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RESUMO

O presente projeto de mestrado teve como objetivo a extragdo de acidos
graxos insaturados do 6leo de girassol e a partir desses acidos foram formados
adutos com a meglumina, esses adutos foram caracterizados visando o estudo da
reacdo acido-base de formacdo desses compostos carboxilato-meglumina.
Inicialmente foi realizada a extracdo e purificacdo dos acidos graxos presentes no
Oleo de girassol, seguido de caracterizagdes por meio de técnicas de Espectroscopia
Vibracional na Regidao do Infravermelho (IV) e Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN), bem como o estudo do comportamento térmico dessa substancia a partir das
técnicas termoanaliticas  Calorimetria  Exploratéria  Diferencial (DSC) e
Termogravimetria (TG). Apds a caracterizagdo dos acidos extraidos deu-se a
formagdo dos adutos com a meglumina seguida também de caracterizagdes
utilizando as mesmas técnicas usadas para caracterizacdo dos acidos.

A caracterizacao estrutural dos adutos confirmou que a transferéncia de préton
mediante reagao acido-base é primordial para o processo de formagao dos mesmos.
A caracterizagao térmica mostrou o processo de decomposi¢gdo das amostras em
estudo. Por fim, a andlise de sistemas adutos-agua através de microscopia de luz
polarizada demonstrou diferentes tipos de arranjos microestruturais dependendo da
composi¢cdo do sistema e evidenciou mesofases liquido-cristalinas hexagonal e

lamelar para os sistemas estudados.

Palavras-chave: Adutos. Polimeros Supramoleculares. Analise Térmica. Oleo de

Girassol. Acido Linoleico.



ABSTRACT

This project had as objective the extraction of unsaturated fatty acids from
sunflower oil and from these acids were formed adducts with meglumine, these
adducts were characterized for the study of acid-base reaction formation of these
carboxylate-meglumine compounds. It was initially performed the extraction and
purification of fatty acids present in sunflower oil , followed by characterization by
means of Vibrational Spectroscopy techniques in the infrared (IR) and Nuclear
Magnetic Resonance (NMR) as well as to study the thermal behavior of this
substance from thermoanalytical techniques Differential Scanning Calorimetry (DSC)
and thermogravimetry (TG). After the characterization of the extracted acid gave the
formation of adducts with meglumine also followed characterizations using the same
techniques used for characterization of the acids.

Structural characterization of adducts confirmed that the proton transfer
through acid-base reaction is key to the process of forming the same. The thermal
characterization showed the decomposition process of the samples under study.
Finally , analysis of adducts - water systems using polarized light microscopy showed
different microstructural arrangements depending on the system composition and
showed hexagonal liquid -crystalline and lamellar mesophases in the studied

systems.

Keywords: Adducts. Supramolecular Polymers. Thermal Analysis. Sunflower Oil.

Linoleic Acid.
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1. INTRODUCAO

Polimeros sintéticos € uma importante classe de compostos empregados
como mateéria prima na produgao de diversos tipos de materiais. Na maior parte das
vezes esses polimeros sao sintetizados a partir de derivados do petrdleo e
apresentam um periodo muito longo de permanéncia na natureza tornando-se um
sério problema ambiental. Para solucdo deste problema tem-se investido na busca
de polimeros naturais ou biopolimeros, os quais degradam mais facilmente na
natureza liberando produtos que n&o agridem o ambiente!".

Os polimeros supramoleculares constituem uma classe de polimeros onde a
natureza macromolecular provém de ligagdes nao covalentes®. A sua estrutura é
mantida através de ligacbes mais fracas como as interacbes eletrostaticas,
interacbes de Van de Waals, ligagdes de hidrogénio, etc. Devido ao carater
reversivel das ligagdes n&o covalentes, eles sdo sempre formadas sob condi¢des de
equilibrio termodindmico e podem exibir caracteristicas fisico-quimicas
diferenciadas, expandindo ainda mais o campo de aplicagcdo da ciéncia de
polimeros®.

A meglumina ou (2R,3R,4R,5S)-6-metilaminoexano-1,2,3,4,5-pentol, também
conhecida como N-metilglucamina, tem habilidades de formar adutos, que
pertencem a classe de polimeros supramoleculares, com acidos carboxilicos,
acentuando a solubilidade do mesmo em meio aquoso. Recentemente, Cassimiro e
colaboradores®® (2011, 2012) realizaram experimentos de caracterizagdo térmica
de adutos flunixina-meglumina e diclofenaco-meglumina, verificando que durante a
fusao desses adutos ocorre um processo de automontagem, resultando na formacéao
de um polimero supramolecular. Os resultados permitiram atribuir a reagao acido-
base como sendo um evento chave para a formagao dos “adutos polimerizaveis”.

Ferreira e colaboradores® (2012) também realizaram experimentos voltados
para a formacao de adutos com a meglumina, mas os adutos formados foram
obtidos a partir de acidos graxos presentes no 6leo de ricino, e verificou-se através
da caracterizacado estrutural desses adutos que a transferéncia de préton mediante
reacao acido-base é primordial para o processo de formag¢ao dos mesmos e, além
disso, demonstrou que a propor¢cao de meglumina desempenha papel importante no

arranjo microestrutural desses adutos. A caracterizagao térmica evidenciou o carater
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macromolecular dos adutos com a presencga de transigdes vitreas nas curvas de
DSC de aquecimento e reaquecimento.

A partir do conhecimento obtido em nosso grupo de pesquisa ficou evidente
que os adutos de meglumina podem apresentar comportamentos diferenciados
dependente preferencialmente do tipo de acido carboxilico que faz parte da estrutura
supramolecular.

O foco deste trabalho é direcionado ao processo de extragdo de acidos
graxos a partir de um o6leo vegetal, seguido de sua purificagcdo, de modo que os
acidos extraidos sejam insaturados, e posterior preparagcdo e caracterizagdo de
adutos desses acidos na presenga do carboidrato meglumina. Os adutos, que s&o
formados através de uma interagdo eletrostatica, foram estudados visando-se

possiveis aplicagdes na area das ciéncias farmacéuticas.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. ACIDOS GRAXOS:

Os acidos graxos sdo nomeados de acordo com suas estruturas quimicas e
classificados como saturados ou insaturados, conforme o numero de duplas
ligagcbes. Os acidos graxos saturados sdo predominantemente encontrados em
carne, ovos, queijos, leite, manteiga, o6leo de coco e palma e também em vegetais
hidrogenados. Os monoinsaturados, que possuem uma unica dupla ligagdo, sao
encontrados na maioria das gorduras animais, de aves, carnes de vaca e cordeiro e
também em azeitonas, sementes e nozes, sendo 0 mais comum o acido oleico®. Os
acidos graxos poli-insaturados, que apresentam duas ou mais ligagdes duplas, e tem
como representante mais importante o acido linoleico (C18:2n-6) que é precursor do
acido araquidénico (C20:4,n-6)®, sao encontrados em maior ou menor abundancia
em Oleos vegetais como os de girassol, milho, soja e algodéo(7).

