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RESUMO

Os acidos graxos sédo importantes na alimentacdo humana, principalmente
por causa dos grupos dmegas. Nesse trabalho analisou-se o0s acidos graxos
presentes nas sementes de pitanga coletadas no chdo, a fim de comparar os
resultados da andlise de cromatograma(s) com outros experimentos semelhantes,
mas relacionados a coleta de pitangas ainda na pitangueira, utiizando como
biomassa residual, ou seja, reaproveitando residuos e demonstrando os beneficios
desses.

As amostras foram selecionadas, secas, descascadas, trituradas, extraidas
com hexano, sob refluxo (na proporcdo de 1:3 m/v), rota-evaporadas, esterificadas
em catalise basica (método 5509, descrito pela ISO, 1978; MILINSK, 2007) e
analisadas em cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG -
EM). Com acidos graxos majoritarios, detectou-se os acidos oléico e linoléico como

acidos graxos majoritarios, esses sao muito saudaveis para sistema nervoso.

Palavras-chaves: Extracdo, CG-EM, esterificacdo, catalise basica, acido linoleico.

ABSTRACT

The fatty acids are important in human food, mainly because of the groups
Omegas. In this study we analyzed the fatty acids present in the seeds of pitanga
collected on the ground, in order to compare the results of the analysis of
chromatogram(s) with other similar experiments, but related to collection of
Suriname cherries still on the Surinam cherry, using as residual biomass, in other
words, recycling waste and demonstrating the benefits of these.

The samples were selected, dried, peeled, crushed, extracted with hexane,
under reflux (at a ratio of 1.3 m/), route-evaporated, esterified in basic catalysis
(Method 5509, described by ISO, 1978; MILINSK, 2007) and analyzed in gas
chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS). With fatty acids
majoritarian, we detected the acids oleic and linoleic acid as fatty acids majoritarian,
these are very healthy for the nervous system.

Key-words: Estraction, CG-MS, esterifcation, basic catalysis, linoleic acid.
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1. INTRODUCAO

Os frutos séo geralmente conhecidos pela sua diversidade na composi¢cao
quimica e apresentam aplicacdo nas industrias de alimentos, farmacéutica,
especificamente clinica e dermatolégica, sendo de interesse industrial a
caracterizacdo quimica dos seus constituintes, como por exemplo, os acidos
graxos. Dentre estes, destacam-se os Omegas (oléico, linoléico, a-linolénico)
(OETTERER et al., 2006; MORETTO et al., 2008; LUZIA et al., 2010) que possuem
grande relevancia na dieta por contribuirem na regulacdo de diversas fungbes no
organismo, incluindo pressédo sanguinea, viscosidade do sangue e respostas imune
e inflamatoria (PAWLOSKY et al., 1996, CALDEIRA et al., 2010).

A pitanga, como as frutas de sua familia (Myrtaceae), possui em suas
sementes resinosas componentes importantes, de grande interesse médico e
nutricional, os acidos graxos (CARVALHO, 2006; LIMBERGER et al., 2004;).

A cromatografia gasosa é o método mais comum c¢ de analise do perfil de
acidos graxos dos lipidios (LIMA, 2002; MILINSK, 2007; SILVA et al.,, 2015). Os
acidos graxos estdo nos alimentos na sua maior parte como triacilgliceréis e o
restante como acidos graxos livres. A transformacdo desses acidos graxos por
meio de reacfes quimicas, no caso esterificacbes que podem ser catalisadas por
meio &cido ou basico, para compostos mais volateis, estes podem ser ésteres
metiicos de acidos graxos que diminuem a adsor¢cdo do soluto nas paredes da
coluna e no suporte, além de aprimorar a separacdo dos compostos (GUTNIKOV,
1995; SILVA, Diego etal., 2015).

Dentro deste contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar o perfil de acidos

graxos obtidos a partir de sementes residuais da pitanga (Eugenia uniflora L.).



2. OBJETIVOS

2.1

OBJETVO GERAL

Intuito de um futuro aproveitamento das sementes de pitanga (Eugenia

uniflora) que seriam descartadas como biomassa residual, através da extracdo do

Oleo, identificacdo e quantificacdo dos acidos graxos.

2.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Extrair 0leo a partir do residuo de sementes de pitanga

utilizando solvente orgéanico;

e Esterificar com catalise béasica dos &cidos graxos com
hidréxido de sbédio em metanol (Método 5509 descrito pela
ISO, 1978 - MILINSK, 2007);

e Definir condi¢cdes de injecdo no CG/EM de acordo com a

literatura;

e Caracterizar os sinais (picos) observados no CG/EM com
auxiio do “NIST” (Biblioteca de padrbes do cromatégrafo a

gas — criado pelo instituto homé&nimo).

e Identificar os principais acidos graxos presentes no Oleo

extraido da semente da pitanga.



3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 BIOMASSA RESIDUAL

De acordo com FERNANDES et al.(2011) a biomassa é utlizada,
principalmente, na producdo de energia elétrica e em combustiveis e em menor
proporcdo em energia térmica e mecanica. A biomassa também pode ser
classificada quanto a sua origem: florestal (madeira; casca e folhas de arvores),
agricola (dejetos de animais; bagacos, cascas, sementes de frutas e de cereais
(biofluidos), de vegetais alimenticios) e urbanos (lixo de estado sélido ou liquido). A
biomassa vegetal pode ser lenhosa ou ndo lenhosa, ha aproveitamento de algumas
espécies de plantas que servem como biomassa, como por exemplo: do bagaco da
cana-de-acUcar que se obtém etanol (SANTOS, 2012) e o palhico da mesma para
a producao de energia (FLORENTINO et al., 2005), da casca de arroz se consegue
produzir energia elétrica (MAYER et al., 2007), da casca da laranja (MULLER,
2011) também se extrai o etanol (BARBOSA et al., 2011), das sementes de pitanga
se obtém &cidos graxos (OETTERER et al.,, 2006), e outros. E o gas carbbnico
produzido pela queima dessa biomassa é equilibrado através da fotossintese,
destas mesmas culturas (FERNANDES etal., 2011).

