve & Brink, 1997).

Em 1897, os quimicos franceses Sabatier e Senderens descobriram, ao
estudar a catalise na hidrogenagao, que a diferenca na consisténcia dos 6leos
vegetais e da manteiga, do sebo e da banha era devido a menor quantidade de
atomos de hidrogénio presente nos 6leos. Esta descoberta foi baseada na aplicagéo
do niquel como catalisador, e possibilitou o desenvolvimento do processo de
producao de gorduras a partir de 6leos vegetais e marinhos (Gustone, 1998).

O processo de hidrogenagao teve a sua primeira aplicagado industrial em
1903, na Inglaterra, quando foram preparadas gorduras a partir do oOleo de
cachalote. Em 1909, o processo passou a ser empregado na produgdo de
substitutos para o sebo, cuja escassez comprometia a preparagao de sabdes
(Johnson, 1998). Nos anos seguintes comegaram a ser produzidas na Europa e nos
Estados Unidos, gorduras hidrogenadas e margarinas, provenientes dos 6leos de
algodéo e soja (Shurtleff & Aoyagi, 2004).

A partir da década de 1930, a industria de hidrogenagao teve um crescimento
extraordinario, resultante do aumento no consumo de margarinas e gorduras
hidrogenadas, durante a segunda guerra mundial (Shurtleff & Aoyagi, 2004).
Contudo, até 1940 a margarina era vista como um substituto inferior da manteiga.
Em 1941, o Food and Drug Administration (FDA) publicou nos Estados Unidos, um
relatorio que conferiu a margarina um status semelhante ao da manteiga (Ghotra et
al., 2002).

No final da década de 1950 foi descoberto, por pesquisadores do Northern
Regional Research Center (EUA), que o acido alfa-linolénico (18:3 9c,12c,15c)
estava relacionado com a formacgao de odores desagradaveis durante o preparo de
alimentos fritos empregando o 6leo de soja. Assim, foi proposto o desenvolvimento
de uma hidrogenacéo seletiva, como alternativa para diminuir a quantidade deste
acido graxo no oleo de soja (Gray & Russell, 1979). Esta estratégia deu origem a

hidrogenagao light, na qual a quantidade de alfa-linolénico é reduzida a cerca de 3%
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do total de acidos graxos do 6leo, e ampliou as possibilidades para a producao de
gorduras com caracteristicas especificas (Ackman & Mag, 1998).

No Brasil, a industria de hidrogenagédo surgiu no final da década de 1950,
produzindo inicialmente gordura hidrogenada e margarina dura. A partir de 1970,
comegaram a ser produzidas margarinas cremosas, por meio da mistura de gorduras
hidrogenadas com diferentes pontos de fusdo. Com o aperfeicoamento do processo
de hidrogenagao, através do desenvolvimento da hidrogenagao seletiva, tornou-se
possivel a produgdo de gorduras cada vez mais especificas, ampliando a sua
utilizacdo na producao de alimentos. Esta condicido resultou na substituicdo quase
completa das gorduras animais na dieta da populagcao brasileira (Pelaez-Alvarez et
al., 1991).

O processo de hidrogenagdo baseia-se na reagdo dos acidos graxos
insaturados de um oleo vegetal ou marinho, com hidrogénio, na presenga de um
catalisador, que geralmente é o niquel. Seu objetivo € aumentar a estabilidade
oxidativa dos 6leos, mediante a diminuigdo da concentragdo dos acidos graxos mais
insaturados e alterar as suas propriedades fisicas, ampliando as suas aplicacdes.

A reacado de hidrogenagado depende principalmente da temperatura do 6leo,
da pressao de hidrogénio, da velocidade de agitagdo, do tempo, da concentragao e
da espécie de catalisador. Conforme as condigbes empregadas durante o processo,
a hidrogenacgéo é classificada como: parcial ou total e seletiva ou ndo-seletiva.

A seletividade esta relacionada com a hidrogenacgao preferencial dos acidos
graxos mais insaturados, que resulta na menor formagao possivel de acidos graxos
saturados (Nawar, 1996). Para alcancgar alta seletividade, € comum empregar baixas
pressdes de hidrogénio, velocidade de agitagdo moderada e temperaturas elevadas,
possibilitando obter uma condigcdo de escassez de hidrogénio na superficie do
catalisador, que favorece também a formacao de AGT (Ackman & Mag, 1998).

A producgédo de gorduras com altos teores de AGT foi por varias décadas
considerada importante pela industria de hidrogenag¢ao, ndo apenas por diminuir o
consumo de hidrogénio, mas principalmente por melhorar as caracteristicas fisicas,
quimicas e sensoriais das gorduras, sem favorecer grandes alteragdes nos teores de
acidos graxos saturados (Weiss, 1983; Karabulut et al., 2003). Com propdsito de
aumentar a isomerizagdo geométrica, muitos catalisadores foram tratados com H,S,
S0O,, CS; ou CO, para diminuir os sitios de adsor¢gdo de hidrogénio (Allen, 1981;
Johnson, 1998).



Revisdo Bibliografica

A relacao entre o catalisador e a seletividade da hidrogenagao passou a ser
muito estudada a partir da década de 1960, resultando no desenvolvimento de
diversos catalisadores. Entre estes destacam-se os de cobre, niquel, paladio e
platina (Gray & Russel, 1979).

Os catalisadores a base de cobre apresentam alta seletividade para os acidos
alfa-linolénico e linoléico, tendo em geral, uma baixa tendéncia para formar AGT.
Nas décadas de 1970 e 1980, estes catalisadores foram muito utilizados,
principalmente na hidrogenagao light. Contudo, devido a sua baixa atividade e ao
seu efeito catalitico sobre a oxidagdo dos &acidos graxos insaturados, seu uso
passou a ser desestimulado (Ackman & Mag, 1998).

Com isso, 0 uso de catalisadores passou a ser praticamente restrito ao niquel,
devido a sua boa atividade, razoavel seletividade, filtrabilidade, capacidade de
reutilizagdo, a menor influéncia sobre a oxidagdo dos acidos graxos insaturados e ao
menor custo em relagao ao paladio e a platina (Gray & Russel, 1979; Okonek et al.,
1995). Para aumentar a sua atividade catalitica e facilitar a remogado apos a
hidrogenagéao, o niquel geralmente é suportado em 6xidos de silicio, aluminio, cromo
ou cobalto (Jonhson, 1998). Embora o uso do niquel apresente uma série de
vantagens, a hidrogenacdo nao é especifica, a producdo de AGT ¢é muito
significativa. Além disso, a reutilizagdo do catalisador diminui a seletividade e eleva a
formagao de AGT (Gray & Russel, 1979).

Na ultima década comecaram a ser desenvolvidos catalisadores de niquel
modificado, que possibilitam efetuar o processo de hidrogenagdo em temperaturas
menores, sem alterar significativamente a seletividade da reagéo, resultando em
uma menor formacado de AGT. Ao aplicar estes catalisadores a hidrogenac¢ao do éleo
de soja em escala laboratorial, Hasman (1995), citado por Ackman & Mag (1998),
observou a diminuicdo de até 45,5% dos teores de AGT, em relacdo aos
catalisadores convencionais (44,0% de AGT), quando foram produzidas gorduras
com indice de iodo igual a 70. Para o 6leo de canola, os teores de AGT foram
diminuidos em até 50,3% e 66,7%, ao se obter gorduras com indice de iodo (Il) igual
a 90 e 60, respectivamente, considerando que o uso de catalisadores convencionais
resultou em teores de 30,2% (Il = 90) e 52,5% (Il = 60) em relagéo ao total de acidos
graxos.

Os catalisadores constituidos de metais nobres como a platina e o paladio,

apresentam atividade catalitica elevada, permitindo alcancar velocidades de
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hidrogenagdo equivalentes as obtidas com o niquel, em temperaturas menores
(Jonhson, 1998). Embora esta condi¢cado contribua para diminuir a formacao de AGT,
o aumento na atividade catalitica resulta no uso de concentragdes menores de
catalisador, o que implica em uma maior eficiéncia de filtragdo, restringindo a sua
aplicacao (Gray & Russell, 1979). Entre estes catalisadores, os de platina modificada
tem mostrado a possibilidade de efetuar hidrogenag¢des muito seletivas, com baixa
formacao de AGT (Okonek et al., 1995).

O mecanismo de formagéo de isbmeros geométricos e posicionais durante o
processo de hidrogenacao foi proposto por Allen & Kiess (1955) com base na
sequéncia de semi-hidrogenacédo e desidrogenacgao (Figura 2), sendo confirmado
por estudos subsequentes (Allen & Kiess,1956; Allen, 1981). Os autores postularam
que durante a hidrogenagao, um atomo de hidrogénio pode entrar em qualquer lado
da dupla ligacdo e formar um sitio de radical livre, possivelmente ligado ao
catalisador. Este sitio de radical livre € muito instavel e, se o catalisador estiver
parcialmente coberto por hidrogénio, pode ocorrer a eliminagdo de um hidrogénio de
um carbono vizinho, regenerando a dupla ligacdo ou levando a formagédo de um
isdmero posicional. Como a formacg¢ao de um sitio de radical livre possibilita a livre
rotacdo, a dupla ligacao a ser formada pode apresentar a configuragao cis ou trans,

sendo predominante a forma trans devido a maior estabilidade termodinamica.
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Figura 2: Mecanismo de formacdo de isémeros geométricos e

posicionais no processo de hidrogenacao (Min, 2005).
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2.2.3 Processamento de Oleos vegetais

Os dleos vegetais em seu estado natural possuem uma ampla variedade de
substancias que podem contribuir para alterar sua cor, sabor e aroma, restringindo
as suas aplicagdes e diminuindo a sua vida em prateleira. Entre este grupo de
substancias destacam-se: os acidos graxos livres, os fosfolipidios, os carboidratos e
as proteinas, bem como seus produtos de degradacgdo, a agua, a clorofila, os
carotenodides, e os produtos da oxidagao dos acidos graxos. Assim, com 0 objetivo
de remover estas substancias, os 6leos sdo submetidos ao processo de refino, que
geralmente inclui as etapas de degomagem, neutralizagdo, branqueamento e
desodorizagao (Nawar,1996).

No refino de oOleos vegetais o aquecimento é aplicado nas etapas que
antecedem a desodorizagdo, sendo comum o emprego de temperaturas entre 60 e
110 °C. Porém na etapa de desodorizagdo, que tem como objetivo melhorar as
caracteristicas organolépticas do 6leo mediante a remogéo de residuos de solvente
e de compostos de baixo peso molecular, a temperatura varia de 180 a 270 °C
(Johnson, 1998).

Ao determinar as quantidades relativas de AGT no 6leo de girassol bruto e
apos as etapas de degomagem, neutralizagdo, branqueamento e desodorizagao,
Tasan & Demirce (2003) observaram um aumento de 13,8 vezes no teor de AGT
18:2 (0,06% antes do refino), ao fim do processo de refino. A etapa de
desodorizagao, efetuada a 230 °C por 2 horas, respondeu por 91,3% do aumento
observado. Quando a desodorizagdo foi realizada a 265 °C por 1 hora, o teor de
AGT 18:2 aumentou 57,8 vezes em relagcdo ao O6leo bruto, com esta etapa
correspondendo a 97,4% do aumento.

A desodorizagdo do éleo de linhaga em escala laboratorial foi empregada por
Wolff (1993b) como modelo para avaliar o efeito do tempo de aquecimento e da
temperatura sobre a isomerizagao dos acidos linoléico e alfa-linolénico, presentes
nos 6leos vegetais refinados. Neste estudo foi demonstrado que a formagéao de AGT
18:2 e 18:3 é dependente da intensidade destas variaveis (Figura 3), sendo iniciada
em torno de 190 °C.

Hénon et al. (1999) ao estudarem a cinética da isomerizagao dos acidos

linoléico e alfa-linolénico durante a desodorizacdo do 6leo de canola em escala
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laboratorial, observaram a existéncia de temperaturas criticas, acima das quais

ocorreu a isomerizagao acentuada destes acidos graxos. Para o acido alfa-linolénico

esta temperatura situa-se no intervalo de 220 a 230 °C, sendo superior a 240 °C,

para o acido linoléico. Em conseqliéncia, apds 4 horas de desodorizacdo a 270 °C,

cerca de 80% do acido alfa-linolénico inicial encontra-se isomerizado, enquanto

apenas 13% do acido linoléico originou AGT.
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Figura 3: Efeito da temperatura e do tempo de desodorizagao sobre a formagao de:
(a) AGT 18:2 e (b) AGT 18:3 (dados obtidos por Wolff, 1993b).
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Embora sejam encontrados AGT 18:1, 18:2 e 18:3 em 6leos vegetais obtidos
por prensagem a frio, seus teores sdo muito reduzidos, estando geralmente entre 0,1
e 0,3% do total de acidos graxos (Bruhl, 1996). Os teores de AGT 18:2 e 18:3 séo
predominantes, mas surpreendentemente Bruhl encontrou em algumas das marcas
de 6leo de girassol, cartamo e linhaga produzidas na Alemanha, teores de 0,27%,
0,39% e 0,36%, respectivamente para os AGT 18:1, sendo encontrados teores de
0,03%, 0,08% e 0,26% para o total de AGTP correspondente. Neste estudo, foi
observado também a predominancia de AGT 18:1 em relagcdo aos AGTP, em
sementes de colza submetidas a secagem industrial.

Segundo Ackman e Mag (1998), o emprego de condigdes drasticas durante o
processo de secagem de sementes pode estar relacionado com a formagao de AGT
18:1, 18:2 e 18:3 através da acdo de enzimas como a lipoxigenase e a
hidroperoxidase/desidroperoxidase. Assim, nestes sistemas vegetais a formagao de

AGT é possivelmente muito dependente da temperatura.

2.2.3 Preparo de alimentos fritos

A fritura € um dos métodos mais antigos aplicado ao preparo de alimentos,
sendo a sua origem atribuida aos chineses (Rossell, 2001). Neste processo, o calor
é transferido do éleo para o alimento, promovendo a evaporagédo da agua contida no
alimento e a absorgao de 6leo (Warner, 1998). Também ocorrem diversas mudancgas
fisicas e quimicas no d6leo, em consequéncia de reagbes de oxidagao, pirdlise,
polimerizagao, hidrolise e isomerizag&o, originando inumeras substancias que sao
incorporadas ao alimento, e que alteram a sua aparéncia, aroma e sabor (Moreno et
al., 1999; Gertz, 2001).

A formacgao de AGT durante a fritura de alimentos, esta relacionada com a
temperatura do processo e com o tempo de uso do 6leo (Moreno et al., 1999;
Sanibal & Mancini-Filho, 2004). Quando s&o empregadas gorduras parcialmente
hidrogenadas, a formagdo de AGT geralmente € menor. Contudo, os teores
inicialmente elevados destes acidos, resultam em uma maior concentragdo de
isémeros trans no alimento frito (Aro et al., 1998; Romero, 2000).

Moreno et al. (1999) avaliaram o efeito da temperatura e do tempo sobre a

formagdo de isbmeros trans durante o aquecimento do 6leo de girassol em
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recipiente aberto (Figura 4). Neste estudo, foi observado que o aumento das
insaturagdes trans inicia em 150 °C, tornando-se muito significativo a partir de
250 °C. Ap6s manter o 6leo por 20 minutos, nas temperaturas de 200, 250 e 300 °C,
foi verificado o aumento de 356,5%, 773,9% e 3026,1%, respectivamente, na

concentracdo de isdmeros trans, em relagdo ao valor inicial (0,23 mg g™).
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Figura 4: Efeito da temperatura e do tempo de aquecimento sobre a formagao de
AGT durante o aquecimento do 6leo de girassol (dados obtidos por Moreno et al.,
1999).

Tem sido regulamentado em diversos paises do continente europeu, que o
preparo de alimentos fritos com 6leos vegetais ndo deve exceder a temperatura de
180 °C. Na Franca, tem-se instituido que os oOleos utilizados em frituras nos
estabelecimentos comerciais devem conter no maximo 3% de &cido alfa-linolénico
(Fox, 2001; Wolff, 2002). Estas medidas, além de contribuirem para diminuir a
degradagao dos acidos graxos mais insaturados, resultam em uma menor formagéo
de AGTM e AGTP durante a fritura.

Ao estudar a formagao de AGT durante o processo de fritura de batatas com
o bleo de soja, em temperaturas em torno de 180 °C, efetuando a filtrag&o do d6leo e
sua reposicdo a cada 10 horas, Sanibal & Mancini-Filho (2004) observaram o
aumento significativo dos teores de AGTM no 6leo, a medida que o tempo de

aquecimento se tornou maior. Para o grupo dos AGTP foi observado o maior teor
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ap6s 10 horas de fritura, que correspondeu ao aumento de 55,2% em relagéo a
quantidade inicialmente presente no 6leo (2,1%). A andlise de regressao linear dos
resultados obtidos por estes autores para os teores de AGTM (Figura 5), demonstra
que a formacgao destes isbmeros apresentou dependéncia linear com o tempo de
fritura, ocorrendo a uma taxa de isomerizagdo ao redor de 0,3% por hora, em

relagao ao total de acidos graxos contidos no 6leo.

AGTM (% de area relativa)

0 10 20 30 40 50

Tempo de aquecimento do éleo (horas)

Figura 5: Teores de AGTM em fungdo do tempo de aquecimento do 6leo de soja
(curva obtida a partir dos valores determinados por Sanibal & Mancini-filho, 2004;

r=0,996; p<0,0001; y=-0,110 + 0,297 .x).

2.2.4 Airradiacéo de alimentos

O uso da tecnologia de irradiagao tem despertado grande interesse para a
preservacdo de alimentos, devido principalmente a sua eficiéncia e as multiplas
possibilidades de aplicagdo. Nos alimentos carneos, o emprego da irradiagao
aumenta o seu tempo de vida em prateleira, protegendo contra microrganismos
patogénicos. Contudo, a irradiacdo provoca mudancgas nas estruturas de muitos
nutrientes, que podem ter importantes consequéncias sobre o valor nutricional dos
alimentos (Nawar, 1996).