Os acidos graxos sao constituidos por cadeias de hidrocarbonetos com 4 a 24
unidades de carbono (Tabela 1). Sdo quase que inteiramente acidos carboxilicos
alifaticos de cadeia linear®. Possuem uma extremidade hidrofdbica, ndo muito
reativa quimicamente e insoluvel em agua, e um grupo carboxilico, o qual é ionizado
em solugado (COO-), extremamente hidrofilico (soluvel em agua) e capaz de reagir
prontamente com o grupo hidroxil ou amino em uma segunda molécula para formar
ésteres e aminas®®.

A funcdo mais importante dos acidos graxos esta na constituicido das
membranas celulares. As membranas que envolvem todas as células, separando
suas organelas internas do meio extracelular, sdo compostas de fosfolipidios. Os
fosfolipidios caracterizam-se como sendo pequenas moléculas semelhantes aos
triglicerideos, uma vez que sdo compostos basicamente por glicerol e acidos graxos.
Entretanto, diferentemente dos triglicerideos, nos fosfolipidios o glicerol esta unido a
duas cadeias de acidos graxos e nao a trés. O sitio restante esta diretamente ligado
a um grupamento fosfato negativamente carregado, resultando dai o nome,
fosfolipidios®.

A dupla ligacéo, presente nos acidos graxos insaturados, em geral aparece

em uma configuragdo cis no meio da cadeia carbdnica. Isso quer dizer que os
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atomos de carbonos adjacentes estdo do mesmo lado da dupla ligag&o. A rigidez da
dupla ligagéo torna o acido graxo menos flexivel. Quanto maior for o numero de
duplas ligagcbes, maior € a intensidade de oxidagdo do acido graxo. Um notavel
papel desempenhado pela ligagéo cis ocorre nas membranas biolégicas: como
essas membranas sao constituidas por lipidios e esses, na sua maioria, possuem
acidos graxos como constituintes estruturais, o numero total de ligagbes cis em uma
membrana vai influenciar sua fluidez (flexibilidade)'”. Os acidos oleico (18:1),
linoleico (18:2) e linolénico (18:3) s&o os principais representantes dessa classe.

Os acidos graxos essenciais, linoleico e linolénico, n-6 e n-3 respectivamente,
apresentam efeitos em diversos processos fisiolégicos na prevengao e tratamento
de doencas cardiovasculares, arteriosclerose, trombose, hipertrigliceridemia,
hipertensao, diabetes, artrite, problemas inflamatérios e cancer"

O acido linoleico possui em sua cadeia 18 carbonos, e sua auséncia na dieta
€ responsavel pelo desenvolvimento de uma vasta variedade de anormalidades, tais
como a neuropatia diabética, artrite reumatdide e cardiovascular, disturbios
reprodutivos e autoimunes‘'?.

Através das enzimas elongases e dessaturases, o acido linoleico pode ser
metabolizado em outros acidos n-6, incluindo os acidos y-linolénico, dihomo-y-
linolénico e araquidonico!™.

Também foi demonstrado que o acido linoleico participa na proliferacao
celular e processo inflamatério (acelera no sentido de curar as inflamacdes) pelos
seus efeitos de quimiotaxia e estimulagdo de neutrofilos™, além do efeito
antibacteriano!'®. Glasgow e Eling!"® (1990) citaram que o &cido linoleico estimula
alguns fatores de crescimento celular tais como fator de crescimento de plaquetas,
fator de crescimento fibroblastico, fator de crescimento epidérmico e fator de

crescimento semelhante a insulina.
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Tabela 1. Nomenclatura, férmula estrutural e propriedade fisica de acidos graxos.

Simbolo Nome Férmula estrutural Temperatura
comum de Fusao (°C)
4:0 Butirico CH3(CH,),COOH -7,9
6:0 Caproico CH5(CH,),COOH -3,0
8:0 Caprilico CH5(CH,)sCOOH 17,2
10:0 Caprico CH3(CH,)sCOOH 31,0
12:0 Laurico CH;(CH,)1,COOCH 442
14:0 Miristico CH3(CH,)1,COOH 52,0
16:0 Palmitico CH3(CH,)14COOH 63,1
16:1 Palmitoleico CH3(CH,)sCH=CH(CH,),COOH -0,5
18:0 Estearico CH3(CH,)16COOH 69,1
18:1 Oléico CHj3(CH,);CH=CH(CH,),COOH 13,2
18:2 Linoleico CH3(CH,),CH=CHCH,CH=CH(CH,);,COOH -9,0
18:3 Linolénico CH3CH,CH=CHCH,CH=CHCH,CH=CH(CH,);COOH -17,0
20:0 Araquidico CH;(CH,)1sCOOH 75,4
20:4 Araquidénico  CH3(CH3)4(CH=CHCH,)4(CH,),COOH -49,5
22:0 Beénico CH3(CH,),,COOH 81,0
24:0 Lignocérico CH3(CH,),,COOH 84,2

Fonte: VOET et al, 20001,

2.2. OLEOS VEGETAIS:

Oleos e gorduras sdo substancias lipofilicas bastante utilizadas pelos
organismos vivos, podendo ser de origem animal, vegetal ou mesmo bacteriana‘®.
O 6leo vegetal é uma gordura obtida de plantas. E extraido na maioria das vezes
das sementes ou graos destes vegetais conhecidos como oleaginosos. Podem
conter pequenas quantidades de outros lipideos como fosfolipideos, constituintes

insaponificaveis e acidos graxos livres naturalmente presentes no 6leo ou na
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gordura’™. Os oleos vegetais se apresentam na forma liquida & temperatura de

25°C e as gorduras vegetais se apresentam na forma soélida ou pastosa a

temperatura de 25°C""

13)

, € isso € devido a sua constituicdo em acidos graxos
saturados!

Os oleos destinados ao consumo humano sao submetidos a um processo de
refino cuja finalidade € melhorar sua aparéncia, sabor, odor e estabilidade por
remogao de alguns componentes como: acidos graxos livres, proteinas, corantes
naturais, umidade e compostos volateis e inorganicos!'”.

Os oOleos vegetais sdo constituidos por acidos graxos saturados e
insaturados, sendo que esses possuem de uma a quatro insaturacbes na cadeia
carbdnica. Uma caracteristica dos 6leos influenciada pela sua estrutura quimica é a
estabilidade térmica: 6leos com acidos graxos insaturados s&o mais estaveis que os
com é&cidos graxos saturados. Outra caracteristica ¢ a estabilidade oxidativa'®.
Quanto maior o grau de insaturacdo do acido graxo maior sera a intensidade da
oxidacao!'?.

A tabela 2 mostra os diferentes tipos de Oleos vegetais e seus

correspondentes acidos graxos majoritarios.

Tabela 2. Oleos vegetais e percentuais de acidos graxos majoritarios.

Oleo Vegetal Acido Graxo Percentual (%)
Majoritario
Soja Linoleico 48-58
Milho Linoleico 34-65
Girassol Linoleico 20-75
Ricino Ricinoleico 82-95
Oliva Oleico 65-85
Canola Oleico 55-75

Fonte: GUNSTONE et al, 2007%°.

