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RESUMO

Apbs o beneficiamento do gréo de arroz, cerca de 10% (m/m) da matéria-prima é convertida
em farelo de arroz. Este farelo pode ser utilizado para a extracdo do 6leo de arroz, que em sua
composicao apresenta mais de 75% de acidos graxos insaturados (AGI). Desta forma, o 6leo de
arroz apresenta potencial de aplicacdo em diversas areas como, por exemplo, 0 enriquecimento
de produtos alimenticios e farmacos, ou ainda na melhoria de gorduras para aplicacao industrial.
A partir do exposto, torna-se interessante o estudo das técnicas de producéo de concentrados de
AGI do oleo de arroz, assim como a utilizacao do 6leo e seus ésteres na modifica¢do de gordura
animal por interesterificagdo quimica. Deste modo, o objetivo do trabalho foi melhorar as
propriedades funcionais do OGleo refinado de arroz através do estudo da obtencdo de
concentrados de AGI por complexacdo com ureia, e da elaboracdo de lipidios estruturados de
banha suina com o 0Oleo e seus ésteres. Inicialmente, o 6leo de arroz foi caracterizado atraves
de analises fisico-quimicas, e submetido a reacdo de alcodlise quimica, onde os ésteres obtidos
foram hidrolisados e utilizados na complexacdo com ureia para obtencdo dos concentrados de
AGI. A complexacdo com ureia foi estudada empregando a metodologia de superficie de
resposta, utilizando um delineamento composto central rotacional (DCCR), tendo como
variaveis independentes a temperatura e a propor¢do de ureia/6leo (U/AG) de arroz, e como
varidveis dependentes o rendimento da fracdo ndo complexada (%RFNC), o percentual de
aumento de &cidos graxos insaturados (%AAGI) e o percentual de reducdo de &cidos graxos
saturados (%RAGS). Para a realizacdo da mistura e reacdo de interesterificacdo, a proporgédo
utilizada foi fixa de banha suina/6leo de arroz, e para reacdo de interesterificacdo a quantidade
de catalisador e o tempo de reacdo foram definidas através de comparacao de tratamentos. Os
lipidios estruturados foram caracterizados segundo andlises fisico-quimicas, espectroscopia do
infravermelho, termogramas de fusdo, conteldo de gordura solida e ressonancia magnética
nuclear. Os acidos graxos insaturados obtidos por meio do DCCR foram caracterizados segundo
0 %RFNC, %AAGI e %RAGS. Sendo que a variavel de estudo temperatura afetou positivamente
%RFNC, assim, com 0 aumento da temperatura ocorreu 0 aumento do %RFNC. A proporc¢édo
U/AG apresentou um efeito negativo, e com a sua diminui¢do ocorreu 0 aumento do %RFNC,
ao nivel de 95% de confianca (p<0,05). A partir da analise da variancia foi obtido um modelo
estatistico preditivo para a resposta %RFNC. Para as respostas %AAGI e %RAGS, a temperatura
apresentou efeito negativo, assim com a diminuicdo da temperatura ocorreram aumentos dos
%AAGI e %RAGS, e a proporcdo U/AG apresentou efeito positivo, com isso 0 aumento da
proporcdo U/AG aumentou os valores de %AAGI e %RAGS. O ponto de otimizacdo do DCCR
para a obtencdo dos concentrados de AGI por complexacdo com ureia foi a 0°C e proporcao
U/AG de 5/1 (experimento n° 6 da matriz), pois se obteve %AGI superiores a 90% e 0 maior
%RFNC (43%). Para os lipidios estruturados, os tratamentos n°® 4, n° 5 e n® 6 apresentaram
menos de 32% de conteudo de gordura sélida a 10°C, sendo entdo produtos com boa
espalhabilidade. Através dos espectros de RMN observou-se que a banha suina apresentou na
posicdo sn-2 81% &cidos graxos saturados (%AGS), nos experimentos n° 1, n° 2 e n° 3 0 %AGS
foram de 56,78%, 54,87%, 54,08%, respectivamente, e para 0s experimentos n° 4, n°5e n° 6
foram de 50,45%, 50,07%, 48,59%, respectivamente, indicando que o tempo e o percentual de
catalizador influenciaram na modificacdo do lipidios. O tratamento n° 6 (1% de catalisador e
tempo de reacdo de 60 min) foi escolhido como o0 melhor devido a maior incorporagéo de AGI
na posicao sn-2, conferindo propriedades desejaveis para a nova gordura.

Palavras-Chave: ALCOOLISE. COMPLEXACAO COM UREIA.
INTERESTERIFICACAO.






OBTAINING CONCENTRATES OF INSATURATED FATTY ACIDS AND
STRUCTURED LIPIDS USING RICE OIL

ABSTRACT

After the processing of the rice grain, about 10% (w/w) of the raw material is converted into
rice bran. This bran can be used for the rice oil extraction, which in its composition has more
than 75% of unsaturated fatty acids (UFA). In this way, rice oil has a potential for application
in several areas, for example, the enrichment of food products and pharmaceuticals, or the fats
improvement for industrial application. From the above, it is interesting to study the techniques
of UFA concentrates obtainment from rice oil and, the fats modification with oil by chemical
interesterification. Thus, the aim of the work was to improve the functional properties of refined
rice oil through the studies of UFA concentrates obtainment by urea complexation and, the
elaboration of structured lipids of swine lard with the rice oil and its esters. Initially, the oil was
characterized by physical-chemical analysis and subjected to the transesterification, where the
esters obtained were hydrolyzed and used in the urea complexation. The urea complexation was
studied using the response surface methodology through a rotational central compound design
(RCCD), having as independent variables the temperature and the proportion of urea/rice oil,
and as dependent variables the yield of the non-complexed fraction (%YNCF), percentage
increase of unsaturated fatty acids (%IUFA) and percentage reduction of saturated fatty acids
(%RSFA). In order to perform the mixture and the interesterification reaction, the ratio used
was fixed (swine lard/rice oil) and, for interesterification reaction, and amount of catalyst and
reaction time were defined by treatments analysis. The structured lipids were characterized
according to physical-chemical analyzes, infrared spectroscopy, melting thermograms, solid fat
content and nuclear magnetic resonance. The UFA obtained by RCCD were characterized
according to the %YNCF, %IUFA and %RSFA. Since the temperature variable showed a
positive effect in the %YNCF, the temperature increase led to the increase of the %YNCF, and
the ratio U/FA presented a negative effect, and with its decrease occurred the increase of the
%YNCF, at the 95 % confidence level (p <0.05). From the variance analysis, a predictive
statistical model was obtained for %YNCF. For the %IUFA and %RSFA, the temperature had a
negative effect, thus, with the temperature decrease there was the increase of the %IUFA and
%RSFA occurred, and the U/FA ratio had a positive effect, thus, the increase of the U/FA ratio
led to the %IUFA and %RSFA increase. The optimization point of the CCRD was in the
experiment no.6 (temperature of 0°C and U/FA ratio of 5/1), because it was found the %UFA
higher than 90% and the highest %YNCF value (43%). For the structured lipids, the treatments
no.4, no.5 and no.6 presented lower than 32% of solid fat content at 10°C, being the products
with good spreadability. For NMR, the swine lard showed a saturated fatty acid content (%
SFA) in sn-2 of 81%, in experiment no.1, no.2 and no.3 the %SFA values were of 56.78%,
54.87%, 54.08%, respectively, and the experiments no.4, no.5 and no.6 were of 50.45%,
50.07%, 48.59%, respectively, showing that the time and catalyst percentage influenced the
lipids modification. The treatment no.6 (1% of catalyst and reaction time of 60 min) was chosen
as the best because of higher incorporation of UFA in the sn-2 position, conferring desirable
properties for the new fat.

Keywords: TRANSESTERIFICATION. COMPLEXATION WITH UREIA.
INTERESTERIFICATION.
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1 INTRODUCAO

O arroz representa uma parcela importante da agricultura mundial, sendo o Brasil
0 9° maior produtor do grdo no mundo. O Rio Grande do Sul, na safra 2017/2018, foi
responsavel por aproximadamente 8,5 milhdes de toneladas (IRGA, 2017). O farelo de arroz é
um subproduto do beneficiamento do arroz, e em sua composicao esté presente altos teores de
lipidios (15 a 25%, m/m), de ampla aplicacdo e baixo valor comercial. O 6leo de arroz possui
teores de acidos graxos insaturados superiores a 75%, sendo a maior parte em acidos graxos
monoinsaturados (PAUCAR-MENACHO; SILVA; SANT’ANA, 2007; VAN HOED et al.,
2006).

Entre os principais efeitos dos &cidos graxos monoinsaturados, destacam-se
diminuicdo do colesterol total e do colesterol LDL (Low Density Lipoprotein), a forma
aterogénica, sem alterar os niveis de colesterol HDL (High Density Lipoprotein) (ANGELIS,
2001). O acido oleico promove reducdo das triglicérides plasmaticos pela diminuicdo da sintese
hepatica de VLDL (Very Low Density Lipoprotein), podendo ainda exercer outros efeitos
cardiovasculares, como reducdo da viscosidade do sangue, maior relaxamento do endotélio e
efeitos antiarritmicos, sem diminuir o HDL-C (good cholesterol) e provocar oxidacao lipidica
(SPOSITO et al., 2007).

O 6leo de arroz, quando comparado com outros 6leos vegetais apresenta algumas
vantagens importantes, dentre elas os micronutrientes e resisténcia a oxidacdo durante a coc¢ao.
Como desvantagem os altos teores de ceras, que modificam a cor e aumentam os custos de
refino para tornar o 6leo atrativo ao consumidor (RODRIGUES; ONOYAMA; MEIRELLES,
2006). O dleo de arroz é interessante para aplicacdo em diversas areas como, por exemplo, 0
enriquecimento de produtos alimenticios e farmacos, ou ainda na melhoria de gorduras para
aplicac&o industrial (NYSTROM et al., 2006).

Dentre as técnicas de obtencao de concentrados de acidos graxos insaturados (AGI)
podem-se destacar a extracdo com fluido supercritico, a destilacdo molecular, a concentracédo
por lipase e a cristalizagdo por complexacdo (CARVALHO, et al., 2003; SHAHIDI,
WANASUNDARA, 1998). Os processos de modificagdo de gordura mais comuns s&o
hidrogenacdo, fracionamento e interesterificacdo (CHIU; GIOIELLI; GRIMALDI, 2008).
Atualmente, o processo mais estudado para a modificagéo fisico-quimica de 6leos e gorduras €
a interesterificacdo, pois ndo ocorre a formacdo de gorduras trans, e incorpora 0leos vegetais as
gorduras formando blendas com excelentes caracteristicas fisicas (CLARO; SILVA;
GIOIELLLI, 2006; OLIVEIRA, etal., 2017).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS.

O presente trabalho teve como objetivos, a otimizacao da producéo de concentrados
de &cidos graxos insaturados a partir de 6leo de arroz pelo método de complexacdo com ureia

e, a obtencdo de gordura suina modificada com dleo de arroz por interesterificacdo quimica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

e Obter os ésteres de 6leo de arroz por reagdo de alcodlise quimica;

e Otimizar o processo de producdo de concentrados de AGI de éleo de arroz por
complexdo com ureia, utilizando a metodologia de superficie de resposta;

e Obter os lipidios estruturados a partir da interesterificacdo quimica da gordura
animal (banha suina) com o 6leo arroz;

e Determinar as melhores condicdes da reacdo de interesterificacéo (quantidade
de catalisador e tempo), através da comparacao estatistica de tratamentos;

o Caracterizar as matérias primas (6leo de arroz e banha suina) e 0s
produtos obtidos através de analises fisico-quimicas e instrumentais (FT-IR,
DSC, CG, RMN e plasticidade).
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 OLEOSE GORDURAS

Os 0leos e gorduras s@o substancias insoltveis em &gua (hidrofébicas) e sollveis
em solventes organicos, podem ser provenientes de fontes animais, vegetais, microalgas ou
mesmo microbianas. A principal diferenca entre 6leos e gorduras reside no fato de que os 6leos
sdo liquidos a temperatura ambiente, enquanto as gorduras séo solidas. Esta diferenca no ponto
de fuséo ocorre devido ao grau de saturacdo da cadeia carbonica. Assim, os triacilglicerdis com
maior grau de insaturacdo apresentam menor ponto de fusdo (MORETTO; FETT, 1998).