CARVALHO (2006) menciona que o cultivo doméstico da pitanga tem como
prioridade atender a demanda por vitamina C, além do sabor, ambos encontrados
na fruta. A semente, geralmente, sem funcdo, é descartada por ndo encontrarem

uma utilidade como residuo.

3.2 PITANGUEIRA

Segundo CARVALHO (2006), a Taxonomia da Pitangueira segue essa
nomenclatura: Divisdo: Magnoliophyta (Angiospermae); Classe: Magnoliopsida

(Dicotyledonae); Ordem: Mytales; Familia: Myrtaceae; Género: Eugenia;, e



Espécie: Eugenia_uniflora L. A pitangueira pode ser de vegetacdo arbustiva ou

semidecidua (perde parte da quantidade de suas folhas) e pode medir de 2 a 15 m.

Figura 1 — Pitangueira.
Fonte: http://mlb-d1-p.mistatic.com/pitangueira-mudas-559911-MLB20674780215_042016-

F.jpg?square=false

3.2.1 Familia, GEéneros e NUmero de Espécies

A familia= Myrtaceae compreende cerca de 140 géneros, com
aproximadamente 3.000 espécies divididas em 2 subfamilias, Myrtoideae e
Leptospermoideae (LIMBERGER et al., 2004). No Brasil, todos os representantes
nativos pertencem a subfamilia Myrtoideae (LIMBERGER et al.,, 2004). O género
Myrcia D.C. € um dos maiores géneros americanos de Myrtaceae, com mais de
300 espécies distribuidas do México até o sul do Brasil, 100 dessas espécies se
encontram em nosso territério nacional. Sendo 17 dessas espécies encontradas no
Rio Grande do Sul (LIMBERGER et al., 2004).

3.2.2 Semente

A pitanga apresenta geralmente uma semente grande ou, algumas vezes,

duas ou trés pequenas, redondas e pouco menos achatadas sobre seus sulcos



comuns que seu fruto (figuras 2 e 3-direita) (CARVALHO, 2006; LIMBERGER et al.,
2004). Presenca exclusiva em baga, com embrido grosso esférico e homogéneo.

Como também ja dito, a pitanga e os frutos da mesma familia, ttm em
suas sementes compostos de grande interesse medicinal e nutricional, os &cidos
graxos (LIMBERGER et al., 2004)

Figura 2 - Sementes de pitanga com casca seca.
Fonte:
http://ibflorestas.org.br/loja/media/catalog/product/cache/1/image/800x800/9df78eab33525d08d6e 5f
b8d27136e95/p/i/pitanga_small_.jpg

Figura 3 — Pitangas em diferentes niveis de maturacdo (esquerda), Sementes (direita).

Fonte:
http://www.web500.com.br/llheus.web500/AAAGruesse/AABaum/AAPflanzBaum3/pitangaS amen.gif

3.3 ACIDOS GRAXOS

Acidos graxos constituem a maior parte da massa molecular dos
triglicerideos, sé@o esses acidos que caracterizam as propriedades fisico-quimicas

dos triglicerideos. O glicerol tem um peso molecular de 41 u.a. enquanto os acidos



graxos variam o peso molecular entre 650 e 970 u.a. e podem representar até 96%
do peso molecular, de acordo com sua origem lipidica (OETTERER et al., 2006;
MORETTO et al., 2008).

Os acidos graxos insaturados sao necessarios para a dieta humana, estes
estdo relacionados a diminuicdo do colesterol total e lipoproteinas de baixo peso
molecular a densidade (LDL), sem diminuir as lipoproteinas de alta de densidade
(HDL). E importante também enfatizar que apesar dos acidos graxos insaturados
diminuirem as quantidades do mau colesterol (LDL), e de alguns desses
insaturados serem considerados essenciais, uma vez que ja obtidos em excesso
pela alimentagdo, também podem originar muitos compostos, alguns sé&o
vasoativos. Estes compostos estdo relacionados a possiveis alteracbes na
viscosidade sanguinea, assim como e também na permeabilidade dos vasos
sanguineos e por consequéncia na pressao arterial. O acréscimo de alguns desses
acidos insaturados ou mudanca na propor¢cado entre 0s mesmos podem ser a causa
de doencas como: arritmias, artrite, asma e tromboses (CALDEIRA et al., 2010).

H& muitos acidos graxos presentes nos 6leos e gorduras naturais, porém a
maioria desses acidos tem cadeia reta (linear) e geralmente apresentam nimeros
pares de atomos de carbono e terminam com uma funcéo carboxila (OETTERER et
al., 2006; ARAUJO, 2008; MORETTO et al., 2008).

O que difere os acidos graxos entre si SG0 0S numeros de atomos de
carbono nas cadeias, as instauragdes ou saturacdes e a quantidade e as posic¢oes
das ligacbes duplas (Figura 5 e 6) (OETTERER et al., 2006; ARAUJO, 2008;
MORETTO et al., 2008).
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Figura 4 - Fluxograma da classificacdo dos acidos graxos.

Fonte: Adaptado de OETTERER et al., 2006.