Nos 4acidos graxos insaturados, a irradiacdo induz a produgao de radicais

livres que reagem com o oxigénio, levando a formagao de compostos carbonilados,
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que sao responsaveis pelas principais alteragdes das caracteristicas nutricionais e
sensoriais dos alimentos, associadas a este processo (Brito et al., 2002). Além disso,
o rompimento da dupla ligagao favorece a formagédo de AGT, pois a sua regeneragéo
na configuracgao trans diminui a energia livre do acido graxo (Allinger et al., 1978).

Ainda existem muitas controvérsias a respeito das doses mais apropriadas
para a irradiacdo dos alimentos. Para o grupo das carnes vermelhas, tem sido
regulamentado em paises como os Estados Unidos e o Canada, que a irradiagao
deste alimento fresco, ndo deve exceder a 4,5 kGy. Entretanto, na Inglaterra, sé&o
permitidas doses de até 7,0 kGy, e na Africa do Sul, as carnes recebem doses de
45 kGy (IFST,1998; FDR, 2002).

Brito et al. (2002) ao avaliar o efeito de doses crescentes de radiacdo gama
sobre o teor de AGT em carne bovina fresca (Figura 6), analisada
subsequentemente a irradiacao, verificaram que em doses de 1 a 5 kGy ocorreu o
aumento médio de 80,4% na quantidade de AGT. Quando as doses foram de 6 e 7
kGy, houve o aumento de 106,5% no teor de AGT, alcangando em 8 kGy, o nivel de
139,1%, o que correspondeu a 11,0% do total de acidos graxos. Assim, a aplicagao

de doses entre 1 e 5 kGy parece ser mais indicada, por limitar a formagao de AGT.
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Figura 6: Efeito da dose de radiagcao sobre o teor de AGT em carne bovina (dados

obtidos por Brito et al., 2002)
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2.2.5 A bio-hidrogenacéo

Nos animais que pertencem a sub-ordem Ruminantia, a acado de
microrganismos presentes no rumen, como o Butyrivibrio fibrisolvens e o
Megasphaera esdenii, resulta na isomerizagdo dos acidos graxos poliinsaturados,
produzindo entre outros acidos, o 18:2 9c¢,11t e o 18:2 10t,12c, a partir do acido
linoléico (Figura 7). Estes acidos graxos, denominados de acido linoléico conjugado
(CLA), podem ser absorvidos pelo animal ou serem bio-hidrogenados para formar os
acidos 18:1 11t (vacénico) e 18:1 10t, que também podem ser obtidos a partir dos
acidos alfa e gama-linolénico. Em sequéncia, pode ocorrer a absorgéo destes AGTM
ou a sua hidrogenacao, originando o acido estearico (18:0). Quando absorvidos,
estes acidos sao incorporados ao tecido adiposo e musculos do animal, podendo
ocorrer a formagao do acido 18:2 9c,11t a partir do acido vacénico, pela agao da

enzima delta-9-dessaturase (Bauman et al., 1999; Khanal & Dhiman, 2004).

18:3 9¢,12c¢,15¢c 18:2 9¢,12c 18:3 6¢,9¢,12c
18:3 9¢,11t,15¢ 18:3 10t,12¢,15¢ 18:2 10t,12¢c 18:2 9c,11t  18:3 6¢,10t,12¢ 18:3 6¢,9¢,11t
Y Y
18:2 11t,15¢c 18:2 10t,15¢c 18:1 10t 18:1 11t 18:2 6¢,10t 18:2 6¢,11t
l

Y
A

L S =~
@

18:1 11t 18:1 10t

‘

18:1 10t 18:1 11t

— O -
[]

isomerase redutase

Figura 7: Obtencéo do acidos 18:1 11t e 18:1 10t em ruminantes a partir dos acidos

linoléico, alfa-linolénico e gama-linolénico (adaptado de Khanal & Dhiman, 2004).

Estudos efetuados com bovinos tem demonstrado, que dietas com baixo teor
de fibra promovem o aumento da concentragédo do acido 18:1 10t e a diminuicdo do

18:1 11t no leite desses animais, devido a alteracdes no processo fermentativo, que
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resultam na diminuicdo do pH ruminal (Bauman et al., 1999). Também tem sido
observado que a diminuigdo na concentragdo do acido vacénico no leite, quando a
quantidade de fibra na dieta é restringida, esta correlacionada positivamente com a
concentragédo de CLA, e inversamente relacionada com o aumento na concentragéo
do acido 18:1 10t (Griinari et al., 1998).

Na bio-hidrogenagdo, o acido oléico (18:1 9c) é convertido em acido
estearico, mas tem sido observado que pela acdo de microrganismos presentes no
rumen, também ocorre a formagdo de acidos graxos 18:1t, com as insaturagbes
distribuidas desde o carbono 6 até ao 16, conforme demonstrado por Mosley et al.
(2002) ao efetuar estudo in vitro com tecido ruminal extraido de bovinos. Além disso,
quando o 6leo de canola com alto teor de acido oléico (78%) foi incorporado a dieta
de vacas Jersey, Jenkins (2000) observou que o teor de AGT 18:1 aumentou para
4,2% do total de acidos graxos, enquanto na dieta controle o teor de AGT 18:1 foi
1,7%.

2.3 Acidos graxos trans e a saide humana

Com o surgimento do processo de hidrogenacdo despontaram também
indagagdes a respeito do valor nutricional da margarina e das gorduras
hidrogenadas. Inicialmente, houve a preocupagdo com o niquel residual nos
produtos da hidrogenagdo, mas apds alguns estudos ficou esclarecido que a sua
concentragdo era in6cua. Em 1920, a formagdo de AGT durante a hidrogenagéo
parcial ja era conhecida e no final desta década, foi sugerido que a hidrogenagao
parcial do acido oléico resultava na formacdo de alguns isbmeros posicionais e
geomeétricos (Shurtleff & Aoyagi, 2004).

A partir de 1960 comecaram a ser efetuados estudos que procuravam
mensurar os efeitos da ingestdo de quantidades elevadas de AGT sobre a saude
humana. Anderson et al. (1961), publicaram o primeiro estudo que avaliou a
influéncia da ingestdo de AGT sobre os niveis de colesterol total, em relagdo aos
acidos graxos saturados e poliinsaturados. Estes autores observaram que os niveis
de colesterol total associados a ingestdo de acidos graxos saturados eram um pouco

mais elevados que os decorrentes da ingestao de gordura hidrogenada.
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Contudo, somente na década de 1990, através de um estudo realizado por
Mensink & Katan (1990), a atencao de muitos pesquisadores foi despertada para a
investigacdo dos efeitos adversos dos AGT sobre as lipoproteinas plasmaticas.
Neste estudo, foi demonstrado que a ingestao elevada de AGT aumenta os niveis da
lipoproteina de baixa densidade (low density lipoprotein; LDL-c) de maneira similar
aos acidos graxos saturados. Contudo, foi observado que os AGT reduzem os niveis
da lipoproteina de alta densidade (high density lipoprotein; HDL-c), alterando
significativamente a razdo LDL-c/HDL-c, em relagdo a dieta em que os AGT foram
substituidos por acidos graxos saturados.

Este efeito dos AGT sobre os niveis plasmaticos da LDL-c e da HDL-c, tem
sido confirmado em varios estudos realizados com diferentes porcentagens de AGT
(3,8-10,9) em relacdo a energia total da dieta ingerida (Nestel et al.,1992; Zock &
Katan, 1992; Judd et al., 1994; Aro et al., 1997; Sundram et al., 1997; Muller et al.,
1998; Lichtenstein et al.,1999). Ao analisar estes estudos, Ascherio et al. (1999)
concluiram que a elevagdo em 2% da energia ingerida sob a forma de AGT esta
relacionada com o aumento de 0,1 unidade na relagdo LDL-c/HDL-c. Nesse sentido,
tem sido observado que o aumento de uma unidade nesta relacio, esta associado a
elevagcao em cerca de 53% do risco de doengas cardiovasculares (Stampfer et al.,
1991).

Recentemente, Hunter (2005) analisou os estudos considerados por Ascherio
et al. (1999), com o proposito de determinar as porcentagens limite de AGT em
relacdo a energia ingerida, a partir das quais, ocorre 0 aumento significativo dos
niveis plasmaticos da LDL-c e a diminui¢c&o significativa da HDL-c. O autor verificou
que para a LDL-c esta porcentagem corresponde a 4% da energia ingerida, e para
HDL-c situa-se entre 5 e 6%. Também foi observado que o efeito dos AGT sobre a
razao LDL-c/HDL-c pode ser alterado pelo aumento da energia ingerida sob a forma
de acido linoléico.

Os AGT vem sendo associados com o aumento dos niveis de triacilglicerdis
no plasma sanguineo (Katan et al.,1995; Ascherio et al.,1999). Este efeito tem sido
observado através da substituicdo do acido oléico (18:1 n-9) por AGT, em uma
mesma dieta. Hu et al. (2001) sugeriram uma provavel contribuicdo deste efeito na
elevagao do risco de doengas cardiovasculares. Entretanto, alguns autores n&o tém
observado diferengas significativas entre os niveis de triacilglicerdis avaliados
(Nestel et al., 1992; Sundram et al., 1997).
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Diversos estudos tem avaliado a influéncia da ingestao elevada de AGT sobre
os niveis da lipoproteina [a] (Lp[a]), considerada um fator de risco para doencgas
cardiovasculares (Mensink & Katan, 1990; Mensink et al., 1992; Lichtenstein et al.,
1993; Aro et al., 1997; Sundram et al., 1997; Muller et al., 1998, Lichtenstein et al.,
1999). Segundo Lippi & Guidi (1999), a Lp[a] provavelmente atua inibindo
competitivamente o plasminogénio, o que impossibilita a sua ativacao em plasmina,
uma enzima responsavel pela degradac¢ao da fibrina.

Os niveis da Lp[a] variam entre individuos, devido principalmente a fatores
genéticos (Dahlen, 1994), mas tem sido verificado uma alteragdo moderada em
funcdo da composi¢cao em acidos graxos da dieta (Hornstra et al., 1991). Alguns dos
estudos realizados indicaram um aumento significativo dos niveis desta lipoproteina,
quando diferentes teores de acidos graxos saturados foram substituidos por AGT
(Mensink & Katan, 1990; Mensink et al., 1992; Aro et al., 1997; Judd et al., 1998). O
efeito da intensidade deste aumento sobre o risco de doencas cardiovasculares
ainda é desconhecido, mas parece ter maior impacto em individuos geneticamente
condicionados a ter niveis maiores da Lp[a] (Mensink et al., 1992).

Estudos realizados com ratos tém demonstrado a competicdo de AGT com
acidos graxos das familias n-6 e n-3, nas reagdes de dessaturagdo e alongamento
da cadeia, resultando na formacé&o de eicosandides sem atividade biologica (Kirstein
et al., 1983; Mahfouz et al., 1984; Blond et al., 1990). Além disso, os AGT
monoinsaturados e poliinsaturados podem inibir as enzimas delta-6 e delta-5
dessaturase, bloqueando o metabolismo dos acidos graxos essenciais. Tem-se
sugerido a ocorréncia deste processo em humanos, com destaque para o impacto
na fase gestacional e nos primeiros meses apdés o nascimento (Decsi & Koletzko,
1995) devido a transferéncia de AGT presentes na dieta materna, através da
placenta e do leite, podendo levar a inibicdo da sintese dos acidos araquiddnico
(20:4 n-6) e docosaexaenoico (22:6 n-3). Outra possivel consequéncia deste
processo € a alteragdo no balango existente entre prostaglandinas e tromboxanos,
que pode favorecer a agregacgao plaquetaria, contribuindo para o desenvolvimento
de arteriosclerose (Hu et al., 2001).

Contudo, a investigacéo da influéncia dos AGT sobre a atividade das enzimas
dessaturases em humanos, ainda é escassa. Em um estudo realizado com homens
de idade entre 30 e 50 anos, Scrimgeour et al. (2001) verificaram que a ingestao de

isdmeros trans do acido alfa-linolénico como 0,6% da energia total, ndo alterou a
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conversao do acido linoléico em acido araquidénico em relagao a dieta em que estes
isbmeros foram reduzidos a cerca de 0,1% da energia ingerida. Embora este
resultado tenha sido obtido com niveis de ingestdo de isbmeros trans considerados
baixos, este estudo sugere que dietas com teores reduzidos de AGTP nao
influenciam a atividade das enzimas delta-5 e delta-6 dessaturase em adultos.

Os AGT sao absorvidos e transportados pelo organismo de forma similar aos
demais acidos graxos presentes na dieta, sendo incorporados em praticamente
todas as classes de lipidios nos diversos érgéos (Emken, 1984; Holmer,1998). Para
os AGTM, a incorporagao ocorre preferencialmente na posicao sn-1 dos fosfolipidios
das membranas, enquanto que os AGTP séao esterificados predominantemente na
posicao sn-2 (Sugano & lkeda, 1996).

A incorporagado de AGTM e AGTP nos fosfolipidios das membranas celulares,
afeta a sua fluidez, podendo alterar a atividade de enzimas e de proteinas
receptoras associadas a membrana (Precht & Molkentin, 1995). Assim, tem sido
proposto que a ingestao elevada de AGT pode diminuir a afinidade dos receptores
da insulina, contribuindo para o fendmeno da resisténcia a insulina, que esta
relacionado com o desenvolvimento da diabete tipo Il (Lovejoy, 1999; Salmerén et
al., 2001).

A ingestdo elevada de AGT também tem sido associada com a intensificagao
de doengas alérgicas. Em um amplo estudo realizado com adolescentes, Weiland et
al. (1999), observaram que a ocorréncia de asma, rinoconjuntivite e dermatites,
estava correlacionada positivamente com a porcentagem de energia ingerida sob a
forma de AGT. Embora o mecanismo em que os AGT possam contribuir para a
intensificagdo de doengas alérgicas ndo tenha sido elucidado, Koga et al. (1997)
observaram em estudos efetuados com ratos, que dietas contendo o acido elaidico
(18:1 9t) em nivel de 6,0% em relagéo a energia ingerida, resultaram no aumento
significativo da concentragdo plasmatica da imunoglobulina da classe G (IgG). Nesse
sentido, tem sido observado que individuos asmaticos apresentam niveis mais
elevados de IgG em relagéo a individuos ndo-asmaticos (Verghese et al., 2001).

Por fim, o aumento do consumo de alimentos contendo niveis elevados de
AGT, pode, além das implica¢des nutricionais apresentadas, ter como consequéncia
direta a reducdo da ingestdo de acidos graxos essenciais. Esta condicdo, pode
favorecer o desenvolvimento de sindromes relacionadas a deficiéncia destes acidos

graxos (Holmer, 1998).
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Ainda permanecem muitas indagacoes a respeito das implicagdes nutricionais
decorrentes do consumo de AGT. Entretanto, a ocorréncia de efeitos desfavoraveis
resultantes da sua ingestdo em niveis elevados n&o deve ser surpreendente, pois
estudos efetuados com animais, empregando outros acidos graxos que estédo
presentes em pequenas proporcdes na dieta da maioria das pessoas, também tem
verificado alteragdes adversas no metabolismo, quando sdo ingeridos em
quantidades elevadas. Entre estes acidos graxos destacam-se: os acetilénicos, que
atuam como potentes inibidores da sintese de eicosandides; o erucico (22:1 n-9) que
provoca a lipdlise e a ocorréncia de lesbes no musculo cardiaco; o laurico (12:0) que
eleva os niveis plasmaticos de colesterol total e da LDL-c; o esterculico que afeta o
sistema reprodutor; e os de cadeia média, com numeros impares de carbonos, que
agem na supressdo da oxidacdo de acidos graxos (Carlson et al., 1997; FSANZ,
2003).

Os mamiferos ndo sédo capazes de introduzir permanentemente nos acidos
graxos, uma dupla ligagdo com a configuragdo trans. Por conseguinte, os AGT
encontrados no organismo humano sdo provenientes da dieta. Esta condicéo
evidencia a importancia de se limitar a ingestdo deste grupo de acidos graxos,
principalmente com o propdsito de diminuir o risco de desenvolvimento das doengas
cardiovasculares, que nas ultimas décadas tem sido a principal causa de morte e
invalidez na maioria dos paises industrializados (Schaefer, 2002).

Assim, a regulamentacao da concentragao dos AGT nos rétulos dos alimentos
industrializados constitui uma importante estratégia, que aliado ao esclarecimento e
a conscientizagdo da populagéo, ira direcionar a industria de hidrogenagéo para a

producao de gorduras com baixos teores de AGT.

2.4 Analise dos acidos graxos trans em alimentos

Na determinagdo de AGT em alimentos tem sido empregadas técnicas
cromatograficas e espectroscépicas. As técnicas cromatograficas abrangem a
cromatografia gasosa, a cromatografia liquida de alta eficiéncia associada ao ion
prata (CLAE/Ag®) e a cromatografia de camada delgada impregnada com nitrato de

prata (CCD/Ag®). Entre as técnicas espectroscopicas, sdo empregadas a
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espectrofotometria no infravermelho e a ressonéncia magnética nuclear (RMN) de
130.

A cromatografia gasosa € a técnica que mais tem sido aplicada ao estudo dos
AGT, devido principalmente ao desenvolvimento de fases estacionarias que
possibilitam a separagao dos diversos isdmeros posicionais e geométricos formados
durante a hidrogenacao parcial de 6leos vegetais e marinhos. Sao utilizadas colunas
com 50 a 100 m de comprimento, contendo fase estacionaria de elevada polaridade,
geralmente constituida de cianoalquil polisiloxano (Figura 8). Os acidos graxos s&o
analisados preferencialmente sob a forma de ésteres metilicos e a eficiéncia da
separagao é muito dependente da temperatura de analise e do comprimento da

coluna (Ledoux et al., 2000).
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Figura 8: Estrutura da fase estacionaria de algumas colunas utilizadas na analise de
AGT: (a) OV-275; (b) BPX-70; (c) CP-Sil 88 (Ratnayake, 1998).