Os oOleos sdo compostos que fazem parte de um grupo denominado de lipidios,
sendo que nos alimentos, os triacilglicerdis sdo os mais comuns. Os triacilglicerois sao ésteres
de glicerol com &cidos graxos, sendo que cada acido graxo pode variar com o comprimento da
cadeia carb6nica e com o grau de insaturacdo (ARAUJO, 2011).

Os &cidos graxos sdo encontrados nos alimentos principalmente na forma de cadeia
carbonica linear, e em numeros pares de atomos de carbono. Porém, tanto gorduras naturais
como produtos processados podem apresentar uma pequena quantidade de &cidos graxos de
cadeia ramificada e com nimeros impares carbonos. Os acidos graxos podem ser divididos em
saturados ou insaturados. As ligac6es duplas na cadeia carbdnica podem variar em nimero e
posicdo. Os &cidos graxos, com apenas uma ligacdo dupla em sua cadeia, sdo denominados
monoinsaturados. Quando possuem duas ou mais insaturacdes diz-se que séo poli-insaturados
(PEREDA, 2005).

Os principais acidos graxos encontrados em 6leos e gorduras sdo os acidos laurico
(C12:0), miristico (C14:0), palmitico (C16:0), palmitoléico (C16:1), estearico (C18:0), oléico
(C18:1), linoléico (C18:2), linolénico (C18:3), araquidico (C20:0), araquiddnico (C20:4),
eicosapentaenoico EPA (C20:5) e docosaexaendico DHA (C22:6) (PEREDA, 2005).

3.1.1 Oleo de arroz

As principais fontes nutricionais para a maioria da populacdo mundial s&o os
alimentos de origem vegetal, pois possuem menor custo (BORGES et al., 2003). O arroz ¢
composto basicamente por casca, farelo e endosperma. A obtencdo do arroz polido é dada pelo
beneficiamento do gréo de arroz, que inclui as etapas de descascamento, bruni¢des e polimento,
para assim obter-se o arroz polido, ou branco (SANTESTEVAN, 2011).
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As caracteristicas das matérias primas oleaginosas irdo ditar a forma como ocorrera
a extracdo de 6leo. Dentre as metodologias empregadas para extracdo de 6leo no setor industrial
estdo amplamente difundidas a extracdo por prensagem e a extracao utilizando-se solventes,
visto que estas metodologias sdo de baixo custo, quando comparadas com outras, e conseguem
abranger a demanda de um produto de alta qualidade. A prensagem é um método mais vantajoso
quando o teor de 6leo é maior do que 25% (m/m) e, neste caso, resulta num teor de 6leo residual
na torta de cerca de 4 a 5% (m/m) (TERIGAR et al., 2011). Se a matéria-prima for de boa
qualidade e tratada adequadamente, o 6leo produzido é prontamente comestivel (SOCCOL et
al., 2005). Por outro lado, a extracdo utilizando-se solventes orgénicos é mais adequada para
matérias-primas vegetais com baixo teor de 6leo, cerca de 15 a 20% (m/m), como € o caso do
farelo de arroz e da soja (TERIGAR et al., 2011).

O 6leo de arroz é o 6leo comestivel obtido do farelo de Oryza sativa L. através de
processos tecnoldgicos adequados (BRASIL, 1999). Sendo estes processos correspondentes a
extracdo e posterior refino. A Codex Alimentarius Commission (2005) estabelece padrdes de
qualidade para o 6leo de arroz refinado, que deve apresentar em sua composicdo um maximo
de 26,3% de acidos graxos saturados (AGS) e 89,9% de acidos graxos insaturados (AGl), sendo
que 0s majoritarios sdo o acido oleico (38 a 46%), o linoleico (33 a 40%) e o &cido palmitico
(14 a 22%), sabendo que suas variaches dependem de fatores geogréficos e climaticos.
Também, a Codex Alimentarius Commission (2005) estabelece que o 6leo bruto de arroz deve
apresentar de 1,3 a 2% de y-orizanol e quantidades de tocotrienois de 5-59mg/kg do delta,
231mg/kg do beta, 860mg/kg do gama e 8-122mg/kg do alfa e, de tocoferois de 5-31mg/kg do
delta, 202mg/kg do beta, 441mg/kg do gama e 49-176mg/kg do alfa, que sdo compostos
antioxidantes com caracteristicas funcionais para os seres humanos, além do perfil de &cidos

graxos rico em 6mega-9 e dmega-6.

3.1.2 Banhasuina

De acordo com o RISPOA (1952), a banha suina é definida como o produto obtido
pela fusdo de tecidos adiposos frescos de suinos. O Brasil € um dos principais produtores de
suinos do mundo, com isso apresenta uma alta capacidade de producao de banha suina. Em seu
estado natural, a banha suina é dura e apresenta flavor natural e desejavel, o que faz com que
esta possa ser utilizada sem que haja a necessidade de hidrogenacdo e desodorizagéo (MING,
2001).
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As gorduras em geral possuem caracteristicas interessantes, dentre elas cabe
ressaltar o polimorfismo, ou seja, a possibilidade de cristalizar de formas diferentes, conforme
as moléculas de triacilglicerois se dispde no estado sélido. As formas primarias de cristalizacédo
podem ser as do tipo a, B e B’, as quais correspondem as principais disposigdes transversais das

cadeias de acidos graxos (GUNSTONE, 1998), conforme pode ser observado na Figura 1.

Figura 1 : Polimorfismo dos triacilglicerois: forma o (cristais do sistema hexagonal), forma [3

(cristais do sistema triclinico) e forma B’ (cristais do sistema ortorrombico)

A forma a apresenta baixa estabilidade devido a suas ligacGes fracas, e assim, é
rapidamente convertida a 3 ou B’. A forma [ ¢ que apresenta uma maior interacdo entre as
moléculas de triacilglicerdis, portanto € uma das formas mais estaveis, conferindo a gordura
maior ponto de fusdo. Entretanto, os cristais deste tipo tendem a crescer rapidamente, formando
aglomerados de agulhas, os quais apresentam menor capacidade de incorporar liquido e textura
granulosa. J& a forma [’ apresenta uma grande area superficial, capaz de imobilizar grandes
guantidades de 6leo e de fase aquosa. Os cristais desta forma sdo pequenos, finos e suaves
(RODRIGUES, 2011).

A banha suina é rica nos acidos palmitico e oleico, na proporcéo aproximada de
1:2, correspondendo a 75% de seus &cidos graxos. Esta gordura sempre foi amplamente
utilizada na producéo de bolos, tortas e em frituras. Entretanto, a sua utilizacdo para a producéo
de shortenings demonstrou que sua estrutura cristalina tornou a massa muito pobre, visto que

apresenta baixa propriedade de incorporacao de ar (MING, 2001).
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A banha produz cristais grossos porque tende a cristalizar-se na forma f, visto que
0 &cido palmitico fica situado principalmente na posi¢éo sn-2. Isso faz com que massas de bolos
obtidas a partir de banha suina apresentam baixa capacidade de incorporacédo de ar (SILVA et
al., 2008). Entretanto, essa tendéncia de cristalizacdo pode ser modificada através da
interesterificacdo quimica da banha, a partir da qual o nivel de acido palmitico na posi¢do sn-2
é reduzido consideravelmente. A plasticidade dos produtos formados com gordura animal
interesterificada é melhorada devido ao maior numero de cristais finos, apresentando melhor

aparéncia durante o armazenamento e aplicacdo na panificacdo (SILVA; GIOIELLI, 2006).

3.2 ALIMENTOS FUNCIONAIS

Os alimentos fornecem a energia e os nutrientes de formag&o para as incontaveis
substancias, que sdo essenciais ao crescimento, a manutencdo e sobrevivéncia dos seres vivos
(NAGENDRA; KHATOKAR, 2011). O principio exposto por Hipdcrates aproximadamente a
2.500 anos atrés: “deixe o alimento ser teu remédio e o remédio ser teu alimento”, continua
sendo uma expressdo atual, mas somente no final deste ultimo século, na década de 90, comecgou
a haver um interesse renovado por esse assunto, quando o termo alimento funcional passou a
ser adotado (MORAES; COLLA, 2006).

Nos ultimos anos, vém surgindo em todo o0 mundo um grande interesse sobre o
papel exercido pelos alimentos na saude, sejam aqueles que contenham componentes que
auxiliam as atividades fisioldgicas ou metabdlicas, como 0s que sdo enriquecidos com
substancias isoladas de alimentos que possuam essas propriedades e que, assim, passaram a ser
denominados alimentos funcionais (VIEIRA; CORNELIO; SALGADO, 2006).

3.2.1 Acidos graxos insaturados

Os problemas para a saide humana associados a ingestdo excessiva de gordura na
dieta s&o bem conhecidos, como obesidade, resisténcia a insulina, doengas cardiacas e algumas
formas de cancer (DERNER et al., 2006). Atualmente, a ingestdo de gordura esta associada a
uma dieta saudavel com um consumo controlado de AGS e o enriquecimento com AGl, sendo
que dentre eles destacam-se 0s monoinsaturados e poli-insaturados (YANG et al., 2018)

Os principais acidos graxos da familia 0mega-3 s3o o a-linolénico, o
eicosapentaendico-EPA e o docosahexaenoico-DHA, sendo estes dois ultimos sintetizados pelo
metabolismo humano a partir do a-linolénico (RODRIGUEZ; GIOILLI; ANTON, 2003). Os
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acidos graxos da familia dmega-6 mais importantes sdo o linoléico e o araquiddnico.
(SUAREZ-MACHEA et al., 2002).

O acido oleico (monoinsaturado, 6mega-9) pode ser encontrado nos 6leos vegetais
(MORAES; COLLA, 2006). Entre os principais efeitos dos monoinsaturados, destacam-se
diminuicdo do colesterol total e do colesterol LDL, a forma aterogénica, sem alterar os niveis
de HDL (ANGELIS, 2001). O &cido oléico promove reducdo das triglicérides plasmaticos pela
diminuicdo da sintese hepatica de VLDL, podendo ainda exercer outros efeitos
cardiovasculares, como reducdo da viscosidade do sangue, maior relaxamento do endotélio e
efeitos antiarritmicos, sem diminuir o HDL-C e provocar oxidacéo lipidica (SPOSITO et al.,
2007). Com o aumento do conhecimento sobre os efeitos dos acidos graxos relacionados ao
comprimento de cadeia, as insaturacdes e a distribuicdo estereoespecifica no metabolismo e
salide, existe um crescente interesse em usar 6leos e gorduras para o tratamento e prevencéo de
doencas, bem como para a melhoria da saude (WILLIS; LENCKI; MARANGONI, 1998).