Os &acidos graxos insaturados sdo de suma importancia para os 0leos
comestiveis. Estes acidos podem ser facilmente oxidados nas ligacdes duplas.
Alguns destes sdo essenciais e de acordo com o seu teor € possivel determinar a
importancia biolégica do lipideo (OETTERER et al., 2006).

A molécula de acido graxo € dividida em duas partes: a primeira é a cadeia
carbbnica, que termina com uma metila, e a segunda é a carboxila, composta por
uma hidroxila (OH) e por uma carbonila (C = O). Desse modo, constituindo um
acido alifatico monocarboxilado ou uma acila (OETTERER et al., 2006; ARAUJO,
2008; MORETTO et al., 2008).

OM/\/\/\/V\
CHj3

Figura 5 - Acido octadecandico ou &cido esteérico (acido graxo saturado com 18 carbonos)

Fonte: OETTERER et al., 2006.

A denominacao sistémica deste se baseia nos alcanos, compostos que dao
origem a esses acidos graxos alcanoicos (OETTERER et al., 2006). Acidos graxos
de cadeia curta possuem de 4 a 8 carbonos e sdo encontrados na manteiga e na

gordura do coco; os acidos de cadeia média tém entre 10 e 14 carbonos, além de



estarem presentes nos mesmos alimentos que os de cadeia curta também estdo
em gorduras animais (sebo e banha); os de cadeia longa com variagéo de 16 a 20
carbonos sdo encontrados em todos os 6leos e nas gorduras; e existem também os
de cadeia longa com mais de 20 carbonos presentes em 0Oleos de animais que
vivem no mar, colza e amendoim (OETTERER et al., 2006; ORDONEZ et al., 2005;
ARAUJO, 2008; MORETTO et al., 2008).

Os acidos em sua maioria tém nomes triviais, em razdo de que 0Oleo ou
gordura ele tem predominagdo. Seguindo a nomenclatura de Genebra, o nome
sistematico de cada acido graxo se da pela quantia de carbonos que tem e também

pela quantia de duplas ligacdes (Tabelas 1, 2 e 3).

Tabela 1 - Nomes sistematicos e triviais dos acidos graxos saturados.

Numeros de carbonos Nome sistemético Nome trivial
4:0 Butanoico* Butirico
6:0 Hexanoico Caproico
8:0 Octandico Caprilico
10:0 Decandico Céaprico
12:0 Dodecandico Laurico
14:0 Tetradecandico Miristico
16:0 Hexadecandico Palmitico
18:0 Octadecandico Estearico
20:0 Eicosandico Araquidico
22:0 Docosandico Behénico
24:0 Tetraicosanoico Linhocérico

*Sufixo andico = 4c. graxos saturados.

Fonte: Adaptado de OETTERER et al., 2006; ORDONEZ et al., 2005; ARAUJO, 2008; MORETTO
et al., 2008.

A representacdo da ligacdo dupla € indicada pelo simbolo A (delta) e pela
posicdo do primeiro carbono da dupla a partir do carbono da carboxila, como regra

sempre se comecga a contagem das posi¢cdes pela fungdo. Fica subentendido que



as ligacdes duplas ficam em configuracdo cis, a ndo ser que seja indicado o
contrario. O alfabeto grego é utilizado para substituir alguns nimeros, como por
exemplo, o a (alfa) é indicacdo para o carbono vizinho ao carbono da funcéo
carboxila e w (6mega) (figura 6) para o Ultimo carbono da cadeia, indiferente do
tamanho da mesma (OETTERER et al., 2006, ARAUJO, 2008). A reatividade
depende das ligacBes duplas por isso é de suma importancia saber o grau de
instauracéo e as posicdes das ligaces duplas (OETTERER et al., 2006 ORDONEZ
et al., 2005; ARAUJO, 2008; MORETTO et al., 2008). Para a nutricdo o sistema w
(Omega) é mais utilizado, o sistema A é mais eficaz para observar suas reacdes
quimicas. A predominacdo do sistema 6mega com a localizacdo da primeira
ligacdo dupla a partir do grupo metila na extremidade (n-), ver exemplo das figuras
6 e 7, jA que os acidos graxos dos animais ndo possuem ligacdes duplas entre a
mesma metila e a primeira instauracdo, ou seja, 0 acido graxo sempre ird pertencer
a mesma familia dmega, independente se for precursor ou produto (OETTERER et
al., 2006; ORDONEZ et al., 2005; ARAUJO, 2008; MORETTO et al., 2008). Apenas
as ligacOes duplas, entre a carboxila e a primeira dupla, ja existente no acido graxo
sao inseridas pelas enzimas de dessaturacdo e elongacdo dos animais mamfferos,
jd& nos sistemas enzimaticos vegetais sao inseridos apenas em pontos de
instauracdo entre a dltima ligacdo dupla e a porgdo terminal do acido graxo
(OETTERER, 2006).

MNomenclatura

w (Omega)
Carbono a

™ OH ; w

g B
s
o e o o CH Momenclatura
¥ A (Delta
2 4 5] 8 10 12 14 16 18 ( )

Figura 6 - Acido 9, 12, 15 — octadecatriendico ou &cido linolénico - (C)*18:3 N\

*O C de carbono é opcional.

Fonte: Adaptado de OETTERER et al., 2006.



N° de carbonos
na cadeia;
N° de saturagbes
r (duplas ligagdes);
1 8 : 3 3
.9 N-
Carbono em que
comegaa primeira
saturagao ex: w - 3.

Figura 7 — Exemplo de nomenclatura do sistema Omega (w)

Fonte: Adaptado de OETTERER et al., 2006; ARAUJO, 2008; MORETTO et al., 2008.