Nos ultimos anos comecaram a ser produzidas colunas contendo fases
estacionarias de alta polaridade, sendo quimicamente ligadas. Esta tecnologia
aumenta a resisténcia mecéanica da fase estacionaria e confere uma maior
estabilidade térmica, resultando no aumento do tempo de vida util da coluna. Entre
estas colunas destaca-se: a CP Select CB-FAME por ser 100% ligada quimicamente
(Peene et al., 2003).

Na analise de AGT 18:1, o uso de colunas de 50 a 60 m de comprimento
resulta em uma significativa diminuigdo na sua quantidade total, devido a
sobreposicao de alguns isbmeros deste grupo com o acido oléico (18:1 9c).

Entretanto, quando a analise é efetuada em colunas de 100 m esta limitacado pode

21



Revisdo Bibliografica

ser grandemente minimizada. Para a determinacdo de AGTP tem sido utilizado
colunas com 50 e 60 m, que possibilitam uma adequada separacao entre estes
isbmeros, sem as limitagdes verificadas para os AGT 18:1. O emprego destas
colunas também permite uma significativa diminuicdo do tempo de anadlise em
relagdo as colunas de 100 m, contribuindo para reduzir os custos analiticos
(Ratnayake & Rogers 1990, Wolff, 1993a).

A separagdo de AGT por CCD/Ag" associada a analise por cromatografia
gasosa foi muito empregada nas ultimas décadas, permanecendo ainda em uso. Os
acidos graxos geralmente sédo fracionados sob a forma de ésteres metilicos e o
processo baseia-se na formacdo de complexos entre o ion prata e as duplas
ligagdes. Assim, quanto maior o numero de duplas liga¢gdes do acido graxo, maior
sera a extensdo da complexagao. Devido ao impedimento estérico ocasionado pela
presenca de insaturagdes trans, os complexos formados com estas duplas ligagbes
apresentam menor estabilidade que os seus correspondentes cis. Por conseguinte,
o fator de retencdo (Rf — retention front) dos ésteres metilicos depende
principalmente da configuragdo geométrica das ligagdes etilénicas e do grau de
insaturagao do acido graxo (Dobson et al, 1995).

Embora esta técnica seja extremamente acessivel e muito eficaz na
separagao entre os acidos graxos cis, trans e saturados, diversas dificuldades
operacionais estdo relacionadas a sua aplicacdo. Entre estas destacam-se: a
preparacdo e o manuseio das placas em local pouco iluminado, o risco de
contaminacao entre as fracbes cis e trans, a influéncia da temperatura sob a
separacao, o elevado tempo de analise e a necessidade de um treinamento intenso
do analista (Ratnayake, 1998).

Na CLAE/Ag" foi inicialmente empregado colunas de silica gel impregnadas
com nitrato de prata. Nestas colunas, o tempo de uso € grandemente limitado pela
eluicdo dos ions Ag®. Para contornar este problema tem sido utilizadas pré-colunas
saturadas com nitrato de prata, mas a eluicdo de ions Ag” contamina as fragdes,
podendo ainda danificar o sistema de detec¢cao do equipamento. O uso destas
colunas tem sido restrito, principalmente por ndo serem comercializadas, o que
implica em seu preparo no laboratorio, requerendo uma certa experiéncia para isto
(Dobson, 1995, Cristhie, 1998).

Devido dificuldades associadas ao uso de colunas preparadas por

impregnacao, foram desenvolvidas colunas com trocadores catidnicos ligados a
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espécie Ag®. A perda de ions Ag” nestas colunas é limitada, uma vez que a prata
encontra-se unida a resina através de ligagao idnica. Em geral, a resolugao destas
colunas é gradualmente diminuida apos trés meses de uso continuo (Neff et al.,
1994). Os AGT geralmente sdo analisados sob a forma de ésteres metilicos e
fenacilicos, e o tempo de analise depende da resolucao requerida entre os isbmeros
posicionais. A preparacdao de ésteres fenacilicos decorre do uso de solventes
clorados, devido a sua absorgao no ultravioleta em comprimentos de onda inferiores
a 235 nm, que abrangem a regido de absorgao dos ésteres metilicos de acidos
graxos (210-220 nm). Em sistemas constituidos por solventes nao-clorados como
acetonitrila e hexano, os acidos graxos podem ser analisados sob a forma de
ésteres metilicos (Adlof, 1994).

Embora a CLAE/Ag” possibilite a completa separagdo entre os ésteres de
acidos graxos cis e trans 18:1, presentes em gorduras de origem vegetal e animal,
nao tem sido possivel determinar em uma unica analise os teores de AGTM e AGTP.
Também nao foi demonstrada a separacao entre ésteres de AGTP 18:2 e 18:3. Por
fim, a maior limitagdo da CLAE/Ag" continua sendo a perda razoavelmente rapida da
resolugao, que afeta a reprodutibilidade da analise (Ratnayake, 1998).

A determinagcdo de AGT por espectrofotometria no infravermelho esta
baseada na absorgdo caracteristica das ligagbes trans em 967 cm” e na sua
correlacdo com o éster metilico do acido elaidico. Este método € de rapida
execucao, entretanto nao fornece informacdes sobre as proporcoes dos diferentes
isdmeros, 0 numeros de insaturagdes, as suas posi¢cdes e o comprimento da cadeia
carbdnica. Suas principais dificuldades operacionais estdo relacionadas com a
necessidade de dissolucdo quantitativa da amostra em dissulfeto de carbono,
solvente volatil, muito téxico e de odor fétido, além da utilizacdo de celas de cloreto
de sodio, que sao altamente higroscopicas (Ulberth & Haider, 1992). Também é
necessaria a preparagdao de ésteres metilicos de acidos graxos, pois 0s
triacilglicerdis absorvem em 970 cm™ (Ledoux et al., 2000). A aplicacdo deste
método é restrita a amostras que possuam mais de 5% do total de acidos graxos
com insaturagdes na configuragao trans, sendo que a quantidade de acidos graxos
conjugados deve ser inferior a 5% (Ratnayake, 1995).

Com o desenvolvimento da calibracdo multivariada, utilizando método dos
minimos quadrados parciais (PLS - partial least square), o interesse pela

determinacdo de AGT empregando a espectrofotometria no infravermelho tem
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aumentado (Dobson, 2001). Isto ocorre, devido as potencialidades deste método
estatistico, que associado ao uso de instrumentos com transdutores multicanal,
possibilita a quantificagdo de isbmeros trans em oOleos e gorduras, sem a
necessidade de derivatizacido da amostra e do uso de solvente. Este método resulta
ainda em um aumento da precisao e da exatidao em relacdo ao método tradicional,
permitindo a determinacdo simultdnea dos indices de iodo e de saponificagdo da
amostra (Sedman et al., 1998).

Na determinacdo de AGT por RMN 'C, os sinais emitidos por carbonos
alilicos e olefinicos tem sido aplicados. Os métodos propostos por Pfeffer et al.
(1977) e Sacchi et al. (1997) baseiam-se nas diferencas de deslocamento quimico
que existem entre os sinais emitidos por carbonos alilicos a insaturagcbes trans
(32,6 ppm) e os seus correspondentes para insaturagdes cis (27,3 ppm), que sao
utilizados para a determinacdo da razdo entre as insaturacdes trans e o total de
duplas ligacoes. Pfeffer et al. (1977) demonstraram ainda que é possivel determinar
a propor¢ao entre os acidos graxos saturados, monoinsaturados e poliinsaturados
presentes em gorduras parcialmente hidrogenadas, pelas areas dos sinais
provenientes de carbonos que pertencem a um mesmo ambiente quimico. Assim,
para gorduras com baixos teores de acidos graxos poliinsaturados, este método
permite estimar o teor de AGT.

O método proposto por Miyake & Yokomizo (1998) emprega os sinais
emitidos por carbonos olefinicos de acidos graxos 18:1, que estdo situados entre
129,50 e 130,80 ppm, com base nas diferengas de deslocamento quimico existentes
entre os carbonos de insaturagdes cis e trans. Este método permite determinar a
proporcdao de AGT 18:1 em relacdo ao total de acidos graxos 18:1, sendo possivel
obter a composicédo dos diferentes isdbmeros presentes na amostra. A comparagao
entre os resultados obtidos pelo método proposto e a composi¢cdo determinada
através da analise por cromatografia gasosa, demonstrou boa concordancia para
gorduras hidrogenadas com teores de AGT entre 10,2 a 43,8% do total acidos
graxos.

A aplicacdo da RMN "*C na determinacdo de AGT possibilita a realizacdo da
analise sem a necessidade de preparar derivados dos acidos graxos, contudo o
tempo de andlise é geralmente superior a 60 minutos. Além disso, o custo do
equipamento é elevado e a quantidade de AGT 18:1 deve ser superior a 3% do total

de acidos graxos (Miyake & Yokomizo,1998).
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2.5 Ocorréncia natural de acidos graxos trans

Os AGT sao encontrados em um numero consideravel de espécies no reino
vegetal, ocorrendo principalmente nas sementes, e em menor proporgao, nas folhas.
Diversas espécies conttm o acido 16:1 3t, incluindo algumas espécies
frequentemente utilizadas na dieta da populacao brasileira, como o alho, a ervilha, o
espinafre, a salsinha e a alface (Tabela 1). Entre os AGTP s&o encontrados
principalmente isbmeros geomeétricos conjugados dos acidos linoléico e
alfa-linolénico, que estdo presentes até mesmo em espécies comestiveis, como a
abdbora e a roma. Também tem sido observada em diversas espécies a ocorréncia
de AGTM e AGTP, acetilénicos e hidroxilados (Sommerfeld, 1983; Gunstone et al.,
1986).

Tabela 1: Ocorréncia de AGT em algumas espécies vegetais

quantidade
acido graxo vegetal (% de area relativa) Referéncia
alface -
alho -
16:1 3t ervilha ] Sommerfeld (1983)
espinafre 2,60
"""""""""""""""""" salsihha -
16:1 6t trevo vermelho ] Ackman (1998)
S roma 830 Takagi & Itabaschi (1981)
18:3 9¢,11t,13¢c abdbora 17,0 Tulloch (1982)
andiroba 30,0 Tulloch & Bergter (1979)
S roma 830 Takagi & Itabaschi (1981)
18:3 9¢, 11413t andiroba 9,0 Tulloch & Bergter (1979)
18:38t,10t,12c calendula 600 Tulloch (1982)

No reino animal, a maioria dos AGT encontrados sado oriundos da dieta,
embora nos ruminantes e marsupiais estes acidos sejam produzidos pela agao de

microrganismos, cujas enzimas realizam a isomerizagdo e a hidrogenacdo dos
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acidos graxos poliinsaturados. O principal AGT presente no leite, na carne e no
tecido adiposo destes animais, € o vacénico (Sommerfeld, 1983). Na Tabela 2 sao
apresentados os teores deste acido graxo em alguns alimentos provenientes de
animais ruminantes, e também a concentracdo do AGT hidroxilado que ocorre na

geléia real.

Tabela 2: Ocorréncia de AGT em alimentos provenientes de espécies animais

acido graxo alimento quantidade Referéncia
10:1 2t, 10-OH geléia real 2,52 Amoedo & Muradian (2003)
"""""""""""""""" leite devaca 2,1  Wolff(1994)
1,7° Precht & Molkentin (1995)
leite de cabra 0,5° Ledoux et al. (2002)

18:1 11t queijo caprino 1,2° Wolff (1995a)

queijo ovino 2,6° Wolff (1995a)

carne bovina 1,3° Wolff (1995a)

sebo bovino 2,9° Wolff (1995a)

ag/1 00 g; bporcentagem de area relativa.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Otimizar as condicbes para a determinagdo de AGTM e AGTP (nado
conjugados) em alimentos, por cromatografia gasosa, com deteccao por ionizagao

em chama.

3.2 Objetivos especificos

Adequar a preparacgao e purificagcao de ésteres metilicos de AGTP a partir do
O0leo de linhaga (Linum usitatissimum), visando reduzir os custos associados a

padrées empregados na sua identificagao.

Efetuar a preparagdo dos isbmeros 18:16t e 18:1 12t diretamente de

solugdes em heptano de seus ésteres metilicos na configuracao cis.

Fornecer valores do comprimento equivalente da cadeia (ECL - equivalent
chain length) em diferentes temperaturas para ésteres metilicos de AGT, para as
colunas CP-Sil 88 e CP Select CB-FAME, pois a literatura em relagdo a estas

colunas utilizadas na separacgao de isbmeros geométricos ainda € escassa.

Quantificar os AGTP em mgg" de amostra, presentes em algumas das
marcas de 6leo de soja consumidas pela populagdo brasileira e estimar a exatidao

da quantificagao por meio de testes de recuperacao.

Quantificar os AGTM e AGTP em mgg' de amostra, em gorduras
parcialmente hidrogenadas e estimar a exatiddo da quantificacdo mediante testes de

recuperacgao.

Propor um sistema para a diferenciacéo entre acidos graxos octadecendicos

cis e trans, baseado em ECL.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Preparacao de isbmeros geométricos do acido alfa-linolénico

4.1.1 Isomerizacao do oOleo de linhaca

O dleo de linhaga bruto foi adquirido no comércio da cidade de Maringa e foi
isomerizado segundo método descrito por Grandgirard et al. (1987) com
modificagdes. Cerca de 2,5 g de 6leo foram pesados em um béquer de 25 mL (no
método original sdo utilizados ésteres metilicos). Em seguida foram adicionados 2
mL de solugdo aquosa de nitrito de sédio 2 mol L™ (no método original sdo utilizados
2,5 mL) e 1,6 mL de &cido nitrico 6 mol L™". A reacéo foi realizada sob agitagdo a 45
°C (no método original a reacgédo ocorre a 60 °C). A seguir foi adicionado 20 mL de
agua deionizada e 20 mL de hexano. A mistura foi transferida para um funil de
separacao e a fase inferior descartada. Cerca de 5 mL de agua deionizada foram
adicionados, seguidos de agitagdo. Apds a separagao das fases, a inferior foi
descartada e o procedimento repetido por duas vezes. A fase hexanica foi coletada
em um baldo e concentrada em evaporador rotativo, a 35 °C até a eliminagdo do

solvente.

4.1.2 Preparacdo de ésteres metilicos de acidos graxos

Os lipidios foram submetidos a preparagao de ésteres metilicos de acidos
graxos, conforme procedimento descrito por Hartman & Lago (1973) com
modificagdes. Foram adicionados 100 mL de solugdo de hidroxido de soédio
0,5 mol L' em metanol (no método original sdo utilizados 20 mL), em um baldo
contendo aproximadamente 2,0 g de lipidios. A mistura foi aquecida sob refluxo por
cerca de 5 min. Em seguida adicionou-se 125 mL do reagente de esterificagdo (no
método original sdo utilizados 60 mL), preparado a partir da mistura de 4 g de cloreto
de amoénio, 120 mL de metanol e 6 mL de acido sulfurico concentrado, aquecida sob
refluxo por cerca de 15 min. Os lipidios saponificados foram aquecidos sob refluxo
por 5 min. A seguir a mistura foi transferida para um funil de separagéo ao qual

foram adicionados 60 mL de n-hexano e 120 mL de agua deionizada. Agitou-se a
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mistura e a fase inferior foi descartada. Adicionou-se 20 mde agua deionizada a fase
contendo os ésteres metilicos de acidos graxos, agitando-se em seguida. Apds a
separacao das fases, a inferior foi descartada e o procedimento repetido. A fase
contendo os ésteres metilicos foi transferida para uma coluna contendo sulfato de
sodio anidro, sendo posteriormente concentrada em evaporador rotativo a 35 °C até

a eliminacéao do solvente.

4.1.3 Purificagdo dos ésteres metilicos de acidos graxos

Os ésteres metilicos de acidos graxos foram purificados por cromatografia em
coluna classica. O processo foi efetuado em tubo cromatografico de vidro de 40 cm
de comprimento por 1,25 cm de diametro interno, contendo 4,5 g de silica gel 60 (70-
230 mesh, Merck, Alemanha) como adsorvente e 650 mg de ésteres metilicos de
acidos graxos. A coluna foi condicionada com éter de petréleo e a eluicdo dos
ésteres metilicos foi realizada com cerca de 100 mL da mistura éter de petroleo/éter
dietilico (95:5, v/v). Foram coletadas fracbes de 10 mL, que foram reunidas apds a
verificacdo da sua semelhanca. Esta etapa foi efetuada por CCD, tendo como
eluente a mistura éter de petroleo/éter dietilico (90:10, v/v). As placas foram
reveladas com a mistura de acido sulfurico concentrado e metanol (1:1, v/v), seguido

de posterior aquecimento a 150 °C.

4.1.4 Preparacao de ésteres isopropilicos de 4cidos graxos

Os ésteres isopropilicos de acidos graxos foram preparados de acordo com o
método descrito por Wolff & Sébédio (1991), com modificacbes. Cerca de 30 mg de
esteres metilicos de acidos graxos foram dissolvidos em 1,5 mL de n-heptano (no
método original sdo utilizados 2,5 mL) e adicionados a um tubo de ensaio com
tampa rosqueavel. Em seguida foi adicionado 1,7 mL de isopropanol e 0,25 mL de
acido sulfurico concentrado. O tubo contendo a mistura foi colocado em banho de
agua em ebulicdo por 100 min (no método original a reagdo ocorre por 60 min),
sendo agitado a cada 10 min. A seguir, adicionou-se 5 mL de agua deionizada e o

tubo foi agitado vigorosamente. Apés a separagdo das fases, a superior foi
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transferida para uma coluna contendo sulfato de sédio anidro, sendo posteriormente

armazenada a -18 °C.