Além da ampla aplicagdo a nutricdo humana os 6leos vegetais constituem
uma importante matéria-prima para o desenvolvimento de varios tipos de produtos
tais como adesivos, lubrificantes, cosméticos, medicamentos, combustiveis e tintas.
O emprego deles no ambito das ciéncias farmacéuticas vai além da exploragédo de

propriedades medicinais. As caracteristicas fisico-quimicas dos 6leos fazem deles
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um meio bastante interessante para a solubilizacdo de farmacos hidrofébicos por
exemplo. Dessa forma, eles sdo bastante empregados em formulagdes
farmacéuticas como emulsdes, microemulsbées e nanoemulsdes. Essas formas
farmacéuticas constituem-se em geral da mistura da fase oleosa com aquosa
estabilizada por teonsoativos e funcionam como veiculos para a solubilizacdo e

entrega de moléculas bioativas®.

2.2.1. Oleo de Girassol:

Até o século XVIII, cultivava-se o girassol (Helianthus annus), da familia

1) Ele foi originario dos Estados

Compositae, como planta ornamental e medicinal
Unidos e México, e introduzido na Europa no século XVI, inicialmente na Espanha e
depois na Inglaterra e Franga‘®?.

Foi na Russia que o girassol comegou a ser utilizado como fonte de 6leo
comestivel, tornando-se no inicio do século XX a principal cultura desses paises.??

O girassol € uma cultura que se adapta a diferentes condi¢des climaticas. A
baixa sensiblidade fotoperiddica da planta permite que, no Brasil, o seu cultivo possa
ser realizado durante o ano todo, em todas as regides produtoras de graos, sendo
os estados de Sao Paulo e Parana os que possuem maior potencial para sua
cultura®, precisando de muito sol e umidade para o seu desenvolvimento. Em
funcao das condicdes hidricas e da temperatura caracteristica de cada regido, pode
ser cultivado como primeira cultura, aproveitando o inicio das chuvas (inverno-
primavera), ou como segunda cultura (verdo-outono), aproveitando o final das
chuvas®.

O desenvolvimento da planta de girassol ocorre em duas fases: fase
vegetativa e a fase reprodutiva. A primeira fase corresponde a etapa de germinagao
até o inicio da formagao do broto floral, a segunda fase engloba a etapas de
crescimento, floracdo, enchimento de aquénios e maturacdo. Na fase de
florescimento, a cultura define o numero de flores e frutos potenciais. Nessa fase
ocorre o crescimento rapido de folhas e talos, gerando 95% da area foliar maxima,
que determina a capacidade de captacdo de radiacdo foliar. No periodo sao
acumuladas reservas de carbono e nitrogénio nos 6érgédos vegetativos e nos

capitulos que, durante o enchimento dos graos, sera de grande importancia para
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manter a taxa de acumulacdo de peso seco e 6leo nas sementes. A duragao do
florescimento depende principalmente do gendtipo podendo oscilar de 10 a 15
dias®?.

Na fase de enchimento de aquénios, a cultura finaliza a expansao foliar,
determina a concentragcdo e a qualidade do d6leo, também é o periodo em que a
cultura define o numero de aquénios por area, considerado como principal
componente na avaliagao do rendimento®”. A maturacdo é caracterizada pela perda
de agua nos aquénios, e o tempo que leva para ocorrer essa perda de agua esta
diretamente relacionado as condi¢des climaticas e ao tipo de gendtipo. A colheita do
girassol deve ser realizada quando a umidade dos aquénios estiver entre 14% e
18%24),

Suas sementes possuem em seu Oleo uma grande abundancia de acidos

(13) Estes

graxos insaturados, como o acido oleico e especialmente o acido linoleico
compostos ndo sao sintetizados por organismos animais e, assim, a obtengdo tem
que vir de uma fonte dietética™.

O oleo de semente de girassol pode ser produzido industrialmente ou
artesanalmente. E importante, porém, que em ambos os processos se utilize grdos
com alto teor de 6leo (cascas pretas) e ndo o girassol empregado na alimentagéo de
passaros (graos maiores e com cascas rajadas)®.

Segundo a resolucdo n°® 482, de 23 de setembro de 1999 da ANVISA®®, o
Oleo de girassol € definido como 6leo comestivel obtido de semente de Helianthus
annus L. (girassol) através de processos tecnoldgicos adequados e é classificado da
seguinte forma:

Refinado - Oleo obtido pelos processos de extracio e refino.

Semi-refinado - Oleo obtido pelos processos de extragdo e neutralizagéo.

Bruto - Oleo obtido pelo processo de extracao.

Virgem - Oleo obtido por processo de prensagem a frio e ndo tenha sido submetido
a outro tratamento que nao a lavagem, decantacgao, centrifugacao e filtragem.

A semente de girassol possui cerca de 24% de proteinas € 47% de matéria
graxa em sua composi¢cdo. A porcentagem dos acidos linoleico e oleico é de,
aproximadamente 90% do total dos acidos graxos presentes no 6leo de girassol. As
modificagdes da qualidade do 6leo podem ser atingidas através da alteragcao na
propor¢cao relativa desses acidos graxos. Ha relacdo inversa entre eles, sendo

fortemente influenciada pelas condicdes ambientais, em especial a temperatura
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durante o desenvolvimento das sementes. Em temperaturas elevadas, ocorre
aumento nos niveis de acido oleico e diminuicdo nos niveis de acido linoleico!'”. A
qualidade de um dleo é dada pela sua composigcao de acidos graxos. Dependendo
da sua composicao, o 6leo sera utilizado de diferentes maneiras pela industria. Os
Oleos para fritura, por exemplo, devem possuir alto grau de estabilidade oxidativa em
temperaturas elevadas. Estes devem apresentar em sua composicao, elevado teor
de acido oleico, ou devem sofrer um processo de hidrogenagdo apds a etapa de
refino. Na industria, por exemplo, para a produ¢ao de margarina tipo “soft”, utiliza-se
Oleos vegetais com alto grau de insaturagéo, ou seja, 6leos que apresentam em sua
composicdo um elevado teor percentual de &cido linoleico®”.

Além da presencga de acidos graxos (Tabela 3), existem compostos presentes
em pequenas quantidades, que também sao importantes do ponto de vista da
qualidade e estabilidade dos 6leos vegetais. Dentre esses, destacam-se os
tocoferdis ou vitamina E, os esterdis, os fosfolipideos (lecitinas) e os B-carotenos. Os
tocoferdis e os fosfolipideos atuam como antioxidantes naturais. Os B-carotenos
aumentam a estabilidade dos 6leos a luz. O d6leo de girassol possui maior
estabilidade em relagédo ao 6leo de soja quando exposto a luz, devido ao seu maior

contetido em B-carotenos''?.
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Tabela 3. Perfil de acidos graxos do 6leo de girassol.

Acidos graxos Teor porcentual g/100g
Miristico 0,1
Palmitico 58-6,6
Palmitoléico 0,1
Estearico 3,8-5,2
Oleico 16,0 — 23,8
Linoleico 64,6 -71,5
Linolénico 0,1-04
Araquidico 02-04
Gadoleico 0,1-0,3
Behémico 0,6-0,8
Lignocérico 0,1
Acidos graxos saturados 11,6
Acidos graxos monoinsturados 23,1
Acidos graxos polinsaturados 65,3

Fonte: GUNSTONE et al, 2007% Adaptado.