3.2.2 Lipidios estruturados

Os lipidios estruturados podem ser produzidos com a intencdo de alterar e/ou
melhorar as caracteristicas fisicas (ponto de fusdo, comportamento cristalino), quimicas
(estabilidade oxidativa) e nutricionais (presenca ou auséncia de AGS ou AGI de facil absorcéo
e digestdo) dos triacilglicerois (SILVA; GIOIELLI, 2009). Tendo em vista a grande aplicacao
que os lipidios estruturados possuem na medicina e na producdo de alimentos, este tem sido
denominado também como pharmafoods. Dentre alguns exemplos de nutracéuticos encontram-
se 0s acidos graxos poli-insaturados (como os acidos graxos 6mega-3), triacilglicerois de cadeia
média e os lipidios estruturados (D> AGOSTINI, 2001).

Sob este ponto de vista, os lipidios estruturados podem ser considerados como
alimentos funcionais, definidos como alimentos ou ingredientes de alimentos que podem
proporcionar um efeito benéfico para a salude, além dos nutrientes basicos que eles contém.
Mais importante, entretanto, € o potencial dos alimentos funcionais auxiliarem no tratamento
de doencas, bem como na manutencéo da saude do consumidor (ANTON, 2003; RODRIGUES;
GIOIELLI; SILVA; GIOIELLI, 2009).

3.3 ALCOOLISE QUIMICA

A alcoodlise é uma alternativa para transformar os triacilglicerois, que envolve a
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reacdo destes com monoalcoois de cadeias curtas em presenca de um catalisador, dando origem
a monoesteres de acidos graxos. A reacao de alcoolise é composta de trés rea¢des consecutivas
e reversiveis. Apesar da estequiometria geral da reacdo exigir trés mols do monoalcool para
cada mol de triacilglicerol, se faz necessario um excesso de alcool no meio reacional, pois assim
se promove um aumento no rendimento. Nos monoalcoois, para 0 metanol a razdo molar
comumente empregada é de 6/1, enquanto que para o etanol, a razdo é de 9/1 a 12/1 (SHARMA,
SINGH; UPADHYAY, 2008).

Na Figura 2 € mostrado o mecanismo geral aceito para a alcodlise quimica de
triacilglicer6is com monoéalcoois em meio alcalino (SUAREZ et al.,2007).

Os ésteres alquilicos (biodiesel) obtidos a partir da transesterificacdo podem ser
submetidos a um processo de hidrolise acida, a partir da qual sdo obtidos os acidos graxos livres
(FAGUNDES, 2011), conforme pode ser observado na Figura 3.

Figura 2 - Mecanismo geral para alcodlise quimica de triacilglicerdis.

H,C—0OCOR; R;COOR, H,C—OH
catalisador +
HC—-OCOR,; + 3 R4—OH R,COORy + HC—OH
+
H,C—OCOR3 R3COOR4 H,C—OH
Triacilglicerideo Mistura de Glicerol
ésteres

Fonte: Suarez et al. (2007)

Figura 3 : Hidrolise quimica

i X
+ H,O — + RTOH
H”u“aﬁ" ° R “OH
Ester alquilico Acido Graxo  Alcool

Fonte: Fagundes (2011)
Dentre os varios tipos de catalisadores estudados para a reacao de alcoolise, os mais

utilizados séo as bases e os acidos de Bronsted, sendo os principais exemplos os hidréxidos e
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alcoxidos de metais alcalinos, e os acidos sulfurico, fosforico, cloridrico e organo-sulfénicos.
(DASGUPTA; BANERJEE; MALIK, 1992).

Na catalise basica é comum a formacdo de sabdes, pois se trata de um problema
operacional, normalmente enfrentado quando o 6leo vegetal apresenta altos teores de acidos
graxos livres, pois além de consumirem parte do catalisador durante sua formagdo, acabam
gerando emulsdes e dificultando a separacdo dos produtos (ésteres e glicerina) no final da
reacdo. Outro problema é a existéncia de quantidade consideravel de 4gua no meio reacional,
pois este contaminante leva a formacdo de acidos graxos pela hidrolise dos ésteres presentes.
No entanto, os catalisadores basicos tradicionais sdo largamente utilizados na indUstria para
obtencdo de monoésteres (biodiesel), pois, além de serem menos agressivos aos equipamentos,
apresentam atividades até 4.000 vezes superiores as verificadas para os acidos minerais (MA;
CLEMENTS; HANNA, 1998).

3.4 OBTENCAO DE CONCENTRADOS DE ACIDOS GRAXOS INSATURADOS

A procura por alimentos mais saudaveis nos Gltimos anos, gerou um aumento
potencial na comercializa¢do de produtos contendo incorporagdes de concentrados de 6mega-
3. Existem diferentes métodos fisicos, quimicos e enzimaticos que visam a obtencdo de
concentrados de AGI a partir de Oleo. Dentre estes métodos estdo a cristalizagdo por
resfriamento, destilacdo molecular, extracdo fluidica supercritica e concentracdo por lipase.
Entretanto, a forma de mais baixo custo de obtencdo de AGI é através da complexacdo com
ureia (CARVALHO et al., 2003; LI1U; ZHANG; JI, 2006; NO et al., 2015; WANASUNDARA,
SHAHIDI, 1999).

Para a realizacdo da complexacdo com ureia adiciona-se aos acidos graxos livres a
uma solucdo alcoodlica de ureia, e utiliza-se metanol ou etanol no preparo desta solucdo. A
cristalizacdo da solucdo de ureia que contém os AGS, e alguns monoinsaturados, ocorre sob
resfriamento em um determinado tempo, apds os AGI sdo separados por filtracdo. A fracéo
liquida ou ndo complexada com ureia € enriquecida com AGI, conforme apresentado na Figura
4 (SHADHI; WANASUNDARA,; 1998). As condicgdes de processamento para a complexagao
com ureia variam de acordo com a relacdo ureia:acido graxo, temperatura e tempo de
cristalizacdo. A técnica de complexacdo com a ureia tem a vantagem de que 0s cristais
complexados sdo extremamente estaveis, e a filtragdo ndo tem que, necessariamente, ser
realizada em temperaturas muito baixas como € requerido na cristalizacdo de acidos graxos com
solvente (WANASUNDARA; SHADHI, 1999).
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Figura 4 - Formacao dos cristais de ureia.

UREIA UREIA E MOLECULAS
(Tetragonal) DE CADEIA LINEAR
(Hexagonal)

S AGI
E4E ¥ (rRACRD DE URETA HAD COMPLEANTE)

.. oncian
O CARBOND

FRAGAD DE URELA COMPLEXANTE ST

AG SATURADDS E MOROIRSATURADDS =+

Fonte: Shahidi; Wanasundara (1998)

Com o intuito de buscar as melhores condi¢fes para obtencdo de AGI utilizando a
metodologia de complexacdo com ureia, Paim et al. (2012) determinou experimentalmente para
0s &cidos graxos de 6leo de pescado, que os melhores resultados foram obtidos a partir da
relacdo ureia:acido graxo de 6:1, a temperatura de cristalizacdo de -12°C e o tempo de 14 h.
Salimon et al. (2012) encontram valores similares de rendimento quando utilizaram o tempo de
16 e 24 h, para temperaturas de -10°C e relacdo de ureia:acido graxo de 5:1, e também
encontraram valores interessantes para temperatura de 0°C, tempo de 24 h e relagdo ureia:acido

graxo 5:1, cabe ressaltar que as matérias primas eram diferente.

3.5 OBTENCAO DOS LIPIDIOS ESTRUTURADOS

A obtencdo gorduras modificadas tem sido alvo de estudos nos dltimos tempos,
uma vez que estas permitem maior flexibilidade de escolha da matéria-prima, e ajudam a
equilibrar as tendéncias entre disponibilidade local e demanda. As tecnologias de modificagdo
de gorduras trazem vantagens aos consumidores, pois permite a fabricacdo de produtos de
qualidade constante a precos razoaveis (GIOIELLI, 1998).

Na reacdo de interesterificacdo, os &cidos graxos permanecem inalterados, porém

ocorre a redistribuicdo dos mesmos nas moléculas dos triacilglicerois, implicando na
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modificacdo da composigdo triacilgliceridica, cuja a caracteristica final é totalmente
determinada pela composicao total em acidos graxos das matérias-primas iniciais. O processo
consiste, portanto, em quebras simultaneas de ligacdes éster existentes e formacao de novas
ligacGes nas moléculas gliceridicas (LAWSON, 1995; ROZENDAAL; MACRAE, 1997). Esta
modificacdo ao acaso provoca mudancas nas propriedades dos 6leos e gorduras naturais, ou
seja, a redistribuicdo dos acidos graxos.

Os lipidios estruturados sao triacilglicerdis reestruturados ou modificados, com o
intuito de alterar sua composicdo em &cidos graxos e/ou sua distribuicdo nas moléculas de
glicerol. Sua elaboragéo pode ser realizada mediante um processo de interesterificacdo, que
pode ocorrer de forma quimica, enzimética ou através de engenharia genética (LEE; AKOH,
1998; OSBORN; AKOH, 2008). Normalmente, os acidos graxos obedecem a certas tendéncias
de distribuicdo entre as hidroxilas do glicerol (GIOIELLI, 1998). Com isso, a interesterificacdo
é considerada o processo mais importante para a modificacdo fisico-quimica de Oleos e
gorduras. Sendo que diversas industrias de 6leos tém se interessado por esta técnica para a
producdo de margarinas, visto que esta técnica tem como vantagem uma grande reducdo dos
isdmeros trans (LIST, 2004).

Para a realizacdo da interesterificacdo, um pré-tratamento deve ser aplicado. Este
consiste no refino e na secagem do 6leo ou gordura, devido as presencas de acidos graxos livres
e umidade inativarem o catalisador, diminuindo o rendimento da reacdo. A interesterificacdo
guimica ocorre normalmente a altas temperaturas, em torno de 300°C, sendo demorada e
acompanhada de decomposicdo e polimerizacdo. Desta forma, sdo utilizados catalisadores
quimicos, os quais tém como funcdo reduzir a energia de ativacao do processo, além de diminuir
0 tempo de reacdo. Dentre os tipos de catalisadores existentes, os mais utilizados sédo os
alquilatos metalicos, como metoxido ou etdxido de sddio, seguidos dos metais de sodio, liga
sodio-potassio e dos hidréxidos de potassio ou sédio combinados com glicerol (GIOIELLLI,
1998).

Um excesso da concentracdo do catalisador pode resultar na perda de lipidios
neutros devido a formacao de metilésteres e sabfes, com isso as concentragdes de catalisador
utilizadas estdo numa faixa de 0,1 a 0,5% (m/m). O lipidio utilizado deve apresentar acidez e
conteudo de agua inferiores a 0,1% e 0,01% (m/m), respectivamente. Caso esses niveis sejam
excedidos, deve-se aumentar a quantidade de catalisador, visto que este € utilizado inicialmente

para reacdo com a agua e acidez presentes (D’AGOSTINI, 2001).
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3.6 ANALISES FISICO-QUIMICAS E INSTRUMENTAIS

3.6.1 Anadlises fisico-quimicas

Em relacdo as propriedades quimicas e de qualidade cita-se os acidos graxos livres,
indice de peroxido, indice de p-anidisina, Totox, indice de saponificacdo e indice de iodo, e
estas analise sdo realizadas conforme as normas oficiais da AOCS (2017).

A andlise da acidez determina o grau de hidrolise do 6leo. A presenca de &cidos
graxos livres (% AGL), ou acidez, representa a extensdo da hidrdlise quimica, fisica ou
enzimatica dos glicerideos. A fim de determinar o valor desta deterioracdo, se dissolve o 6leo
ou gordura em solvente neutro e se titula a acidez com alcali normalizado.