4.2 ldentificacdo dos ésteres de acidos graxos e confirmacéo da isomerizacao

4.2.1 Analise cromatografica dos ésteres de acidos graxos

Os ésteres de acidos graxos foram analisados por um cromatografo a gas 14-
A (Shimadzu, Japao), equipado com detector de ionizagdo em chama e coluna
capilar de silica fundida CP Sil-88 (50 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro
interno e 0,25 um de bis-cianopropil polisiloxano; Varian, EUA). As velocidades de
fluxo dos gases foram de 0,9 mL min” para o gas de arraste (hidrogénio); 30
mL min™ para o gas auxiliar (nitrogénio), 30 e 300 mL min™' para os gases da chama,
hidrogénio e ar sintético, respectivamente. A razdo de divisdo da amostra (split) foi
de 1/50. As temperaturas do injetor e do detector foram 250 °C. A temperatura da
coluna foi de 150 °C por 45 min para a analise dos ésteres metilicos, e 165 °C por 35
min para os ésteres isopropilicos. As areas dos picos foram determinadas com o
Integrador-Processador CG-300 (Instrumentos Cientificos CG). Foram determinados
os valores do comprimento equivalente da cadeia (ECL) para os ésteres de acidos
graxos, conforme proposto por Ackman (1972), empregando como compostos de
referéncia os ésteres dos acidos 16:0, 18:0 e 21:0, para os ésteres metilicos, e o
16:0, 18:0 e 20:0 para os ésteres isopropilicos. A identificagdo dos isébmeros
geométricos dos ésteres do acido alfa-linolénico foi efetuada através da comparagéao
entre os valores de ECL obtidos e os valores relatados por Wolff (1992b). Para os
demais ésteres metilicos de acidos graxos, a identificagao foi baseada também nos
valores de ECL que foram determinados para as misturas padrao 189-19 e L8404
(Sigma, EUA).

4.2.2 Analise dos ésteres metilicos de &cidos graxos por

espectrofotometria no infravermelho

Os espectros de transmitancia na regiao do infravermelho foram registrados

em um espectrofotdbmetro BOMEM, modelo MB-séries (Suica), em cela de KBr, na
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regido de 400 a 4000 cm™. Aproximadamente 50 mg de ésteres metilicos foram
espalhados na cela de modo a formar um filme liquido. Como referéncia foi utilizada

a banda de transmitancia em 1601 cm™ de um filme de poliestireno.

4.2.3 Andlise dos ésteres metilicos de acidos graxos por RMN de *C

Os espectros de RMN "C foram obtidos em espectrdmetro VARIAN modelo
MERCURY plus BB (EUA), operando a 75,45 MHz. Cerca de 50 mg de ésteres
metilicos foram dissolvidos em 0,5 mL de cloroférmio deuterado (Aldrich), contendo
tetrametilsilano como referéncia interna. Os deslocamentos quimicos foram dados
em ppm e os parametros para a aquisicdo dos sinais foram os seguintes: janela
espectral de 250 ppm, tempo de aquisicdo de 0,6 s, tempo de relaxamento de 1,0 s

e a aquisicao foi desenvolvida com um acumulo de 1000 repeti¢des.

4.3 Preparacao de isdbmeros geométricos dos acidos 18:1 6¢ e 18:1 12c

Cerca de 10 g de semente de salsinha (Petroselinum crispum) foram
adquiridas no comércio de Maringa, sendo a matéria lipidica extraida com uma
mistura de cloroférmio e metanol (2:1, v/v), de acordo com Folch et al. (1956). A
preparacao de ésteres metilicos foi efetuada de acordo com o método 5509 da ISO
(1978). Para a isomerizacdo do éster metilico do acido petroselinico (18:1 6¢) foi
adicionado em tubo de ensaio com tampa rosqueavel, 100 uL de solu¢do em n-
heptano dos ésteres metilicos obtidos (aproximadamente 6 mg), 50 uL da solugao
aquosa de nitrito de sédio 2 mol L™ e 50 pL de acido nitrico 6 mol L. A reacao foi
realizada a 50 °C, em banho de &gua, por 15 min. Apds o resfriamento do tubo,
foram adicionados, 1 mL de n-heptano e 1 mL de solugdo saturada de NaCl, sendo
agitado em seguida. A fase superior contendo os ésteres metilicos foi coletada
sendo armazenada a -18°C, para uso posterior.

O éster metilico padrédo do acido 18:1 12c (Sigma, EUA), foi utilizado na
obtencdo de seu isbmero geométrico. Foi preparada uma solugdo em n-heptano
deste éster, na concentragdo de 50 mg mL’, sendo empregada de forma

semelhante a descrita para a isomerizagao do éster do acido petroselinico.
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4.4 Confirmacéo da isomerizacdo do acido 18:1 6¢c por RMN *C

Os espectros de RMN "*C foram obtidos em espectrometro VARIAN modelo
MERCURY plus BB (EUA), operando a 75,45 MHz. Cerca de 20 mg de ésteres
metilicos foram dissolvidos em 0,5 mL de cloroférmio deuterado (Aldrich, EUA),
contendo tetrametilsilano como referéncia interna. Os deslocamentos quimicos
foram dados em ppm e os parametros para a aquisicdo dos sinais foram os
seqguintes: janela espectral de 250 ppm, tempo de aquisicdo de 0,6 s, tempo de
relaxamento de 1,0 s e a aquisi¢ao foi desenvolvida com um acumulo aproximado de

1200 repeticoes.

4.5 Separacdo de acidos graxos octadecendicos cis e trans por CCD/Ag"

As placas preparativas, com dimensdes de 10 x 20 cm, foram preparadas
com silica gel 60 G (Merck), sendo posteriormente submetidas a impregnagdo com
solugdo 10% de nitrato de prata em acetonitrila, por cerca de 30 min (Ratnayake,
1998). Apds a evaporagao do solvente, as placas foram submetidas a ativagdo por
cerca de 1 hora a 110 °C, sendo ent&o acondicionadas em caixas de papel até a sua
utilizagao.

Foram aplicados 30 uL de uma solu¢gdo em torno de 25% (m/v) de ésteres
metilicos de acidos graxos de gordura hidrogenada, em heptano. A eluicdo foi
efetuada com uma mistura de hexano-éter dietilico (90:10 v/v) na temperatura de
5 °C. Ap6s a eluigdo, a placa foi borrifada com uma solugdo 0,2% (m/v) de
2’ 7’-diclorofluoresceina em etanol e observada sob luz ultravioleta com comprimento
de onda de 254 nm. As fragbes obtidas foram marcadas, sendo entdo removidas da
placa. Adicionou-se 5 mL de metanol e 1 mL de solugdo 9% (m/v) de cloreto de
sédio, agitando-se em seguida por 5 min. Apds a adi¢ao de 3 mL de agua e 5 mL de
n-heptano, seguidos de agitacao, os ésteres metilicos foram recuperados. O volume
da solugdo de ésteres metilicos obtidos, foi reduzido a 200 uL, e armazenado a

-18° C para posterior analise.
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4.6 Otimizacao das condicGes de analise de AGTP para a coluna CP Sil-88

Foram determinados os valores de ECL nas temperaturas de 155, 160, 165,
170, 175, 180, 185, 190, 195 e 200 °C, para os ésteres metilicos dos seguintes
acidos: araquidico (20:0), gonddico (20:1 11c), linoléico e alfa-linolénico, e seus
isdmeros geométricos. O método utilizado foi descrito por Ackman (1972) e os
compostos de referéncia foram os ésteres metilicos dos acidos 16:0, 18:0 e 21:0. As
analises para a determinagdo dos valores de ECL foram efetuadas com seis
repeticbes, através de um cromatdgrafo a gas (especificado em 4.2.1) com coluna
capilar CP Sil-88 (50 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e 0,25 um de
bis-cianopropil polisiloxano; Varian, EUA). As velocidades de fluxo dos gases foram
de 1,2 mL min™" para o gas de arraste (hidrogénio), 30 mL min™ para o gas auxiliar
(nitrogénio), 30 e 300 mL min™ para o hidrogénio e ar sintético, respectivamente. A
razado de divisdo da amostra (split) foi de 1/50 e as temperaturas do injetor e do
detector foram 225 °C. A coluna foi mantida isotermicamente por 35 min nas
temperaturas em que se desejava obter o ECL. A partir dos valores médios de ECL
nas temperaturas avaliadas, foi determinada para cada éster, a equacao de
regresséo linear e o coeficiente de correlacdo, utilizando o software Microcal Origin
(versao 6.0). A otimizacado da temperatura de analise foi baseada na regressao linear
das diferengas de ECL entre os ésteres de acidos graxos que poderiam coeluir no

intervalo de temperatura estudado.

4.7 Otimizacdo das condi¢des de analise de AGTM e AGTP para a coluna
CP Select CB-FAME

Foram determinados os valores de ECL nas temperaturas de 155, 165, 175,
185, 195 e 200°C, para os ésteres metilicos dos acidos: 18:1 6t, 18:1 9t, 18:1 11t,
18:1 12t, 18:1 13t, 18:1 15t, 18:1 16t, 18:1 6¢, 18:1 9¢, 18:1 11c, 18:1 12¢, 18:1 13c,
18:1 14c e 18:1 15c. Para os ésteres metilicos dos acidos linoléico, alfa-linolénico e
seus respectivos isbmeros geométricos, os valores de ECL foram obtidos nas
temperaturas de 170, 180, 190 e 200°C. O método utilizado foi descrito por Ackman
(1972) e os compostos de referéncia foram os ésteres metilicos dos acidos 16:0,

17:0 e 19:0 para os ésteres dos acidos octadecendicos, e 17:0, 18:0 e 21:0 para os
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ésteres dos acidos 18:2 e 18:3. As analises para a determinacéo dos valores de ECL
foram efetuadas com cinco repeticbes, em um cromatdgrafo gasoso CP 3380
(Varian, EUA), equipado com coluna capilar de silica fundida CP-Select CB-FAME
(100 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e 0,25 um de fase
estacionaria; Varian, EUA) e detector de ionizagdo em chama. As velocidades de
fluxos dos gases foram de 0,7 mL min” para o gas de arraste (hidrogénio), 30
mL min™" para o gas auxiliar (nitrogénio), 30 e 300 mL min™' para os gases da chama,
hidrogénio e ar sintético, respectivamente. A razdo de divisdo da amostra (split) foi
de 1/100. A coluna foi mantida isotermicamente por até 70 min, na temperatura em
que se desejava obter o ECL. A partir dos valores médios de ECL nas temperaturas
avaliadas, foi determinada para cada éster, a equacado de regressao linear e o
coeficiente de correlagdo, utilizando o software Microcal Origin (versdo 6.0). A
otimizacao da temperatura de analise foi baseada na regresséo linear das diferengas
de ECL entre os ésteres de acidos graxos que poderiam coeluir no intervalo de

temperatura estudado.

4.8 Quantificacdo de AGTP em 6leo de soja refinado
4.8.1 Amostragem

Foram analisadas cinco marcas de Oleo de soja, comercializadas em
diferentes supermercados da regidao de Maringa. As marcas foram designadas pelas
letras A, B, C, D e E, sendo avaliados 4 lotes por marca e duas unidades por lote.

Cada lote foi analisado separadamente em triplicata.

4.8.2 Preparacéo de ésteres metilicos de acidos graxos

A preparacao de ésteres metilicos de acidos graxos foi efetuada conforme
método de Hartman & Lago (1972), adaptado por Maia & Rodriguez-Amaya (1993).
Foram pesados em tubo de ensaio com tampa rosqueavel 30 + 1 mg de 6leo de soja
e adicionados 500, uL de solucdo 0,5 mgmL™ de tricosanoato de metila em n-
heptano. Apds a evaporagao do solvente sob fluxo de nitrogénio, os lipidios foram

saponificados em solugdo 0,5 molL" de hidréxido de sédio em metanol e
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esterificados com uma mistura constituida de cloreto de amdnio, metanol e acido
sulfurico na proporcao de 1:30:1,5 (m/v/v). Apés a adicdo de 4 mL de solugéo
saturada de cloreto de sédio, os ésteres foram extraidos com 1 mL de n-heptano e

armazenados em congelador (-18 °C) para posterior andlise cromatografica.
4.8.3 Analise cromatografica dos ésteres metilicos de acidos graxos

Os ésteres de acidos graxos foram separados em um cromatégrafo gasoso
14-A (Shimadzu, Japao), equipado com coluna capilar de silica fundida CP Sil-88 (50
m de comprimento, 0,25 mm de diametro interno e 0,25 um de bis-cianopropil
polisiloxano; Varian, EUA) e detector de ionizagcdo em chama. As velocidades de
fluxos dos gases foram de 1,2 mL min” para o gas de arraste (hidrogénio), 30
mL min™" para o gas auxiliar (nitrogénio), 30 e 300 mL min™ para os gases da chama,
hidrogénio e ar sintético, respectivamente. A razdo de divisdo da amostra (split) foi
de 1/50. A temperatura da coluna foi de 170 °C por 14 min, sendo entdo elevada
para 225 °C a uma taxa de 15 °C min™', permanecendo nesta temperatura por 10
min. As temperaturas do injetor e detector foram 225 °C e 245 °C, respectivamente.
As injegbes foram realizadas em triplicata e o volume de injecdo foi de 2 pL. As
areas dos picos foram determinadas utilizando-se um Integrador-Processador CG-
300 (Instrumentos Cientificos CG). A identificagcao dos acidos graxos foi baseada na
comparacgao dos tempos de retengdo com o de ésteres metilicos de misturas padrao
contendo os isébmeros geométricos dos acidos linoléico (Sigma, EUA) e alfa-

linolénico e nos valores do comprimento equivalente da cadeia (ECL).
4.8.4 Quantificacao

A quantificagdo dos AGTP e do alfa-linolénico, em mg g, foi efetuada em
relacdo ao padrdo interno, tricosanoato de metila (23:0), da marca Sigma (EUA).
Foram determinados os fatores de resposta para os ésteres metilicos padrdo dos
acidos graxos 20:0 e 22:0 (Sigma, EUA), pela analise de suas solugbes em n-
heptano, nas concentracdes de 0,25 e 0,50 mg mL™, contendo 0,25 mgmL™" de
tricosanoato de metila. Estes fatores foram obtidos a partir da média de seis
repeticdes, utilizando a equagao (01), determinada segundo o método de Joseph &
Ackman (1992).
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FR _ A23:0 'Cx (01)

X 'C23:0

sendo:

Fr = fator de resposta em relacédo ao padrao interno;
Az3.0 = area do padrao interno;

Ax = area do éster metilico de acido graxo;

Ca3.0 = concentracédo do padrao interno;

Cx = concentracao do éster metilico acido graxo.

Para avaliar as condi¢cdes de resposta do detector de ionizagdao em chama, os
fatores de resposta tedricos para os ésteres metilicos dos acidos graxos 20:0, 22:0,
18:2 9c¢,12c e 18:3 9c,12c,15¢ foram calculados em relacdo ao tricosanoato de
metila, conforme método proposto por Ackman (1972). Em seguida, os fatores de
resposta para os ésteres metilicos dos acidos linoléico e alfa-linolénico foram
determinados, mediante a analise da mistura padrdo 189-19 (Sigma, EUA) em
n-heptano, contendo estes ésteres e o tricosanoato de metila na concentragcado de
0,25 mg mL™.

A quantificacdo dos AGTP e do alfa-linolénico contidos nas amostras de 6leo
de soja foi realizada apos a verificagdo da concordancia entre os fatores de resposta
téorico e experimental, para a faixa de concentragdo a ser utilizada. A partir de
solucdes dos ésteres metilicos dos acidos 20:0 e 23:0, nas concentracdes de 6,0 e
1,0 mgmL’, respectivamente, foram preparadas solucdes de 20:0 nas
concentracdes de 4,50; 3,60; 2,57; 1,69; 1,13; 0,90; 0,64; 0,45; 0,30; 0,23; 0,16;
0,11; 0,08; 0,06; 0,04; 0,02 mg.mL"" todas contendo 0,25 mg mL™" de tricosanoato de
metila. Estas solu¢des foram analisadas em duplicata, sendo injetado o volume de
2,0 puL. Plotando-se a razdo entre as areas do araquidato de metila (20:0) e
tricosanoato de metila em fungdo da concentracido de araquidato de metila, foi
possivel determinar os fatores de resposta para as faixas de concentracao de 4,50-
0,30 e 0,30-0,02, a partir do coeficiente angular da curva, empregando a equagao
(01).

Os calculos da concentracdo dos AGTP 18:2, 18:3 e do acido alfa-linolénico
contidos no 6leo de soja refinado foram realizados de forma similar a metodologia

proposta por Joseph & Ackman (1992), conforme a equacao (02):
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) = Ax My -Frr (02)

C (mg/
( I A23:0‘MA'FCT

sendo:

Ax = area dos ésteres metilicos dos AGTP 18:2, 18:3 ou do acido alfa-linolénico;
Az3.0 = area do padrao interno;

Mas.0 = massa do padrao interno adicionado a amostra (em miligramas);

Ma = massa da amostra (em gramas);

Frr = fator de resposta tedrico dos ésteres metilicos dos acidos 18:2 ou 18:3;

Fcr = fator de conversao para expressar os resultados em mg de triacilglicerois/g de
lipidios totais a partir dos ésteres metilicos dos AGTP 18:2, 18:3 e do acido alfa-

linolénico. Foi empregado o valor de 1,0046.

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram estimados conforme
recomendagado da ACS (1980), considerando a razdo sinal ruido igual a trés e dez,
respectivamente, a partir de diluicbes sucessivas de uma solugdo padrao de
araquidato de metila.