2.3. QUIMICA SUPRAMOLECULAR:

A Quimica Supramolecular pode ser definida como a quimica para além da
molécula, dedicada as entidades organizadas de maior complexidade que resultam
da associagdo de duas ou mais espécies quimicas ligadas por forcas

@) E focada na utilizacgdo de uma série de interagdes ndo

intermoleculares
covalentes incluindo pontes de hidrogénio, interacbes m-1m, Forgas de Van Der
Waals, coordenacdo metalica, interagdes hidrofébicas e efeitos eletrostaticos para
gerar a ligagcado entre moléculas. Estas sdo as mesmas forgas que na natureza os
sistemas bioldgicos, altamente especificos, utilizam para ligar associagbes
moleculares®.

As ligagdes de hidrogénio sdo definidas como uma espécie de interagao
dipolo-dipolo onde o atomo de hidrogénio ligado a um atomo eletronegativo (ou um
grupo retirador de elétron) é atraido para um dipolo vizinho em uma molécula

adjacente ou um grupo funcional. Devido a for¢ca e direcionalidade das ligacbes de
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hidrogénio, elas estdo presentes como “cimento supramolecular®. Ha trés
diferentes classes de liga¢des de hidrogénio descritas na literatura como:

(a) Ligagdes de hidrogénio fortes, onde dois centros de ligagcédo estdo envolvidos, ou
seja, o atomo de hidrogénio esta proximo ao ponto central entre os atomos doador e
aceptor. Sao de natureza altamente direcional.

(b) Ligacdes de hidrogénio média ou fracas, onde a direcionalidade é parcialmente
perdida e a ligagao pode ter varias posigcdes possiveis, assumindo uma forma cénica
em torno de uma posicao linear, o aceptor € um elemento fortemente eletronegativo
e o doador pode ser eletronegativo ou até mesmo um atomo de carbono.

(c) Ligacdes de hidrogénio n&o classicas, que envolvem interagdes entre hidrogénio
e metais de transicao®.

Como regra geral, a forca das ligacbes de hidrogénio é fortemente
influenciada pela acado do solvente, principalmente solventes polares e préticos. Por
isso, solventes apolares e apréticos sdo mais adequados a manutencao da estrutura
supramolecular de sistemas estabilizados por ligagdes de hidrogénio. Além disso, a
forca de um sistema mantido por ligagdes de hidrogénio também é determinado pelo
numero de ligagdes individuais envolvidas. Quanto maior o numero de ligagdes de

hidrogénio maior sera a forca de associagdo entre os componentes do sistema®?.

2.3.1. Polimeros Supramoleculares:

Polimeros supramoleculares sdao denominados como uma nova classe de
macromoléculas em que suas estruturas sado mantidas por interagdes néao
covalentes. Os polimeros mantidos por ligagées de hidrogénio, por exemplo, podem
ser divididos em dois grandes grupos:

(a) Polimeros por ligagbes de hidrogénio na cadeia principal;

(b) Polimeros por ligagdes de hidrogénio na cadeia lateral®®.

O primeiro grupo se refere a macromoléculas formadas a partir de unidades
monomeéricas que se unem por ligagdes de hidrogénio. Assim, a estrutura principal
da cadeia polimérica é totalmente mantida por esse tipo de interacdo. O segundo
grupo refere-se a uma estrutura polimérica convencional onde a cadeia principal é
mantida por ligagées covalentes entre as unidades monoméricas, no entanto entre
as cadeias poliméricas pode haver ligagbes de hidrogénio, que sao capazes de

gerar uma estrutura supramolecular®®.
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Recentemente foi demonstrado as bases de um processo de automontagem
de estruturas macromoleculares. Os mecanismos conhecidos de polimerizagao
supramolecular seguem principios termodinamicos bem definidos, e estédo sujeitos a
variagao de concentragao, temperatura e pressao e as principais aplicagdes praticas
desses materiais estao ligadas as caracteristicas fisico-quimicas do material final. As
propriedades mecéanicas, eletronicas e bioldgicas sdo consideradas os trés principais
fatores que ditam como o material deve ser construido para uma possivel aplicagao
comercial®?.

Materiais avancados com capacidade de autorreparacdo sdo uma das
grandes novidades trazida pela quimica supramolecular dos polimeros. Esses
materiais, apos serem danificados podem sofrer um processo de regeneragao apos
responder a certos estimulos como o calor ou luz, isso foi demonstrado por

31)

Burnworth et al O processo dindmico da polimerizacdo/despolimerizacao

supramolecular é  responsavel pelo restabelecimento da  estrutura
macromolecular®V.

Sistemas anfifilicos que possuem em sua estrutura quimica uma parte polar e
hidrofilica e outra apolar e hidrofobica e que se auto-organizam em meio aquoso ou
em um solvente orgénico biocompativel sdo também de grande interesse. A
exploracao desses sistemas como carreadores de moléculas bioativas vem trazendo
bons resultados, podendo ser citado, por exemplo, o encapsulamento de farmacos
em mesofases liquido-cristalinas. Esse tipo de sistema nada mais € do que um
agregado supramolecular de moléculas anfifilicas capaz de compartimentalizar
moléculas menores®.

Os adutos, que sao considerados materiais supramoleculares, sdo formados
por meio de uma adi¢ao direta de duas ou mais moléculas distintas, resultando em
um produto de reagao simples contendo todos os atomos de todos os componentes,
com formacgédo de duas ligagbes quimicas e uma redugdo na multiplicidade da
ligacdo em pelo menos um dos reagentes. Assim, aduto € uma nova espécie
quimica resultante da unido direta de moléculas individuais, e a unido dessas

moléculas individuais € mantida por meio de uma forte interagao eletrostatica.
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23.2. A Meglumina como agente formador de sistemas

supramoleculares:

A meglumina, (2R,3R,4R,5S)-6-metil-aminoexano-1,2,3,4,5-pentol, por ser um
aminocarboidrato, se caracteriza pela sua habilidade em formar adutos soluveis em
meio aquoso com acidos carboxilicos, a formagdo desse aduto se deve
principalmente a formagao do par idbnico entre um componente anidnico (substancia
de carater acido) e um componente catidnico (meglumina). Essa propriedade é
principalmente explorada pela industria farmacéutica no aperfeicoamento de
medicamentos ja existentes, onde a substancia farmacologicamente ativa tem sua
solubilidade em agua elevada quando obtida na forma de um aduto com a
meglumina®?.

A estrutura da meglumina é analoga ao sorbitol no qual o grupo hidroxila da
posicao 1 é substituido por um grupo metilamino conforme demonstrado na figura 1.

A sua estrutura também € bem semelhante a glucamina, no entanto o grupo
metila confere um maior grau de basicidade ao nitrogénio estabilizando a carga

positiva do espécime protonada.

Figura 1. Estrutura quimica da meglumina e seus analogos.
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A meglumina é uma substancia registrada pelo FDA, possuindo o status
GRAS - General Recognized As Safe, sendo, portanto empregada em diversas
preparacdes farmacéuticas®?.

