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RESUMO

Os 0Oleos da polpa (31+3% m/m) e da castanha (39+4% m/m) da Macauba
(Acrocomia aculeata) foram obtidos por extracdo com solvente. As amostras para esse
estudo foram preparadas pelas misturas dos éleos da polpa e da castanha, representadas
por PX (PO; P10; P25; P50; P75 e P100) onde X é a porcentagem em massa de 6leo da
polpa adicionada ao 6leo da castanha. Estas amostras foram degradadas termicamente
por 144h a 110°C coletando-se aliquotas a cada 24h. As aliquotas foram submetidas a
trés analises diferentes: indice de acidez, absor¢do de luz ultravioleta e visivel e
fluorescéncia molecular. O indice de acidez apresentou valores de 0,03+0,01 mgKOH/g
para PO (6leo da castanha) e 0,40+0,00 mgKOH/g para P100 (6leo da polpa) e valores
intermediarios para as misturas PX. Os valores determinados foram maiores paras as
misturas com maior percentual de dleo da polpa. Entretanto, estas amostras que sdo
ricas em a-Tocoferol e o B-Caroteno mantiveram seus valores proximos aos iniciais
durante a degradacdo. A analise por absorcdo de luz ultravioleta-visivel, com leituras
em 232nm ([Jamostra]=0,04% m/v) e 270nm ([amostra]=0,75% m/v), permitiu
monitorar a degradacao térmica dos 0leos estudados, assim como confirmar a presenca
dos antioxidantes naturalmente presentes nas amostras, comparados aos padrdes de a-
Tocoferol e B-Caroteno. Nas andlises por fluorescéncia molecular ([amostra]=1,50%
m/v) foram utilizados trés comprimentos de onda: emissdo em 324nm referente ao a-
Tocoferol, 520nm referente ao B-Caroteno e emissdo devido aos produtos oriundos da
degradacdo em 424nm, mostrando ser possivel monitorar alteracdes nas caracteristicas
fisicas e quimicas dos dleos da através da espectroscopia molecular. A espectroscopia
de absorcdo no infravermelho médio foi utilizada para caracterizar os 0Oleos da
Macauba, porém esta técnica ndo se apresentou eficiente no monitoramento da

degradacéo térmica.

Palavras-chave: Oleo vegetal, Acrocomia aculeata, estabilidade oxidativa, indice de

acidez, espectroscopia molecular.



ABSTRACT

Oils of pulp (31+3% (w/w) and the nut (39+4% (w/w) of Macalba (Acrocomia
aculeata) were obtained by solvent extraction. Samples for this study were prepared by
mixtures of pulp oils and nuts, represented by PX (PO, P10, P25, P50, P75 and P100)
where X is the percentage by mass of pulp oil added to oil Chestnut. These samples
were thermally degraded at 110 ° C for 144h collecting Aliquots every 24h. aliquots
were subjected to analyzes: Acid value, absorption of ultraviolet and visible light and
fluorescence molecular and infrared. acidity index values of 0.03 + 0.01 mgKOH / g for
PO (nut oil) and 0.40 = 0.00 mg KOH / g for P100 (pulp oil) and intermediate values for
mixtures PX. certain values were higher paras blends with higher percentage of pulp oil.
however, these Samples that are rich in a-Tocopherol and (-carotene retained their
original values close to those during the degradation. analysis by absorption of
ultraviolet-visible, with readings at 232nm ([sample] = 0.04% wi/v) and 270 nm
([sample] = 0.75% w / v), allows monitoring the thermal degradation of oils studied, as
well as confirm the presence of antioxidants naturally present in the samples compared
to the patterns of a-Tocopherol and B-Carotene. In Molecular analysis by fluorescence
([sample] = 1.50% w/v) were used three wavelengths: 324nm emission for the o-
Tocopherol, referring to 520nm and emission [B-carotene due to degradation products
originating from 424nm, shown to be possible to monitor changes in physical and
chemical characteristics of oils by molecular spectroscopy. absorption spectroscopy in
the midle infrared was used to characterize the oils Macalba, but this technique did not

appear effective in monitoring the thermal degradation.

Keywords: Vegetable oil, Acrocomia aculeata, oxidative stability, acid number,

molecular spectroscopy
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OLIVEIRA, I.P. Introducéo

1 INTRODUCAO

O Estado de Mato Grosso do Sul esta situado em uma regido privilegiada, onde
as condi¢cdes meteoroldgicas sdo favoraveis ao cultivo e o solo, rico em nutrientes, torna
esta terra com potencial invejavel no que se refere a agricultura. Isto faz com que o
cultivo de espécies, especialmente as nativas, seja uma realidade possivel de ser
introduzida no Estado. Outro aspecto importante sdo as familias agricultoras que
produzem seus alimentos em pequenas propriedades rurais.! Neste contexto, a Macatba
mostra-se como uma alternativa muito interessante, pois € uma planta nativa do Estado
que pode ser cultivada em areas pequenas sem que haja necessidade de substituicdo das
plantagdes iniciais, sendo que seu manejo dispensa grandes maquinarios, viabilizando o

cultivo no contexto da agricultura familiar.

A Macauba possui potencial oleaginoso, fato que pode torna-la interessante para
diversos setores industriais tais como: alimentos, sabdes e bioenergia, sendo que dos
frutos desta palmeira podem-se extrair dois 6leos, um da polpa e outro da castanha, cada
qual com caracteristicas proprias.? Além disso, os subprodutos gerados, as cascas,
cachos e torta dos frutos, poderiam ser utilizados na producdo de carvdo, adubos ou
alimentacdo animal, tendo em vista a alta quantidade de fibras e proteinas contidas neste

fruto.

A possibilidade de misturar estes dois 6leos em diversas propor¢des implica em
alterar as suas propriedades fisico-quimicas iniciais, uma vez que a composi¢do quimica
em termos de 4cidos graxos é singular. A presenca de antioxidantes naturais na polpa,
especificamente tocoferdis e carotendides, e que estdo ausentes ou em baixas

quantidades na castanha, podem influenciar no processo oxidativo durante a degradacédo

! Ministério do Desenvolvimento Agrario
<www.mda.gov.br/portal/saf/arquivos/view/Termo_de_ Referéncia.pdf>acesso em 02/10/2012

% Coimbra M.C.; Jorge, N. Food Research International. 44, 2011, 2139-2142.

®Vilas Boas, M.A.; Carneiro, A.C.O.; Brasil, L.M.; Vital, B.R.; Martins, M.A. 5° Congresso
Brasileiro de Plantas Oleaginosas, Oleos, Gorduras e Biodiesel. Varginha, Minas Gerias,
2008.

* Coimbra M.C.; Jorge, N. Journal of Food Science. 76, 2011, 1156-1161.

11



OLIVEIRA, I.P. Introducéo

das misturas dos Oleos, conforme é demonstrado no decorrer das discussdes deste
trabalho.

Alteracbes nas caracteristicas fisico-quimicas de Oleos vegetais podem ser
avaliadas por vérias técnicas, cada qual fornecendo informagfes importantes a respeito
das amostras em estudo, quase sempre relacionado-as com a integridade da estrutura
molecular dos triacilglicerdis que compdem os Oleos e informacBes a respeito de
possiveis estruturas formadas durante o processo degradativo, tais como perdxidos,
aldeidos, cetonas, acidos carboxilicos entre outros.”

Algumas das técnicas utilizadas envolvem alto custo, por exemplo, as que
empregam equipamentos sofisticados e, portando de dificil acesso a maioria dos
laboratorios, principalmente espectrometros de resson6ancia magnética nuclear. Outras
requerem grandes quantidades de amostra, como as titulagdes convencionais, que estdo
susceptiveis a erros devido a manipulacdo humana em grande parte da analise. Neste
contexto, surge como alternativa o uso das técnicas de espectroscopias moleculares, por
serem de custo relativamente baixo e consumirem poucos reagentes e amostra, sendo
possivel encontra-las disponiveis na maioria dos laboratorios de analise quimica,
principalmente a espectroscopia de absorcdo molecular, que ja é utilizada atualmente
para avaliar o estado de degradacéo de 6leos vegetais.® Esta técnica vem sendo aplicada
a Gleos de diferentes origens vegetais, a fim de estudar o seu comportamento frente a

matrizes diversificadas, sendo, portanto também um dos motivadores deste trabalho.