A exatidao foi estimada pela realizacdo de testes de recuperacdo. Apds a
determinacdo da concentragdo de acido araquidico em mgg' de dleo de soja,
acrescentou-se em cinco replicatas e separadamente, quantidades conhecidas do
padrao de acido araquidico ao Oleo de soja e procedeu-se a metilagcdo. As

porcentagens de recuperagéo foram determinadas pela equacao (03):

Ca

AO + CAD

Recuperagéao (%)= 100 (03)

sendo:

Ca = concentragdo de acido araquidico determinada na amostra de oleo de soja
fortificada;

Cao = concentracao de acido araquidico determinada no 6leo de soja;

Cap = concentragao de acido araquidico adicionado ao 6leo de soja.
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4.8.5 Determinacao do grau de isomerizacao do acido alfa-linolénico

O grau de isomerizagao (Gl) do acido alfa-linolénico foi calculado a partir da
razao entre a concentragao de seus isbmeros trans e a concentracgao total da formas

cis e trans, conforme a equacao (04), proposta por Dionisi et al., (2002).

Gl - 18:3 trans (04)
(18:3n-3 + 18:3 trans)

4.8.6 Analise Estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de varidancia (ANOVA) a
5% de probabilidade, e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey, com o

software Statistica, versao 5.0.

4.9 Quantificacdo de AGTM e AGTP em gorduras parcialmente hidrogenadas

4.9.1 Obtencédo das amostras

Foram analisadas gorduras hidrogenadas com diferentes graus de
hidrogenagado, que haviam sido encaminhadas para a analise no Laboratério de
Aguas e Alimentos, da Universidade Estadual de Maringa. As analises foram

efetuadas em triplicata.

4.9.2 Preparacéo de ésteres metilicos de acidos graxos

A preparacao de ésteres metilicos de acidos graxos foi efetuada conforme
Hartman & Lago (1972) e adaptado por Maia & Rodriguez-Amaya (1993). Foram
pesados em tubo de ensaio com tampa rosqueavel 25 + 1 mg de 6leo de soja e
adicionados 500 uL de solugdo 1,0 mg mL™ de tricosanoato de metila em n-heptano.
ApOs a preparacdao, os ésteres foram extraidos com 1 mL de n-heptano e

armazenados em congelador (-18 °C) para posterior andlise cromatografica.
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4.9.3 Analise cromatografica dos ésteres metilicos de acidos graxos

Os ésteres metilicos de acidos graxos foram separados em um cromatografo
gasoso CP 3380 (Varian, Estados Unidos), equipado com coluna capilar de silica
fundida CP-Select CB-FAME (100 m de comprimento, 0,25 mm de didametro interno
e 0,25 um de fase estacionaria) e detector de ionizagdo em chama. As velocidades
de fluxos dos gases foram de 0,6 mL min™ para o gas de arraste (hidrogénio), 30 mL
min™' para o gas auxiliar (nitrogénio), 30 e 300 mL min™' para os gases da chama,
hidrogénio e ar sintético, respectivamente. A razdo de divisdo da amostra (split) foi
de 1/100. A temperatura da coluna foi de 197 °C por 23 min, sendo entéo elevada
para 225 °C a uma taxa de 20 °C min"', permanecendo nesta temperatura por 15
min. As temperaturas do injetor e detector foram 240 °C. As injegdes foram
realizadas em duplicata e o volume de injegao foi de 2,0 uL. As areas dos picos
foram determinadas através do software Workstation versdo 5.0 (Varian). A
identificacdo dos acidos graxos foi baseada na comparagédo dos tempos de retengao
com o de ésteres metilicos: de misturas padrao obtidas da Sigma (EUA); de misturas
contendo os isdmeros geométricos de ésteres dos acidos oléico, linoléico e alfa-
linolénico, preparadas a partir do 6leo de linhaga; de misturas de ésteres dos acidos
18:1t e 18:1c, separados por CCD/Ag’. Para fins de identificagdo, foram ainda
determinados os valores de ECL para todos os &acidos graxos quantificados
(Ackman, 1972), empregando os ésteres metilicos dos acidos graxos 16:0, 18:0 e
21:0 como compostos de referéncia. Os valores obtidos foram comparados com os

valores de ECL determinados para os ésteres de misturas padréao.

4.9.4 Quantificacao

A quantificacdo dos AGTM e AGTP, em mg g foi realizada empregando o
tricosanoato de metila (Sigma, EUA) como padrdo interno. Inicialmente foram
determinados os fatores de resposta para os ésteres metilicos dos acidos 18:1 9t,
18:2 9c,12c, 18:3 9c,12¢,15¢c, 20:0, 21:0 e 22:0 pela analise da mistura padrao
189-19 (Sigma, EUA) em n-heptano, na qual os ésteres insaturados e o 21:0
estavam na concentragéo de 0,50 mg mL™, os ésteres 20:0 e 22:0 em 1,00 mg mL™,

tendo o tricosanoato de metila na concentragéo de 0,50 mg mL™.
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A avaliacdo da concordancia entre os fatores de resposta experimental e
tedrico, foi efetuada na faixa de concentragcédo a ser utilizada para a quantificagcao.
Assim, a partir de solugbes dos ésteres metilicos dos acidos 18:1 9t e 23:0, nas
concentracdes de 18,3 e 1,0 mg.mL'1, respectivamente, foram preparadas solugdes
de 18:1 9t nas concentragdes de 6,86; 4,58; 3,05; 1,53; 1,02; 0,86; 0,65; 0,51; 0,31;
0,24; 0,15; 0,10; 0,06; 0,03 mg.mL", todas contendo 0,50 mg mL™". Estas solu¢des
foram analisadas em duplicata, sendo injetado o volume de 2,0 uL. Plotando-se a
razao entre as areas do elaidato de metila e tricosanoato de metila em funcéo da
concentracdo de elaidato de metila, foi possivel determinar os fatores de resposta
para as faixas de concentracdo de 6,86-0,65 e 0,65-0,03, a partir do coeficiente
angular da curva, empregando a equacao (01).

Os calculos da concentragdo dos AGT 18:1, 18:2 e 18:3 foram realizados pela
equacgao (02), utilizando os seguintes valores de Fgrr: 1,028 para o 18:1 9t; 1,021
para o 18:2 9c¢,12c; 1,014 para o 18:3 9c,12c¢,15c. Para o termo F¢r foi empregado o
valor de 1,0046 para todos os ésteres.

Os limites de deteccdo e quantificagao foram estabelecidos a partir da analise
de uma solucao padrao de elaidato de metila, diluida sucessivamente, considerando
a razao sinal ruido igual a trés e dez respectivamente, de acordo com a
recomendacgao da ACS (1980).

A exatidao da quantificacdo foi estimada mediante a realizagdo de testes de
recuperacdo. Apos a determinagdo da concentragdo do acido elaidico em algumas
amostras de gorduras parcialmente hidrogenadas, foram acrescentadas a trés
amostras, contendo diferentes concentragcbes deste acido, quantidades conhecidas
de elaidato de metila, distribuidas em cinco replicatas por amostra. Para o acido 18:1
13t utilizou-se uma amostra em que nao foi detectado a sua presencga. Esta amostra
foi dividida em dois grupos, que receberam quantidades diferentes do acido 18:1 13t,
sendo efetuadas cinco replicatas para cada grupo. A porcentagem de recuperagao

foi calculada de modo semelhante ao descrito no item 4.8.4.

4.9.5 Andlise Estatistica

As correlagcbes entre as concentracbes dos AGTM e AGT, AGTP e AGT,
18:2 9¢,12t e 18:2 9t,12c foram examinadas através do software Statistica, versao
5.0, sendo consideradas significativas quando p < 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Identificacdo dos ésteres de acidos graxos e confirmacéo da isomerizacao

Na Figura 9 sédo apresentados os valores de ECL para os ésteres metilicos do
acido alfa-linolénico (18:3 9c¢,12¢,15c) e de seus isbmeros geométricos, obtidos no
presente estudo e por Wolff (1992b), com a coluna capilar CP-Sil 88, por meio da
analise isotérmica a 150°C (Anexo |). Esta comparagdo permitiu reconhecer a ordem
de eluigdo destes acidos graxos, indicando que os acidos graxos 18:3 9¢,12t,15t e

18:3 9t,12c,15t coeluiram nesta condigao.
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20,15 ﬁ
20,10 A/é/
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Figura 9: Comparagao dos valores de ECL obtidos no presente estudo e por Wolff
(1992b) para ésteres metilicos do acido alfa-linolénico e seus isdbmeros geométricos;

coluna CP Sil-88; analise isotérmica a 150 °C; 'ECL de tct foi obtido separadamente.

Com a conversédo dos ésteres metilicos do acido alfa-linolénico e de seus
isdmeros geométricos em ésteres isopropilicos, foi possivel separar estes isbmeros
di-trans (Anexo IlI). Na Figura 10, sdo apresentados os valores de ECL para os
ésteres isopropilicos do acido alfa-linolénico e de seus isbmeros geométricos,
obtidos no presente estudo e por Wolff (1992b) através da analise isotérmica a
165 °C, empregando também a coluna CP-Sil 88. Esta condigdo possibilitou a

separagdo de todos os isdbmeros geométricos do acido alfa-linolénico.

41



Resultados e Discusséao
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Figura 10: Comparacgao dos valores de ECL obtidos neste estudo e por Wolff (1992b)
para ésteres isopropilicos do acido alfa-linolénico e seus isbmeros geomeétricos;
coluna CP Sil-88; andlise isotérmica a 165 °C.

Com o objetivo de confirmar a isomerizagao das insaturagdes cis, foi obtido o
espectro no infravermelho para os ésteres metilicos do 6leo de linhaga nao
isomerizado e isomerizado (Figura 11). A avaliagdo destes espectros indica a
presenca apos a reacdo de isomerizacado, da banda caracteristica de insaturacdes
trans em 968 cm™. E observada também a diminuicdo na intensidade de absorcéo

da banda relacionada com insaturagdes cis, em 722 cm™ (Mossoba et al.,1991).
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Figura 11: Espectros no infravermelho dos ésteres metilicos do 6leo de linhaga: (a)

nao isomerizado e (b) isomerizado.
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A andlise de RMN ™C para os ésteres metilicos do 6leo de linhaca nao
isomerizado e isomerizado (Figura 12), permitiu confirmar a formacao de ésteres de
acidos graxos mono-trans e di-trans. A comparagao entre os espectros indica uma
expressiva mudanga na regido de carbonos olefinicos (127-133 ppm), destacando-
se o sinal em 132,7 ppm que aparece apos a isomerizacdo. Este sinal é
caracteristico de insaturagdes trans terminais, em ésteres de acidos graxos n-3
(Rakoff & Emken, 1982; Aursand & Grasdalen,1992).

Na regidao de carbonos metilénicos (20-36 ppm) observa-se a presenga de
sinais em 35,6 ppm, 32,5 ppm e 30,4 ppm, apds a reacao de isomerizagao. O sinal
em 35,6 ppm é caracteristico de carbonos alilicos a duas insaturagdes trans,
enquanto que o de 32,5 ppm esta relacionado com carbonos alilicos a apenas uma
insaturagao trans. O sinal em 30,4 ppm é resultante de carbonos alilicos a duas
insaturagdes, sendo uma cis e a outra trans (Pfeffer et al., 1977; Gunstone et al.,
1977; Rakoff & Emken, 1982).
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Figura 12: Espectros de RMN *C dos ésteres metilicos do dleo de linhaca: (a) néo

isomerizado e (b) isomerizado.
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5.2 Confirmacéo da isomerizacdo do acido 18:1 6¢ por RMN **C

A analise por RMN *C dos ésteres metilicos dos &cidos graxos provenientes
da salsinha, efetuada antes e apds a reacao de isomerizacao, permitiu confirmar a
formagao do acido 18:1 6t (Figura 13). Na regido de carbonos olefinicos (Cs € C7),
ocorreu o deslocamento dos sinais apds a isomerizagao (Tabela 3), passando de
129,28 e 130,71 ppm para 129,75 e 131,21 ppm, respectivamente. Também foi
observado, a presenca de sinais em 32,39 e 32,81 ppm apos a isomerizacao. Estes
sinais sao caracteristicos de carbonos alilicos (Cs € Cg) a uma insaturagao trans. Os
valores de deslocamento quimico obtidos neste estudo apresentaram diferengas
entre 0,10 e 0,16 ppm em relagdo aos valores determinados por Bus et al. (1977). A
comparagao com os valores obtidos por Gunstone et al. (1977) mostrou diferengas

de 0,10 a 0,18 para carbonos alilicos e de 0,08 a 0,26 para carbonos olefinicos.

(@)

32,8 |
132,4

131,2

129,8 i

Figura 13: Espectros de RMN 'C de ésteres metilicos dos &cidos graxos da

salsinha: (a) ndo isomerizada e (b) isomerizada.
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Tabela 3: Deslocamentos quimicos de ésteres metilicos dos acidos graxos da

salsinha isomerizada e n3o-isomerizada analisados por RMN "*C

Ester metilico Carbonos Deslocamentos obtidos Literatura
(1) (2)
Cs 129,75 129,65 129,49
181 6t C, 131,21 131,10 131,13
Cs 32,39 - 32,21
Cs 32,81 - 32,67
Cs 129,28 129,15 129,01
181 B¢ C, 130,71 130,55 130,62
Cs 27,04 - 26,88
Cs 27,46 - 27,36

(1) Bus et al. (1977) — ésteres metilicos; (2) Gunstone et al. (1977) — acidos graxos.

5.3 Otimizacdo das condi¢cGes para a andlise cromatografica de AGTP

empregando a coluna CP Sil-88

Na Figura 14 é apresentado o grafico de ECL em fung¢ao das temperaturas de
analise, para os isbmeros geométricos do acido alfa-linolénico (18:3 9c,12c,15¢)
presentes em Oleos vegetais refinados e para os acidos araquidico (20:0), gonddico
(20:1 11c) e alfa-linolénico (Anexos Il e V).

A anadlise das curvas demonstra que embora a separacdo dos quatro
isbmeros geométricos do acido alfa-linolénico seja possivel em temperaturas
inferiores a 165 °C, esta condigdo ndo € adequada devido a coeluigdo do acido
18:3 9t,12¢,15t com o acido araquidico, em torno da temperatura de 160 °C. Além
deste fator, a analise em temperaturas inferiores a 160 °C ocasiona um alargamento
dos picos, resultando em aumento do limite de deteccdo, sendo portanto,
indesejavel.

Na Figura 15 é apresentado o grafico de ECL em fungao das temperaturas de
analise, para os ésteres metilicos do acido linoléico (18:2 9¢,12c) e seus isbmeros
geométricos (Anexos lll e IV). Observa-se um aumento na resolugao dos acidos 18:2

9c,12c e 18:2 9t,12c a medida que a temperatura aumenta. Contudo, n&o se verifica
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a alteragao na resolucao entre os acidos 18:2 9c¢,12t e 18:2 9t,12c, no intervalo de

temperatura estudado.
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Figura 14: Valores de ECL em funcéo da temperatura obtidos para ésteres metilicos

dos acidos araquidico, gonddico, alfa-linolénico e seus isbmeros geométricos; coluna
CP Sil-88.
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Figura 15 : Valores de ECL em fungao da temperatura obtidos para ésteres metilicos

do acido linoléico e seus isdbmeros geométricos; coluna CP Sil-88.
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Para determinar a temperatura mais adequada para a analise isotérmica,

foram estabelecidos alguns parametros considerados relevantes para a analise:

a) adiferenca de ECL entre os acidos gondoico e alfa-linolénico.
b) a diferengca de ECL entre os acidos linoléico e 18:2 9t,12c.
c) adiferenca de ECL entre os acidos 18:3 9t,12¢,15c e 18:3 9c,12t,15c.

Na Figura 16 sao apresentadas as curvas destas diferencas de ECL em
funcdo da temperatura de analise (Anexo V). Considerando que a menor resolugéo
entre dois acidos graxos s6 foi possivel se a diferenga de seus valores de ECL fosse
igual a 0,032 ou superior, pode-se concluir que para a separagao dos acidos
gonddico e alfa-linolénico, a temperatura ndo deve estar no intervalo entre 175 e 185
°C. Em relagdo aos &acidos linoléico e 18:2 9t,12c, observa-se o aumento na
resolugdo com o aumento da temperatura, sugerindo o emprego da temperatura
mais elevada possivel. Para a separacao parcial entre os acidos 18:3 9t,12c,15c e
18:3 9¢,12t,15¢c € necessario que a temperatura de analise esteja entre 165 e 175
°C. Assim, para possibilitar a separagéo parcial destes isdmeros do alfa-linolénico, a
analise foi conduzida na temperatura de 170 °C até a eluigdo do acido gonddico
(Anexo V).
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Figura 16: Efeito da temperatura de analise sobre as diferengas de ECL para ésteres

metilicos de acidos graxos que poderiam coeluir; coluna CP Sil-88.
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5.4 Otimizacdo das condi¢cfes para a analise cromatogréafica de AGTM e AGTP

empregando a coluna CP Select CB-FAME

Na Figura 17 sédo apresentados o grafico de ECL em fungéo das temperaturas
de analise, para os ésteres metilicos de acidos graxos octadecendicos cis e trans
(Anexos VI e VII). Para os acidos graxos 18:1 13c, 18:1 14c, 18:1 15c, 18:1 15t e
18:1 16t ndo foi possivel a obtencdo de padrbes ou a sua preparacao através da
isomerizagao. Assim, a determinagao dos seus valores de ECL foi realizada a partir
das fragdes cis e trans, obtidas apos a CCD/Ag" dos ésteres metilicos de gorduras
parcialmente hidrogenadas (Anexos VIII e IX). A identificacdo destes ésteres foi
efetuada com base na ordem de eluicdo descrita na literatura para colunas de alta
polaridade, que ocorre progressivamente a partir da dupla ligacdo na posicdo A5
(Scholfield, 1981; Bannon et al., 1988; Wolff & Bayard, 1995b; Precht & Molketin,
2000).