Cao et al® (2003) contribuiram para um maior entendimento estrutural dos
adutos formados com a meglumina através de uma investigagao em estado sélido.
Os autores determinaram por DRX de monocristal a estrutura do aduto flunixina-

meglumina e chegaram a conclusdo de que apesar da existéncia de grupos
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carregados, estes nao estariam participando de interagdes ibnicas responsaveis pela
estabilizagdo da estrutura cristalina do aduto. A estrutura supramolecular proposta
entdo seria mantida apenas por ligagdes de hidrogénio onde os cations meglumina
estdo dispostos formando camadas paralelas. Ao mesmo tempo, os anions flunixina
estdo arranjados entre duas camadas de cations.

Complexos ternarios onde a meglumina constitui um dos componentes
também tem sido relatados na literatura. Basavaraj et al.®** (2006) demonstrou que
complexos sélidos entre meglumina, 2-hidroxipropil-pB-ciclodextrina e um farmaco
hidrofébico de natureza &acida tiveram sua biodisponibilidade aumentada. Outros
estudos utilizando a combinagdo de meglumina com polivinilpirrolidona também
indicaram um aumento da solubilidade do farmaco celecoxib®.

Recentemente, nosso grupo identificou a formagdo de polimeros
supramoleculares a partir de adutos flunixina-meglumina e diclofenaco-meglumina.
Resultados de ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR
(RMN) e ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO NA REGIAO DO INFRAVERMELHO
(IV) mostraram que a meglumina esta diretamente envolvida na polimerizagéo.

Outros trabalhos que vem sendo desenvolvidos pelo grupo utilizam acidos
organicos naturais, como precursores para formacdo desses polimeros
supramoleculares como alternativa para obtencido de materiais de interesse
tecnoldgico e que ndo sejam nocivos a saude humana e ao meio ambiente. A partir
desses estudos observamos que alguns acidos graxos, bem como oleico e estearico
reagem com a meglumina produzindo adutos que facilmente incorporam agua
formando géis.

A formacgao destes adutos compreende duas etapas. Primeiramente ocorre a
transferéncia do hidrogénio acido entre o grupo carboxila e o grupo amino da
meglumina. Os ions sao unidos por uma forte ligacado de hidrogénio envolvendo um
dos atomos de oxigénio do grupo carboxilato e a hidroxila ligada ao carbono C2 do
aminocarboidrato. Em uma segunda etapa ocorre o processo de polimerizagao
envolvendo somente os grupos hidroxila da meglumina que agem simultaneamente
como aceitadores e doadores da ligacao de hidrogénio(36).

Polimeros supramoleculares com comportamento liquido-cristalino também
foram obtidos a partir de derivados anfifilicos de meglumina®®. Estes sistemas
possuem ampla aplicacdo tecnoldgica tais como matrizes para liberacdo controlada
de farmacos e reatores heterogénios para sintese organica.
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2.3.3. A concepgao do trabalho:

Existe um grande interesse cientifico em se conhecer mais profundamente os
fatores pelos quais ocorrem os fendmenos de automontagem molecular. Os
conhecimentos gerados por esses estudos devem ser processados visando a
pesquisa capaz de gerar produtos aplicaveis tecnologicamente.

Seguindo esse raciocinio, a pesquisa dos adutos acidos graxos - meglumina
como um novo meio de entendimento de processos complexos de automontagem
molecular torna-se também uma alternativa bastante viavel para a construgao de
produtos inovadores, podendo inclusive ser aplicados a saude humana.

Dessa forma, o desenvolvimento de novos materiais com propriedades fisico-
quimicas otimizadas torna-se uma necessidade preponderante no ambito
farmacéutico.

Dentro desse contexto, sdo diversos os sistemas carreadores coloidais que
podem ser empregados, dentre os quais podemos destacar os lipossomas,
nanoemulsdes, micelas, nanoparticulas poliméricas, hidrogéis, nanoparticulas
lipidicas solidas dentre outras variantes®”). Esses nanosistemas sdo capazes de
realizar uma liberacdo progressiva e controlada do farmaco desde que haja
estimulos do meio em que se encontram. Com isso a concentracdo plasmatica do
farmaco mantém-se constante aumentando a eficacia terapéutica e diminuindo
expressivamente a toxicidade devido a auséncia de picos de concentragao
plasmatica maxima. Outras vantagens referem-se a possibilidade de incorporagao
tanto de substancias hidrofilicas quanto lipofilicas nos dispositivos©?.

Matrizes lipidicas podem ser modificadas para se obter estruturas mais
estaveis e adequadas ao encapsulamento de moléculas bioativas. A adi¢cdo de
compostos hidrofilicos aos lipideos geram sistemas anfifilicos que s&o muito
interessantes no desenvolvimento de formulagdes farmacéuticas, pois estes sao
capazes de formar varios tipos de agregados supramoleculares em solugao
aquosa®®®.

A acdo da meglumina como uma base de Lewis capaz de se ligar a
grupamentos acidos € bastante conhecida e a sua acdo como modificadora de

matrizes lipidicas tem sido bastante estudada pelo nosso grupo de forma a tentar
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elucidar o comportamento da meglumina frente a um lipideo de natureza acida onde

ela seja capaz de interagir formando estruturas supramoleculares.
2.4. ANALISE TERMICA:

A definicdo aceita de Andlise Térmica, dada por Mackenzie®® e pela
Confederacgéao Internacional de Analise Térmica e Calorimetria (ICTAC) é: “Um grupo
de técnicas nas quais uma propriedade fisica de uma substancia e/ou seus produtos
de reagdo é medida como funcdo da temperatura, enquanto a substancia é
submetida a um programa controlado de temperatura”. Esta definigdo implica que
uma técnica térmica para que possa ser considerada como termoanalitica, trés
critérios devem ser satisfeitos: 1- Uma propriedade fisica tem que ser medida, 2- A
medida deve ser expressa (direta ou indiretamente) como fungdo da temperatura, 3-
A medida tem que ser feita sob um programa controlado de temperatura®®.

A analise térmica apresenta vantagens em inumeras areas da ciéncia, ou
seja, pode-se obter através dessa analise: variagdo de massa, estabilidade térmica,
agua livre, agua ligada, pureza, ponto de fusdo, ponto de ebuligdo, calores de
transigcdo, calores especificos, diagramas de fase, cinética da reacgdo, estudos de
catalisadores, transigdes vitreas, etc™*!.

Na Tabela 4 estdo classificadas as principais técnicas de analise térmica

segundo o parametro medido.
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Tabela 4. Técnicas de analise térmica e seus respectivos parametros de medidas.