Os Oleos alteram suas propriedades de absorver radiacdo eletromagnética na
regido Uv-Vis durante um processo degradativo e, portanto, sugere alteracdes de
interacdo da radiacdo em outros niveis de energia, aqui estudados pela espectroscopia de
infravermelho. Esta técnica possibilita monitorar alteraces nas cadeias carbdnicas a
partir da mudanca de grupos funcionais e ligacdes quimicas formadas no processo de
degradacdo.” Outra técnica que vem sendo estudada é a espectroscopia de fluorescéncia
molecular, pois a degradacdo dos triacilglicerdis (TAG) e de antioxidantes naturais,

como carotendides e tocoferois, pode se avaliada através das caracteristicas de emissdo

® Ldbo, I.P.; Ferreira, S.L.C.; da Cruz, R.S. Quimica Nova. 32, 2009, 1596.

®Torres, M.; Martinez, M.; Pierluigi, P.; Albanese, M.; Nasjlet, A.; Maestri, D. J. Am. Qil
Chem. Soc. 88, 2011, 755-762.

"Tena, N.; Aparicio, R.; Garcia-Gonzéles, D.L. J. Agric. Food Chem. 57, 2009, 9997.

12
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destes compostos.? Portanto, neste trabalho, estas técnicas foram aplicadas no estudo da
termodegradacdo induzida das misturas dos dleos da Macauba.

8 Tena, N.: Aparicio, R.; Garcia-Gonzéles, D.L. Food Research International. 45, 2012, 103.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Monitorar e avaliar a degradagdo térmica de misturas dos 6leos da polpa e da
castanha da Macalba (Acrocomia aculeata) por espectroscopia molecular.

2.2 Objetivos Especificos

o Extrair os 0leos da polpa e da castanha dos frutos da Macauba coletados

no municipio de Dourados-MS;

o Degradar termicamente as misturas dos 6leos da polpa e da castanha;

o Realizar as analises de indice de Acidez das amostras degradadas;

o Utilizar as espectroscopias de absorcdo Uv-Vis, Fluorescéncia Molecular

e Infravermelho para monitorar o processo de degradacédo térmica.

14
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OLIVEIRA, I.P. Revisdo Bibliogréfica

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Macauba (Acrocomia aculeata) (Jacq.) Lodd

A Macauba, Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd, é uma palmeira tipica do cerrado
brasileiro, podendo ser encontrada nos estados de Sdo Paulo, Minas Gerais, Goias,
Tocantins, Bahia, Maranhdo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Piaui e o Distrito
Federal. Os frutos da Macalba sdo ricos em 6leos, sendo possivel extrai-los tanto da
polpa quanto da castanha, cada qual com caracteristicas bem particulares.?

A polpa do fruto da Macalba € composta principalmente por lipidios, fibras e
carboidratos, atingindo cerca de 85% da massa da polpa. A castanha apresenta
composicdo majoritaria de proteinas e lipideos, perfazendo cerca de 75% da massa,
sendo que a castanha contem maior quantidade de dleos do que a polpa. A agua

representa de 5 a 6% da massa tanto da polpa quanto da castanha.?

Os 0leos da polpa e da castanha possuem caracteristicas singulares tanto na sua
composicdo de acidos graxos quanto na presenca de compostos secundarios como a-
tocoferol e PB-caroteno. A polpa contém cerca de 73% da sua composicdo de acidos
graxos insaturados, principalmente o acido oléico (C18:1) e acido linoléico (C18:2),
que juntos totalizam cerca de 66% em massa. O acido saturado com maior concentragdo
é 0 &cido palmitico (C16:0), aproximadamente 24% da composi¢do. A castanha, ao
contrario da polpa, possui grandes quantidades de &cidos graxos saturados, perfazendo
um total de 60%. Comumente sdo encontrados o &cido laurico (C12:0), &cido miristico
(C14:0) e &cido palmitico que totalizam 50% de sua composi¢do em termos de acidos
graxos. A castanha também possui quantidades de &cido oléico, cerca de 36%.% A
Tabela 1 apresenta as composi¢fes quimicas dos acidos graxos presentes na polpa e na

castanha da Macauba.
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Tabela 1. Composicao percentual dos acidos graxos presentes na polpa e na castanha da

Macauba.
Acido Graxo Polpa Castanha
C8:0 Caprilico NI 3.37+0.06
C10:0 Caéprico NI 2.79+0.04
C12:0 Léurico 0.39+0.02 32.5840.23
C14:0 Miristico 0.38+0.01 9.21+0.04
C16:0 Palmitico 24.60+0.08 8.25+0.07
C16:1 Palmitoléico 4.27+0.03 NI
C18:0 Estearico 1.08+0.00 2.24+0.23
C18:1 Oléico 52.57+0.12 36.27+0.20
C18:2 Linoléico 13.08+0.04 3.82+0.01
C18:3 Linolénico 2.26+0.00 NI

Fonte: COIMBRA et al. (2011)* (NI) N&o Informado

3.2 Relevancia para a regiao

A Macauba ocorre preferencialmente em climas quentes e secos, tal como
encontrado no Estado do Mato Grosso do Sul. A regido sul deste estado, comumente
chamada “regidao da grande Dourados”, abriga quantidades notaveis desta palmeira,

sendo facilmente observaveis a beira das rodovias e dispersas em campos de pastagens.

A Macalba é uma das plantas com maior potencial de producdo de 0leo ja
observado. Nos Ultimos anos varios setores tém trabalhado para consolidar esta
palmeira como uma espécie oleaginosa no Brasil, tais como empresas, 0rgaos
governamentais e instituicbes de pesquisa.’ Esta palmeira é interessante sob vérios
aspectos, um deles é o grande potencial oleaginoso dos frutos desta planta, podendo
chegar a uma producdo, em massa de 6leo por hectare, dez vezes maior se comparado
com oleaginosas tradicionais como a soja.’ Por ser uma espécie nativa pode ser utilizada

tanto para a recuperacdo de areas de reserva legal, como em éareas de preservacao

® Ministério de Minas e Energia
<www.mme.gov.br/spg/menu/publicacoes.html> acesso em 02/10/2012.
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permanente. O cultivo desta palmeira, portanto, seria interessante em &reas rurais que
possuam este passivo ambiental. Vale ressaltar que o estado do Mato Grosso do Sul

possui uma economia baseada na agricultura e pecuéria.

O governo federal tem mostrado interesse no cultivo da Macalba, visando o
Programa Nacional de Producdo e Uso de Biodiesel/PNPB. Alguns governos estaduais
também tém instituidos politicas de incentivos ao cultivo, a extracdo, a comercializacéo,
ao consumo e a transformacdo da Macalba, como fez o Estado de Minas Gerais atraves
da Lei Pr6-Macatba 19.485 de 13 de janeiro de 2011.'° Outras areas da indUstria
podem vir a ter interesse nestes 0leos tais como alimenticia, cosmética e farmacoldgica,

ndo somente a de bioenergia.

Outro aspecto que torna a Macauba tdo atraente € a possibilidade de cultivo em
pequenas areas juntamente com outras plantagfes, possibilitando a participacdo da
agricultura familiar, pois exige méo-de-obra ao longo de todo ano, gerando renda,
trabalho e inclusdo social com producdo de matérias-primas de forma sustentavel. Além
disso, o cultivo da Macauba ndo compete com a producéo de alimentos, uma vez que as

areas de plantio podem ser utilizadas normalmente na cultura tradicional de alimentos.*

3.3 Avaliacdo da qualidade de 6leos vegetais.

Os 0leos vegetais quando sdo submetidos a longos periodos de armazenagem
sob condicbes inadequadas, tais como incidéncia de luz ou temperaturas elevadas,
alteraram suas caracteristicas fisico-quimicas iniciais. Estas alteraces podem ser
observadas a partir de diversas técnicas analiticas, cada qual fornecendo informacGes

especificas a respeito da qualidade do 6leo naquele momento.

Os triacilglicerdis sdo os maiores constituintes de 6leos vegetais, que tambem

podem possuir antioxidantes naturais, como o0s carotendides e tocoferdis. As moléculas

19 Brasil, Minas Gerais. Lei N° 19.485, 13 de janeiro de 2011. DOE-MG 14/01/2011 N° 9, p.2.
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de triacilglicerois, Figura 1, sdo formadas a partir da unido de uma molécula de glicerol

e trés moléculas de 4cidos graxos.***?

O

CHZ_O_lcl:v\/\/\/\/\AC Lé.uriCO
0 '
I Ac. Oléico

| Ac. Linoléico

NS U e e P N
Fonte: SILVA et al. (1999)*

Figura 1. Molécula de Triacilglicerol, formada pela unido de uma molécula de glicerol

a trés moléculas de acidos graxos.