18,90 1 o 6c
O 9c
18,80 o 11c
v 12c
18,70 & 13c
& 14c
18,60 - A 15¢
g ® 6t
| A Ot
18,50 m 11t
® 12t
18,40_ v 13t
4 15t
18,30 * 16t
18,20
T T T T T T T T T T
155 160 165 170 175 180 185 190 195 200
Temperatura (°C)

Figura 17: Valores de ECL em fungdo da temperatura para ésteres metilicos de

acidos graxos octadecendicos cis e trans; coluna CP Select CB-FAME.

A analise das curvas indica que a resolucéo parcial entre os ésteres do acidos
18:1 9c (oléico) e 18:1 13t torna-se possivel a partir de 180 °C (AECL>0,03).
Contudo, é preciso considerar que em gorduras parcialmente hidrogenadas de

origem vegetal, a concentragdo de acido oléico é razoavelmente elevada, ocorrendo
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em niveis de até 35% do total de acidos graxos (Basso et al., 1999; Azevedo, 1999).
Esta condicdo implica em uma diminui¢cao do valor de ECL do éster do acido oléico,
que resulta na coeluigdo com o éster do acido 18:1 13t, mesmo em temperaturas
ligeiramente acima de 180 °C. Como a resolugdo entre estes dois ésteres torna-se
maior a medida que a temperatura de analise aumenta, seria apropriado empregar
na analise a maior temperatura possivel.

Para os ésteres metilicos do acido linoléico e seus isbmeros geométricos, as
curvas de ECL (Figura 18) indicam de forma similar ao observado para a coluna
CP- Sil 88, o aumento da resolucao entre os acidos linoléico e 18:2 9t,12c a medida
que a temperatura aumenta (Anexos X e Xl). Foi verificado também que ha uma
diferenga maior entre os valores de ECL para os ésteres dos acidos linoelaidico
(18:2 9t,12t) e 18:2 9c,12t, em relagéo a coluna CP-Sil 88.

19,404 O 18:29t,12t
O 18:29c,12t
A 18:29t12c
19301 ¢ 18:2.9¢c12¢
19,20 1
-}
2 19,104
19,00
18,90
18,80 /

T T T T T T T
170 175 180 185 190 195 200
Temperatura (°C)
Figura 18: Valores de ECL do acido linoléico e de seus isdbmeros geométricos em

funcado da temperatura; coluna CP Select CB-FAME.

Na Figura 19 sao apresentadas as curvas de ECL para o éster metilico do
acido alfa-linolénico e seus isdbmeros geomeétricos (Anexos X e Xl). A analise das
curvas indica que a resolugao parcial entre os ésteres dos acidos 18:3 9t,12c,15c e
18:3 9c¢,12t,15¢c é possivel em temperaturas ao redor de 170 °C. Contudo, nesta
temperatura ocorre a coeluicdo entre o ésteres dos acidos araquidico e alfa-
linolénico, ndo sendo adequada para a analise. Ao redor de 180 °C e até cerca de

190 °C, observa-se a coelui¢cdo do éster do acido araquidico com os ésteres dos
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acidos 18:3 9t,12¢,15¢c e 18:3 9c,12t,15¢c, tornando este intervalo de temperatura

inapropriado para a analise.

20,40 A
20,30 A
20,20 A
20,10
20,00 A
19,90
19,80
19,70
19,60
19,50
19,40
19,30

9t,12t,15t
9c,12t,15t
9t,12¢,15t
9t,12t,15¢

9c,12¢,15t --- 20:0
9c¢,12t,15¢c
9t,12c,15¢c
9c,12¢,15¢

o X b n
<& oo

ECL

T T T T T T T
170 175 180 185 190 195 200
Temperatura (°C)

Figura 19: Valores de ECL em fungdo da temperatura para os ésteres metilicos do

acido alfa-linolénico e seus isbmeros geométricos; coluna CP Select CB-FAME.

Para a otimizagao da temperatura de analise foram considerados os seguintes

parametros:

a
b
c
d

) a diferenga de ECL entre os ésteres dos acidos oléico e 18:1 13t.

) a diferenga de ECL entre os ésteres dos acidos 18:3 9t,12¢,15c e araquidico.
) adiferenca de ECL entre os ésteres dos acidos araquidico e 18:3 9c¢,12c,15t.
)

a diferenca de ECL entre os ésteres dos acidos linoléico e 18:2 9t,12c.

As curvas das diferencas de ECL em fungao da temperatura de analise sao
apresentadas na Figura 20 (Anexo Xl). A andlise destas curvas demonstra que ao
efetuar a determinagéo simultdnea de AGTM e AGTP, a temperatura da coluna deve
ser superior a 190 °C para aumentar a resolugédo entre os ésteres dos acidos 18:1
13t e oléico, bem como possibilitar a separagao total entre o araquidato de metila e a
mistura constituida pelos ésteres dos acidos 18:3 9t,12¢,15c e 18:3 9¢,12t,15c. Esta
condigdo também possibilita uma maior resolugdo entre os ésteres dos acidos
linoléico e 18:2 9t,12c. Nesse sentido, a analise a 200 °C seria apropriada, contudo,

verifica-se a diminuicdo da resolugcdo entre os ésteres dos acidos araquidico e
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18:3 9¢,12¢,15t com o aumento da temperatura. Assim, a analise foi efetuada a
197 °C até a eluigdo do araquidato de metila, para evitar a coeluigdo com o éster do
acido 18:3 9¢,12¢,15t (Anexo Xll)

0,30
0,25
O ECL(18:19c-18:113t)
0,204 © ECL (18:3 9t,12¢,15¢ - 20:0)
v ECL (18:29c,12c - 18:2 9t,12c)
0,154 % ECL (20:0 - 18:3 9¢,12c,15t)
3 0,10
w
< 0,05
0,00 4------cmm o=
-0,05
-0,10
T T T T T T
150 160 170 180 190 200

Temperatura (°C)

Figura 20: Efeito da temperatura de analise sobre as diferencas de ECL para ésteres
metilicos de acidos graxos com possibilidade de coeluigdo; coluna CP Select CB-
FAME.

5.5 Desenvolvimento de sistema para diferenciacdo entre acidos graxos

octadecendicos cis e trans

Na Tabela 4 sdo apresentados os valores do coeficiente angular para as
curvas de ECL dos ésteres metilicos de acidos graxos octadecendicos (Figura 17). O
coeficiente angular variou de 3,19.10 a 3,87.10 para os ésteres dos acidos graxos
cis, e de 1,53.10° a 1,98.10° para os trans. Estes resultados indicam que o valor
deste coeficiente pode ser empregado para discriminar os AGT de seus isbmeros
cis, contribuindo para a identificagdo deste grupo de acidos. Dessa forma, os valores
de ECL obtidos na temperatura de 185 °C foram plotados em relagédo ao valor do
coeficiente angular obtido para cada éster (Figura 21), sendo observados dois
grupos distintos. O grau de diferenga entre os dois grupos foi avaliado pelo teste t de

Student, sendo obtida uma diferenga altamente significativa (P<0,00001).
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Tabela 4: Coeficiente angular das curvas de ECL para ésteres octadecendicos

Coeficiente angular

Coeficiente angular

Acido graxo 4cido graxo
9 (AECL.°CT). 103 J (AECL.CT). 107
18:1 6t 1,68 18:1 6¢C 3,53
18:1 9t 1,98 18:1 9c 3,87
18:1 11t 1,82 18:1 11c 3,80
18:1 12t 1,84 18:1 12¢c 3,53
18:1 13t 1,84 18:1 13c 3,47
18:1 15t 1,69 18:1 14c 3,23
18:1 16t 1,53 18:1 15¢ 3,19
cis

© 4‘00 T r=——=-=-- D_ -------------------------- ]

T: | i 5 5 13c i

03 3,50 i * e e

2 3,00

&

2 2,50

; trans

2 2,00 Coo

S ! = 15t i

8 ‘o o 1 i

1,50 : |

_______________________________________

18,200 18,300 18,400 18,500 18,600 18,700

ECL (185°C)

18,800

Figura 21: Sistema para discriminac&o entre acidos octadecendicos cis e trans.

5.6 Quantificagcdo de AGTP em 6leo de soja refinado

Na Tabela 5 sdo apresentados os valores dos fatores de resposta

experimental e tedrico para os ésteres metilicos dos acidos araquidico, behénico,

linoléico e alfa-linolénico. Os fatores experimentais para os ésteres dos acidos

graxos saturados apresentaram maior proximidade com os fatores teérico do que os

fatores obtidos para os ésteres dos acidos linoléico e alfa-linolénico. Esta diferencga

ocorreu possivelmente devido a instabilidade oxidativa dos ésteres metilicos de
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acidos graxos insaturados, que limita a obtengdo e manutencdo de padrdes desta

natureza com elevado grau de pureza livres de autoxidagao (Bannon et al., 1986).

Tabela 5: Valores do fator de resposta para ésteres metilicos dos acidos araquidico,

behénico, linoléico e alfa-linolénico, em relagdo ao tricosanoato de metila

fator de resposta

éster metilico experimental®

11 21 teorico
20:0 1,006 + 0,015 1,014 £ 0,015 1,019
22:0 0,996 + 0,013 0,983 + 0,011 1,006
18:2 9¢,12c 1,052 + 0,020 - 1,021
18:3 9¢,12c,15¢c 1,058 + 0,023 - 1,014

* Os valores sdo médias de 6 repeticoes, acompanhados de seu desvio-padréo.

O uso de padrdes de ésteres de acidos graxos saturados permitiu verificar
que o equipamento estava otimizado. Nesta condicéo, foram utilizados os fatores de
resposta tedricos para a determinagdo quantitativa dos acidos graxos
poliinsaturados, conforme recomendado por Bannon et al.,, (1986), Shanta &
Ackman, (1990), Joseph & Ackman (1992).

Para a quantificacdo dos AGTP 18:2 e 18:3 foram utilizados os fatores de
resposta tedricos dos acidos linoléico e alfa-linolénico, respectivamente, pois
apresentam o mesmo numero de insaturagées e de carbonos ativos (Ackman &
Sipos, 1964). Os limites de detecgéo e quantificagdo, estimados a partir de diluigdes
sucessivas de uma solucdo padrdo de araquidato de metila, apresentaram os
valores de 0,15 e 0,50 mg g'1 de dleo, respectivamente.

Na Figura 22 s&o apresentadas as curvas obtidas para a verificagdo da
concordancia entre os fatores de resposta experimental e tedrico, para o éster
metilico do acido araquidico, na faixa de concentracao utilizada para a quantificagao
dos AGTP e do acido alfa-linolénico. Foi observado uma boa proximidade entre o
fator tedrico e os valores obtidos para o fator experimental (Tabela 6), o que
demonstrou que a quantificagdo poderia ser efetuada no intervalo de 0,02 a 4,50 mg

mL™.
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Figura 22: Curvas empregadas na avaliacdo do fator de resposta do instrumento

para o araquidato de metila.

Tabela 6: Coeficientes da regresséo linear e fatores de resposta para as curvas de

calibracdo do araquidato de metila

faixa de concentragao y =a+ bx
(mg mL™) a b ' Fr
4,50 - 0,30 -0,01804 4,01788 0,99957 0,996
0,30 -0,02 0,00849  3,88216 0,99919 1,030
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Na Tabela 7 sédo apresentados os resultados do estudo da recuperagao
realizado com o acido araquidico. A recuperagao variou de 102,07 a 103,18%,
apresentando o valor médio de 102,63%. Estes resultados sugerem que a
quantificacdo efetuada apresentou uma exatiddo adequada, uma vez que a regiao
entre 80,0 e 110,0% tem sido considerada aceitavel em estudos de validacédo de
métodos (Caulcutt & Boddy, 1994).

Tabela 7: Concentracdes de acido araquidico envolvidas no teste de recuperacao

concentragdo (mg g'1)

recuperacao (%)

amostra adicionada recuperada
3,61 +0,22* 1,70 5,42+ 0,28 102,07
3,61+£0,22 5,50 9,40 £ 0,34 103,18

*Os valores sdao médias de cinco repetigcdes, analisadas em ftriplicata acompanhados de seu

desvio-padrao.

Na Tabela 8 sdo apresentadas as concentragdes em mg g ' de dleo dos
AGTP e de alfa-linolénico nas marcas de 6leo de soja analisadas. A concentragao
total de AGTP variou de 5,8 a 30,2 mg g'1, apresentando um valor médio de 18,4
mg g" de dleo. Os isdmeros geométricos do acido alfa-linolénico constituiram o
maior grupo de AGTP, com sua concentragado variando de 3,9 a 16,3 mg g de dleo.
Neste grupo, os acidos mono-trans representaram em média 93,2% do total de
isdmeros trans, sendo o acido 18:3 9c,12c¢,15t o maior constituinte. A presenga do
acido 18:3 9t,12c,15t foi observada em todos os lotes das marcas B, C e D, e na
maioria dos lotes da marca A, sendo significativamente maior (P<0,05) para a marca
C. Este acido graxo é originado principalmente do acido 18:3 9c,12c,15t e a sua
formagdo é muito favorecida pelo emprego de temperaturas de desodorizagao
superiores a 245 °C (Wolff, 1993b).

No grupo dos AGTP 18:2 a concentragao total variou de 1,9 a 14,0 mg g™ de
Oleo, sendo observadas diferengas significativas (P<0,05) entre a marca C e as
marcas A, B e E. Em nenhuma das marcas avaliadas foi detectada a presenca do
acido 18:2 9t,12t. O acido graxo 18:2 9c,12t foi encontrado em concentragdes
maiores que o acido 18:2 9t,12c em todas as marcas, representando em média

55,7% deste grupo. A predominancia deste acido graxo foi confirmada por Camacho
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et al. (2001) ao estudar a cinética de isomerizagdo do acido linoléico durante a
desodorizacdo do 6leo de soja. Estes autores concluiram que a formagao de 18:2
9c,12t é cerca de 10% maior que a de 18:2 9t,12c em 240 °C, tornando-se 35%

maior em 260 °C.

Tabela 8: Concentracbes de acidos graxos trans poliinsaturados em 6leo de soja

refinado

o concentracdes (mg g ')/marcas
acidos graxos

A B C D E

18:2 9¢,12t 31+09°° 44+23° 76+23 61+21"° 11+02°
18:2 9t,12¢ 23+09°° 39+22*° 64+20° 48+22°¢ 08+0,2°
18:3 9t,12¢,15t 05+0,3% 0,8+0,5° 1,8+0,5° 1,2+0,7° nd

18:3 9¢,12¢,15t 38+09°° 50+21** 72+24> 59+07*® 21+0,7°
18:3 9t,12¢,15" 35+0,9*° 49+23*° 73+25 58+06" 18+06°
18:39c,12¢,15¢>  356+4,4° 30,7+6,0° 34,7+46° 374+7,6° 60,1+6,0°
18:2 trans® 54+18" 83+45° 140+42° 109+4,1°" 19+0,3°
18:3 trans* 78+21° 10,7+4,8*° 16,3+54° 129+51°" 39+18°
AGTP® 132+3,8% 19,0+9,2*® 302+95° 238+75° 58+2,0°
Gl (%) 17,8 +4,4*° 254+90* 315+10,0° 251+44*° 6,0+2.2°

nd = ndo detectado (limite de deteccdo = 0,15 mg g'1); Yinclui o isdmero 18:3 9c, 12t, 15c; 2frequentemente
representado por 18:3n-3; 3%somatoria dos acidos graxos trans. ® Somatoria de acidos graxos trans 18:2 e 18:3.
bGrau de isomerizagdo. Médias seguidas de diferentes letras na mesma linha s&o diferentes significativamente
(P<0,05) pelo teste de Tukey.

Embora o teor de acido linoléico no dleo de soja seja muito maior que o de
alfa-linolénico, observa-se a ocorréncia de teores mais elevados de AGT 18:3 para
todas as marcas avaliadas. Isto ocorre devido as ligagdes do acido alfa-linolénico
serem mais labeis que as do acido linoléico, resultando em uma seletividade de
isomerizagao 25 vezes maior para o 18:3n-3, quando a desodorizacdo do dleo é
efetuada a 200 °C. Na temperatura de 260 °C a seletividade diminui para 12,
conforme demonstrado por Hénon et al. (1999).

O grau de isomerizagao do acido alfa-linolénico variou de 6,0 a 31,5%,

apresentando um valor médio de 21,2%. Estes valores indicam que as condi¢coes
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empregadas pela industria durante a etapa de desodorizagéo variam amplamente e
que temperaturas muito elevadas sao utilizadas por alguns fabricantes. Em estudos
realizados com 6leo de soja em outros paises, foram obtidos graus de isomerizagao
médios de 8,3% em Israel (Enig, 1984), 17,5% na Bélgica (Wolff, 1993a), 22,0% na
Inglaterra (Wolff, 1993a) e 12,6% na Franca (Wolff, 1992a). A comparacéo destes
valores com os obtidos no presente estudo indica que o Gl do acido alfa-linolénico
em Oleos brasileiros tem sido razoavelmente elevado, sugerindo uma reducgéo
significativa da ingestdo diaria da forma cis deste acido graxo, pela populagéo
brasileira.

Com base no consumo per capita do 6leo de soja no Brasil (Reis, 2000), que
e de 8,0 litros/ano (aproximadamente 7,5 kg/ano), € possivel estimar a contribuigdo
deste 6leo na ingestao diaria de AGTP da populagédo. Assim, empregando a média
entre todas as marcas avaliadas, a ingestdo de AGTP e 18:3 trans corresponde a
0,4 e 0,2 g/dia, respectivamente. Para a ingestdo de acido alfa-linolénico, a
contribuigdo do oleo de soja corresponde 0,8 g/dia.