O indice de perdxido (IP) determina o estado de oxidac&o primaria dos lipidios,
sendo muito importante por definir a deterioracao dos lipidios, principalmente pela presenca de
compostos de baixa massa molar provenientes da degradacdo, como por exemplo, os aldeidos,
cetonas, alcodis e hidrocarbonetos. Estes compostos sdo responsaveis pelo sabor e odor
caracteristico de produtos rangosos, especialmente os compostos carbonilicos que produzem
compostos peroxidos.

O indice de anisidina (IAn) refere-se a produtos de oxidacao secundaria, o qual é
baseado na reacdo entre os aldeidos insaturados e o reagente de p-anisidina. O valor de Totox
é usado para indicar a oxidacdo total de hidrocarbonetos (produtos de oxidagdes primaria e
secundaria), e é calculado utilizando o indice de peroxido e o indice de anisidina (Totox = 2IP
+ 1An).

O indice de saponificacdo (IS) pode ser definido como a quantidade de alcali
necessaria para saponificar (hidrdlise e esterificacdo) uma quantidade definida de 6leo e/ou
gordura. O IS é expresso em numero de mg de KOH necessarios para saponificar 1 g de 6leo.
O valor do IS indica a massa molar média (MM) dos acidos graxos esterificados ao glicerol.
Assim, IS pequenos equivalem a acidos graxos de MM elevadas, e IS elevado a acidos graxos
de pequenas MM.

O indice de iodo (Il) determina o grau de insaturacdo de Oleos e/ou gorduras, e é
expresso em numeros de gramas de iodo absorvido por 100g de amostra. Sendo que valores de
Il elevados significam alto grau de insaturagdo. Para maior rapidez de absor¢éo de iodo, a reagéo

é feita em presenca de cloro, ou bromo, ou outros catalisadores.
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3.6.2 Andlises instrumentais

3.6.2.1 Espectroscopia de infravermelho

A espectroscopia de infravermelho (espectroscopia IV) é um tipo de espectroscopia
de absorcédo que usa a regido do infravermelho do espectro eletromagnético. Os espectrometros
de infravermelho com transformadas de Fourier (FT-IR) empregam um interferometro e
explora o processo matematico da transformacéo de Fourier, e é baseada na interacdo da luz de
infravermelho com a matéria (SMITH, 1996; STUART, 2004). A espectroscopia IV é uma
técnica de muita importancia na analise quimica qualitativa, podendo ser utilizada para

identificar um composto ou investigar a composic¢ao de uma amostra (MARIN, 2013).

3.6.2.2 Cromatografia gasosa

A técnica mais utilizada para andlise do perfil em &cidos graxos dos lipidios é a
cromatografia gasosa (CG). Para determinar os niveis de AGI nos 6leos, 0 processo comeca
com uma extracéo liquida para obtencao das amostras de 6leo. Posteriormente, o teor de 6leo €
determinado por gravimetria e, apds o 6leo é convertido em derivados volateis de ésteres
metilicos, seguido pela anélise de cromatografia gasosa (VONGSVIVUT et al., 2012). A
cromatografia é uma técnica de separacdo, principalmente utilizada em analises quimicas. Pode
ser utilizada para fins de preparacéo, quantificacdo e identificacdo. E uma técnica poderosa e
versatil, em um processo que pode separar uma mistura nos seus componentes individuais e,
simultaneamente, proporcionar uma estimativa quantitativa de cada constituinte (SCOTT,
2003).

3.6.2.3 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

As andlises térmicas abrangem técnicas nas quais uma propriedade fisica ou
quimica de uma substancia, ou de seus produtos de reacdo, é monitorada em funcdo da
temperatura ou do tempo, enquanto essa substancia é submetida a um programa controlado de
temperatura e sob uma atmosfera especifica (SILVA et al., 2007). A calorimetria exploratdria
diferencial (DSC) é uma técnica na qual se mede a diferenca de energia fornecida a substancia
e a uma material referéncia, em funcdo da temperatura enquanto a substancia e o material
referéncia sdo submetidos a uma programacgédo controlada de temperatura. Através dessas
técnicas, podem ser acompanhados os efeitos de calor associados com as alteragdes fisicas ou

quimicas da amostra, como transi¢cGes de fase (fusdo, ebulicdo, sublimacdo, congelagéo,
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inversdes de estruturas cristalinas) ou reacdes de desidratacdo, de dissociagdo, de

decomposicdo, de 6xido-redugdo, capazes de causar variacoes de energia (GIOLLITO, 2004).

3.6.2.4 Espectrometria da ressonancia magnética nuclear

O método da espectrometria da ressonancia magnética nuclear (RMN) baseia-se
nas propriedades magnéticas dos nucleos atdmicos, sendo que quase todos os elementos
quimicos tém ao menos um is6topo com um nucleo atdmico que possui momento magnético.
Quando este nucleo é colocado em um campo magnético externo, e a ele for aplicada uma
excitacdo com frequéncia igual a sua frequéncia de precessdo, tal nicleo € retirado de seu estado
de equilibrio. Apds a retirada do campo, este ndcleo tende a voltar ao seu estado fundamental
de equilibrio atraves dos processos de relaxacdo spin-rede e relaxacao spin-spin, sendo obtidos

entdo os sinais que compde o espectro de RMN (UNGARO et al., 1992).
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4 MATERIAL E METODOS

41 MATERIAIS

O o6leo de arroz e a banha suina foram obtidos em comércios locais e armazenados
a temperatura de -18 °C. Os ésteres do 6leo de arroz e os &cidos graxos livres de 6leo de arroz
foram produzidos no Laboratorio de Tecnologia Industrial, da Escola de Quimica e Alimentos
da Universidade Federal do Rio Grande (FURG).

4.1.1 Caracterizacdo da matéria prima

As matérias primas foram analisadas conforme as normas oficiais da AOCS (2017):
indice de acidez convertido em &cidos graxos livres (% AGL) (método Ca 5a-40), indice de
perdxido (IP) (método Cd 8-53), indice de iodo (I1) (método Cd 1-25), indice de saponificacdo
(IS) (método Cd 36-76), e indice de anisidina (IAn) (método Cd 18-90).

A identificacdo dos grupos funcionais do 6leo foi realizada por uso da analise de
reflexdo total atenuada no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR-ATR) (Prestige
21, The 210045, Japdo). A analise do perfil de acidos graxos foi realizada por cromatografia
gasosa (Shimadzu, GCMSQP2010 Plus, Japdo), no qual os acidos graxos sao identificados pela
comparacao direta dos tempos de retencdo com os padrdes (mistura de referéncia de ésteres de
acidos graxos), e quantificados por normalizacao de areas.

4.2 REACAO DE ALCOOLISE QUIMICA

Os ésteres foram produzidos por alcoolise alcalina do 6leo refinado de arroz com
etanol anidro, em excesso estequiométrico, empregando hidroxido de potassio (KOH) como
catalisador, com tempo de reacdo de 1 h a uma temperatura 70°C, a razao molar 6leo:élcool foi
de 1:12, e a propor¢do massica de catalisador de 1% (m/m). A Figura 5 apresenta o fluxograma

de obtencéo de ésteres do 6leo de arroz.
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Figura 5 : Fluxograma de obtencdo de ésteres do 6leo de arroz
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4.3 HIDROLISE QUIMICA

Os ésteres foram acidificados (pH=1,0) com solucdo de HCI 3 mol/L. Apos, a
mistura foi transferida a um funil de separacéo, e os &cidos graxos foram extraidos com adicao
de hexano (duas vezes o volume em relagéo a quantidade inicial de 6leo). A camada de hexano,
contendo os &cidos graxos livres, foi seca com sulfato de sodio anidro e o excedente foi
removido a 40°C para recuperar os 4acidos graxos livres (CREXI et al., 2012;

WANASUNDARA,; SHAHIDI, 1999). A Figura 6 apresenta o fluxograma de obtencéo de

acidos graxos livres.
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Figura 6 :Obtencdo de acidos graxos livres do dleo de arroz
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4.4  CRISTALIZACAO POR COMPLEXACAO COM UREIA

Para a metodologia de complexacdo com ureia, inicialmente a mistura de
ureia:alcool e acidos graxos foi realizada a temperatura de 50°C. As condicGes estudadas para
a complexacdo (temperatura e quantidade de catalisador) foram definidas através de um
delineamento composto central rotacional (DCCR), conforme a matriz de experimentos
apresentada na Tabela 1. A cristalizagédo ocorreu por 12 h em banho refrigerado (modelo Quimis
Q-304-264, Brasil), utilizando 50 g de amostra. A separacdo dos cristais formados foi realizada
por filtracdo a vacuo. A fragdo liquida (fracdo ndo complexada) foi diluida com volume igual
de &gua e acidificada a pH 4-5 com solucéo de HCI 6 mol/L. Apds, foi adicionado um volume
igual de hexano e agitou-se a mistura por 1 h. Ao final, a mistura foi transferida para um funil
separador. A camada de hexano foi lavada com agua destilada (igual volume), e a adgua de

lavagem foi separada e descartada. Apos foi adicionado sulfato de sodio anidro, e o solvente
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restante foi removido a 40°C sob vacuo. Os &cidos graxos da fragdo complexada (cristais) foram
recuperados apds a adicdo de igual volume de &gua destilada e acidificagdo a pH 4-5 com
solucdo de HCI 6 mol/L, de maneira similar a fracdo ndo complexada. As duas fracdes foram
pesadas e separadas, e a porcentagem de recuperacdo de cada uma foi calculada conforme
descrito em Wanasundara e Shahidi (1999). A Figura 7 apresenta o fluxograma de obtencéo da

fracdo ndo complexada.

Figura 7 : Obtencéo da fracdo ndo complexada de acidos graxos.
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4.4.1 Caracterizacdo dos acidos graxos insaturados

A andlise do perfil de acidos graxos foi realizada segundo metodologia proposta
por Metcalfe, Schimitz e Pelka (1966). Os acidos graxos foram identificados por cromatografia
gasosa (GC) no cromatografo (Shimadzu GCMSOP 2010 Plus, Tokyo, Japan) utilizando uma
coluna capilar de silica (100m x 0,25mm ID x 0,20mM). O rendimento percentual da fragcdo
ndo complexada (%RFNC) foi avaliado pela Equacdo 1, o percentual de aumento de 4cidos
graxos insaturados (%AAGI) pela Equagdo 2, o percentual de reducdo de acidos graxos
saturados (%RAGS) pela Equacdo 3.
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%RFNC = 22 % 100% (1)
mAGL

sendo, mnc a massa da fragdo ndo complexada obtidos e magL a massa de acido graxo livre.

%AGINc—%AGI
0 NC— 70 AGL X 100 (2)
%AGI g6L

%AAGI =

sendo, %AGInc 0 percentual de acidos graxos insaturados presente na fracdo ndo complexada e
0 %AGlacL € 0 percentual de acidos graxos insaturados presente nos acidos graxos livres do

Oleo de arroz.

%AGS —-%AGS
——AGL_ DT 7ONC % 100 3)
%AGS sGL

%RAGS =
sendo, %AGSnc 0 percentual de acidos graxos saturados presente na fracdo ndo complexada e
0 %AGSacL € 0 percentual de &cidos graxos saturados presente nos acidos graxos livres do 6leo

de arroz.

4.4.2 Anélise estatistica
O estudo da cristalizagédo foi realizado por meio de um delineamento composto
central rotacional (DCCR), apresentado pela Tabela 1, incluindo quatro pontos axiais e trés

pontos centrais para geracéo do erro.

Tabela 1 : Matriz do delineamento composto central rotacional (DCCR) para a cristalizagédo

por complexagdo com ureia.