Os triacilglicerois podem sofrer hidrolise formando os diacilglicerdis,
monoacilglicerdis e glicerol, liberando os &cidos graxos correspondentes. Acidos
organicos também podem ser formados através da reacdo das duplas ligacGes contidas
nas cadeias carbdnicas dos prdprios acidos com o ar atmosférico. Portanto, se o foco de
interesse sdo 0s acidos graxos com insaturacdes, especialmente os acidos linoléico e
linolénico, estes vdo se degradando com o tempo, tornando o dleo indesejavel. Oleos
que possuem quantidades altas de acidos graxos livres podem danificar seus recipientes
de transporte e armazenagem, especialmente se forem de carater metalico. O parametro
utilizado para quantificar estes &cidos graxos formados é o Indice de Acidez das
amostras de 6leo, que é definido como a quantidade de hidroxido de potassio necessaria
para neutralizar 1,0g de 6leo. Portanto, é importante que os 6leos sejam armazenados
com a menor quantidade de &gua possivel, ndo ter contato com o ar atmosférico,
temperaturas elevadas e incidéncia de luz, a fim de garantir a integridade dos

triacilgliceréis.™

11 Neff, W.E.; Selke, E.; Mounts, T.L.: Rinsch, E.N.; Zeitoun, M.A.M. Journal of the
American Oil Chemists Society. 69, 1992, 111-118.

12 Silva, F.A.M.; Borges, M.F.M.; Ferreira, M.A. Quimica Nova. 22, 1999, 94.

3 Aricetti, J.A.; Tubino, M. Fuel. 95, 2012, 659-661.
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3.4 Os Carotenoides e Tocoferois

Os carotendides sdo hidrocarbonetos de cadeia carbdnica longa com diversas
insaturacdes e estdo presentes em uma série de frutas, hortalicas e plantas, sendo o
principal responsavel pela coloracdo destes, que normalmente é laranja-avermelhado.
Os tocoferois, também denominados vitamina E, possuem estrutura molecular diferente
aos carotendides, porém apresentam também propriedades antioxidantes.'* Ha algum
tempo a comunidade cientifica de diversas areas vem estudando as propriedades
antioxidantes destes compostos e tentando entender a sua importancia na natureza,
assim como buscar aplicagdes variadas. As estruturas do a-Tocoferol e do B-Caroteno

podem ser visualizadas na Figura 2.>1°

B-Caroteno

a-Tocoferol

Fonte: RODRIGUEZ-AMAYA (2001)**; VIDAL (2001)*°

Figura 2. Estrutura molecular do p-Caroteno e a-Tocoferol.

Estas duas classes de antioxidantes naturais estdo presentes nos frutos da
Macalba, especificamente o o-tocoferol e o B-caroteno, sendo que as quantidades

destes compostos na polpa é consideravelmente alta (Tabela 2) cerca de 300mg.kg™ de

¥ Cerqueira, F.M.; Medeiros, M.H.G.; Augusto, O. Quimica Nova. 30, 2007, 441.

> Rodriguez-Amaya, D.B. A guide to carotenoid analysis in foods. ISBN 1-57881-072-8,
2001.

1® Vidal, B. Chem. Pap. 55, 2001, 7.
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carotendides e 212mg.kg™ de tocoferdis. A castanha possui uma pequena quantidade de

tocoferdis, aproximadamente 23mg.kg™, e concentragdo desprezivel de carotenos.**

Tabela 2. Composicéo de carotendides e tocoferdis presentes na polpa e na castanha da

Macauba.
Composto (mg/kg) Polpa Castanha
Carotendides Total 300.01+2.29 1.82+0.04
Tocoferois Total 212.95+0.64 23.10+0.01
a-Tocoferol 143.70+1.13 14.35+0.07
B-Tocoferol 3.25+0.21 0.85+0.07
y-Tocoferol 57.85+0.35 ND
d-Tocoferol 8.15+0.07 7.90£0.00
Fonte: COIMBRA et al. (2011)° (ND) N&o Detectado

3.5 Indice de Acidez

O indice de Acidez é um procedimento analitico classico, pois é baseado na
titulacdo, técnica ha muito tempo empregada na area da quimica analitica. Nesta técnica
o0 analista detecta o ponto de viragem através de um dos sentidos, a visdo. Atualmente
sdo utilizados sistemas eletroanaliticos na identificacdo dos pontos de viragem,
chamados tituladores potenciométricos, de forma que eletrodos sdo utilizados e
identificam a quantidade de hidroxido de potassio utilizada de forma automatizada,
permitindo uma freqiiéncia analitica maior e analises mais precisa. No entanto, em
ambos 0s casos, ha a necessidade do uso do hidroxido de potédssio como reagente
titulante, além de requerer quantidades significativas de amostras, cerca de dois gramas

por analise.”

Este indice nos informa sobre os compostos acidos presentes na amostra, como
acidos graxo livres e os acidos organicos formados durante o processo. Duas reacGes
podem ocorrer durante uma oxidacdo degradativa levando a formacdo de A&cidos

organicos e conseqlientemente aumentando o indice de acidez. A primeira é a hidrélise
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dos triacilglicerdis, liberando o &cido graxo correspondente e formando, diacilglicerol,
monoacilglicerol e glicerol, a medida que a hidrdlise se processa. Outra possivel reacdo
refere-se as reacBes nas duplas ligagdes das cadeias carbOnicas dos &cidos graxos. O
oxigénio, principalmente em seu estado singlete, reage de forma radicalar quebrando
estas cadeias e formando grupos organicos oxidados, como aldeidos, cetonas e acidos

carboxilicos, conforme ilustra a Figura 3."2

OH

H,0 T HIDROLISE

0, l OXIDACAO

HIDROCARBONETOS, ALDEIDOS, CETONAS E ACIDO CARBOXILICO
Fonte: ARICETTI et al. (2012)"

Figura 3. Reacdo de hidrélise das moléculas de &cido graxo com formacao de acidos
graxos livres e formacdo de &cidos carboxilicos a partir da oxidacdo nas

duplas ligagdes das cadeias carbdnicas, além de aldeidos e cetonas.

3.6 Espectroscopias de Absorcdo Molecular Uv-Vis, Infravermelho e Fluorescéncia

A espectroscopia de absor¢do molecular ultravioleta-visivel e a espectroscopia
de fluorescéncia molecular tém sido empregadas para avaliar a qualidade de Oleos
vegetais de uma grande variedade de fontes.’*®%4 2" Estas técnicas possuem grandes
vantagens em relacdo aos métodos classicos, tais como: menor consumo de reagentes,
alta sensibilidade, baixos limites de deteccdo e quantificacdo, alta freqiiéncia analitica
entre outras. Porém, ainda ndo sdo empregadas como metodologias padrdo de

monitoramento da qualidade de 6leos.
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Uma caracteristica importante que os 0leos apresentam a medida que sofrem
oxidacdo é de aumentar a capacidade de absorver a radiacdo eletromagnética,
especificamente em 232nm e 270nm." Estes comprimentos de onda referem-se as
transicOes eletronicas dos elétrons dos orbitais ligantes para os orbitais antiligantes das
duplas conjugadas e cetonas o-insaturadas, formadas nos estagios inicial e final da

13,18

degradacgéo, respectivamente , Figura 4. Portanto, a espectroscopia de absorgéo

molecular apresenta-se como uma ferramenta interessante do ponto de vista do
monitoramento da qualidade de 6leos, especialmente por apresentar absorcdo de luz em
dois comprimentos de onda caracteristicos.

R' R R' R R'
o - = 1S
> . - S— o
X = RH X = N A R

R R' °0, R R R R'
L/-\)/ 5 j\/\)/ ' L/\/[ ¢

R — +
SERS s -(R*) HOO NG Xy OOH XN =

ABSORBANCIA 232nm

R R R R °0, R -
J R P
HOO™ A NF HOO” N "So0r  -R) oo ~F OOR
OOH

ABSORBANCIA 270nm
R R' R R
o C
Hoo]\/a{/%go'2 — | HOO"F | o + RO + 'OH
(e}
“OH O
C

Fonte: Dantas et al (2011)*

Figura 4. Reacbes de degradacdo das cadeias carb6nicas de &cidos graxos e formacéo
de dienos conjugados e compostos carbonilados, responsaveis por

absorverem luz em regibes especificas.

7 Cafiizares-Macias, M.P.; Garcia-Mesa, J.A.; Luque de Castro, M.D. Analytica Chimica
Acta. 502, 2004, 161-166.

'8 Dantas, M.B.; Albuquerque, A.R.; Barros, A.K.; Rodrigues Filho, M.G.; Antoniosi Filho,
N.R.; Sinfrénio, F.S.M.; Rosenhaim, R.; Soledade, L.E.B.; Santos, I.M.G.; Souza, A.G. Fuel,
90, 2011, 773-778.
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A absorbéncia em 232 e 270nm é utilizada atualmente como paradmetro auxiliar
na avaliacdo da qualidade de Oleos vegetais. Sabe-se, porém, que além da alteracdo no
comportamento na absor¢do da luz por uma amostra de 6leo durante o processo de
degradacéo, observam-se também mudancgas nas emissdes da radiacdo. Isto pode ser

monitorado através da espectroscopia de fluorescéncia molecular.**%°

Para o 6leo de oliva hd um deslocamento no pico maximo de fluorescéncia
molecular, inicialmente emitindo radiacdo em 330nm e depois da degradacdo emitindo
entre 420 a 440nm.*® Este comportamento pode ser avaliado em outros 6leos, a fim de
observar a possibilidade de monitorar a qualidade dos mesmos.