O efeito da ingestdo de AGTP sobre a saude humana vem sendo
recentemente investigado e diferentemente dos acidos graxos trans
monoinsaturados, nao foram observadas alteragdes significativas nos niveis
plasmaticos da LDL, HDL e Lp[a]. Contudo, estes acidos graxos influenciam
significativamente a razdo entre a LDL e a HDL em relagdo a dietas praticamente
isentas de AGTP. Esta razdo tem sido um dos mais importantes indicadores do risco
previsivel de doengas cardiovasculares e assim o aumento da ingestdao de AGTP

pode ter influéncia nesse sentido (Chardigny, 2001).

5.7 Quantificacdo de AGTM e AGTP em gorduras parcialmente hidrogenadas

Na Tabela 9 sdo apresentados os valores dos fatores de resposta
experimental e tedrico para os ésteres metilicos dos acidos elaidico, linoléico, alfa-
linolénico, araquidico, henecosanodico (21:0) e behénico. Os ésteres dos acidos
graxos saturados e do acido elaidico apresentaram uma boa concordancia entre os
valores dos fatores de resposta tedrico e experimental, demonstrando que o
equipamento estava otimizado. Contudo, foram verificadas diferencas expressivas

para os ésteres dos acidos poliinsaturados, particularmente para o alfa-linolenato,
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cujo fator obtido experimentalmente foi 15,7% maior que o fator calculado. Embora
tenha sido utilizada uma mistura padrdao lacrada, mantida conforme as
recomendagdes do fabricante, o seu armazenamento por cerca de 10 meses
possivelmente contribuiu para a oxidagao deste éster de acido graxo, resultando na

diferenca observada em relacao ao fator teodrico.

Tabela 9: Valores do fator de resposta para ésteres metilicos dos acidos elaidico,

linoléico, alfa-linolénico, araquidico, heneicosandico e behénico, em relacdo ao

tricosanoato de metila

fator de resposta

éster metilico

experimental* tedrico

18:1 9t 1,018 £ 0,018 1,028
18:2 9¢,12c 1,062 + 0,016 1,021
18:3 9¢,12c,15¢c 1,173 £ 0,022 1,014
20:0 1,037 + 0,008 1,019

21:0 1,002 + 0,008 1,012

22:0 0,990 + 0,005 1,006

* médias de 6 inje¢cbes, acompanhados de seu desvio-padrao

Na quantificacdo dos AGT 18:1, 18:2 e 18:3 foram empregados os fatores de
resposta teoricos dos acidos elaidico, linoléico e alfa-linolénico, respectivamente,
uma vez que possuem o mesmo numero de insaturagdes e carbonos ativos. Os
limites de deteccao e quantificacdo, determinados a partir da diluicdo sucessiva de
uma solugdo padrdo de elaidato de metila, foram de 0,28 mg g"' e 0,93 mg g,
respectivamente.

Na Figura 23 s&o apresentadas as curvas utilizadas para a avaliagao do fator
de resposta experimental do elaidato de metila, na faixa de concentragédo empregada
na quantificacdo dos AGTM e AGTP. Foi verificada uma boa concordancia entre o
fator tedrico e os valores obtidos para o fator experimental (Tabela 9), demonstrando

que a quantificagdo poderia ser realizada no intervalo de 0,03 a 6,86 mg mL™.
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Figura 23: Curvas empregadas na avaliagdo do fator de resposta do instrumento

para o elaidato de metila.

Tabela 10: Coeficientes da regresséo linear das curvas e o seus fatores de resposta

para as curvas de calibracido do elaidato de metila

faixa de concentragao y =a+ bx
(mgg™) a b ' Fr
6,86 — 0,65 -0,0881 2,02915 0,99974 0,986
0,65-0,03 0,0013 1,96342 0,99927 1,019
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Na Tabela 11 sdo apresentadas as concentracdes de elaidato de metila
envolvidas no teste de recuperagido. Para os niveis de concentragcao deste padrao
que foram adicionados a amostras de gorduras parcialmente hidrogenadas, a
recuperacao variou de 97,60 a 103,28%, tendo o valor médio de 100,56%. Estes
resultados indicam uma exatiddo adequada para o intervalo de concentragao

empregado na quantificagdo dos AGT.

Tabela 11: Concentracdes de elaidato de metila envolvidas no teste de recuperacao

concentragdo (mg g'1)

recuperacao (%)

amostra adicionada recuperada
7,72+0,49 3,60 11,41+ 0,79 100,80
88,30 £ 5,14 55,00 139,86 + 6,56 97,60
173,07 + 9,32 90,00 271,70 + 3,95 103,28

*0s valores sdo médias de cinco repeti¢des, analisadas em duplicata acompanhados de seu desvio-padrao.

Na avaliacdo da exatidao efetuada com o acido 18:1 13t as recuperacdes
foram de 98,12% e 99,27% (Tabela 12), apresentando a média de 98,70%. Além de
indicar uma exatiddo adequada da quantificagdo, estes resultados confirmam que
nas condicbes em que a analise foi realizada, houve uma boa separagado entre os
ésteres dos acidos 18:1 13t e 18:1 9¢, mesmo com uma concentragao razoavel do
tltimo (159,50 mg g™).

Tabela 12: Concentracdes do acido 18:1 13t envolvidas no teste de recuperacao

concentragdo (mg g'1)

recuperacao (%)

amostra adicionada recuperada
nd 17,00 16,68 + 0,36 98,12
nd 30,00 29,78 +£ 0,92 99,27

*os valores sdo médias de cinco repeti¢cdes, analisadas em duplicata, com o desvio-padrao; nd = ndo detectado
(limite de detecgdo = 0,28 mg g™).
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Nas Tabelas 13 e 14 sado apresentadas as concentragcboes dos AGT 18:1, 18:2
e 18:3 nas amostras de gorduras vegetais parcialmente hidrogenadas analisadas. A
concentragdo dos AGT 18:1 variou amplamente, ocorrendo desde 1,18 mg g™ até
233,75 mg g, constituindo o principal grupo de isémeros trans das amostras em
que a concentracdo total de AGT foi maior que 85,0 mg g'. Os AGTP 18:2
abrangeram os isbmeros 18:2 9t,12t, 18:2 9¢,12t e 18:2 9t,12c, cujas concentragdes
variaram de 0,96 a 14,71 mg g, de 1,68 a 25,49 mg g e de 1,63 a 25,61 mg g,
respectivamente, sendo os isbmeros mono-trans encontrados em todas as amostras
Entre os AGTP 18:3 os

predominantes, sendo constituidos pelo acido 18:3 9c,12c¢,15t, cuja a concentragao

avaliadas. isdbmeros mono-trans também foram
variou de 2,46 a 7,90 mg g~ e pela mistura dos acidos 18:3 9t,12c,15¢c e 18:3
9c,12t,15¢, que teve a concentragdo variando de 2,71 a 14,51 mg g de gordura. A
presenca do isbmero 18:3 9t,12c,15t foi observada para a maioria das amostras,

com a concentracgdo entre 0,94 e 7,95 mg g™

Tabela 13: Concentragdo dos AGT 18:1 e 18:2 nas gorduras hidrogenadas

concentragdo (mg g'1)

amostra 18:1 6-11t 18:1 12t 18:113t%  18:2 9t,12t 18:29c,12t 18:2 9t,12c
1 89,29+493 14,45+1,20 1538+£1,15 2,09+0,18 4,84+0,30 4,73+0,32
2 2,53 +£0,28 nd nd nd 8,86 £0,65 9,16+0,72
3 6364+267 758+046 851+040 5,18+0,24 15,34+0,86 16,07 £0,83
4 138,82+4,41 21,86+094 23,71+089 381+0,15 477+0,17 4,14£0,15
5 173,76 £5,02 25,02+1,28 2549+1,60 14,71+0,70 17,49+0,68 19,99+ 0,61
6 1,68 £0,15 nd nd nd 7,24+0,50 7,09+0,60
7 22,80+1,50 6,14+£0,50 nd nd 6,58 +£0,26 6,53+0,32
8 6,31+£0,38 2,01£0,14 nd nd 8,02+0,54 7,78+0,46
9 55,03 +3,01 8,14+ 0,61 8,32+058 1,09+0,09 3,19+0,23 2,56+0,20
10 109,66 +558 9,97+0,73 10,40+0,77 096+0,09 168+0,13 1,63+0,14
11 1,18 £0,10 nd nd nd 581+0,34 5,60+0,41
12 1,39+£0,13 nd nd 1,03£0,07 2549+1,43 25,61+1,10
13 188,73+8,11 2160+1,62 2342+155 13,98+0,58 23,26+1,12 23,85+ 1,16

'inclui o isémero 14t; nd = n3o detectado (limite de detecgdo = 0,28 mg g™).
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AGT

consideravelmente entre os diversos tipos de gorduras hidrogenadas, refletindo as

Estes resultados indicam que a concentracdo de varia
diferencas na temperatura, pressao, tempo de reacdo, velocidade de agitagéo, tipo e
quantidade de catalisador, empregados por cada fabricante no processo de
hidrogenagdo. Além disso, as industrias podem produzir gorduras empregando
exclusivamente a hidrogenacdo, ou efetuar inUmeras combinagdes entre o6leos
vegetais e gorduras com diferentes graus de hidrogenac¢ao, mediante a aplicagdo da

interesterificacdo (Azevedo, 1999).

Tabela 14: Concentragao dos AGT 18:3 e somatérias entre os AGT em gorduras

hidrogenadas

concentragdo (mg g'1)

somatorias (mg g™')

amostra  18:3tct  18:3 cct 18:3 tcc’ AGTM? AGTP? AGT*
1 1,07+008 518+0,31 4,95+0,28 119,12+520 22,86+0,64 141,98 +5,24
2 1,9+020 874+061 931+0,76  253+028 3803+1,39 40,56 1,42
3 412+0,18 6,63+0,37 7,39+0,31 7973+274 5473+1,32 134,46 + 3,04
4 nd 342+0,14 323+0,11 184,38+459 1937+0,32 203,75+ 4,61
5 0,94+0,06 3,34+0,15 3,59+0,12 22427+542 60,06+ 1,17 284,33+5,55
6 1,75+0,13 7,70+048 831+059 168+0,15 32,09+1,10 33,77 +1,11
7 144+006 6,23+022 6,75+0,30 2894+158 27,53+0,56 56,47 +1,68
8 231+020 595+045 646+047  832+041 30,52+0,98 38,84 +1,06
9 nd 373+0,24 378+0,27 71,49+313 14354048 8584 +3,17
10 nd 246+0,19 271+0,18 130,03+567  944+0,34 139,47 +5,69
11 1654014 441+028 481+033  1,18+0,10 2228+0,70 23,46+0,71
12 795+041 790+052 1451+058  1,39+0,13 8249+201 83,88+2,02
13 7,38+043 7,70+049 1368+0,75 233,75+841 89,85+1,98 323,60+ 8,64

Yinclui o isémero 18:3 9c,12t,15¢; 2somatéria dos AGTM; 3somatéria dos AGTP; “somataria do total de

AGT; nd = ndo detectado (limite de detecgdo = 0,28 mg g™).

Foi observada uma forte correlagcdo entre a somatéria da concentragao dos
AGTM e o total de AGT (r= 0,97; p<0,0001), o que indica que a diminuigdo na
concentragdo de AGT em gorduras hidrogenadas € dependente da diminuicdo na
concentracao dos AGT 18:1. Por outro lado entre os AGTP e o total de AGT néo foi

verificada correlagdo significativa (r= 0,49; p= 0,0916), assim como, entre as
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somatorias de AGTM e AGTP (r= 0,25; p= 0,415). Também foi obtida uma
correlagdo pronunciada entre os acidos 18:2 9¢,12t e 18:2 9t,12c (r= 0,997;
p<0,0001), que associada ao coeficiente angular da curva (1,06), sugere que a
isomerizagao do acido linoléico durante o processo de hidrogenagéo néo é seletiva.
Nas amostras em que a concentracdo de AGTM foi inferior a 8,50 mg g,
verificou-se a predominancia dos AGTP. Isto demonstra que com a diminuigdo da
concentragdo de AGT nas gorduras obtidas através da hidrogenacédo, os AGTP
possivelmente passardo a ser o principal grupo de isbmeros trans presentes nestas
gorduras. Embora o efeito da ingestdo deste grupo de isbmeros paregca ter uma
menor influéncia sobre o risco de desenvolvimento de doengas cardiovasculares
(Chardigny, 2001), sera necessario nos proximos anos, estabelecer niveis de

ingestao diaria destes AGT, que possam ser considerados indcuos.
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A isomerizagdo do 6leo de linhaga € uma alternativa adequada para a
preparagdo de misturas de isbmeros geométricos dos acidos linoléico e alfa-
linolénico, reduzindo significativamente o seu custo. A obtengdo de isbmeros trans
pode ainda ser facilmente efetuada a partir de solugcbes em heptano de seus ésteres
metilicos na configuragdo cis, conforme demonstrado para os isémeros 18:1 6t e
18:1 12t.

A analise de acidos graxos sob a forma de ésteres iso-propilicos permitiu a
separacao dos isdmeros 18:3 9c¢,12t,15t e 18:3 9t,12¢,15t, indicando que 0 emprego
de outras formas de ésteres pode influenciar a resolugéo entre os acidos graxos.

Os valores de ECL apresentam dependéncia linear com a temperatura, no
intervalo de 155 a 200 °C. A aplicacdo desta propriedade permitiu determinar pela
diferenca de ECL entre os ésteres metilicos de acidos graxos que poderiam coeluir,
que a temperatura mais apropriada para a separacédo de todos os AGTP presentes
no oleo de soja, estd em torno de 170 °C para a coluna CP Sil-88. Para a
determinagao simultdnea de AGTM e AGTP em gorduras hidrogenadas,
empregando a coluna CP Select CB-FAME, foi verificado que a temperatura mais
apropriada para a analise esta ao redor de 197 °C.

Pelo coeficiente angular das curvas de ECL em fungdo da temperatura,
obtidas para os acidos octadecendicos, foi possivel diferenciar os isbmeros 18:1 cis
e trans.

A avaliacao do fator de resposta experimental para o araquidato de metila, na
faixa de concentracdo empregada na quantificacdo dos AGTP e do acido alfa-
linolénico, apresentou boa concordancia com seu valor do fator de resposta tedrico.
Uma condicdo semelhante foi verificada para o fator experimental do elaidato de
metila, no intervalo de concentragao utilizado para a quantificacdo de AGTM e AGTP
em gorduras hidrogenadas.

Os testes de recuperagdo indicaram que a metodologia empregada na
quantificacdo de AGTP em 6leo de soja, e de AGTM e AGTP em gorduras
hidrogenadas, apresentou uma exatidao adequada.

O tratamento térmico empregado pela industria brasileira de éleo de soja na

etapa de desodorizagao, foi excessivo nos ultimos anos, o que ficou caracterizado
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pelo elevado grau de isomerizagdo do acido alfa-linolénico na maioria das marcas
monitoradas.

Com a diminuicdo da concentragdo de AGT nas gorduras obtidas por
hidrogenagao, os AGTP possivelmente passarao a ser o principal grupo de isémeros
trans presentes nestas gorduras.
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8. ANEXOS

ANEXO I: Cromatograma dos ésteres metilicos, preparados a partir do oleo de
linhaca isomerizado. (1) solvente; (2) 14:0; (3) 16:0; (4) 18:0; (5) 18:1 9¢t; (6) 18:1 11¢;
(7) 18:1 9c; (8) 18:1 11c; (9) 18:2 9t,12t; (10) 18:2 9c,12t; (11) 18:2 9t,12¢; (12) 18:2
9c,12c; (13) 18:3 9t,12t,15t; (14) 18:3 9c,12t,15t + 18:3 9t,12¢,15t; (15) 18:3
9c,12¢,15t; (16) 18:3 9t,12t,15¢c; (17) 18:3 9¢,12t,15¢; (18) 18:3 9t,12¢,15¢; (19) 18:3
9¢,12¢,15¢ — Coluna CP Sil-88 (50 m x 0,25 mm x 0,25 um) - Analise em 150 °C.
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Anexos

ANEXO II: Cromatograma dos ésteres isopropilicos, preparados a partir do 6leo de
linhaga isomerizado. (1) solvente; (2) 14:0; (3) 16:0; (4) 18:0; (5) 18:1 9¢; (6) 18:1 11¢;
(7) 18:1 9c; (8) 18:1 11c; (9) 18:2 9t,12t; (10) 18:2 9¢c,12t; (11) 18:2 9t,12c; (12) 18:2
9c,12c; (13) 18:3 9t,12t,15t; (14); 18:3 9c,12t,15t; (15) 18:3 9t,12c,15t; (16) 18:3
9c,12c¢,15t; (17) 18:3 9t,12t,15c; (18) 18:3 9c,12t,15¢; (19) 18:3 9t,12¢,15¢; (20) 18:3
9c,12¢,15¢ (21) 20:0 (adicionado a amostra). — Coluna CP Sil-88 (50 m x 0,25 mm x
0,25 um) - Andlise em 165 °C.
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ANEXO III: Valores de comprimento equivalente de cadeia (ECL), calculados a partir do tempo de retengéo corrigido de ésteres

metilicos dos acidos gonddico, araquidico, linoléico e alfa-linolénico, e seus isdbmeros geométricos.