3.3.1 Acidos Graxos Essenciais

Os lipideos fornecem dois tipos de nutrientes essenciais tanto para o ser
humano como também para os animais: Os &acidos graxos essenciais e as
vitaminas lipossoliveis. A falta desses &cidos graxos essenciais pode ser
identificada por alguns sintomas: pele seca e aspera, tendéncia ao enzema e a
coceira, cabelos finos e quebradicos, casualmente alopecia e unhas fracas
desfiando-as (OETTERER et al., 2006).

3.4 ACIDOS GRAXOS ENCONTRADOS NOS VEGETAIS OU SEMENTES

3.4.1 Acido a-Linolénico

O &cido a-Linolénico (Tabela 2), do grupo émega- 3. Membros dessa
familia sdo benéficos a varios tipos de cancer, € responsavel pela potencializacao
da maioria das atividades cerebrais (LUZIA et al., 2010), sua falta esta ligada a
problemas de crescimento (MUNHOZ et al.,, 2012). Possuem odor desagradavel,
devido a facil oxidacdo. Encontrados em 0leos: de soja (4% a 11%), de canola (6%
a 14%) e de linhaca (45% a 60%) (OETTERER et al., 2006).



3.4.2 Acido Linoleico

O &cido Linoléico/Linoleico (Tabela 2), do grupo 6mega- 6. Membros desta
familia tém propriedades anti-inflamatérias e o sistema imune (LUZIA et al., 2010),
sua falta pode causar erupg¢do cutdnea e prejudicar e também no crescimento
(MUNHOZ et al, 2012) e é um dos acidos graxos mais abundantes de origem
vegetal, encontrado nos Oleos: de algoddo (57%), de milho (52%), de girassol
(69%), de amendoim (41%) e de gergelim (45%) (OETTERER et al., 2006).

3.4.3 Acido Oleico

O acido Oleico/Oléico (Tabela 2), do grupo 06mega-9, também é um dos
acidos graxos mais abundantes nos Oleos vegetais, detectado em 6leos de: oliva
(78%), dendé ou palma (40%) e arroz (42%). Esses Oleos tem uma alta
estabilidade em processamento em altas temperaturas e Otimas qualidades
antioxidantes (OETTERER et al., 2006). Importante na estrutura de membranas
celulares, principalmente na bainha de mielina do tecido nervoso (MUNHOZ et al.,
2012).

3.4.4 Acido Palmitico

Utilizado par melhorar a textura no setor alimenticio (exemplos: biscoitos,
sorvetes, balas e outros) e na industria de cosméticos em cremes para barbear.
(MUNHOZ et al., 2012).

3.5 TRIGLICERIDEOS



Os Triglicerideos, ou também conhecidos como triacilglicerdis, sdo ésteres
de trés acidos graxos. Sao de pH neutro ja que ndo apresentam carater acido nem
basico. Gorduras e Oleos sdo misturas de mono, de diglicerideos e de
triglicerideos. Quando triglicerideos possuem os trés acidos graxos iguais, da-se o
nome de triglicerideo simples, se os acidos graxos forem diferentes sdo mistos. Os
triglicerideos podem variar até em relacdo as posices diferentes dos mesmos
acidos graxos, causando isomeria (posic¢des cis e trans, tabelas 2 e 3) (OETTERER
et al., 2006; ORDONEZ et al., 2005; ARAUJO, 2008; MORETTO et al., 2008).

Tabela 2 - Nomenclatura de alguns acidos graxos monoinsaturados.

Numero de carbonos Nome sistematico Nome trivial
16:1 n—7cis Cis 9 - hexadecendico Ac. Palmitoléico
1611 n -7 trans Trans 9 - hexadecendico Ac. Palmitoelaidico
181 n-9cis Cis 9 - octadecenoico Ac. Oleico
1811 n -9 trans Trans 9 - octadecendico Ac. Elaidico
18:1 n-11 trans™*™ Trans 11 - octadecendico Ac. Vacénico
221 n-9cis Cis 13 - doicosesendico Ac. Enicico

*Sufixo endico = 4c. graxos insaturados; ** A palawa acido, nesse caso, € opcional; ***Cunha, 2013.
Fonte: Adaptado de OETTERER et al., 2006; ORDONEZ et al., 2005; ARAUJO, 2008; MORETTO

et al., 2008.

Tabela 3 - Nomenclatura de alguns acidos graxos polinsaturados

MNim ero de carbonos Nom e sistem atico Nom e trivial
182n-6cis Cis 9,12 — octadecadiendico Ac. Linoleico
183n-3as Cis 9,12 15 - octadecatriendico “Ac. Linolénico
204n-6cis Cis 5 8, 11,14 - eicosatetraendico Ac. Araguiddnico

205 n-3cis Cis 5, 8 11, 14,17 eicosapentaendico “Ac. Eicosapentaenoico™
225 n-3 cis Cis 7, 10, 13, 16, 19 - docosapentandico Ac. Docosapenianoico™
22.8n-3cis Cis4 7, 10 13 16, 19 docosaexaencico “Ac. Docosaexaendico™

*Mais importantes para a nutricdo; **Menos comuns na natureza.



Fonte: Adaptado de OETTERER et al., 2006; ORDONEZ et al., 2005; ARAUJO, 2008; MORETTO

et al., 2008.

As figuras 8 e 9, a sequir, utilizam de fluxogramas para explicar melhor a

classificacdo dos acidos graxos e quais séo seus derivados.

Cadeia curta (C6 - C12) |

Cadeialonga (C14-C24) |

Poliinsaturados

Figura 8 - Fluxograma da classificacdo dos acidos graxos.
Fonte: Adaptado de MORETTO et al., 2008.



| cadeia curta (6 - c12)
Babacu, coco e dleos de

améndoas.