Outro aspecto interessante a respeito da espectroscopia de fluorescéncia
molecular € a possibilidade de construir graficos em trés eixos, excitagdo-emissado-
intensidade, os quais possibilitam atribuir uma identidade para cada 0leo. Desta forma
pode-se pressupor qual a origem de um determinado 0Oleo, ou seja, sua fonte vegetal,

uma vez que cada 6leo possui composicao quimica prépria.?

Neste contexto, as espectroscopias de absorcdo e fluorescéncia molecular
apresentam-se como ferramentas interessantes no monitoramento da qualidade de 0leos
ricos em tocoferdis e carotendides, como é o caso da Macauba, pois estes compostos
absorvem e emitem energia em comprimentos de ondas especificos.Erro! Indicador n3o
definido.?* Por possuirem duplas ligagBes conjugadas, estes compostos reagem com 0s
radicais formados durante o processo de degradacdo, impedindo que os &cidos graxos
sejam degradados, o que Ihes confere caracteristica antioxidante. Nesse processo de
degradacdo as estruturas dos tocoferdis e dos carotendides sdo alteradas, sendo possivel

observa-las a partir das espectroscopias de absorcdo e fluorescéncia molecular.

Os processos de degradacdo, como demonstrado anteriormente na Figura 4,

envolvem o deslocamento de duplas ligactes e formacdo de carbonilas (C=0). Espera-

¥ Tena, N.; Garcia-Gonzales, D.L.; Aparicio, R. J. Agric. Food Chem. 57, 2009, 10505-10511.
2 gjkorska, E.; Gorecki, T.; Khmelinskii, 1.V.; Sikorski, M.: Koziol, J. Food Chemistry. 89,
2005, 217-225.

! Romero, N.; Robert, P.; Masson, L.; Ortiz, J.; Gonzales, K.; Tapia, K.; Dobaganes, C. Food
Chemistry. 104, 2007, 383-389.

%2 Gimeno, E.; Calero, E.; Castellote, A.l.,;; Lamuela-Ravent6s, R.M.; Torre, M.C.; Lopez-
Sabater, M.C. J. Chromatogr. A. 881, 2000, 255-259.
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se que alterac6es no perfil do espectro de absor¢do no infravermelho sejam observadas a

medida que as amostras de 6leos sofrem oxidacéo.

De fato, no estudo do processo degradativo de 6leo de oliva, observa-se
diminuicdo na porcentagem de transmitancia na regido de 970 e 990cm™, referente a
vibracBes isoladas e conjugadas de duplas ligagdes.” Esta técnica também pode ser
utilizada para avaliar o processo degradativo através da observacdo do aparecimento de
grupos hidroxilas, referente a formacéo de hidroperoxidos, que pode ser observada em
3410cm™, e o desaparecimento de banda proxima a 3125cm™, que é indicativo da
substituicdo de oxigénio em dupla ligacdo por radical livre. Além disso, aparecimento
de bandas préximas a 1750cm™ referente ao estiramento da ligacdo C=0, devido a

formacéo de aldeidos cetonas ou 4cidos carboxilicos.'**®

As espectroscopias de absorcdo molecular Uv-Vis, infravermelho e a
fluorescéncia estdo sendo utilizadas para monitorar a degradacdo térmica de Oleos
vegetais de diferentes origens, e fornecer informagdes sobre a composi¢do quimica em
termos de estruturas que os compdem. Neste contexto, este trabalho aplica estas trés
técnicas espectroscopicas a fim de avaliar o comportamento da interacdo da radiacao
eletromagnética em diferentes niveis com as amostras de 6leo da Macauba em estudo.
Ao mesmo tempo se estudara a influéncia do 6leo da polpa, com seus compostos
secundarios, especificamente os antioxidantes naturais, no processo de degradagédo

térmica induzido, quando adicionado ao 6leo da castanha deste mesmo fruto.

% Hamilton, R.J.; Rossel, J.B.; Hudson, B.J.F.; Loliger, J. Rancidity in Foods. Ed. Applied
Science Publishers LTD. London, 1983.
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4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1 Materiais e Equipamentos

o

Aparador de galhos tipo “podao’;

Freezer convencional Consul® (-5°C);

Balanca Analitica (Bioprecisa® FA 2104N)

Estufa com circulagdo de ar (Sterilifer® SXCR42);
Liquidificador industrial (Becker® LTB-4);

Extratores tipo Sohxlet;

Evaporador rotativo (Fisatom® 803);

Bomba de véacuo (Fanem® 089-CAL);

Espectrometro de Absorcdo Molecular Uv-Vis (Varian® Cary 50);
Espectrometro de Fluorescéncia Molecular (Varian® Cary 50);
Espectrometro de Infravermelho (JASCO® FT-IR 4100);

4.2 Reagentes

Hexano P.A. (Proquimios®);

Hexano grau espectroscpico (Vetec® > 99%)
a-Tocoferol (Sigma-Aldrich® > 96%)
B-Caroteno (Sigma-Aldrich® > 93%)

Sulfato de Magnésio anidro P.A. (Dinamica®)
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4.3 Métodos

Os procedimentos experimentais realizados nesse trabalho estdo sumarizados no
esquema abaixo (Figura 5). Observa-se que é possivel obter quatro produtos dos frutos
da Macauba, sendo utilizados apenas dois neste trabalho, a polpa e a castanha.

l l l l

Subproduto: Produto de interesse: Produto de interesse: Subproduto:
casca superficial polpa castanha casca interna

Preparo e degradacio
das Misturas PX

Espectroscopia de Espectroscopia de Espectroscopia de
Absor¢io Uv-Vis Fluorescéncia Infravermelho

Fonte: Oliveira, I.P. (2013)

Indice de Acidez

Figura 5. Fluxograma das etapas envolvidas no estudo da degradacdo térmica das
misturas PX dos 6leos da Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd, onde X € a

porcentagem em massa de 6leo da polpa adicionado no éleo da castanha.
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4.3.1 Coleta dos Frutos

Os frutos da Macauba foram coletados na regido do Panambi, distrito da cidade
de Dourados-MS, por apresentar grande ocorréncia desta palmeira. Os frutos foram
coletados na primeira quinzena do més de fevereiro de 2012, época em que os frutos
encontraram-se maduros. Os cachos foram retirados com auxilio de um podador de
arvores tipo “podao” e dispostos em sacos para o transporte até a Universidade. Em
seguida os frutos foram lavados para a retirada de sujeiras aderidas na casca e, entdo

armazenadas em sacos plasticos em freezer a -5°C até o momento da extracdo dos 6leos.

4.3.2 Extracdo dos Oleos

Depois de lavados os frutos foram descascados e armazenados em freezer até o
momento de despolpa-los. A Figura 2 ilustra os frutos e as cascas, respectivamente. A
etapa de retirada da polpa também foi realizada de forma manual com auxilio de facas.
Tentou-se retirar 0 maximo possivel da polpa, porém houve pequenas perdas, como

pode ser observado na Figura 6.

Apos a retirada da polpa da Macauba, realizou-se a quebra das castanhas com
martelo e morsa, também de forma manual. Com a polpa e a castanha disponiveis
realizou-se a secagem das amostras em estufa a 60°C por aproximadamente 14h, a fim
de retirar a agua que, em altas concentracfes, favorece reacdes de hidrdlise dos

triacilglicerois presentes nas amostras.
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Fonte: Oliveira, I.P. (2012)

Figura 6. Frutos da Macauba descascados (a); cascas (b); polpa (c) e castanha (d).

Com as amostras de polpa e castanha devidamente secas, realizou-se a trituracédo
em liquidificador. Duas por¢des de 2509, devidamente pesadas para calculo do
rendimento, foram submetidas a extracdo em dois extratores Sohxlet, por cerca de 4
horas e meia.?* Para cada extrator utilizou-se cerca de 500mL de hexano. Na Figura 7

observa-se o liquidificador industrial e o sistema Sohxlet.

% Almeida, P.P.; Mezzomo, N.; Ferreira, S.R.S. Food Bioprocess Technol. 5, 2012, 548-559.
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Fonte: Oliveira, I.P. (2012)

Figura 7. (a) Liquidificador industrial e (b) extratores tipo Sohxlet.