) U/AG Temperatura U/AG Temperatura
Experimento

(X1) (X2)  (m/m)  (°C)
1 1 1 41 12
2 1 +1 41 2
3 +1 1 6:1 12
4 +1 +1 6:1 2
5 0 1414 51 -14
6 0 +1414 51 0
7 -1,414 0 3,6:1 7
8 +1,414 0 6,4:1 7
9 0 0 5:1 7
10 0 0 5:1 7
11 0 0 5:1 7

*U/AG: relacdo de ureia:6leo (m/m); X1 e X280 as formas codificadas dos fatores de estudo.
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As variaveis estudadas foram a proporcao ureia:éleo e a temperatura de reacéo.
Anélise de variancia foi utilizada para validacdo dos modelos, verificando o coeficiente de
determinacéo (R?) e o teste F, e a otimizacdo das condicdes de operagdo da cristalizacéo foi
atraves da metodologia de superficies de respostas através do programa Statistica 7.0
(StatSoft, USA).

45 REACAO DE INTERESTERIFICACAO QUIMICA

A reacdo de interesterificacdo foi realizada, utilizando blendas de banha suina:6leo
de arroz. As blendas (300 g) na proporcdo 70/30 (Banha suina/6leo de arroz) foram aquecidas
a 70°C em chapa de aquecimento com agitacdo constante (500 rpm) por 10 min e sob pressao
absoluta de 60 mmHg, de acordo com procedimento adaptado de Oliveira et al. (2017) e
Engelmann et al. (2018). A reacédo de interesterificacdo foi iniciada pela adi¢do do catalisador
metoxido de sodio em p6 a mistura banha:oleo de arroz. Apds o tempo estabelecido, adicionou-
se &gua destilada para finalizar a reacéo e evitar o escurecimento e, posteriormente, a mistura
foi filtrada utilizando sulfato de so6dio anidro para reter umidade. A Figura 8 apresenta o

fluxograma de obtencdo de lipidios estruturados.

Figura 8 : Fluxograma de obtenc&o dos lipidios estruturados.
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Para o estudo da reacdo de interesterificacdo quimica, a quantidade de catalisador e o
tempo de reacdo foram analisados através de seis tratamentos. As condicdes utilizadas em cada

experimento podem ser observadas na Tabela 2.

Tabela 2: Tratamentos experimentais de interesterificacdo quimica.

Catalisador Tempo

Tratamento Blendas
(%) (min)
1 Banha Suina: Oleo de arroz 0,50 15
2 Banha Suina: Oleo de arroz 0,50 30
3 Banha Suina: Oleo de arroz 0,50 60
4 Banha Suina: Oleo de arroz 1,00 15
5 Banha Suina: Oleo de arroz 1,00 30
6 Banha Suina: Oleo de arroz 1,00 60

45.1 Caracterizacdo dos lipidios estruturados

Os lipidios estruturados foram caracterizados em relacéo aos indices de acidez (1A)
(método Ca 5a - 40), de peroxido (IP) (método Cd 8- 53), de p-anisidina (IAn) (método Cd 18-
90), de saponificacdo (IS) (método Cd 36-76) e de iodo (Il) (método Cd 1-25), conforme
proposto pela AOCS (2002, 2017).

O valor de Totox indica a oxidacdo total de hidrocarbonetos (produtos de oxidacédo
primaria e secundaria), e foi calculado somando duas vezes o indice de peroxido e uma vez o
indice de p-anisidina (Totox = (2xIP) + 1An).

O percentual de &cidos graxos saturados e insaturados presentes nas posicdes sn-
1,3 e sn-2 do triacilglicerol foi realizada através de ressonancia magnética nuclear (RMN). Os
espectros de RMN foram obtidos num espectrdmetro de campo elevado (Bruker, modelo
Ascend 400 MHz, Rheinstetten, Alemanha) com ima de 9,4 Tesla, correspondendo a 100 MHz
para 13C, utilizando uma sonda de 5 mm de didmetro. Para obter os espectros foi utilizada uma
sequéncia padrdo de 13C-NMR, composta por um pulso de 30 ° com um tempo de aquisi¢cdo
de 1363 ms, 4000 varreduras e janela espectral de 24,03 kHz (SOON, 1985).

O ponto de fusdo das amostras foi determinado por DSC (modelo Shimadzu DSC-
60, Kyoto, Japdo), com sistema de resfriamento contendo nitrogénio liquido. A analise foi

realizada com 5 mg de amostra, que foram selados hermeticamente em cadinho de aluminio,
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resfriados até -60°C e depois aquecidos a 60°C a razdo de 10 °C/min (HUANG; SATHIVEL,
2008).

O conteudo de gordura sélida (CGS) foi avaliado a partir da integracdo das curvas
DSC, e os graficos dos perfis de fusdo foram obtidos tracando o CGS pela temperatura, de
acordo com a metodologia proposta por Khatoon e Reddy (2005).

A identificacdo de grupos funcionais do 6leo foi efetuada por espectroscopia de
infravermelho (IVV) com transformada de Fourier (FT-IR) (Prestige 21 210045, Kyoto, Japao).
Sendo que as amostras foram submetidas a determinacdo espectroscépica na regidao
infravermelha (600-4000 cm-1) utilizando a técnica de reflectancia atenuado total (GUILLEN:;
CABO, 2000).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA E INTRUMENTAL DO OLEO DE ARROZ
E DA BANHA SUINA

A Tabela 3 apresenta a caracterizacdo das matérias-primas utilizadas para

realizacéo deste trabalho.

Tabela 3: Caracterizacao fisico-quimica do 6leo de arroz refinado e da banha suina

Oleo de arroz Banha suina
%AGL (% acido oleico) 0,27+0,012 0,28+0,022
IP (medpersxido/KYsleo) 5,4+0,5% 5,8+0,22
IAN 5,7+0,1° 6,6+0,1°
Totox 16,7+0,3 18,00,2°
1 (gr2/ 9) 99+12 7142P
IS (Mmgkor/ 9) 198422 185+3°

Valor médio * desvio padrdo (n=3). AGL: &cidos graxos livres; IP: indice de perdxido;
IAn: indice de p-anisidina; Totox: contetido de oxidacéo total; Il: indice de iodo; IS: indice
de saponificagdo. Letras com sobrescritos diferentes na mesma linha apresentam diferenca
significativa (p< 0,05).

Na Tabela 3 pode-se observar que a banha suina comprada no comércio local se
encontrava no nivel de acidez permitido pelo RISPOA (1962), o qual estabelece um méximo
de 0,3% para este indice. Para o 6leo refinado de arroz, os valores de %AGL estdo de acordo
com os limites regulamentados pela ANVISA (2005) para 6leos vegetais.

O IP refere-se ao estagio inicial da oxidacdo lipidica, sendo importante na
determinacdo do estado da deterioracdo de 6leos e gorduras. O valor de p-anisidina também se
refere ao estado de conservacéo do 0leo, entretanto, refere-se ao estagio de oxidacao secundaria
destes (MANRAL et al., 2008). Em relac&o aos indices de peroxido e anisidina do 6leo de arroz
e da banha suina estdo de acordo com os niveis exigidos pela CODEX ALIMENTARIUS (2005)
(IP <10 mea/kgsieo € 1AN < 20).

O 1l esta relacionado com o grau de insaturacéo do 6leo, enquanto que o IS indica
a massa molar média dos acidos graxos esterificados ao glicerol (AOCS, 2017). Em relacéo a
estes valores (Tabela 3) pode-se verificar que as matérias-primas apresentaram diferenca

significativa (p < 0,05), indicando que estas possuem quantidades de &cidos graxos diferentes.
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De acordo com O’Brien (1998), o Il da banha varia entre 46 e 70 gl2/gsi0, €NQUanNto para o
CODEX ALIMENTARIUS (2005) esse valor varia de 55 a 65 gl2/geo. Desta forma, pode-se
afirmar que os valores obtidos estdo dentro da faixa encontrada na literatura.

As resolucdes RDC 270/05 e RDC 482/99 da ANVISA (1999) regulamentam que
6leo de arroz tenha um valor de Il que varia de 99 a 108 glz/g. Pode—se observar que os valores
de Il obtidos na Tabela 3 se encontravam dentro do especificado pela legislagdo. Para o IS da
banha, Chiu, Gioielli e Grimaldi (2008) encontrou valor de 195 mgkon/gsieo, SeNdo este foi
semelhante ao encontrado neste trabalho (Tabela 3). As pequenas varia¢fes observadas podem
ser explicadas pelas variagGes de técnicas de manejo dos animais. O valor determinado para o
IS do 6leo de arroz assemelha-se ao 6leo bruto comercializado de empresas do pais, 0s quais
mantiveram-se em torno de 180-199 mgkor/gsieo (ABOISSA, 2015). O perfil de &cidos graxos
do 6leo de arroz e da banha suina estdo apresentados na Tabela 4, e os valores obtidos foram
comparados com os encontrados na literatura (CODEX ALIMENTARIUS, 2005).

Tabela 4: Perfis de acidos graxos do 6leo de arroz e banha suina

acidos graxos 6leo de arroz banha suina 6leo de arroz banha suina
(%) (%) (%) (%)
(Codex) (Codex) (este trabalho)  (este trabalho)
C12:0 0-0,2 0 NI NI
C14:0 0-1 1-2,5 0,19+£0,03 0,9+0,02
C16:0 14-23 20-30 18,40 £ 0,20 20,56+0,06
C16:1 0-0,5 2-4 0,18 + 0,01 1,73+0,12
C18:0 0,9-4 8-22 1,43 £0,02 10,71+0,24
C18:1 38-48 35-55 39,48 £ 0,26 41,29+0,22
C18:2 21-42 4-12 34,25+0,12 19,45+0,15
C18:3 0,1-2,9 0-1,5 1,65+ 0,03 1,12+0,06
C20:0 0-0,9 0-1,5 0,84 £ 0,05 NI
C20:1 0-0,8 0-1,5 0,35+0,10 NI
C24:0 0-0,9 0 0,41 +£0,04 NI
Y NI - - 2,82 +0,30 4,24+0,14
>AGS - - 21,27 +0,26 32,17+0,28
> AGI - - 75,91 +0,30 63,59+0,25

Valor médio + desvio padrdo (n=2). NI: ndo identificados; > NI: somatério de ndo identificados; > AGS: somatorio
de acidos graxos saturados; > AGI: somatério de acidos graxos insaturados. Fonte: adaptado de CODEX
ALIMENTARIUS (2005).
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Os perfis de acidos graxos do 6leo de arroz e da banha suina estdo em conformidade
com a literatura (CODEX ALIMENTARIUS, 2005), como pode ser observado na Tabela 4. Os
acidos graxos com maiores percentuais foram o acido oleico (C18:1) e o &cido linoleico (C18:2)
para o 0Oleo de arroz, que totalizaram 73,73% do perfil lipidico. Para a banha suina, os acidos
graxos de maiores percentuais foram o &cido oleico (C18:1) e o acido palmitico (C16:0), no
qual somaram 61,85%. Na Tabela 4 pode se visualizar o total de AGI presentes no 6leo de arroz
e na banha suina, estando na faixa de aproximadamente 76% e 64%, respectivamente. Estes
resultados evidenciam que as matérias primas apresentam caracteristicas nutricionais
interessantes, principalmente o 6leo de arroz por ser rico no &cido linoleico, considerado um

acido graxo essencial.

5.2 CARACTERIZACAO DO ESTERES DE OLEO DE ARROZ.

Na Tabela 5 encontra-se o perfil graxo dos ésteres de 6leo de arroz, onde pode se

observar uma grande similaridade com o perfil de acidos graxos do 6leo de arroz.