Parametro Medido Técnica
Massa TERMOGRAVIMETRIA (TG)
Variagdo de massa (25M/df) TERMOGRAVIMETRIA DIFERENCIAL
(DTG)
Temperatura (To-Ty) ANALISE TERMICA DIFERENCIAL
(DTA)
Entalpia (dH/dt) CALORIMETRIA DIFERENCIAL

EXPLORATORIA (DSC)

Deformagéo (volume ou comprimento) ANALISE TERMOMECANICA

(DILATOMETRIA)

Condutividade Térmica DETECCAO DE GASES ENVOLVIDOS
(EGD)

Espectrometria ou Cromatografia ANALISE DE GASES ENVOLVIDOS
(EGA)

Fonte: CAPONERO et al, 2015%2,
2.4.1. Eventos Térmicos:

Quando uma substancia sélida qualquer é aquecida em uma atmosfera inerte,
o resultante aumento na movimentagdo molecular, atbmica ou ibnica pode levar a
mudancgas na estrutura cristalina, a sinterizagao, fusdo ou sublimagdo do material.
Se as forgas intramoleculares forem mais fracas que as forgas intermoleculares, a
substancia pode decompor formando novos fragmentos de moléculas, algumas ou

todas estas novas moléculas podem volatilizar nas temperaturas alcangadas(42).

2.4.2. Termogravimetria (TG):

E uma técnica utilizada para medir as variagbes de massa de uma amostra
durante o aquecimento (ou resfriamento) ou quando mantida a uma temperatura
especifica. E medido principalmente nesta técnica: evaporacdo, sublimacao,
decomposicéo, oxidagao, reducdo e adsor¢cao e dessor¢do de gas. Durante um
programa controlado de temperatura a massa de uma substancia € continuamente

medida®?. A medida das variagdes € realizada por uma termobalanca, sendo que



26

sdo classificadas em trés categorias, de acordo com a forma de acondicionamento

da amostra, conforme mostra a figura 2.

Figura 2. Classificacao dos tipos de termobalancgas: (a) Suspensa, (b) Balanga de topo, (c)
Horizontal.

(a) (b) (c)
Fonte: HOPKINS et al,1959“%)

E as curvas obtidas podem ser classificadas em varios tipos conforme ilustrado na
figura 3.



27

Figura 3. Principais tipos de curvas termogravimétricas.
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Fonte: WENDLANDT et al, 1974“"

Curvas tipo (i): Este tipo de curva é caracteristico de uma amostra que nao
apresenta variacdes de massa no ciclo térmico aplicado™.

Curvas tipo (ii): A rapida perda inicial de massa € em muitos casos
associada a perda de umidade da amostra ou a dessorgao de gases(‘”).

Curvas tipo (iii): Esta curva representa a decomposi¢cédo de uma amostra em
um Unico estagio™.

Curvas tipo (iv) e (v): Estas curvas apresentam estagios multiplos de
decomposigdo. Entretanto nas curvas do tipo (iv) pode-se determinar as
temperaturas limite de estabilidade dos reagentes. E as curvas do tipo (v) tendem a
apresentar um comportamento mais proximo do tipo (iv) quando a amostra é

submetida a menores velocidades de aquecimento (resfriamento)“".
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Curvas tipo (vi): Curva tipica de ganho de massa. Como exemplo: oxidagao
de metais™".

Curvas tipo (vii): Este tipo de curva é muito dificil de ser observado. Um
exemplo € a oxidagao da prata e posterior decomposigao, a altas temperaturas, do
éxido formado™?.

Dois fatores podem influenciar o aspecto das curvas TG, fatores instrumentais
e fatores ligados as caracteristicas da amostra.

Fatores instrumentais: Razdo de aquecimento do forno, atmosfera do forno,
geometria do suporte de amostras e do forno“?.

Caracteristicas da amostra: Tamanho de particulas quantidade de amostra,
solubilidade dos gases liberados na propria amostra, calor de reagdao, compactagao

da amostra, natureza da amostra, condutividade térmica da amostra?.
2.4.3. Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC):

E uma técnica na qual se mede a diferenca de energia fornecida a substancia
e a um material referéncia, em fungdo da temperatura enquanto a substancia e o
material referéncia sdo submetidos a uma programacao controlada de temperatura.
Ha duas modalidades baseados no método de medicdo utilizado: calorimetria
exploratdria diferencial com compensacao de poténcia e calorimetria exploratéria
diferencial com fluxo de calor“?.

DSC com Compensagcao de Poténcia: arranjo no qual a referéncia e
amostra sdao mantidas na mesma temperatura, através de aquecedores elétrico
individuais. A poténcia dissipada pelos aquecedores é relacionada com a energia
envolvida no processo endotérmico ou exotérmico?,

DSC com Fluxo de Calor: o arranjo mais simples € aquele no qual a amostra
e a referéncia, contidas em seus respectivos suportes de amostra, sdo colocadas
sobre um disco de metal. A troca de calor entre o forno e a amostra ocorre
preferencialmente pelo disco®?.

Através dessas técnicas, podem-se acompanhar os efeitos de calor
associados com alteracoes fisicas ou quimicas da amostra, tais como transi¢cdes de
fase (fusao ebuligdo, sublimagao, congelamento, inversdes de estruturas cristalinas)
ou reacgdes de desidratagao, de dissociagdo, de decomposi¢cdo, de oxido-redugao,

etc. capazes de causar variagdes de calor. Em geral transicbes de fase,
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desidratacbes, redugdes e certas reacdes de decomposicdo produzem efeitos
endotérmicos, enquanto que cristalizagdes, oxidagbes, algumas reagdes de
decomposigao produzem efeitos exotérmicos?).

Essa técnica permite também estudar transigcbes que envolvem variagoes de
entropia (transi¢ées de segunda ordem), das quais, as mais comuns sao transi¢des
vitreas que certos polimeros podem apresentar?).

O material de referéncia utilizado nessa técnica nao deve apresentar nenhum
evento térmico na faixa de temperaturas estudadas, ndo deve reagir com o cadinho
e com os termopares e a condutividade e a capacidade térmica da amostra e da
referéncia devem ser semelhantes®?.

Em principio, o aspecto de interesse nas curvas DSC esta nos desvios de
linha de base, entretanto a linha de base nem sempre é algo facil de obter. A linha
de base pode apresentar um desvio zero, normalmente resultado de uma diferenca
entre as propriedades térmicas da amostra e da referéncia ou de uma assimetria na
construgdo dos porta-amostra. Em alguns casos, apdés um evento térmico a curva
nao retorna a linha de base original devido a mudancga das propriedades térmicas da
amostra a altas temperaturas®?.

Mudangas abruptas da linha de base, seja na inclinagdo seja na posigao,
indicam uma transformagédo de segunda ordem, que se caracterizam pela variagao
de capacidade calorifica, porém sem variagdes de entalpia. Exemplos deste tipo de
transformacao sédo as transigdes vitreas dos polimeros e a transicdo do ponto de
Curie nos materiais ferro-magnéticos“?.

As transigdes de primeira ordem apresentam variagdo de entalpia,

endotérmica ou exotérmica, e dao origem a formacao de picos(42).
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3. OBJETIVOS

(@) Realizar a extragcdo e purificagdo dos acidos graxos presentes no 6leo de
girassol;

(b)  Preparacdo do aduto acido graxo-meglumina;

(c) Caracterizagdo estrutural desse aduto através das técnicas Espectroscopia
Vibracional na Regidao do Infravermelho (IV) e Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN), bem como o estudo do comportamento térmico dessa substancia a partir das
técnicas termoanaliticas  Calorimetria  Exploratoria  Diferencial (DSC) e
Termogravimetria (TG).