Ap0s as extracdes dos 0Oleos, retirou-se o solvente com auxilio de um evaporador
rotativo, com banho a 50°C e variando-se a rotacdo de 25 a 70 rpm, com vacuo de 200 a
600 mmHg. As massas de Oleo obtidas em todas as extragdes foram devidamente

pesadas para calculo do rendimento.

4.3.3 Preparo e Degradacdo das Amostras

Com os 0leos da polpa e da castanha extraidos, realizaram-se as misturas dos
dois 6leos, perfazendo as misturas PX, sendo X a porcentagem em massa de Oleo de
polpa adicionado no 6leo da castanha. Desta forma, obtiveram-se seis amostras sendo

quatro misturas e dois 6éleos puros, onde PO é éleo da castanha e P100 6leo da polpa.
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Portanto, as amostras preparadas foram: PO, P10, P25, P50, P75 e P100 e s&o ilustradas
na Figura 8.

Fonte: Oliveira, I.P.

Figura 8. Amostras, PO, P10, P25, P50, P75 e P100, respectivamente.

As amostras foram submetidas a degradacéo térmica a 110°C em estufa, por um
periodo de 0 a 144h, coletando-se amostras em periodos de 24h, obtendo-se os pontos 0,
24, 48, 72, 96, 120 e 144h, gerando um total de 42 amostras, que foram submetidas as

andlises de interesse.

4.3.4 indice de Acidez

A variacdo do indice de acidez durante o periodo de degradacdo foi avaliado
através da titulometria classica, seguindo o método oficial AOAC 940.28 (Association
of Official Analytical Chemists). Em trés erlenmeyers foram adicionados 2,0g de
amostra (anotando-se exatamente a massa), 25mL de solugéo éter etilico:alcool etilico

(2:1) e duas gotas do indicador fenolftaleina. As amostras foram entdo tituladas com
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hidréxido de potassio 0,1N, devidamente padronizada, até o aparecimento da coloracdo
rosea, observada por 30 segundos.

Os valores do indice de acidez foram calculados usando-se a equagédo abaixo:

V.N.f.5,61
A=——-—
ma

onde:

I.A. : Indice de Acidez em mgKOH/g de amostra de 6leo
V : volume em mL gasto da solu¢do de KOH 0,1N.

N : normalidade do KOH 0,1N

f : fator de correcéo da solucdo de KOH 0,1N.

m, : massa de amostra de 6leo em gramas.

4.3.5 Espectroscopia de Absorcao molecular na regido Ultravioleta-Visivel

Para as analises de espectroscopia de absor¢do molecular na regido ultravioleta-
visivel, as amostras e os padrdes de o-Tocoferol e B-Caroteno foram diluidos em
hexano grau espectroscépico. Trabalhou-se com duas concentra¢es 0,04% (m/v) e
0,75% (m/v), a fim de melhor estudar as absorcGes de luz em dois comprimentos de
onda, A, 232nm e 270nm, que fornecem informacdes sobre o estado de degradacédo de

6leos.®! Estas concentracdes foram utilizadas tendo como referéncia a Lei de Lambert-
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Beer, que estabelece a relacdo direta entre absorcdo de luz e concentracdo do analito,

limitando as absorbancias entre 0e 1.2>%

As medidas foram realizadas em um espectrémetro localizado no Laboratério de
Espectroscopia e Cromatografia Aplicada, da Faculdade de Ciéncias Exatas e
Tecnologia da Universidade Federal da Grande Dourados, utilizando-se cela de quartzo
de 1,0cm de espessura e varredura de 200nm a 800nm.

4.3.6 Espectroscopia de Fluorescéncia Molecular

Nas analises por espectroscopia de fluorescéncia molecular, as amostras e 0s
padrdes de a-Tocoferol e B-Caroteno foram diluidos em hexano grau espectroscopico.
A concentracdo ideal das amostras para o trabalho foi estabelecida através de um estudo
de concentragdes, fixando-se em 1,50% (m/v), a fim de melhor estudar as emissdes de
luz em trés comprimentos de onda, A, 324nm, 520nm e 324nm, que fornecem

informac®es sobre o estado de degradaco de 6leos.**%*

Utilizou-se um espectrofluorimetro disponivel no Laboratério de Otica, da
Faculdade de Ciéncias Exatas e Tecnologia da Universidade Federal da Grande
Dourados, empregando-se cela de quartzo de 1,0cm de espessura e varredura com
excitacdo de 200 a 600nm e emissdo de 210 a 800nm, fendas de excitacdo e emissdo de

5,0nm paras as amostras e a-Tocoferol e fendas de 10nm para o B-Caroteno.

» Skoog, D.A.; West, D.M.; Holler, F.J.; Crouch, S.R. Fundamentos de Quimica Analitica.
Sé&o Paulo, Thomson Learning, 2006.

*¢ Pavia, D.L.; Lampman, G.M.; Kriz, G.S. Introduction to spectroscopy. Bellingham, 2009.

? Cheikhousman, R.; Zude, M.; Bouveresse, D.J.R.; Léger, C.L.; Rutledge, D.N.; Birlouez-
Aragon, I. Anal. Bioanal. Chem. 382, 2005, 1438-1443.
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4.3.7 Espectroscopia de Absorcao Molecular no Infravermelho

Os padrdes de a-Tocoferol e B-Caroteno e as amostras ndo foram diluidos para a
obtencdo dos espectros, que sdo aqui apresentados em termos de % de transmissao

versus nimero de onda, 7.%2°

Utilizou-se um espectrometro localizado no Laboratorio de Otica, da Faculdade
de Ciéncias Exatas e Tecnologia da Universidade Federal da Grande Dourados, com
nitrogénio como gas de purga e acessorio ATR (Attenuated Total Reflectance).
varredura de 4000 a 500cm™ e resolucdo de 4,0cm™, para as obtencdo dos espectros dos
padrdes e das amostras.

?® Stuart, B. Infrared Spectroscopy: Fundamentals and Applications. New York, Wiley-
VCH, 2004.

 Silvertein, R.M.; Webster, F.X.; Kiemle, D.J. Spectrometric Identification of Organic
Compounds. New York, Wiley-VCH, 2005.

33



Capitulo V

Resultados e Discussoes




OLIVEIRA, I.P. Resultados e Discussoes

5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Extracéo dos 6leos da Macauba

Os rendimentos dos 6leos extraidos da polpa da Macalba apresentaram
consideravel variacdo em relacdo ao rendimento do 6leo obtido da castanha deste fruto.
O rendimento do 6leo da castanha foi percentualmente maior que o da polpa, ou seja,
obteve-se um rendimento (m/m) de 39+4% para o0 6leo da castanha e de 31+3% para o
0leo da polpa. Entretanto, em valores absolutos, obteve-se maior massa de dleo da polpa
na totalidade de frutos usados na extracao.

O oleo da polpa contém, além dos triacilglicerois, quantidades significativas de
outros compostos secundarios, tais como carotendides e tocoferdis, que sdo extraidos
juntamente com o 6leo e, portanto, fazem parte do calculo do rendimento da extragdo. A
presenca destes compostos, especificamente os carotenoides, atribui ao 6leo da polpa
coloracdo laranja-vermelha bem intensa, que pode ser observado na amostra P100 da

Figura 8.

5.2 Indice de acidez

Os valores observados para o indice de acidez aumentam com 0 aumento no teor
de 6leo da polpa na amostra e este aumento € linear (Figura 9). No estagio inicial (Oh de
degradacdo) o 6leo da castanha (P0) apresenta um indice préximo a 0,04 mgKOH/g e o

6leo da polpa (P100) indice de 0,40 mgKOH/g, cerca de dez vezes maior.

Um dos motivos do aumento do indice de acidez deve-se ao fato dos
triacilglicerois sofrerem hidrélise, formando acidos graxos livres e liberando o glicerol.
A hidrolise pode ocorrer de diversas formas, sendo que uma possibilidade é o fruto
conter naturalmente enzimas que realizam estas reacGes. Outra forma de acidos

organicos serem formados € a partir de reacdes radicalares, sendo que a cadeia dos
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triacilglicer6is que contém insaturagdes formam hidroperoxidos organicos,
possibilitando a formacdo de aldeidos, que sdo finalmente oxidados a &cidos
carboxilicos®% O fato de a polpa estar mais exposta ao ar atmosférico e a umidade do
que a castanha e por apresentar maiores quantidades de acidos graxos insaturados, pode

explicar os valores mais altos no indice de acidez.

0,5
| y=0,0261 + 0,0040x
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Figura 9. Valores absolutos de indice de acidez das misturas PX de éleos da Macauba,
ndo submetidas a degradacéo térmica. X = % de Oleo da polpa presente na

mistura (PO = 6leo da castanha; p100 = 6leo da polpa).