Esteres de ECL/Temperatura (°C)

18

acidos graxos

155

160

165

170

175

18:2 91,12t

19,023 £ 0,004

19,049 £ 0,003

19,070 £ 0,005

19,090 £ 0,006

19,114 £ 0,006

18:2 9¢,12t

19,178 £ 0,004

19,213 £ 0,004

19,243 £ 0,006

19,272 £ 0,005

19,309 £ 0,005

18:2 9t,12c

19,259 + 0,004

19,294 + 0,003

19,324 + 0,007

19,356 + 0,005

19,392 £ 0,006

18:2 9¢,12¢c

19,330 £ 0,004

19,376 + 0,003

19,410 £ 0,005

19,450 £+ 0,004

19,497 £ 0,004

18:3 9t,12c, 15t

19,962 + 0,002

20,005 + 0,005

20,037 + 0,005

20,073 £ 0,004

20,115 +£ 0,005

18:3 9¢,12c¢,15t

20,022 £ 0,004

20,070 + 0,005

20,125 + 0,004

20,164 + 0,003

20,214 + 0,004

18:3 9¢,12t,15¢c

20,181 £ 0,004

20,239 £ 0,004

20,279 + 0,006

20,325 £ 0,004

20,381 £ 0,005

18:3 9t,12¢,15¢c

20,223 £ 0,003

20,280 + 0,004

20,318 £ 0,007

20,361 + 0,005

20,415 £ 0,005

18:3 9¢,12¢,15¢

20,284 + 0,003

20,350 + 0,006

20,393 + 0,005

20,463 + 0,005

20,511 + 0,004

20:0

20,004 £ 0,003

19,999 + 0,003

20,001 £ 0,001

20,002 + 0,002

20,001 £ 0,003

20:1 11c

20,433 £ 0,002

20,464 + 0,004

20,495 + 0,003

20,520 + 0,002

20,554 + 0,001

Os valores sdo médias de seis determinagdes, acompanhados de seu desvio-padrao.

Coluna CP Sil-88 (50 m x 0,25 mm x 0,25 um).
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ANEXO llI: (continuagao)

Esteres de

acidos graxos

ECL/Temperatura (°C)

180

185

190

195

200

18:2 9t,12t

19,137 £ 0,001

19,159 £ 0,002

19,182 £ 0,002

19,206 + 0,002

19,228 + 0,002

18:2 9¢,12t

19,343 + 0,002

19,377 £ 0,003

19,412 £ 0,003

19,448 + 0,003

19,482 £ 0,002

18:2 9t,12c

19,425 + 0,001

19,459 + 0,003

19,494 £ 0,003

19,530 £ 0,002

19,565 + 0,002

18:2 9¢,12¢c

19,541 £ 0,002

19,583 + 0,003

19,628 + 0,003

19,674 £ 0,003

19,720 £ 0,002

18:3 9t,12¢,15t

20,154 £ 0,002

20,193 + 0,001

20,235 + 0,002

20,276 + 0,003

20,316 + 0,003

18:3 9¢,12¢,15t

20,258 + 0,003

20,300 + 0,001

20,343 + 0,004

20,381 + 0,003

20,419 + 0,004

18:3 9¢,12t,15¢

20,434 £ 0,003

20,514 + 0,001

20,565 + 0,004

20,615+ 0,003

20,662 + 0,004

18:3 9t,12¢,15¢c

20,466 + 0,003

20,514 + 0,002

20,565 + 0,004

20,615 + 0,004

20,662 + 0,004

18:3 9¢,12¢,15¢

20,575 £ 0,003

20,630 £ 0,003

20,693 £ 0,004

20,755 + 0,003

20,819 £ 0,003

20:0

20,002 + 0,001

19,998 + 0,002

20,000 + 0,001

19,999 + 0,001

20,001 £ 0,002

20:1 11c

20,580 + 0,001

20,603 + 0,004

20,633 + 0,002

20,655 + 0,003

20,682 + 0,002

Os valores sdo médias de seis determinagdes, acompanhados de seu desvio-padrao.

Coluna CP Sil-88 (50 m x 0,25 mm x 0,25 um).
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ANEXO |V:

Anexos

(a) Valores dos coeficientes angular, linear e de correlagao, para as

equagdes obtidas da analise de regressao linear dos valores de ECL
relacionados no ANEXO lIII.

Esteres de Parametros da regressao linear (ECL = a + bT)
acidos graxos a b (107) r
18:2 9t,12t 18,322 4,526 0,9998
18:2 9c,12t 18,128 6,757 0,9997
18:2 9t,12c 18,205 6,785 0,9998
18:2 9¢,12c 17,987 8,641 0,9995
18:3 9t,12¢,15t 18,744 7,845 0,9997
18:3 9¢,12¢,15t 18,661 8,839 0,9991
18:3 9¢,12t,15¢ 18,481 10,922 0,9982
18:3 9t,12¢,15¢ 18,712 9,747 0,9996
18:3 9¢,12¢,15¢ 18,457 11,776 0,9995
20:1 11¢ 19,585 5,507 0,9991

(b) Valores dos coeficientes angular, linear e de correlagao, para as equagoes

obtidas da analise de regressao linear dos valores de AECL.

Parametros da regresséo linear

ARCL a b (107) r
(20:1) — (18:3 9c,12c,15¢) 1,137 - 6,320 - 0,9960
(18:2 9¢,12c) — (18:2 9c,12t) 0,216 1,840 0,9982
(18:3 9t,12¢,15¢) — (18:3 9c,12t,15c¢) 0,108 - 0,423 - 0,9930
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ANEXO V: Cromatograma dos ésteres metilicos de uma amostra de 6leo de soja
refinado. (1) solvente; (2) 14:0; (3) 16:0; (4) 16:1 9c; (5) 17:0; (6) 17:1 10c; (7) 18:0;
(8) 18:1 9c; (9) 18:1 11c; (10) 18:2 9¢,12t; (11) 18:2 9t,12c; (12) 18:2 9¢,12c; (13)
20:0; (14); 18:3 9t,12c,15t; (15) 18:3 9c,12c,15t; (16) 18:3 9c,12t,15¢c; (17) 18:3
9t,12c,15c; (18) 18:3 9c,12c,15c¢; (19) 20:1 11c; (20) 20:2 11c, 14c; (21) 22:0; (22)
23:0 — padréao interno. - Coluna CP Sil-88 (50 m x 0,25 mm x 0,25 um). Analise
efetuada a 170 °C por 12 min sendo entdo elevada a 15 °C min"' & 225 °C,

permanecendo nesta temperatura por 10 min.
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ANEXO VI: Valores de comprimento equivalente de cadeia (ECL), calculados a partir do tempo de retengao corrigido de

ésteres metilicos de acidos graxos octadecendicos cis e trans.

Esteres de

acidos graxos

18:1 6¢C

18:1 6t

18:1 9c

ECL/Temperatura (°C)

155 165 175 185 195 200
18,337 = 0,001 18,371 £ 0,000 18,406 = 0,001 18,442 + 0,001 18,477 + 0,001 18,496 + 0,002
18,216 + 0,000 18,233 + 0,001 18,250 + 0,001 18,268 + 0,001 18,282 + 0,002 18,292 + 0,001
18,373 = 0,000 18,411 + 0,001 18,448 + 0,001 18,488 + 0,001 18,527 + 0,001 18,547 + 0,001

18:1 9t

18,243 + 0,001

18,263 + 0,002

18,284 + 0,001

18,305 + 0,001

18,321 + 0,002

18,333 + 0,001

18:1 11c

18,458 + 0,000

18,495 + 0,000

18,532 + 0,001

18,571 +£0,000

18,609 + 0,001

18,629 + 0,002

18:1 11t

18,299 + 0,001

18,318 + 0,001

18,337 + 0,000

18,357 + 0,001

18,372 + 0,001

18,381 + 0,002

18:1 12¢c

18,500 + 0,001

18,530 £+ 0,002

18,566 + 0,003

18,601 + 0,002

18,641 £ 0,001

18,656 + 0,002

18:1 12t

18,326 + 0,002

18,343 £ 0,002

18,362 + 0,003

18,380 £ 0,003

18,400 £ 0,002

18,408 + 0,002

18:113c

18,566 + 0,003

18,601 £ 0,002

18,638 + 0,001

18,673 + 0,002

18,705 £ 0,001

18,722 + 0,001

18:1 13t

18,375 + 0,003

18,395 + 0,003

18,412 £ 0,004

18,432 £ 0,003

18,448 £ 0,004

18,459 + 0,003

18:1 14c

18,649 + 0,002

18,681 + 0,002

18,712 + 0,002

18,745 £ 0,002

18,776 + 0,003

18,796 + 0,004

18:1 15t

18,456 + 0,003

18,473 £ 0,004

18,490 + 0,003

18,508 + 0,002

18,522 £ 0,003

18,533 + 0,004

18:1 15¢c

18,702 £ 0,002

18,733 £ 0,001

18,768 + 0,001

18,799 £ 0,001

18,827 £ 0,001

18,847 + 0,003

18:1 16t

18,658 + 0,002

18,675 £ 0,002

18,689 + 0,003

18,704 £ 0,003

18,721 £ 0,002

18,727 £ 0,002

Os valores sdo médias de cinco determinagdes, acompanhados de seu desvio-padrao.

Coluna CP Select CB-FAME — (100 m x 0,25 mm x 0,25 um).
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ANEXO VII: Valores dos coeficientes angular, linear e de correlagao,
para as equacdes obtidas da analise de regressao linear dos valores de
ECL relacionados no ANEXO VI.

Esteres de Parametros da regressao linear (ECL = a + bT)
acidos graxos a b (10-3) ,
181 6c 17,789 3,533 0,9999
181 6t 17,957 1,676 0,9995
18:1 9¢ 17,773 3,869 0,9999
18:1 9t 17,936 1,984 0,9993
18:1 11c 17,868 3,801 0,9999
18:1 11t 18,017 1,825 0,9992
18:1 12¢ 17,950 3,532 0,9993
18:1 12t 18,040 1,844 0,9998
18:1 13c 18,029 3,471 0,9997
18:1 13t 18,090 1,842 0,9995
18:1 14c 18,147 3,233 0,9997
18:1 15t 18,194 1,690 0,9994
18:1 15¢ 18,208 3,190 0,9995
18:1 16t 18,421 1,534 0,9995

Anexos
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Anexos

ANEXO VIII: Cromatograma dos ésteres metilicos de acidos graxos saturados e
AGT 18:1, provenientes de gordura parcialmente hidrogenada previamente
fracionada por CCD/Ag". (1) 17:0; (2) 18:0; (3) 18:1 4t; (4) 18:1 5t; (5) 18:1 6-8t; (6)
18:1 9t; (7) 18:1 10t; (8) 18:1 11t; (9) 18:1 12t; (10) 18:1 13-14¢; (11) 18:1 15t; (12)
18:1 16t. Coluna CP Select CB-FAME (100 m x 0,25 mm x 0,25 um) - Analise foi
efetuada a 175 °C por 40 min.

pf r 2

140+
100+ 10

a0+

0
-100 ﬂ - i ..__.} 3 f\

25.0 2TA 20.0 324 350

.
=
—ry

tempo de retencdo (min)
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Anexos

ANEXO IX: Cromatograma dos ésteres metilicos do acidos graxos 18:1 cis,
provenientes de gordura parcialmente hidrogenada previamente fracionada por
CCD/Ag". (1) 18:0; (2) 18:1t (3) 18:1 6-8c; (4) 18:1 9c; (5) 18:1 10c; (6) 18:1 11c; (7)
18:1 12¢; (8) 18:1 13c; (9) 18:1 14c; (10) 18:1 15¢; (11) 18:1 16¢. Coluna CP Select
CB-FAME (100 m x 0,25 mm x 0,25 um) - Analise foi efetuada a 175 °C por 40 min.

ST

300+

200+

100

tempo de retencao (min)
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68

ANEXO X: Valores de comprimento equivalente de cadeia (ECL), calculados a partir do

tempo de retencdo corrigido de ésteres metilicos de acidos graxos octadiendicos e

octatriendicos, cis e trans.

Esteres de

acidos graxos

ECL/Temperatura (°C)

170

180

190

200

18:2 9t,12t

18,793 + 0,002

18,823 + 0,001

18,855 + 0,001

18,888 + 0,001

18:2 9¢,12t

19,002 + 0,001

19,050 + 0,001

19,106 + 0,002

19,161 + 0,002

18:2 9t,12c

19,080 + 0,001

19,130 £ 0,002

19,186 + 0,001

19,240 + 0,002

18:2 9¢,12¢c

19,167 £ 0,001

19,236 + 0,002

19,310 £ 0,001

19,385 + 0,001

18:3 9t,12t,15t

19,392 + 0,001

19,424 + 0,001

19,460 + 0,001

19,494 + 0,001

18:3 9¢,12t,15t

19,599 £ 0,002

19,654 + 0,002

19,713 £ 0,001

19,772 £ 0,001

18:3 9t,12¢, 15t

19,644 + 0,001

19,701 + 0,001

19,761 + 0,001

19,824 + 0,002

18:3 9t,12t,15¢

19,707 £ 0,001

19,759 £ 0,001

19,817 £ 0,002

19,878 + 0,002

18:3 9¢,12¢,15t

19,707 £ 0,001

19,789 + 0,002

19,870 + 0,001

19,952 + 0,003

18:3 9¢,12t,15¢

19,872 £ 0,002

19,952 + 0,003

20,041 + 0,002

20,136 £ 0,001

18:3 9t,12¢,15¢c

19,907 £ 0,002

19,981 + 0,003

20,059 + 0,002

20,136 + 0,001

18:3 9¢,12¢,15¢

19,988 + 0,002

20,082 £ 0,002

20,183 + 0,002

20,288 £ 0,002

Os valores sdo médias de cinco determinagbes, acompanhados de seu desvio-padrao.
Coluna CP Select CB-FAME — (100 m x 0,25 mm x 0,25 um)
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ANEXO Xl

Anexos

(a) Valores dos coeficientes angular, linear e de correlagao, para as

equagdes obtidas da analise de regressao linear dos valores de ECL
relacionados no ANEXO X.

Esteres de Parametros da regressao linear (ECL = a + bT)
acidos graxos a b (107 r
18:2 9t,12t 18,253 3,170 0,9998
18:2 9c,12t 18,094 5,330 0,9994
18:2 9t,12¢ 18,167 5,360 0,9997
18:2 9¢,12c 17,928 7,280 0,9998
18:3 9t,12t,15t 18,810 3,420 0,9998
18:3 9¢,12t,15t 18,615 5,780 0,9999
18:3 9t,12c,15t 18,623 6,000 0,9998
18:3 9t,12t,15¢ 18,734 5,710 0,9994
18:3 9¢,12c,15t 18,320 8,160 1,0000
18:3 9¢,12t,15¢c 18,370 8,810 0,9993
18:3 9t,12¢,15¢c 18,606 7,650 0,9999
18:3 9¢,12c¢,15¢ 18,283 10,010 0,9997

(b) Valores dos coeficientes angular, linear e de correlagdo, para as equagoes

obtidas da analise de regressao linear dos valores de AECL.

Parametros da regresséo linear

AECL a b (10®) r
(18:1 9c) — (18:1 13t) -0,318 2,027 0,9994
(18:3 9t,12¢,15c¢) — (20:0) -1,395 7,650 0,9999
(18:2 9¢,12c) — (18:2 9t,12¢) - 0,240 1,920 0,9995
(20:0) — (18:3 9c,12c,15t) 1,680 - 8,160 -1,0000
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Anexos

ANEXO XIlI: Cromatograma dos ésteres metilicos de uma amostra de gordura
parcialmente hidrogenada. (1) 14:0; (2) 16:0; (3) 16:1 9c; (4) 17:0; (5) 18:0; (6) 18:1
6-11t; (7) 18:1 12t; (8) 18:1 13t; (9) 18:1 9c + 18:1 15¢; (10) 18:1 11c; (11) 18:1 12c;
(12) 18:1 13c + 18:1 16t; (13) 18:1 14c + 18:15c; (14) 18:2 9t,12t; (15) 18:2 9c,12¢;
(16) 18:2 9t,12c; (17) 18:2 9c,12c; (18) ndo identificado; (19) 18:3 9t,12¢,15t; (20)
18:3 9c,12¢,15t; (21) 20:0; (22) 18:3 9t,12c,15¢c + 18:3 9c,12t,15¢c; (23) 18:3
9c,12¢,15¢; (24) 20:1 11c; (25) 20:2 11c, 14c; (26) 22:0; (27) 23:0 — padréo interno;
(28) 24:0. Coluna CP Select CB-FAME (100 m x 0,25 mm x 0,25 um) - Analise foi

efetuada a 197 °C por 23 min, sendo entdo elevada a 225 °C, a taxa de

20 °C min™", permanrcendo por 15 min nesta temperatura.

pV

:] 117
00
400 7
300
& }o
200 6 1 16
15 27
100 | 23
.1 12” 20 22 26
19 |21
07 3 4 J 13 18 24 25 A 28
L ||| n _‘-__A_
I I I I
15 20 25 30

tempo de reten¢ao (minutos)
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Anexos

ANEXO XIII: Cromatograma dos ésteres metilicos do 6leo de linhaga isomerizado.
(1) 16:0; (2) nao identificado; (3) 18:0; (4) 18:1 9t; (5) 18:1 11t; (6) 18:1 9Oc; (7) 18:1
11c; (8) 18:2 9t,12t; (9) 18:2 9c,12t; (10) 18:2 9t,12¢c; (11) 18:2 9c,12c; (12) 18:3
ot,12t,15t; (13); 18:3 9c,12t,15t; (14) 18:3 9t,12¢,15t; (15) 18:3 9t,12t,15¢c; (16) 18:3
9c,12c¢,15t; (17) 18:3 9c,12t,15¢c; (18) 18:3 9t,12¢,15¢; (19) 18:3 9¢,12¢,15¢. Coluna
CP Select CB - FAME (100 m x 0,25 mm x 0,25 um) - Analise efetuada em 180 °C
por 35 min.

my 2.0 Aq
1
154 12
G
1.0 3 8
14
13 145
0.5
g 10 16
18
11 1744 19
2 5117
DD—_ll)\_n
I I I I I I
17.5 20,0 225 25.0 275 30.0

tempao de retengdo (min)
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