(d)  Analise no Microscopio de Luz Polarizada do aduto acido graxo-meglumina

obtido e ao se acrescentar percentuais de agua, que vao de 10% a 90%.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. MATERIAL.:

Oleo de girassol da marca LIZA, foi utilizado dessa marca por ser uma marca
que nao utiliza aditivos, meglumina foi obtida da Sigma Aldrich. Todos os outros
reagentes possuiam grau cromatografico. Agua deionizada (Milli-Q Millipore

Simplicity 185, Bedford, MA, USA) foi utilizada nos procedimentos.
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4.2. Processo de extragao dos acidos graxos a partir do 6leo de girassol:

Os acidos graxos foram extraidos e purificados, seguindo assim as seguintes

Oleo de Girassol
100 g

1. Adigéo de 200 mL (10% KOH em EtOH a 95%)
2. Refluxo (T =80 °C) por 1,5 H

3. Adicao de HCI (6N) até pH3,0

4. Adicao da solugao satura NaCl (200 mL)

5. Partigdo com n-hexano (3x - 400 mL)

etapas:

Fracdo Aquosa

\ Fracao Hexanica
(glicerol)

6. Concentrar (evaporador rotativo)
7. Adicao de Uréia em EtOH 95%
8. Aquecer (T =60 °C) sob agitagao
9. Critalizagao (T =18 °C)

10. Filtracao

Fragao liquida Cristais

11. Adicéo de H,O Mesmo procedimento
12. Adigao de HCI (6N) - pH 2-3  da frac&o liquida

13. Particdo com n-hexano

Fracdo Aquosa Fracdo Hexanica

14. lavar com NaCl 5%

15. Concetrar (evaporador rotativo)

Acidos graxos
livres
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Inicialmente foi realizada uma reagéo de saponificagdo com 100g de 6leo de
girassol, hidréxido de potassio a 10% e 200mL de solugao etandlica a 95%, o baldo
contendo essa solugado ficou em refluxo durante 90 minutos com temperatura
controlada a 80°C, em seguida a solucgéao foi acidificada com HCI 6M até atingir um
pH em torno de 3 e tratados com 200mL de solucédo saturada de NaCl, colocados
em um funil de separacéao e tratados com hexano, sequencialmente por 3 vezes.

Na segunda etapa a fragdo hexanica resultante foi misturada com ureia em
solugdo aquosa de etanol a 95% e aquecido a 60°C com agitacdo até a
homogeinizagdo da solugdo. Em seguida o aduto ureia-acido graxo foi mantido a
temperatura de 18°C para cristalizagao.

Os cristais formados foram separados da parte liquida por filtragao rapida e
simples. A parte liquida, considerada a parte que quase nao ha acidos graxos, foi
diluida em igual volume de agua e acidificado com HCI 6M até pH de
aproximadamente 3, apos isso em igual volume foi adicionado hexano e os acidos
graxos presentes nessa fase foram extraidos, em seguida a solugao hexanica foi
lavada com uma solugao de 5% de NaCl para remover remanescentes de ureia e 0
solvente entao foi removido a 65°C usando o rota-evaporador.

Os acidos graxos foram recuperados da parte cristalizada apds a adigéo de
agua, HClI 6M e hexano da mesma forma que foram separados da parte ndo

cristalizada.

4.2.1. Indice de acidez:

Com o objetivo de caracterizar o grau de acidez dos acidos graxos uma
titulacado acido-base com NaOH foi realizada. O valor de acidez foi definido com a
quantidade (mg) de NaOH necessario para a neutralizagdo de 1 g do acido. Para
calcular o indice de acidez utilizou-se 10 mL, cerca de 6 g, do éleo em um erlemeyer
de 100 mL e a seguir adicionou-se 3 gotas de solugao alcodlica de fenolftaleina e
titulou-se com solucao 0,1 mol/L de hidréxido de sédio até que a solugdo passasse

de incolor para uma coloracgao résea. Esse procedimento foi realizado em triplicata.

4.2.2. Preparacao dos adutos acidos graxos-meglumina:
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Os adutos, 11 amostras, foram preparados baseados na quantidade de
meglumina usada. O acido utilizado foi extraido do 6leo de girassol que possui como
acido maijoritario o acido linoléico. O procedimento € uma reacéao acido-base entre
os precursores e a meglumina (MEG). A quantidade de MEG (195,2 g mol™) utilizada
foi baseada no indice de acidez dos precursores. Quantidades equimolares do acido
e da meglumina foram dissolvidas em 20mL de uma mistura composta de acetato de
etila/metanol (1:1 v/v).

O meio reacional foi mantido sob agitagdo constante por aproximadamente 30
minutos em temperatura ambiente, suficiente para se observar, apds este tempo, a
precipitacdo de um sobrenadante branco. Grande parte do sobrenadante foi
evaporada espontaneamente e o excesso ainda restante foi decantado. Em seguida
o precipitado foi lavado com a mistura de acetato de etila/metanol a frio e seco sob

fluxo de nitrogénio.

4.2.3. Preparacao das misturas dos adutos acidos graxos-meglumina com

agua.

Quantidades do aduto contidas na tabela a seguir foram pesadas em balanca
analitica, completadas com agua destilada até a sua massa final e aquecidas em
banho-maria para a dissolugdo completa do sdlido. A quantidade de agua
adicionada variou de 10 a 90% levando-se em consideracdo a massa do aduto
pesada. Essas amostras foram preparadas para analise no microscopio de luz
polarizada, com o intuito de observar se houve de fato a formacéo de polimeros
supramoleculares, ja que os polimeros sdo formados por interagdes de hidrogénio e

0 acréscimo de agua aumenta as interagodes.
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Tabela 5. Massa final do aduto ao se acrescentar percentuais de agua que variam de 10 a
90%.

Massa do aduto (g) Percentual de agua (%) Massa Final (g)
9,834 10 10,8174
10,236 20 12,2832
10,112 30 13,1456
9,993 40 13,9902
10,008 50 15,0120
9,882 60 15,8112
10,111 70 17,1887
10,051 80 18,0918
10,316 90 19,6004

5. CARACTERIZAGAO:

Caracterizagdes estrutural e térmica foram realizadas utilizando-se técnicas
espectroscopicas (IV), Ressonéancia Magnética Nuclear (RMN), termoanaliticas (TG

e DSC) e Microscopia de Luz Polarizada.

5.1. CARACTERIZAGAO ESTRUTURAL:

5.1.1. Espectroscopia de Absorgao na regiao do Infravermelho (IV):

Os Espectros FTIR para a Meglumina foram obtidos a partir de pastilhas de
Brometo de Potassio (KBr espectroscopico, VETEC). Para confecgao das pastilhas
cerca de 1mg da amostra juntamente com 99 mg de KBr foram homogeneizados e
prensados, cada espectro foi obtido apdés 16 varreduras com uma resolugao
espectral de 4 cm™. O equipamento é um espectrofotdmetro infravermelho com

transformada de Fourier, Bruker/Tensor 27.
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E os espectros FTIR para o 6leo e para o aduto acidos graxos-meglumina
foram obtidos a partir do modo de reflectancia total atenuada (ATR) em cristal ZnSe

(Seleneto de Zinco).
5.1.2. Ressonéancia Magnética Nuclear (RMN):

Os espectros de RMN de 'H e C foram obtidos no espectrdmetro RMN
Agilent Technologies, campo 500/54 e campo 400/52. As amostras de 6leo de
girassol e dos acidos graxos extraidos foram solubilizadas com CHCI3; e amostra do
aduto foi solubilizada em DMSO-d6.