[ cadeialonga (c14 - c24)
Cacau, leite, banha,

sebo e dendé.

|Omega 9
Olivae canola. |
|f)mega 6
Linoléico, milho, algoddo e soja. |

|émega 3

Llnolemco linhaga, éleocde
pescado, atum, Salmdo

Figura 9 - Fluxograma de origem dos seus derivados.
Obs.: Os derivados em sua maioria sdo 6leos derivados dos alimentos citados (vegetais ou animais)
ou acidos graxos presente nos mesmos. Excec¢do: cacau, leite, banha, sebo.
Fonte: Adaptado de MORETTO et al., 2008.

3.6 EXTRACAO DEACIDOS GRAXOS

3.6.1 Método de Extracéo

Alguns Oleos sdo muito instaveis, e por isso, ndo suportam aumentos de
temperatura. Para essa situacdo, usam-se solventes organicos para sua extracao,
tais como: hexano, heptano, benzeno, metanol, etanol, propanol, acetona, pentano,
além de diversos solventes clorados (SILVEIRA et al., 2012), mas a preferéncia por
solventes apolares (quanto maior a cadeia melhor), conforme SILVEIRA et al.
(2012) sendo o benzeno muito toxico, apesar de ainda ser utilizado. Um solvente
eficiente deve ter/ser: seletividade, baixo P.E. (ponto de ebulicdo), quimicamente
inerte e baixo custo (SILVEIRA et al., 2012). E fundamental conhecer a natureza do



Oleo para evitar reacbes indesejadas que diminuem a quantidade ou alteram a
composic¢éo do analito (SILVEIRA etal., 2012).

As desvantagens de se usar solventes organicos na extracao € a remocao
residual provenientes dos mesmos (podem ser tdxicos, assim, sendo indesejaveis)
por completo e extracdo de compostos ndo volateis que tém um alto custo para as
suas remocbes (além de poderem alterar o analito e também serem toxicos)
(SILVEIRA et al., 2012).

3.6.2 Método de Extracdo Liquido-Liquido Sob Refluxo (Extracdo a Quente em

Sistema Fechado)

Método de extracao sob refluxo consiste em submeter o material vegetal "a
extracdo com um solvente em ebulicdo, compativel ao material a ser extraido, em
aparelho acoplado a um condensador, de forma que o solvente evaporado durante
0 processo seja recuperado e retorne ao conjunto. A extracdo € altamente eficiente
empregando-se quantidades reduzidas de solventes, mas devem ser tomadas

precacdes quanto a temperatura.

3.7 TRANSTERIFICACAO DOS ACIDOS GRAXOS

O éster é o produto obtido da substituicdo de trés H* da hidroxila de trés
acidos graxo (RCOOH) pela cadeia carbdnica de um alcool e baseando-se no
excesso deste grupo funcional (alcool) ou de outro acido carboxilico para aumentar
o rendimento da reacado, conforme o reagente limitante (OETTERER et al., 2006;
SOLOMONS, 2006).
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Figura 10 - Reacdo de Transesterificagéo.
Fonte: Adaptado de MORRISON et al., 1996.
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Figura 11 - Transesterificagdo catalisadas por bases.
Fonte: MORRISON et al. 1996.



N®OH + CH;OH N#cH,F + H—OH Etapa 1

TP N T2
g + NHCH.oP Rﬁ— CH; * N
“or L OR!

Etapa 2
5 5 CHy—] 0P ng
,);/ + )l |
R—C\ o—0 —0CH
OCH; e | 0
Chh—o—c¢* | _ ..
'\ — R
Rl
o CHy— oF ¥ 5 CHz— OH
il
¢—o—cu + CH;OH C—0—CH + NECH,F
}é | 0) ]{2 | e
CHZ!—O—C// CHQ_O_C"
\R] B!
Etapa 3

Figura 12 - Transesterificacdo com NaOH em metanol’.

Fonte: MILINSK, 2007.

3.8 REARRANJO DE MCLAFFERTY

Fragmentacdo importante dos ésteres que tem como resultado o pico (mais

signifitivo de ésteres metilicos de cadeia linear na faixa de Cg a Cyg, éster de metila

de um acido alifatico ndo-ramificado no carbono a) em m/z = 74 no ésteres de
metila (PAVIA, 2010; SILVERSTEIN, 2007) ocorre na quebra da ligacdo [ em

relacdo ao grupo carbonila.

! Hidréxido de sédio (NaOH) em metanol (CH3OH) é um dos catalisadores basicos mais comuns.

Fonte: MILINSK, 2007; SILVA, Alexandre, 2012.
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Figura 13 - Rearranjo de McLafferty

Fonte: MCMURRY, 2011.
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Figura 14 - Rearranjo de McLafferty
Fonte: SILVERSTEIN,2007.

3.9 CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA AESPECTROMETRIA DE
MASSAS

A cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas de armadilha
ibnica (ion trap) € uma técnica muito comum na identificagdo de varios compostos,
por causa da alta seletividade e da caracterizacdo precisa que proporciona aos
analitos(LIMA, 2002; SILVA et al., 2015).

Muitos artigos e trabalhos constam que utlizaram, com sucesso,
cromatografo a gas para andlise de lipideos (acidos graxos) e gorduras na maioria
de alimentos (ANDRADE et.al, 2008; AUED-PIMENTEL et al., 2005; SILVA et al,
2015; KUS et al, 2009) LUZIA et al., 2010; MUNHOZ et al., 2012; SIMIONATO,
2009; TANAMATI et al, 2010; WINTER et al, 2006). Utiliza-se simultaneamente
essa técnica com o intuito de separacfes cromatograficas, utilizando-se métodos
de comparacdo com padrdes via tempo de retencdo e determinacdo de fragmentos
ibnicos por espectrometria de massas originados da molécula de interesse que
compara com um banco de dados armazenado na biblioteca do microcomputador
(SASSINE, 2000).



4. MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIA-PRIMA

As sementes residuais de pitanga foram coletadas do solo abaixo da
pitangueira em dezembro de 2015, na cidade de Pato Branco, Parana. Retiraram-
se as cascas das sementes e essas sementes foram lavadas e secas em estufa a
35°C durante 24 horas, trituradas em moinho de facas e armazenadas em

refrigerador (-5°C) até serem feitas as andlises (SILVA, Diego et al., 2015).

4.2 OBTENCAO DO EXTRATO DE SEMENTES DE PITANGA (SILVA, DIEGO
ETAL., 2015)

1. Extracdo com 100 mL de hexano por 120 minutos sob refluxo, na
proporcao de 1:3 (m/v) (hexano a 70°C);
A mistura foi filtrada;

3. O solvente evaporado em evaporador rotativo;

4. O 6leo coletado.

4.3 ROTA-EVAPORACAO

Posteriormente foi realizada a rota-evaporagcdo (Figura 13, rota-
evaporador), com a temperatura fixa, a 45°C até quase completa remoc¢édo do
solvente.



Figura 15 — Rota-evaporador.
Fonte: http://Ih6.ggpht.com/-U132wjRtvA0/T64nM13QLpl/AAAAAAAAIW C/IJEdACIt6NhU/w1200 -
h630-p-nu/roteva_thumb%25255B2% 25255D.png?imgmax=800

4.4 ESTERIFICACAO DOS ACIDOS GRAXOS

Os acidos graxos foram esterificados segundo método de esterificacdo de
catalise basica empregando hidréxido de s6dio em metanol (Método 5509, descrito
pela ISO, 1978). Adicionou-se 1,0 g de Gleo em cada tubo de ensaio e 10,0 mL de
hexano em cada tubo e entdo agitados. Na sequéncia foram acrescentados 0,50
mL de solugdo de NaOH (2,0 mol LY em metanol. Por fim os tubos foram
fechados e agitados por 20 segundos (MILINSK, 2007).

45 PERFIL DE ACIDOS GRAXOS POR CROMATOGRAFIA GASOSA
ACOPLADAAO ESPECTROMETRO DE MASSAS

Apoés separacdo dos ésteres metilicos de acidos graxos (EMAG), estes
foram analisados em cromatdografo a gas modelo 431-GC da marca Varian,
equipado com coluna capilar de silica fundida VF-5ms (30 m de comprimento,
0,25 mm de diametro interno e 0,25 ym de Carbowax 20 M) e detector de massa
modelo 210-MS da mesma marca, com lon trap, CP-8410 autosampler, voltagem:
~120 V, frequéncia: 50/60 Hz poténcia. A temperatura inicial da coluna foi de 80 °C
seguida de duas rampas de aquecimento: a primeira taxa de aquecimento foi de 10 °C.
min até 100 °C e a segunda, de 15 °C . mintaté 250 °C permanecendo nessa

temperatura por 5 minutos. As temperaturas do injetor foram 200 °C. O fluxo do gas



de arraste (He) foi de 1 mL . minte a razdo de divisdo da amostra (split) foi de
1:50. As injecOes foram realizadas em duplicatas e o volume de injecao foi de 5 pL.
A identificacdo dos ésteres metilicos de acidos graxos foi realizada por comparacéo
com o0s espectros de massa da biblioteca do software do equipamento e por
comparacdo do tempo de retencdo dos constituintes da amostra com padrées
Sigma (EUA). Os dados foram calculados como percentual de area normalizada

dos acidos graxos totais.



5. CRONOGRAMA

As atividades do referido pré-projeto e o TCC foram executadas de acordo

com o cronograma da Tabela 4 e 5 a seguir.

Tabela 4 - Cronograma referente as atividades desenwlvidas.

ATIVIDADES Ago Set Out Nov Mar Abr Mai Jun
Revisao bibliografica
Selecdo dos protocolos X X X
experimentais

Escrita do Projeto

Apresentacdo do Projeto

Extrac&o do Acido graxo e X X X X
Esterificacdo

Caracterizacédo por CG — MS

Elaboracdo do TCC X X X
Apresentacdo do TCC

Tabela 5 — Continuagcdo do cronograma referente as atividades desenwlvidas.

2016
ATIVIDADES Ago Set Out Nov
Revisdo bibliografica
Selecdo dos protocolos
experimentais
Escrita do Projeto
Apresentacdo do Projeto
Extrac&o do Acido graxo e X
Esterificacédo
Caracterizacdo por CG — MS
Elaboracdo do TCC X X X
Apresentagdo do TCC X




6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 PADROES E EQUIPAMENTO EMPREGADO

Os padrbes dos espectros metilicos utilizados nesse trabalho, foram
selecionados apoOs consultar as referéncias de padrdes utilizados no CG-EM da
Central de Analises-UTFPR/PB, entdo utilizou-se o padrdo de Mix (mistura de
ésteres) para auxiliar na identificagdo dos &cidos graxos da semente de pitanga
sob a forma de ésteres. Quanto ao equipamento utilizado na analise, pode-se dizer

que foi utilizado conforme sua disponibilidade.