Tabela 5: Perfil de &cidos graxos dos ésteres do 6leo de arroz

Acidos graxos Esteres de arroz (%)
C12:.0 NI
C14:.0 0,17 £ 0,02
C16:0 18,39 £ 0,16
Cl6:1 0,19 £ 0,03
C18:0 1,44 £0,03
Ci18:1 39,37 £ 0,23
C18:2 34,15 +0,10
C18:3 1,68 + 0,03
C20:0 0,90 £0,04
C20:1 0,34 0,12
C24.0 0,39 0,02

> NI 2,98 £0,36
> AGS 21,29 +£0,28
TAGI 75,73 20,24

Valor médio * desvio padrdo (n=3). NI: ndo identificados; Y NI: somatorio de ndo identificados;
> AGS: somatdrio de acidos graxos saturados; > AGI: somatorio de acidos graxos insaturados.
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A partir da Figura 9 observar-se os espectros de infravermelho para o 6leo refinado
e monoésteres de arroz, sendo que 0s espectros das amostras apresentaram bandas
caracteristicas de 6leos e gorduras. As bandas observadas em 3007, 2922 e 2852 cm™ referem-
se aos estiramentos simétricos e assimétricos do CH.. As bandas observadas em 1743 cm?
referem-se a vibragcdo axial do grupo carbonila (C=0) dos ésteres, sendo caracteristica dos
triacilglicerdis. As bandas observadas em 1652 s&o atribuidas ao estiramento vibracional das
ligacOes duplas entre carbonos (C=C). As bandas em torno de 1463 cm™ e 1374 cm* referem-

se a deformacao angular do tipo tesoura dos grupos CH2 e CHs, respectivamente.

Figura 9 : Espectro de infravermelho para as amostras de: (a) 6leo refinado de arroz e (b)

monoésteres de arroz.
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Ja as bandas observadas entre 1236, 1159 e 1097 cm™ estdo relacionadas com a
vibracdo dos grupos éster C-O. Por volta de 721 cm™ para todas as amostras, foram observadas
bandas referentes as deformacdes angulares do tipo rocking dos grupamentos HC=CH (cis)
(GUILLEN, CABO, 2002). Na curva dos ésteres (Figura 9 (b)) pode ser observada uma banda
bem pronunciada em torno de 1035 cm™, que se refere as vibragBes de estiramentos
assimétricos das ligacbes O-C-C. Essas bandas ndo foram observadas na curva dos
triacilglicerdis (Figura 9 (@)), pois sdo bandas caracteristicas de monoeésteres metilicos
(HUANG; SATHIVEL, 2008).

5.3 OBTENCAO DE ACIDOS GRAXOS INSATURADO DE ARROZ.

A Tabela 6 apresenta o perfil de &cido graxo obtido apés a etapa de hidrolise

quimica.

Tabela 6: Perfis de &cidos graxos do 6leo de arroz, ésteres do 6leo de arroz e acidos graxos

livres.

Acidos graxos Oleo de arroz (%) Esteres do 6leo(%) AGL (%)
C12:0 NI NI NI
C14:.0 0,19 + 0,032 0,17 £ 0,022 0,19 + 0,012
C16:0 18,40 £ 0,207 18,39 £ 0,16% 18,50 + 0,25%
Ci16:1 0,18 £ 0,012 0,19 £ 0,032 0,19 £ 0,012
C18:0 1,43 £ 0,022 1,44 £ 0,032 1,44 £ 0,012
Ci18:1 39,48 £ 0,262 39,37 £ 0,232 39,41 + 0,322
C18:2 34,25 + 0,122 34,15 + 0,102 34,26 + 0,142
C18:3 1,65 + 0,032 1,68 + 0,032 1,67 + 0,022
C20:0 0,84 + 0,052 0,90 +0,042 0,87 +0,03?
C20:1 0,35 +0,102 0,34 0,122 0,35 +0,06?
C24:0 0,41 0,042 0,39 +0,022 0,39 +0,022

> NI 2,82 +0,302 2,98 +0,362 2,73 0,302
> AGS 21,27 +0,262 21,29 +0,28? 21,39 0,252
> AGI 75,91 +0,302 75,73 +0,242 75,88 0,202

Valor médio + desvio padréo (n=2). NI: ndo identificados; > NI: somatorio de ndo identificados; Y AGS:
somatorio de acidos graxos saturados, Y AGI: somatorio de acidos graxos insaturados. Letras com sobrescritos

diferentes na mesma linha apresentam diferenca significativa (p< 0,05).
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5.3.1 Delineamento composto central rotacional.

Na Tabela 7 sdo apresentados os resultados obtidos do DCCR realizado para
obtencdo dos concentrados de &cidos graxos insaturados de 6leo de arroz, e a Tabela 8 apresenta
o perfil de acidos graxos obtidos a partir dos experimentos do DCCR.

Observa-se na Tabela 7 que os valores de rendimentos dos experimentos n° 6, n° 4
e n° 2 foram os maiores, respectivamente. Wanasundara e Shahidi (1999) obtiveram valor de
rendimento de 20% para temperatura de 0°C e proporc¢édo de ureia/acido graxo de 5/1, em seus
estudos sobre a obtencao de concentrados de &cidos graxos de 6leo de pescado via complexacgéo
com ureia. O 6leo de arroz apresenta um teor dos acidos graxos oleico e linoleico maior que
6leo de pescado utilizado pelos autores, o qual apresentou grandes quantidades de acidos graxos
poli-insaturados, destacando-se principalmente os acidos graxo linolénico, eicosapentaenoico e
docosaexaenoico. Wanasundara e Shahidi (1999) e Setyawardhani et al (2015) identificaram
que quanto menores forem as temperaturas maiores eram os rendimentos em acidos graxos poli-
insaturados. Isto pode ser explicado pelo fato de que em temperaturas menores, a eficiéncia dos
canais de ureia em reter acidos graxos como oleico e linoleico é maior, justificando os melhores

rendimentos em temperaturas mais altas.

Tabela 7: Delineamento composto central rotacional dos concentrados de &cidos graxos
insaturados do 6leo de arroz

Experimento U/AG Temperatura %RFNC %AAGI %RAGS
(n°) (m/m) (°C) (%) (%) (%)
1 4:1 -12 34,25 20,59 69,49
2 4:1 -2 37,00 18,45 63,10
3 6:1 -12 22,00 21,19 70,57
4 6:1 -2 35,00 19,54 67,84
5 5:1 -14 28,80 22,57 80,39
6 5:1 0 43,00 19,84 68,07
7 3,6:1 -7 30,40 18,32 61,87
8 6,4:1 -7 25,63 22,30 74,89
9 5:1 -7 20,00 20,39 69,20
10 5:1 -7 18,50 20,10 67,85
11 5:1 -7 21,25 19,85 68,50

%RFNC: percentual de rendimento da fracdo ndo complexada; %AAGI: percentual de aumento de &cidos

graxos insaturados; %RAGS: percentual de reducédo de &cidos graxos saturados.
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Tabela 8: Perfis de &cidos graxos dos experimentos do DCCR

n°1 ne 2 n°3 n° 4 n°5 n° 6 n°’7y n°8 n°9 n° 10 n°11

C 140 NI NI NI NI NI NI NI NI NI NI NI

Cle:0 5,87+0,12 7,22+0,15 5,58+0,20 6,16+0,10 4,08+0,08 5,8+0,15 7,45+0,10 4,58+0,16 5,64+0,14 5,79+0,12 5,81+0,15
Cle:l1  0,23+0,02 0,23+0,04 0,21+0,04 0,25+0,02 0,17+0,01 0,21+0,02 0,22+0,04 0,21+0,04 0,18+0,02 0,23+0,04 0,16+0,06
C18:0 0,21+0,01 0,21+0,10 0,20+0,02 0,26+0,04 0,09+0,02 0,58+0,04 0,36+0,02 0,31+0,02 0,61+0,06 0,65+0,05 0,63+0,08
C18:1 43,17+0,21 41,33+0,20 41,39+0,16 35,53+0,10 42,13+0,14 42,75+0,23 43,42+0,26 44,94+0,18 43,42+0,25 43,83+0,23 42,92+0,20

C18:1T NI NI NI NI NI NI NI NI NI NI NI
C18:2 45,35+0,18 45,45+0,34 47,51+0,14 51,82+0,14 47,73+0,10 45,52+0,18 43,15+0,22 44,79+0,24 45,02+0,36 44,22+0,28 44,86+0,32
C18:2T NI NI NI NI NI NI NI NI NI NI NI
C18:3 2,13+0,04 2,29+0,06 2,28+0,02 2,69+0,04 2,36+0,08 1,9+0,04 2,35+0,10 2,24+0,20 2,2+0,04 2,3+0,06 2,45+0,08
Cc20:0 0,41+0,01 0,42+0,04 0,45+0,04 0,42+0,02 NI 0,41+0,02 0,3+0,06 0,45+0,04 0,35+0,06 0,4+0,02 0,32+0,02
c20:1 0,65+0,02 0,61+0,02 0,62+0,02 0,47+0,04 0,65+0,06 0,59+0,04 0,68+0,10 0,66+0,12 0,57+0,06 0,59+0,06 0,60+0,08
C 20:2 NI NI NI NI NI NI NI NI NI NI NI
C22:0 NI NI NI NI NI NI NI NI NI NI NI
C24:0 NI NI NI NI NI NI NI NI NI NI NI

> NI 1,96+0,12 2,23+0,06 1,74+0,08 2,41+0,10 2,79+0,18 2,24+0,16 2,07+0,26 1,816+0,26 2,00+0,28 1,99+0,14 2,25+0,24
>AGS  6,49+0,08 7,85+0,16 6,26+0,12 6,84+0,06 4,17+0,04 6,79+0,08 8,11+0,08 5,34+0,14 6,6+0,18 6,83+0,10 6,76+0,28
YAGI  91,55+0,16 89,92+0,30 92,00+0,16 90,75+0,12 93,04+0,26 90,97+0,20 89,82+0,28 92,84+0,32 91,40+0,30 91,18+0,34 90,99+0,42

Valor médio + desvio padrdo (n=3). NI: ndo identificados; > NI: somatdrio de ndo identificados; > AGS: somatorio de &cidos graxos saturados; > AGI: somatorio de acidos
graxos insaturados.
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Os experimentos n° 5 e n° 8 foram os que apresentaram maiores %AAGI e maiores
%RAGS. Isso ocorreu devido ao fato de que temperaturas menores e propor¢des U/AG maiores
facilitam a complexacdo dos AGS e de alguns AGI. Resultados semelhantes foram observados
por Salimon et al (2012), que obtiveram maiores concentra¢des do acido graxo linoleico em
condicdes de U/AG de 1/5 em -10 °C, durante 24 h.

A Tabela 8 apresenta o perfil de acidos graxos obtidos a partir dos experimentos do
DCCR, e utilizados para calcular as variaveis dependentes %AAGI e %RAGS. A partir dos
resultados pode se observar que o percentual de acidos graxos ndo identificados ficou entre 2%
e 5%, 0 que esta de acordo com os valores encontrados na literatura (ENGELMANN et al.,
2018; PAIM et al., 2012). O somatério %AGI em todos os experimentos foram superiores a
89%. Solimon et al (2012) encontraram resultados superiores 90% em seus estudos sobre a

concentracdo de acidos graxos a partir de 6leo de semente de Jatropha curcas.

5.3.1.1 Percentual de rendimento da fracdo ndo complexada
A Figura 10 apresenta o grafico de pareto para a variavel dependente percentual de

rendimento da fragdo ndo complexada.