Quando as misturas sdo submetidas a degradacdo térmica observa-se que ha um
aumento significativo no indice de acidez em relacdo a seus valores iniciais,
principalmente quando a amostra se aproxima da composicdo quimica do Oleo da

castanha (P0). A Figura 10 mostra que o indice de acidez do 6leo castanha, ao término

¥ Velasco, J.; Marmesat, S.; Marquez-Ruiz, G.; Dobarganes, M.C. Eur. J. Lipid Sci. Technol.
106, 2004, 728-735.
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do processo de degradacdo, aumenta cerca de 17 vezes o seu valor inicial, enquanto que
o indice do 6leo da polpa (P100) apenas duplica.

18 18 18
15 PO 15 P10 15 P25
12 12 12
9 9 9
6 6
3 :»—o‘q/q/"// 3 }4/1—»/

0 0
0 24 48 72 96 120 144 0 24 48 72 96 120144 0 24 48 72 96 120 144

Indice de Acidez Relativo (1A¢/1Ag)

18 18 18
15 P50 15 P75 15 P100
12 12 12
9 9 9
6 6 6
' ’ HM 5 o—o——ff°—f’/°/° 3
0 0 0 o9 o o o

0 24 48 72 96 120 144 0 24 48 72 96 120144 0 24 48 72 96 120 144

Tempo (h)

Figura 10. indice de acide relativo das misturas PX de 6leos da Macatba, durante a
degradacéo térmica, com seus respectivos indices de acidez iniciais. (1A;:

indice de acidez no tempo t; A, : indice de acidez inicial, t igual a Oh).

Observa-se um comportamento intermediario para as misturas PX, sendo que a
h& uma queda consideravel no indice de acidez da amostra P10 durante o processo de
degradacdo, observando-se aumento no indice de acidez a partir de 96h. O
comportamento desta amostra sugere que a adi¢cdo de pequenas quantidades do 6leo da
polpa no 6leo da castanha pode aumentar seu indice de acidez inicial, Figura 10, porém
possibilita manter este indice por um tempo maior. A manutencdo do indice de acidez
inicial das amostras de P10 a P100, provavelmente, deve-se a presenca dos
antioxidantes naturais, como 0s carotenoides e tocoferois, que reagem com os radicais

formados durante o processo de oxidagdo, evitando a formacéo de &cidos carboxilicos.
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Com isto, podemos deduzir que as cadeias carbdnicas dos triacilglicerdis sofrem menos
ataque radicalar devido a presenca destes compostos, ou seja, a integridade das

insaturacdes sdo mantidas.

5.3 Espectroscopia de Absorgdo Molecular Uv-Vis

5.3.1 Padrdes de a-Tocoferol e B-Caroteno

A absorcdo de radiacdo eletromagnética dos padrdes de a-Tocoferol e do
[3-Caroteno ocorre em regifes que sdo evidenciadas na Figura 11. O a-Tocoferol
absorve radiacdes com comprimentos de onda que variam de 200 a 235nm e de 270 a
310nm, com pico maximo de absor¢cdo em 212nm, possivelmente devido as transicdes
o—m*. O pico de absor¢do em 295nm refere-se as transi¢oes n—n* das duplas ligacdes
do anel benzénico.*! O B-Caroteno absorve radiacdes em duas regides distintas, de 250
a 290nm, provavelmente devido as transi¢cbes c—m*, e de 370 a 505nm. O pico maximo
de absorcéo do p-Caroteno é observado em aproximadamente 445nm, esta absorcao é
devida as transi¢des n—mn* caracteristica de alcenos. H4 um grande deslocamento para
comprimentos de onda maiores, efeito batocromico, devido a grande quantidade de
duplas conjugadas, que faz os orbitais de maior energia (HOMO) e menor energia
(LUMO) se aproximarem.®? De fato, utilizam-se duas regides para quantificar estes

compostos, 295nm para o-Tocoferol e acima de 445nm para o p-Caroteno.?#*

O Oleo da castanha (P0) apresentou absorcdo de radiacdo abaixo de 240nm
justamente na regido de absor¢do do a-Tocoferol, evidenciando a presenca deste
composto. Ja o 6leo da polpa (P100) absorveu radiacdo nas regides do -Caroteno e do

a-Tocoferol, devido a presenca destes compostos em quantidades significativas.?”

%L Li, X.Y.; Hu, C.X.; Li, M.L.; Liu, Z.G. Journal of Molecular Structure. 674, 2004, 257-
266.

% DeCoster, B.; Christensen, R.L.; Gebhard, R.; Lugtenburg, J.; Farhoosh, R.; Frank, H.A.
Biochimica Biophysica Acta. 1102, 1992, 107-114.

¥ Garcia, G.N.; Alvarado, L.b.; Aguilar, R.P.; Garcia, J.A. Journal of Food Composition and
Analysis. 17, 2004, 699-706.
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Observa-se também que a absorcao de radiacdo pelo 6leo da polpa entre 300 a 400nm é
alta, diferentemente dos padrbes. Isto provavelmente deve-se a presenca de &cidos
graxos insaturados, tais como linoléico e linolénico e suas interages com 0s

carotenoides e tocoferois.
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Figura 11. Absorcdo dos padrbes a-Tocoferol e B-Caroteno e amostras do 6leo da
polpa (P100 Oh) e da castanha (PO Oh) da Macauba antes da degradacéo
térmica. Varredura de 200 a 350nm (a) e de 315 a 600 nm (b).
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5.3.2 Oleos da polpa e castanha da Macatba submetidas a degradacéo

térmica.

As cadeias carbdnicas dos triacilglicerdis quando sofrem oxidagdo apresentam
absorcdo de radiagdo em dois comprimentos de onda caracteristicos, em 232nm e
270nm. Cada comprimento de onda refere-se a modificagdes nas estruturas dos
triacilglicer6is ou formacdo de novas moléculas. Em estagio inicial de degradacdo ha
aumento na absor¢do em 232nm e no final do processo, com formagdo de compostos

mais oxidados, hé4 aumento na absorgdo em 270nm.*%*

A absorcdo em 232nm ocorre devido a formacdo de dienos conjugados a partir
da degradacdo dos &cidos oléico, linoleico e linolénico. A conjugacdo das duplas
ligacGes favorece o efeito batocromico e, possivelmente, faz com que as transicoes

n—7* ocorram com comprimento de onda da ordem de 232nm.

A absorbancia em 270nm refere-se a compostos oxidados, como aldeidos e
cetonas insaturados, onde as transi¢des n—7n* podem ocorrer, pois 0 oxigénio ligado na
estrutura carbonica pode transferir elétrons para os orbitais ©* das duplas ligagdes.
Como estas transicdes envolvem quantidades menores de energia, observamos as

transicdes em 270nm.

Na Figura 12 observa-se que as misturas PX em Oh a 0,04% (m/v) absorvem
pouca radiacdo em 232nm, informando que mesmo variando-se a porcentagem do 6leo
da polpa no 6leo da castanha, a absor¢do neste comprimento de onda nédo teve grandes
alteracdes. O mesmo ndo é observado para as leituras das amostras em Oh a 0,75%
(m/v). Observa-se que com o aumento da porcentagem do dleo da polpa no 6leo da
castanha, de PO a P100, hd um aumento na absorcdo de radia¢cdo com o comprimento de
onda em 270nm. Isto possivelmente deve-se ao fato da contribuicdo dos antioxidantes
naturalmente presentes na polpa e que absorvem justamente nesta regido como pode ser

observado na Figura 11.
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Figura 12. Valores absolutos de absorbancia em (a) 232nm e (b) 270nm, das misturas

PX de 6leos da Macauba em Oh, nas concentracdes de 0,04% e 0,75% (m/v),

respectivamente.