6.2 PROCEDIMENTO PRE-ANALISE

Antes da analise do 6leo proveniente das sementes de pitanga, uma série
de procedimentos analiticos tiveram que ser empregados, tais como extracdo e
preparo das amostras. Dentre o método de extracdo de gorduras, utilizou-se o
método sob refluxo que consiste de solventes (hexano) e aquecimento (refluxo),
para extrair a gordura de todas as classes de lipideos (SILVA, Diego 2015). Este
método ndo é o mais recomendado para extracdo de moléculas insaturadas,

devido a possivel degradacédo em altas temperaturas.

6.3 IDENTIFICAGAO POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS DOS ESTERES
PREPARADOS

As amostras selecionadas para identificacdo dos ésteres metilicos foram
injetadas via "AutoSampler” no CG-EM, através de uma microsseringa de 10uL.
Devido as dificuldades para identificacdo dos ésteres e ao perfil de intensidade

relativa dos fragmentos serem diferentes dos encontrados na biblioteca mais



conhecida (NIST). Uma alternativa para minimizar esse problema foi o uso
comparativo de um padrdo, que ja foi injetado no equipamento, com o objetivo de
identificar a maioria dos ésteres por comparacao de tempo de retencéo reforcado
pela identificagdo do espectrometro de massas que compara com o banco de

dados (NIST). O equipamento utilizado nas analises foi um analisador de massas
do tipo armadilha de ions (ion trap).

6.4 CROMATOGRAMAS DO PADRAOE DA AMOSTRA

Com o intuito de identificar no 6leo residual da semente de pitanga de
alguns ésteres de acidos carateristicos, tais como: oléico, linoléico e linolénico,
recorremos a biblioteca, com o objetivo de encontrar métodos ja existentes no
equipamento.

O cromatograma da figura 14 refere-se ao Mix padrao (C4:0 — C24:0) de
ésteres de acidos graxos pertencente ao banco de dados do equipamento,
utiizado em analises de acidos graxos de amostras anteriores, este cromatograma
mostra a ordem dos ésteres presentes no padrao, iniciando-se no pico do éster de

menor massa molar até o pico de maior massa molar.



File: c\warianwshdata\davilacidos graxo\mix padraocd-c24.sms
Sample: teste2013a _ _ . Operator:_ davi
Scan Range: 1 - 4547 Time Range: 0.00 - 39 98 min Date 107292013 3-46 PM

MCounts TIC mix padraoC4-C24 SMS Centroid
] 41:850

Figura 16 - Cromatogramas de ions totais da mistura de ésteres do padrédo certificado AOCS-007N.

Fonte : central de analises UTFPR/PB

De posse destes resultados de padrdes, partiu-se para separacdo dos
ésteres da amostra. O rendimento obtido para a extracéo do Oleo foi de 0,96% e
apos a transesterificacdo e injecdo no equipamento de cromatografia gasosa pode-
se observar os picos referentes aos acidos graxos (Figura 14).

A figura 15 a seguir, representa na ordem o cromatograma das amostras e
o percentual dos &cidos na amostra em comparagdo com 0s percentuais achados

na literatura.
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Figura 17 - Cromatograma da amostra.
Fonte: Central de Andlises, UTFPR/PB.

Com o intuito de melhorar a visualizacdo dos picos observados no
cromatograma da amostra, ampliou-se (zoom) o cromatograma no tempo de
retencdo da amostra, na faixa de 11 a 20,5 minutos, ilustrando-se a separacéo dos
ésteres metilicos, nas condicbes empregadas, também estédo grifados na figura os
picos presentes em maiores proporcoes, e estes comparados com o padrao, figura
16.
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Figura 18 - Cromatogramas ampliados no tempo de retengéo entre 10 e 21 minutos. a) amostra e b)

mix padrao.
Fonte: Central de Andlises, UTFPR/PB.

A figura 15 ilustra a sobreposicdo dos cromatogramas, para melhor

visualizacdo dos picos com respectivos tempos de retencdo proximos.
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Figura 19 - Sobreposicdo dos cromatogramas ampliados no tempo de retencdo entre 10 e 21
minutos.
Fonte: Central de Andlises, UTFPR/PB.

Apoés analises comparativas, os ésteres de acidos graxos da semente
residual de pitanga, foram caracterizados e estédo indicados na tabela 6, fez-se a
comparacao com o mix de padrdes e resultados da literatura, foram adicionados na
tabela somente os ésteres que seguiram o mesmo perfil de fragmentacédo do

padrédo de ésteres de acidos graxos.



Tabela 6 - Perfil de acidos graxos presentes na fracdo lipidica nas sementes residuais da pitanga

) M.M T.R. Res. da lit. 1* | Res. da lit. 2* Res.
Picos Ac. graxos ] .
g/mol (min). (%) (%) praticos (%)
5 Palmitico (C16:0) 270 16,34 34,09 37,94 10,96
6 Oleico (C18:1w-9) 282 18,41 13,3 - 15,72
7 Estearico (C18;0) 284 17,75 4,52 6,32 5,02
Linoleico
8 294 18,38 34,43 34,43 13,64
(C18:2w-6)
9 NI - 19,17 - - -
Eicosanoico
10 326 20,91 1,88 - 8,78
(C21:0)
- Outros - - 46,05 21,31 45,88

*(LUZIA et al, 2010) **(ANDRADE et al, 2008).

NI =. Nao identificados

Fonte: Autoria Prépria.

Com o intuito de verificar a massa molar dos acidos graxos comparado

com o tempo de retencdo nos dois cromatogramas, selecionou-se uma regiao e

fez-se uma sobreposicdo comparativa entre 0 cromatograma da amostra e mix

padréo, figura 16:
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Figura 20 - Cromatogramas da a) amostra e do b ) mix padrdo, ampliados nos tempos de retencao
entre 18 e 19 minutos.
Fonte: Central de Andlises, UTFPR/PB.