Figura 10 : Gréfico de Pareto dos efeitos de proporcdo U/AG e da temperatura para a variavel

resposta %RFNC (percentual de rendimento da fracdo ndo complexada).
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A partir da Figura 10 observa-se que todas as variaveis afetaram a resposta %RFNC,
a um nivel de significancia de 95%, onde a temperatura afetou positivamente, ou seja, com o
aumento da temperatura, houve um aumento do percentual de rendimento. Com isso, pode se
afirmar que o complexo formado entre os cristais de ureia e 0s acidos graxos foram menores
em temperaturas maiores, aumentando assim o rendimento da fragdo ndo complexada. A
relacdo U/AG afetou negativamente o rendimento da fragdo ndo complexada, isso ocorreu
devido a que quanto menor a quantidade de ureia, menor serd a quantidade de complexos entre
0s cristais de ureia e os acidos graxos a serem formados. Ambos os efeitos citados contribuem
para otimizagdo do processo, pois para fins industrias quanto menos energia for gasta na
operacao de cristalizacdo e quanto menor a relacdo de U/AG, mais viavel se torna a operagao.

Tendo em vista a significancia das variaveis estudadas, realizou-se uma analise de
variancia a fim de determinar se 0 modelo gerado poderia ser utilizado para fins preditivos. A

andlise de variancia (Quadro de ANOVA) do modelo € apresentada na Tabela 9.

Tabela 9: Andlise de variancia dos experimentos de obtencao dos concentrados de acido

graxo insaturado para 0 %RFNC (percentual de rendimento da fragdo ndo complexada).

Graus de Quadrado
Fonte _ Soma dos quadrados o Fealc. Frap™
liberdade médio
Regresséo 5 623,17 124,63 47,20 5,05
Residuo 5 13,18 2,64
Total 10 636,35

Neste estudo, o valor (Fca/Ftab) foi de 9,34, indicando que o modelo estatistico
apresentado na Equacdo 4 pode ser utilizado para fins preditivos e gerar superficie de resposta.
Além de obter o valor de F, foi possivel determinar também, o coeficiente de determinacgao
(R?), o qual apresentou valor de 0,979, indicando que 97,9% da variabilidade na resposta podem

ser explicadas pelo modelo.

Y = 19,91 + 4,07X,% + 8,02X,2 — 2,63X; + 4,48X, + 2,56X, X, (4)

Na Figura 11 é mostrada a superficie de resposta para o percentual de rendimento
da fracdo ndo complexada (%RFNC), obtida a partir do modelo estatistico apresentado na



54

Equacdo 4. Os efeitos apresentados pelas variaveis de estudo sdo confirmados através da
superficie de resposta, onde pode ser observado que com 0 aumento da temperatura e a
diminuicdo da proporcdo U/AG se obtém os melhores rendimentos. Com os resultados
apresentados, e levando em consideracdo o perfil de acidos graxos obtidos, conclui-se que na
regido proxima ao experimento n° 6 obteve o melhor %RNC, sendo assim, para obter o maior
rendimento as condic¢Bes definidas foram: a temperatura de 0 °C (nivel +1,414) e a relacéo
U/AG de 5/1 (nivel 0).

Figura 11 : Superficie de resposta para a variavel resposta %RFNC (rendimento percentual

da fracdo ndo complexada).
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5.3.1.2 Percentual de aumento dos &cidos graxos insaturados
A Figura 12 apresenta o grafico de Pareto para variavel dependente percentual de

aumento dos &cidos graxos insaturados (%AAGI).
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A Figura 12 indica que a temperatura e proporcdo U/AG influenciaram
significativamente a nivel de significancia 95%. A temperatura teve um efeito negativo, sendo
assim quanto menor a temperatura maior sera 0 %AAGI. A propor¢cdo U/AG apresentou um
efeito positivo, ou seja, com 0 aumento da propor¢do ocorre um aumento %AAGI.

Com a significancia das variaveis estudadas, realizou-se uma andlise de variancia a
fim de determinar se 0 modelo gerado poderia ser utilizado para fins preditivos. A anélise de
variancia (Quadro de ANOVA) do modelo é apresentada na Tabela 10.

Figura 12 : Grafico de Pareto dos efeitos de proporcdo U/AG e da temperatura para a variavel

resposta %AAGI (percentual de aumento dos &cidos graxos insaturados).

(2) Temperatura (L) -3,28
(1) UAG (L) 3,15
Temperatura (Q) . 0,99
Interacao 1-2 0,30
U/AG (Q) -0,29
DI=.I05

Na Tabela 10 %AAGI, a relacéo entre Feac/Ftan € de 2,43 segundo Box, Hunter e
Hunter (2005) para que além de ser significativa, uma regressao seja Util para fins preditivos, a
relacdo (Fcac/Ftab) deve ser superior a trés. J& Khury e Cornell (1996) determinaram que para
gue um modelo tenha significancia estatistica, o valor de F calculado (Fcaic) deve ser de 3 a5
vezes maior que o valor de F tabelado (Ftan). Demonstrando que o modelo estatistico ndo foi

preditivo, ndo podendo assim gerar a superficie de resposta.
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Tabela 10: Andlise de variancia dos experimentos de obtengdo dos concentrados de &cido
graxo insaturado para 0 %AAGI (percentual de aumento dos &cidos graxos insaturados)

Graus de Soma dos Quadrado
. , .. Fcal Ftab
liberdade quadrados médio
Regressao 2 14,97 7,49 10,85 4,46
Residuo 8 3,39 0,69
Total 10 18,36

5.3.1.3 Percentual de reducdo dos &cidos graxos saturados

A Figura 13 mostra o grafico de Pareto para varidvel dependente percentual de
reducdo dos acidos graxos saturados (%RAGS), indicando que a temperatura e proporcao U/AG
influenciaram significativamente ao nivel de significancia de 95%. A temperatura teve um
efeito negativo, sendo assim quanto menor a temperatura maior sera 0 %RAGS. A proporcao
U/AG apresentou um efeito positivo, ou seja, com 0 aumento da proporg¢ao ocorre um aumento
%RAGS.

Figura 13 : Grafico de Pareto dos efeitos de proporcdo U/AG e da temperatura para a variavel
resposta %RAGS (percentual de reducdo dos acidos graxos saturados).
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Observando os tratamentos estatisticos das varidveis dependentes %AAGI e
%RAGS, destacasse para ambos que os efeitos lineares da temperatura e da proporgédo U/AG
foram significativos ao nivel de 95% (p < 0,05), e com efeitos negativo para temperatura e
positivo para proporcao U/AG, sendo assim com as temperaturas mais baixas e a proporcéao
U/AG maior se obteve a maior concentracéo &cidos graxos insaturados.

Assim, definidas as significancias das varidveis estudadas, realizou-se uma anélise
de variancia para 0 %RAGS a fim de determinar se o modelo gerado poderia ser utilizado para

fins preditivos. A anélise de variancia (Quadro de ANOVA) é apresentada na Tabela 11.

Tabela 11: Anélise de variancia dos experimentos de obtencdo dos concentrados de acido

graxo insaturado para 0 %RAGS (percentual de reducao dos acidos graxos saturados).

Graus de Quadrado
Fonte _ Soma dos quadrados _ Fealc. Frab™
liberdade médio
Regressao 2 201,38 100,69 8,76 4,46
Residuo 8 54,72 10,94
Total 10 256,10

A relacdo (Fcaic/Fab) foi de 1,96, sendo assim a relacdo para que o modelo seja
considerado significativo nao foi atingida. Com isso demonstrou-se que o modelo estatistico

ndo foi preditivo para a resposta %RAGS, ndo podendo assim gerar a superficie de resposta.

5.4 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA E INTRUMENTAL DOS LIPIDIOS
ESTRUTURADOS DO OLEO DE ARROZ E BANHA SUINA

5.4.1 Caracterizacao fisico-quimica

A Tabela 12 apresenta os valores da caracterizagdo dos lipidios produzidos. Os
lipidios estruturados mantiveram os AGL e os produtos de oxidagdo dentro dos niveis
especificados pela legislacio (CODEX ALIMENTARIUS, 2005). Os teores de AGL foram
menores quando a reagdo foi superior a 30 min, porém para todas reacbes ocorreu uma

diminuicdo em relacdo as matérias primas (Tabela 3).



Tabela 12: Caracterizacao dos lipidios estruturados

Expn°l Expn°2 Expn®3 Expn°4 Expn®5 Exp n° 6

%AGL (%éacido oleico)  0,22+0,2° 0,16 +0,01° 0,16+0,01° 0,20+0,0228 0,15+0,01° 0,14 +0,01°

IP (MeQpersxido/KYsleo) 524+0,3228 49+020° 455+0,36° 510+0,45° 4,64+0,28° 4,72+0,34

IANn 6,12+0,08 574+0,14° 552+0,04° 6,08+0,10° 568+0,16" 548 +0,14°
Totox 15,82 +0,14% 15,54 + 0,22 14,62 +0,26° 15,68 +0,10* 14,96 +0,32° 14,92 +0,27°
I (g12/9) 80 12 79+1? 79 +12 79 +12 80 +1? 82 +12
IS (Mgkon/Q) 193 + 22 192 +12 193 + 22 193 + 12 192 + 22 192 + 22

Valor médio + desvio padrdo (n=3). AGL.: &cidos graxos livres; IP: indice de peréxido; IAn: indice de p-anisidina; Totox:
conteido de oxidacdo total; I1: indice de iodo; IS: indice de saponificacdo. Letras com sobrescritos diferentes na mesma
linha apresentam diferenca significativa (p < 0,05).

85
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O IP, IA e Totox apresentaram valores abaixo dos encontrados nas matérias primas
(Tabela 3), nos tratamentos observa-se que o tempo de reacdo e o percentual de catalizador
influenciaram na reducdo dos valores, pois 0s experimentos n® 2 e n° 5 ocorrem No MesmMo
tempo com propor¢do de catalizador diferente e 0s experimentos n°® 1 e n° 3 apresentam a
mesma propor¢ao de catalizador, porém em tempos diferentes Segundo D’ Agostini, (2001) isso
ocorre pela capacidade do catalisador em remover AGI e produtos de oxidagé&o.

Engelmann et al (2018) também encontrou reduc¢des nos valores destes indices em
suas blendas de 6leo de pescado e banha suina nas proporc¢6es em que foram utilizados maiores
percentuais de catalisador.

Os valores de Il e IS dos lipidios estruturados apresentaram resultados semelhantes
entre si, 0 que se deve ao fato das proporcGes banha/dleo de arroz utilizadas serem as mesmas
em todos os tratamentos. Desta forma, foi possivel observar que a proporcéo de catalisador e 0
tempo de processo ndo alteram o perfil lipidico. Resultados semelhantes foram encontrados
através de estudos realizados Engelmann et al (2018).

5.4.2 Espectroscopia de infravermelho FT-IR

A Figura 14 apresenta 0s espectros vibracionais das matérias primas e dos prodtos
dos experimentos.