A medida que as misturas PX sofrem o processo de degradacdo observa-se

aumento das absorcOes em 232 e 270nm. Este aumento em relagdo aos valores iniciais
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de absorbancias pode ser observado na Figura 13. Verifica-se que as misturas com
percentual baixo de 6leo da polpa aumentam mais intensamente suas absorbancias e em
periodos menores de degradacdo. Podemos ver isto comparando valores obtidos para PO
e P100. Em 232nm o 6leo da castanha puro (P0O), aumenta bruscamente a absorcao de
radiacdo, sugerindo a formacdo de dienos conjugados imediatamente apds o inicio da
degradacédo térmica. O 6leo da polpa puro (P100) mantém a absor¢do de radiacdo por
cerca de 72h e, entdo, somente a partir deste periodo verifica-se aumento na absorcéo de
luz. Comportamentos intermediarios sdo observados para as misturas PX, sugerindo que
a quantidade de antioxidantes naturais influencia na formagdo de dienos conjugados e
consequentemente alterando a absorgdo em 232nm.
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Figura 13. Absorbancias relativas em 232nm e 270nm das misturas PX dos dleos da

Macauba, durante a degradacdo térmica, com suas respectivas absorbancias
em 232nm e 270nm iniciais. (Abs; : absorbancia no tempo t; Absy :

absorbéncia inicial, t igual a Oh).
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A absorcdo em 270nm apresenta-se bem diferente para as misturas PX. Apds o
processo de degradagédo, nota-se que PO aumenta sua absorbancia inicial cerca de oito
vezes, enquanto P100 apenas duplica seu sinal (Figura 13). Comportamentos
intermediarios sdo observados para as misturas. Outro aspecto interessante é que a
absorcdo em 270nm se mantém relativamente constante a partir de 96h de degradacao
na amostra PO, sugerindo que a partir deste momento a quantidade de compostos
carbonilados se mantém constante. A Figura 13 mostra que P100 altera muito pouco a
sua absorcdo inicial e, conforme se aumenta a porcentagem de Oleo da polpa da
Macalba na mistura PX, o tempo em que se observa alguma alteragdo na absorcao

aumenta.

A absorcdo em 270nm se deve a formacdo de compostos carbonilados como
aldeidos e cetonas que sdo os produtos finais da oxidacdo dos triacilglicerois e os
antioxidantes naturais possivelmente estdo contribuindo para a manutencéo das cadeias

carbonicas dos &cidos graxos.*

O aumento na absor¢do em 450nm com o0 aumento da porcentagem de dleo da

polpa nas misturas PX é linear, conforme evidencia a Figura 14.

¥ Nehdi, I.A. Industrial Crops and Products. 41, 2013, 381-385
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Figura 14. Valores absolutos de absorbancia em 450nm das misturas PX dos 0leos da

Macauba em Oh, concentracao de 0,75% (m/v).

Durante o processo degradativo observa-se o desaparecimento da absorcdo em
450nm, referente ao -caroteno, naturalmente presente no 6leo da polpa (Figura 15). PO
ndo possui carotenodides e, portanto, ndo absorve radiacdo eletromagnética neste
comprimento de onda. As demais amostras diminuem o sinal imediatamente apds o
inicio da termodegradacéo, desaparecendo totalmente em 48h para P10, P25, P50 e P75
e em 72h para P100.
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As absorgdes em 232 e 270nm e o indice de acidez aumentam mais bruscamente
na amostra PO, pois ndo ha a presenca dos carotendides e tocoferdis. Observa-se que a
diminuicdo na absorcdo em 450nm deixa claro que ha a degradacdo das moléculas de B-

caroteno e interferindo no processo degradativo, retardando-o.**¢%
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Figura 15. Absorbancias absolutas em 450nm das misturas PX dos 0leos da Macauba,

durante a degradacéo térmica. Concentragédo de 0,75% (m/v).

5.4 Espectroscopia de Fluorescéncia Molecular

5.4.1 Padrdes de a-Tocoferol e B-Caroteno

O perfil da emisséo do a-Tocoferol quando excitado em diversos comprimentos
de onda e a comparacdo com as amostras de Oleo da castanha (P0O) e 6leo da polpa
(P100) pode ser observado na Figura 16. Observa-se que o o-Tocoferol apresenta
emissdo maxima em 325nm quando excitado em dois comprimentos de onda diferentes,
abaixo de 215 e 300nm. Na Figura 11 podem-se observar as absorbancias que ocorrem

em 210 e 295nm, referente as transicdes eletrdonicas da molécula. Portanto, as emissoes

® Qiu, D.; Shao, S.; Zhao, B.; Wu, Y.; Shi, L.; Zhou, J.; Chen, Z. Journal of Food
Biochemistry. 36, 2012, 381-385.
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observadas sdo referentes ao relaxamento radiativo destas transicdes.'®*’ Na Figura 16b
também observa-se que o 6leo da polpa e da castanha possuem o mesmo padrdo de
fluorescéncia apresentada pelo padrdo de o-Tocoferol, evidenciando a presenca deste

antioxidante natural nos dois 6leos.*®

O mapa de fluorescéncia do B-caroteno também foi construido a fim de verificar
as regides de fluorescéncia deste composto, além de comparar a emissdao mais
caracteristica com as emissdes apresentadas pelas amostras de 6leo da polpa e da
castanha antes do processo de degradacdo (Figura 17a). A mesma regido de
fluorescéncia foi observada para o 6leo da polpa (P100), mas ndo se observa essa
mesma banda para o 6leo da castanha PO (Figura 17b).

Observa-se que ha trés regides de emissdo para este composto, com excitacéo
abaixo de 250nm ha fluorescéncia entre 300 e 350nm e entre 510 e 575nm, mostrando
que duas relaxacOes radiativas sdo observadas com excitacdes em comprimentos de
onda inferiores a 250nm. No entanto, a emissdo mais evidente € observada quando a

excitacao se estende de 280 a 380nm, observando-se emissdes de 500 a 650nm.

% Rimmer, C.A.; Putzbach, K.; Sharpless, K.E.; Sander, L.C.; Yen, J.H. J. Agric. Food Chem. 60, 2012,
6794-6798.
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A fluorescéncia observada para a solugdo padrdo do B-Caroteno € muito baixa,
sendo necessarios alguns ajustes instrumentais, como aumentar a sensibilidade do
detector e/ou as fendas de excitacdo/emissdo do equipamento. Isto ocorre devido a alta
possibilidade de relaxacbes ndo radiativas decorrentes da proximidade dos niveis
eletronicos das ligagdes m presentes na cadeia carbonica e da grande quantidade de
modos vibracionais desta molécula.***” Diferentemente do padréo, a amostra de 6leo da
polpa da Macauba (P100) apresenta altas intensidades de fluorescéncia, ndo
encontrando-se explicacdo na literatura. Observa-se também deslocamento no pico
maximo de fluorescéncia para menores comprimentos de ondas na amostra P100. Tanto
a maior intensidade de fluorescéncia apresentada pelo B-Caroteno na amostra e 0
deslocamento do pico maximo de emissdo pode ser entendido a partir da diferenca de
densidade dos dois meios em que esta molécula se encontra, pois o padrdo de B-
caroteno esta diluido em hexano de viscosidade inferior ao 0leo. A baixa densidade
possivelmente possibilita maiores vibragdes nesta molécula, causando a diminui¢do no
sinal de fluorescéncia e aumentado das relaxa¢fes ndo radiativas. A densidade pode
também afetar a diferenca de energia entre os orbitais moleculares do B-Caroteno,

explicando o deslocamento no pico maximo de emissao.

A fim de avaliar como as amostras de 6leo emitem em diferentes concentragdes,
nas regides especificas do a-Tocoferol e do B-Caroteno, foram realizadas leituras da
intensidade de fluorescéncia do Oleo da polpa (P100) em diversas diluicdes
(porcentagem massa/volume), observando-se as regides de fluorescéncia destes
compostos. A Figura 18 mostra que a intensidade de fluorescéncia inicialmente aumenta
atingindo um méaximo e decai logo em seguida. Isto é observado na amostra P100 para
ambas as regides em estudo. A concentracdo de trabalho utilizada foi estabelecida em
1,5% (m/v), pois é a concentragdo em que ha méxima intensidade de emissdo do o-
Tocoferol e intensidade alta para o p-Caroteno. Observa-se que a partir desta
concentracdo a intensidade de emissdo do a-Tocoferol diminui sendo que para o B-

caroteno isto ocorre a partir de 3,0% (m/v).

%1 Christensen, R.L.; Barney, E.A.; Broene, R.D.; Galinato, M.G.I; Frank, H.A. Archives of
Biochemistry and Biophysics. 430, 2004, 30-36.
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Figura 18. Variacdo da emissdo do a-Tocoferol e p-Caroteno com o aumento da

concentracdo de 0leo da polpa (P100 Oh).

5.4.2 Oleos da polpa e castanha da Macatba submetidas a degradacéo

térmica.

As amostras de Oleo da castanha (PO) e Oleo da polpa (P100) apresentam
fluorescéncia em regides proprias, possibilitando a facil distingdo entre eles, como pode
ser observado na Figura 19. Antes da degradacdo (Oh) ambos apresentam emissdes em
330nm referente a presenca do o-Tocoferol como apresentado anteriormente (Figura
16b). Somente o 6leo da polpa apresenta emissdo em 520nm referente a0 p-Caroteno,®
como ja era esperado. Nenhuma regido de emissdo além destas duas é observada para

estes dois 6leos.