Através dos espectros de massas com o auxilio do NIST reforcou a
presenca dos ésteres de acidos graxos nesse trabalho. A identificacéo foi realizada
por comparagdo com 0s espectros de massa da biblioteca NIST do software do
equipamento. Utilizou-se para uma melhor caracterizacdo os espectros de massas
dos sinais majoritarios para comparagdo, com tempo de retencdo entre 18 e 19
minutos, figura 12, e para caracterizacdo estrutural no espectro de massas, utilizou-
se o sinal com tempo de retencdo em 18,4 minutos, como mostrado abaixo, figura
17.



100+ 81
a)amostra
263
95
50+
109 294
67 149 245
21 121 135
164
55 178
191 219

N\ Wl

40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300
(Text File) 18.358 min, Scan: 2085

1004 81

a)amostra
263
95

294
245

78
” 191 219
] I 1 1l

1vg 191 205 590 234245 279 |

100+ 81

[T T T T[T T T T [T T T T [T T T T [T T T T [T T T T [T T T T [ T T T T[T T T T [ T T T T [T T T T T T T T T T T @
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300
Head to Tail MF=691 RMF=703

10 B)NIST

T
o) W
123 436 150 T 294
1?4 178 191 205 220 234244 25> 70
Ly T T e e T e T
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300
(mainlib) 9,12-Octadecadiencic acid (Z,Z)-, methyl ester

Figura 21 - Espectros de massas do (a) éster 9, 12 - octadecadienoato de metila (linoleato de
metila) éster da amostra, e (b) o espectro disponivel na biblioteca NIST.
Fonte: Central de Andlises, UTFPR/PB.



Os fragmentogramas (a e b) da figura 17 sdo muito parecidos, levando em
conta o fato do analisador de massas desse aparelho ser do tipo que concentra os
fragmentos maior peso molecular, percebe-se a presenca do ion molecular (na
razdo massa/carga) m/z em 294, como sendo linoleato de metila. Porém ndo se
encontra em nenhum dos dois fragmentogramas a presenca do m/z 74 tao
caracteristico desses ésteres, ou mesmo 0 m/z 87 também caracteristico da
funcdo, entretanto um pouco menos importante. Silverstein (2007) argumenta que
esse pico € sempre mais intenso que seus homologos formados por intervalos de
massa de 14 unidades. A amostra ndo apresenta m/z 59 como o padrao do NIST
caracteristico de éster de metila.

Figura 22 - Linoleato de metila

Fonte: NIST



1004 298
43
74
55 & 255
50+ 143
199
101
185
83 129 157 213 241 269
‘ ‘ 171 227 ‘ ‘ ‘
0 \‘H'Hl“‘H'\Hl‘mw‘"|“"|!“'\‘“"\“"!“"|'|“‘|H"|““'|"“
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300
(Text File) 18.698 min, Scan: 2129
298
1004 .
74
55 87 255
50 143
199
101 185 213
‘ ‘ 8|3 ‘ 129 157 171 ‘ | 297 241 269
0 l H W‘ }M H— 1 |\ ] | . ‘| ;‘
111 157 171 185 213 227 241 267
‘ ‘ ‘ 83 97 129 143 199 255 298
| 55
501 43
87
1007 T T 74\ T T T T T T T T T T A
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 280 280 300
Head to Tail MF=673 RMF=684
100 I
1 87 H
50 A e e AN
o “ |\| L1 83 o7 411 129 M 457 174 185 199 293204 241 255 267 298
“"\‘“'\“"I“"I“"\“" L N L L LB R

T T T
80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300
(replib) Qctadecanoic acid, methyl ester

Figura 23 - Espectros de massas do (a) éster octadecanoato de metilo (estearato de metila) ,éster
da amostra e (b) o espectro disponivel na biblioteca NIST.
Fonte: Central de Analises, UTFPR/PB

Existe uma grande semelhanca entre os dois fragmentogramas (Figura 20 -
a e b) relacionados acima. Pode-se notar a presen¢a do ion molecular em m/z 298,
pertence ao estearato de metila. O estearato € encontrado em quase todos 0s tipos
de gordura e € quimicamente muito estavel se comparado com os insaturados. Por

isso € usado como padréo. € possivel encontrar espectros do estearato em todas



as bibliotecas disponiveis. No espectro obtido pelo modo ion trap nota-se a
presenca do pico base m/z 74, que é caracteristico de todos os ésteres metilicos
saturados e corresponde ao rearranjo Maclafferty (SILVERSTEIN, 2007). Outro
ponto refere-se ao pico m/z 87, ja discutido no linoleato.

Ry )J\N\/\/\/\/W\
3
™0 CH

Figura 24 - Estearato de metila

3

Fonte: NIST.



7 IDEIAS FINAIS

Na literatura os frutos foram coletados direto das pitangueiras, diferente
das pitangas desse experimento que foram obtidas no chdo, ou seja, em sua
maioria fruto. O 6leo de sementes residuais de pitanga apresentou elevada
porcentagem de acidos graxos insaturados, destacando-se o acido oleico e
linoleico. Quanto maior a relacdo entre os acidos linoleico e oleico melhor a
qualidade do 6leo em evitar a formacdo do mau colesterol. O Oleo das sementes
residuais analisadas demonstrou grande potencial nutricional para a alimentacéo
humana, o que evidencia a importancia do aproveitamento desses residuos, mas
ndo recomendado para fritura. Pois gorduras animais sdo menos nocivas a saude

do que Oleos vegetais quando ambos submetidos a fritura.
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