Os espectros das amostras apresentaram bandas caracteristicas de 6leos e gorduras.
As bandas observadas em 2924 e 2852 cm™* referem aos estiramentos simétricos e assimétricos
do CH>. As bandas observadas em 1744 cm™ referem-se a vibragéo axial do grupo carbonila
(C=0) dos esteres, sendo caracteristica dos triacilglicerdis. As bandas observadas em 1654 séo
atribuidas ao estiramento vibracional das liga¢es duplas entre carbonos (C=C). As bandas em
torno de 1461 cm™ e 1374 cm™* referem-se a deformagéo angular do tipo tesoura dos grupos
CH: e CHa, respectivamente. Ja, as bandas observadas entre 1234, 1158 e 1097 cm™ estdo
relacionadas com a vibragéo dos grupos éster C-O. Por volta de 721 cm™ para todas as amostras
foram observadas bandas referentes as deformacdes angulares do tipo rocking dos grupamentos
HC=CH (cis) (GUILLEN; CABO, 2000). Pode-se observar que 0s experimentos tiveram
espectros com comportamentos similares ao da banha suina, indicando que as propriedades dos

lipidios ndo foram perdidas ao longo da reacéo.
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Figura 14 :Espectros vibracionais das matérias primas e dos produtos dos experimentos.
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5.4.3 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)
A Figura 15 apresenta as curvas de DSC para banha suina e para os produtos dos

experimentos (nimeros de 1 a 6).
Figura 15 : Curvas de fusdo da banha suina e dos experimentos: (a) n°1, n°2 e n°3; e (b) n°4,

n°5en®o6.

banha
- - - - Experimento 1
e Experimento 2

------ Experimento 3
........................ . . — ,-’I\" e i‘ e = e
............ g -..---" v
Bt
2 ......
&
&
L
2 -
2 | -
™
=
=~ =
T T T T T T T T T g T ' | d J i !
60 45 30 15 0 15 30 45 60
Temperature (°C)
(@)
—banha
----- Experimento 4
.. —-- Experimento 5
Experimento 6
-
=
]
=]
L]
=
=}
]
=
[

—
-60 -45 -30 -15 0 15 30 45 60
Temperature (°C)

(b)



62

A partir das curvas apresentadas na Figura 15 pode-se observar que os experimentos
apresentaram comportamento de fusdo semelhante ao da banha suina, sendo que todas as
amostras apresentaram dois picos de fusdo bem definidos em temperaturas em torno de 0°C e
30°C, que sdo relacionados aos altos teores de acidos graxos oleico e palmitico,
respectivamente. A pouca diferenca apresentada nas curvas obtidas, pode ser explicado pelo
fato da maior parte da blenda ter sido composta por banha suina (70/30) e pelo 6leo de arroz
também ser ricos em acidos graxos oleio e palmitico. Em geral, o comportamento das curvas
foi semelhante, porém, os experimentos n°® 1, n® 2 e n°® 3 (Figura 3a) apresentaram 0 pico
caracteristico da temperatura de transicdo dos acidos oleicos um pouco abaixo do encontrado
para banha (-6°C e 0°C) Para o pico caracteristico da temperatura de transicdo do acido graxo
palmitico apenas o experimento n® 3 apresentou uma reducdo para -22°C. Ja 0s experimentos

n®4, n°5 e n® 6 apresentaram curvas similares a da banha suina.

5.4.4 Conteudo de gordura solida (CGS)

A Figura 16 apresenta o teor de gordura solidas da banha suina e dos experimentos
den®1aon®6. O CGS entre 4 e 10°C determina a facilidade de espalhamento de uma gordura
a temperatura de refrigeracdo, sendo que um CGS inferior a 32% a 10°C é imprescindivel para
garantir uma 6tima espalhabilidade sob temperatura de refrigeracdo (AGOSTINI, 2001). Pode-
se observar na Figura 16 que os experimentos n° 4, n° 5 e n° 6 foram os Unicos que obtiveram
CGS inferior a 32%, estes tratamentos ocorreram em tempos diferentes, mas a proporcao de
catalisador utilizada era a mesma (1%), indicando que redistribuicdo dos acidos graxos nas
cadeias € diretamente relacionado com a proporcdo de catalisador utilizado. Segundo este
mesmo autor, o conteldo de gordura sob temperaturas de 22°C permite determinar a
estabilidade do produto frente a processos de exsudacéo, sendo recomendado que o CGS nao
seja inferior a 10% nesta temperatura. Na Figura 16 observa-se que nenhum dos experimentos
ficou a baixo de 10% a 22°C. J& em temperaturas de 35°C e 37°C, o CGS determina
propriedades sensoriais como aroma e maciez dos produtos gordurosos na boca, sendo ideal
que este esteja liquido nestas temperaturas, Ract e Gioielli (2008) estudaram o processo de
obtencdo de lipidios estruturados a partir da interesterificacdo de 6leos vegetais com gorduras
saturadas, e comprovaram que a redugdo dos niveis de CGS melhora as caracteristicas
reoldgicas das gorduras, como a plasticidade, tornando-os ideais para aplicagcdo em produtos de

panificacdo. Com isso observa-se que os lipidios estruturados produzidos podem ser utilizados
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para produto de panificacdo e na producdo de condimentos (CHIU; GIOIELLI; GRIMALDI,

2008).

Figura 16 : Conteudo de gordura sélida da banha suina e dos experimentos de obtencao dos

lipidios estruturados.
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5.4.5 Ressonancia magnética nuclear (RMN)
A Figura 17 apresenta o espectro de RMN da banha suina.

Figura 17 : Espectro de RMN da banha suina
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Na Figura 17 do espectro da banha suina, podem ser vistos 0s sinais dos carbonos
metil na regido de 14 ppm e na regiao de 20-35 ppm os carbonos metilicos. Na regido entre 60-
70 ppm foram observados sinais caracteristicos de glicerol e em 130 ppm o sinal caracteristico
de acidos graxos insaturados de carbono. Ja os sinais observados em torno de 172 ppm séo
atribuidos aos carbonos dos grupos carboxilo. De acordo com Martinez et al. (2009), a
espectroscopia de RMN-C demonstrou ser uma poderosa ferramenta para determinar as
estruturas de triacilglicerois, de modo que a posicao de acidos gordos nas posic¢des sn-1,3 e sn-
2 pode ser determinada a partir de espectros de 13C-RMN de alta resolucao.

A Figura 18 apresenta os espectros de RMN da banha suina e dos experimentos (n°
1 ao n° 6) na regido de 172 ppm, onde a partir das integrais das areas se obteve-se o percentual
de acidos graxos em cada posicdo (SOON, 1985). A Tabela 13 apresenta os percentuais de AGI

e AGS nas posigdes sn-1,3 e sn-2.

Figura 18 : Espectros de RMN na faixa de 172 ppm
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Posiciio 1.3 1 Posicdo 2
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(a) banha suina; (b) dleo de arroz; (c) Exp. n° 1; (d) Exp. n° 2; (€) Exp. n° 3; (f) Exp. n° 4; (g) Exp. n° 5; (h) Exp.
n° 6.
Os valores apresentados na Tabela 13 mostram mudancas na porcentagem de acidos

graxos presentes nas posi¢des sn-1,3 e sn-2 dos lipidios estruturados obtidos quando
comparados com a banha suina. A partir da Tabela 13 pode-se observar que a maior parte dos

AGS se encontravam nas posic¢des sn-2 da banha suina.

Tabela 13: Percentuais de &cidos graxos nas posi¢des sn-1,3 e sn-2
Banha n°1 ne2 n°3 n°4 n°5 n° 6
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
sn-1,3 (AGS) 21,10 20,35 16,26 1855 28,82 24,37 26,83

sn-1,3 (AGI) 78,90 7965 83,74 8145 71,18 7563 73,17
sn-2 (AGS) 81,11 56,78 54,87 54,08 50,45 50,07 48,59
sn-2 (AGI) 18,89 43,22 4513 4592 4955 4993 51,40

(AGI): &cidos graxos insaturado; (AGS): &cidos graxos saturado.

De acordo com Subroto et al. (2013), devido as questdes de arranjo espacial, 0s
AGS apresentam a tendéncia de serem esterificados nas posigdes externas do triacilglicerol. Em
todos os experimentos realizados ocorreu um aumento de no minimo 24% de AGI na posi¢édo
sn-2, sendo este o objetivo principal deste trabalho, ou seja, produzir gorduras com
caracteristicas diferentes da gordura original. Quando se compara os tratamentos com 0 mesmo
tempo, porém com percentuais de catalisador diferentes percebe-se que em todos esta mudanca
proporcionou um aumento de no minimo 5% nos AGI na posicdo sn-2, conferindo para estes
lipidios propriedades desejaveis.

Quando comparados os experimentos que fizeram uso de mesma proporcéo de
catalisador e tempos diferentes, percebe-se que para 15 e 30 min os AGI presentes na posi¢do

sn-2, para a menor propor¢édo de ureia, apresentaram uma diferenca de aproximadamente 2%,
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porém para a maior proporcéo de ureia quase ndo houve diferenga. Os experimentos n°5 e n° 6
foram os que incorporaram o maior percentual de AGI na posicao sn-2. Quando comparado aos
experimentos n° 3 e n° 4, observa-se que utilizando 1% de catalisador conseguiu-se reduzir o

tempo da reacdo para 15 min e com maior percentual de AGI na posicao sn-2.



68

6 CONCLUSAO

O 6leo de arroz e banha suina apresentaram teores de AGL de 0,27 e 0,28 %acido
oleico, de IP de 5,40 e 5,78 mEqg/kg, de IS de 198 e 185 mgkon/g € de Il de 99 e 71 gl2/g,
respectivamente. O perfil de &cidos graxos de cada matéria prima estava de acordo com o
encontrado na literatura, sendo que o arroz apresentou um %AGI de 76% e a banha suina
apresentou um %AGI 64%.

Os ésteres de 6leo de arroz foram analisados por FT-IR, onde verificou-se o pico
em 1035 que é caracteristico dos ésteres. O perfil de acidos graxos dos ésteres de Oleo de arroz
ndo apresentou diferenca significativa, quando comparados com os perfis de acidos graxos do
6leo refinado e dos AGL do 6leo de arroz.

Os AGI obtidos por meio de um delineamento composto rotacional (DCCR) foram
caracterizados segundo o rendimento da fragdo ndo complexada (%RFNC), o percentual de
aumento de &cidos graxos insaturados (%AAGI) e o percentual de reducdo de &cidos graxos
saturados (%RAGS). Sendo que, a variavel de estudo temperatura afetou positivamente
%RFNC, assim com o aumento da temperatura ocorreu 0 aumento do %RFNC. A proporc¢édo
U/AG apresentou um efeito negativo, com a sua diminui¢do ocorreu o aumento do %RFNC, ao
nivel de 95% de confianca (p < 0,05). A partir da analise da variancia foi obtido um modelo
estatistico preditivo para %RFNC. Para as respostas %AAGI e %RAGS, a temperatura
apresentou efeito negativo, ou seja, com a diminui¢do da temperatura ocorreu o aumento do
%AAGI e %RAGS, e a propor¢do U/AG apresentou efeito positivo, com isso 0 aumento da
proporcdo U/AG aumentou os valores de %AAGI e %RAGS. O ponto de otimizacdo do DCCR
foi a temperatura de 0 °C (nivel +1,414) e a relacdo U/AG de 5/1 (nivel 0), pois se obteve %AGI
superiores a 90% e o0 maior %RFNC de 43%.

Os lipidios estruturados mantiveram o %AGL e IP dentro do recomendado pela
legislagdo. O %AGL foi reduzido com o aumento do percentual de catalizador nos
experimentos. Para IP, 1A e Totox, a variacdo do percentual de catalisador e a varia¢do do tempo
modificaram os estes indices, porém os valores de Il e IS ndo modificaram indicando que nao
teve alteracdo no perfil lipidico. Os tratamentos n° 4, n° 5 e n° 6 apresentaram menos do que
32% de conteudo de gordura sélida a 10°C, sendo entdo produtos com boa espalhabilidade.
Para 0 RMN, a banha suina na posicdo sn-2 apresentou 81% de %AGS, e nos tratamentos n°
1,n°2en°3 0 %AGS foram de 56,78%, 54,87%, 54,08%, respectivamente. Para os tratamentos
n°4, n°5 e n° 6 foram de 50,45%, 50,07%, 48,59%, respectivamente, indicando que o tempo e

0 percentual de catalizador influenciaram na modificagdo dos lipidios. O tratamento n° 6 (1%
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de catalisador e temperatura de 60°C) foi escolhido como o melhor devido a maior incorporagao
de AGI na posicdo sn-2, conferindo propriedades desejaveis para a nova gordura.
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