Na Figura 17 observa-se que as préprias moléculas do B-caroteno possivelmente

estdo reabsorvendo a radiacdo emitida, dando origem a um espectro “achatado”, sendo

% Wang, C.; Berg, C.J.; Hsu, C.C.; Merril, B.A.; Tauber, M.J. J. Phys. Chem. B. 116, 2012, 10617-
10630.
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que a emissdo detectada entre 400 e 500nm é muito baixa. Ao observar a Figura 19
(P100 0h), percebe-se que este fendmeno possivelmente ndo esta ocorrendo, pois este
“achatamento” ndao ¢é observado. Isto sugere que 0 Oleo impossibilita as possiveis
transicOes eletrbnicas que ocorrem devido a reabsorcdo de luz, possivelmente esteja
relacionado com a densidade do 6leo ser relativamente alta.?

As amostras quando submetidas a degradacdo térmica modificam o perfil de
fluorescéncia, observando-se deslocamento da fluorescéncia para comprimentos de

onda da ordem de 400nm, possivelmente referente aos compostos da degradacéo.
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Analisando-se a fluorescéncia apresentada pelas amostras durante o processo

de degradacdo observa-se que trés regides estdo sofrendo alteracGes, especificamente a

regido de fluorescéncia ao a-Tocoferol, ao p-Caroteno e aos compostos oriundos da

degradacédo dos 6leos (dienos conjugados e compostos carbonilados). O comportamento

da fluorescéncia das amostras nestes trés comprimentos de onda antes do processo

degradativo, é apresentado na Figura 20. Observa-se que ha aumento na fluorescéncia

com o aumento na porcentagem de Oleo da polpa nas misturas PX. A emissdo se

apresenta linear apenas em 520nm, correspondente ao [3-Caroteno. As emissdes em 324

e 424nm, correspondentes ao a-Tocoferol e compostos da degradacdo, respectivamente,

nao mantém a linearidade.
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Figura 20. Valores de fluorescéncia em (a) 324, (b) 520 e (c) 424nm com excitacdo em

290, 345 e 330nm, respectivamente, das misturas PX de 6leos da polpa e da

castanha da Macalba, antes da termodegradacéo (Oh).

A fluorescéncia das misturas PX nas trés regides avaliadas durante o

processo degradativo é apresentada na Figura 21.
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Na Figura 21a, a fluorescéncia referente ao o-Tocoferol em PO possui
intensidade de emisséo proxima a 75 e em P100 intensidade proxima de 125. Isto ocorre
porque a polpa contém este composto em maior concentragdo.** A emissdo neste
comprimento de onda mostra-se interessante para monitorar a qualidade de 6leos que
contenham preferencialmente este antioxidante, como o 6leo da castanha da Macauba.
Quando se aumenta a concentracao de 6leo da polpa na mistura, e conseqlientemente de
-Caroteno, a emissdo em 324nm, durante o processo de degradagdo, diminui
inicialmente e depois volta a aumentar. Portanto a emisséo neste comprimento de onda
pode ser correlacionada com o estado de degradacdo de dleos que contenham
preferencialmente o-Tocoferol como antioxidantes naturais. A presenga de p-Caroteno
pode influenciar e atribuir erros de interpretacdo dos resultados, uma vez que a emisséo
em 324nm pode ter sua origem nos compostos de degradacdo dos carotenoides. Por
outro lado, pode-se acompanhar o estado de degradacdo das misturas com teores de -
Caroteno a partir do desaparecimento em 520nm, referente a este composto (Figura
21b). Paralelamente, surge como possibilidade também acompanhar a degradacdo do
Oleo da Macauba, principalmente da polpa, através dos valores de fluorescéncia em

424nm, como pode ser observado na Figura 21c.

5.5 Espectroscopia de Infravermelho

A Figura 22 mostra os espectros obtidos para o hexano, a-Tocoferol, B-Caroteno
e amostras PO e P100 em Oh e 144h. Observa-se que os espectros dos 6leos da polpa e
da castanha da Macalba apresentaram-se muito parecidos com poucas transmitancias
tipicamente caracteristicas, uma regido de identidade seria entre 1090 e 1120cm™, pois
0 6leo da polpa apresenta duas bandas e 0 Gleo da castanha somente uma, sendo as
demais regides muito semelhantes. As misturas PX apresentam-se da mesma forma,

sem grandes alteracdes em seu espectro de infravermelho.

Algumas regides tipicas de transmitancia observadas foram: 717, 1107, 1154,
1228, 1377, 1416, 1468, 1742, 2852, 2925, 2959 cm™, referentes as diferentes
deformacdes envolvidas nos processos vibracionais dos diversos compostos que

comp&em o 6leo da Macauba.*?
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Os estudos realizados envolvendo a espectroscopia de infravermelho
mostraram que, para as condi¢es experimentais utilizadas neste experimento, ndo se
observaram alteragcGes nos espectros das amostras submetidas ao tratamento térmico.
Esperava-se algumas mudangas tipicas no perfil do espectro, como aparecimento de

banda em 3410cm™, referente aos hidroperéxidos formados,*%*°

além de surgir bandas
proximas a 1750cm™, devido as carbonilas formadas nos estagios degradativos,

especificamente aldeidos, cetonas e acidos carboxilicos.?®

A técnica de infravermelho € indicada para verificar a possibilidade de
alteracbes em grupos funcionais através da alteracdo de ligacGes quimica, porém neste
caso, esta técnica mostrou-se ineficiente, ndo acusando alteragdes no espectro

eletromagnético durante o processo de degradacao térmica.

% Guimardes, L.G.L.; Cardoso, M.G.; Zacaroni, L.M.; Lima, R.K.; Pimentel, F.A.; Morais, A.R.
Quim. Nova. 31, 2008, 1476.
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6 CONCLUSOES

A Macalba apresenta dois Oleos com caracteristicas particulares. A polpa
contém quantidades significativas de antioxidantes naturais, especialmente o o-
Tocoferol e o B-Caroteno, que sdo obtidos juntamente com os triacilglicerois no
processo de extracdo dos dleos. A porcentagem em massa de éleo contida na castanha
mostrou-se levemente superior ao obtido na polpa. No entanto, consegue-se maior

massa de polpa do que de castanha para uma mesma quantidade de frutos processados.

Em Oh o indice de acidez apresentou valores crescentes com o aumento da
porcentagem de Oleo da polpa na mistura PX, no entanto, a taxa de aumento em relacao
aos valores iniciais foram maiores paras as misturas com percentuais baixos de 6leo da
polpa. Isto ocorreu, provavelmente, devido a agdo dos antioxidantes naturalmente

presentes no 6leo da polpa.

O monitoramento da absorcdo da radiagdo em 232 e 270nm evidenciou que as
misturas contendo maiores porcentagens de 6leo da polpa absorvem mais intensamente
em 270nm, indicando que este parametro deve ser avaliado com cuidado, pois esta
absorcdo possivelmente pode ser atribuida aos antioxidantes naturalmente presentes,
uma vez que estes compostos absorvem radiacdo préxima a 270nm. As variacdes na
absorcdo de radiacdo em 232 e 270nm, em relacdo a seus valores iniciais, foram
maiores para as misturas com porcentagens baixas de 6leo da polpa, sugerindo que o a-
Tocoferol e o B-Caroteno inibiram a formacdo de dienos conjugados e compostos

carbonilados através da captura de radicais livres.

Pode-se observar o desaparecimento da absor¢cdo em 450nm referente ao b-
Caroteno durante o processo de degradacdo térmica, evidenciando que o seu consumo

esta diretamente relacionado a manutencédo da integridade do 6leo da polpa da Macauba.

As medidas de fluorescéncia evidenciaram o desaparecimento das emissGes
correspondentes ao a-Tocoferol e ao B-Caroteno, em 324 e 520nm, respectivamente e
surgimento de emissdo proxima a 424nm, referente aos produtos gerados na

degradacéo. Estes comprimentos de onda podem ser utilizados para estudar o estado de
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degradacéo dos 0Oleos da castanha e da polpa da Macauba, bem como de suas misturas,
tornando a fluorescéncia uma possivel técnica de monitoramento da qualidade destes

0leos.

Pode se utilizar a espectroscopia de infravermelho para caracterizar as amostras
de Oleo da Macauba, porém esta técnica se apresentou insatisfatéria no
acompanhamento da degradacdo térmica das amostras, sendo necessarios alguns ajustes
experimentais ou utilizacdo de célculos estatisticos, conforme pode-se encontrar na

literatura.

De forma geral, as técnicas de absorcdo molecular Uv-Vis e fluorescéncia
molecular acusaram modificacbes nos espectros, evidenciando alteragbes nas
propriedades de Oticas iniciais dos 6leos da Macauba. Estas propriedades Oticas
mantiveram-se por maior tempo nas misturas com teores de 0leo da polpa, sugerindo

que a adicéo deste 0leo na mistura favorece a manutencdo da sua integridade.
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