A espectroscopia de RMN de 'H foi utilizada também como uma alternativa em
substituicdo para a andlise de Cromatografia Gasosa na determinagdo da

composi¢ao de acidos graxos presentes no 6leo.
5.1.3. Microscopia de Luz Polarizada:

Amostras do aduto acido graxo-meglumina em agua (amostras variando de
10% a 90% m/m) foram colocadas sobre laminas de vidro e cobertas com laminula e

analisadas em um microscopio Jenamed 2, Carl Zeiss- Jena, sob luz polarizada.

5.2. CARACTERIZAGAO TERMICA:

5.2.1. Analise Termogravimétrica (TG):

As curvas TG foram obtidas no termoanalisador SDT 2960 da TA Instruments,
na faixa de temperatura de 30-600°C utilizando-se cadinhos de alumina abertos
como referéncia e suporte de amostra, sob atmosfera dinamica de nitrogénio (fluxo =

50 mL min™') e razdo de aquecimento de 10°C min™.
5.2.2. Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC):
Foi utilizado um modulo DSC da TA Instruments, capaz de operar de 150 a

650°C, com termopares diferenciais de cromel-cromel com precisdo calorimétrica de

1%, precisao de temperatura £10°C e reprodutibilidade de +0,05°C. Controlado pelo
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Software TA Instruments. A calibragdo do sistema foi realizada com um padréo de
indio 99%, conforme as recomendacdes fornecidas pelo fabricante.

As curvas DSC foram obtidas em atmosfera dinamica de Ny (50 mL min™)
utilizando-se 10-12 mg de amostra em cadinhos de aluminio aberto, e razdo de
aquecimento de 10°C min™'. Para analise dos acidos graxos o método aplicado
consistiu de um primeiro resfriamento de 25°C até -80°C, seguido por um
aquecimento até 25°C. Para a anadlise dos adutos o método consistiu de um primeiro
aquecimento de -80°C até 140°C seguido por um resfriamento até -80°C e um

reaquecimento até 140°C.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO:

indice de acidez é a massa de hidréxido de sddio, em miligramas, gasta na
neutralizagao dos acidos livres presentes em um grama de amostra.

A determinacao do indice de acidez fornece dados importantes no que nos diz
respeito a conservagdo de um alimento. Os acidos graxos participam das
composi¢des dos monos, di e triglicerideos, que sao os principais componentes de
Oleos e gorduras. Se os acidos graxos sao constituintes de gorduras, uma grande
quantidade desses compostos nas formas livre indica que o produto esta sofrendo
processos de hidrélise, oxidagdo ou fermentacdo, ou seja, o alimento estd em
processo de deterioragao.

Os indices de acidez foram medidos em ftriplicata e foram obtidos os

seguintes valores expostos na tabela 5:

Tabela 6. Dados para obtencao do indice de acidez.

NaOH (mL) gastos para
Titulagao neutralizar 10 mL de indice de Acidez (%)
oleo
12 Titulagao 2mL 0,101
22 Titulagao 1,9 mL 0,089
32 Titulacao 1,9 mL 0,097

A média dessas titulagdes € 0,095% que indica uma baixa acidez nesse 6leo,
e que pode ser correlacionada com a auséncia de acidos graxos livres. A Anvisa
(1999) utiliza como parametro de qualidade o indice de acidez em porcentagem
equivalente ao acido oleico presente nos 6leos vegetais, e o indice de acidez para o

Oleo de girassol em gramas de acido oleico/100g de éleo € de no maximo 0,3%.
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Como a média dos indices de acidez foi de 0,095% verifica-se assim que ele esta

dentro dos parametros de qualidade exigidos pela Anvisa.

6.1. Caracterizagao estrutural por espectroscopia de absorgcao na regiao do

infravermelho (IV) do éleo de girassol (OG) e dos acidos graxos (AG) extraidos:

No espectro de IV de OG (FIGURA 4) vemos bandas caracteristicas em 1742
cm™ referente ao estiramento da carbonila do éster, bandas em 1357, 1237, 719 e
590 cm™ que correspondem a absorcdo da ligacdo H-C das ligagbes duplas
presentes nos acidos graxos insaturados, bandas em 2921, 2856 e 1459 cm
correspondentes as ligagdes C-H do esqueleto hidrocarbdnico, em 1158 e 1099 cm™
correspondente a deformacdes axiais de C-O e uma banda forte em 1742cm’™
referente & deformacdo axial de C=0O de éster. A regido de 1300 a 900 cm™ é
conhecida como regido de "impressao digital" do espectro, que inclui varias bandas
acopladas. Esse espectro para o 6leo confirmou bandas especificas pertencentes a
Oleos vegetais.

O espectro de IV dos AG extraidos do 6leo de girassol (FIGURA 5) foi
compativel com os espectros descritos na literatura correspondentes aos espectros
para os acidos graxos insaturados, principalmente o oleico e linoleico, isso era
esperado, pois 0 processo de purificagcao foi realizado no intuito de separar o acido
linoleico do restante dos acidos graxos extraidos do oleo. As diferengas entre o
espectro dos acidos extraidos para o espectro do dleo de girassol ocorrem na regiéo
das bandas entre 1500 e 500 cm™ que significa que ocorre a retirada do glicerol

presente no 6leo.
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Figura 4. Espectro de IV para o 6leo de girassol (OG). Obtido a partir de 1mg da amostra
juntamente com 99 mg de KBr homogeneizados e prensados, apds 16 varreduras com uma
resolucdo espectral de 4 cm™. Em uma frequéncia de 500 a 4000 Mhz.
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Figura 5. Espectro de |V para acidos graxos (AG) extraidos do 6leo de girassol. Obtido a
partir de 1mg da amostra juntamente com 99 mg de KBr homogeneizados e prensados,

ap6s 16 varreduras com uma resolugdo espectral de 4 cm™. Em uma frequéncia de 500 a
4000 Mhz.
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6.2. Caracterizagao estrutural por espectroscopia de absorgcao na regiao do
infravermelho (IV) da meglumina (MEG) e do aduto acido graxo — meglumina
(AG-MEG):

No espectro de IV da meglumina (FIGURA 6) pode se identificar as seguintes
bandas: 3550-3000 cm™' correspondentes as vibragdes de estiramento dos grupos
OH, 2880-2860 cm™ correspondente a vibragdo de estiramento de C-H dos alcanos,
1650-1550 cm’” correspondente a vibragao de estiramento NH da amina secundaria,
1500-1200 cm'atribuidas & deformagdo angular no plano dos grupos CO. Esse
espectro corresponde ao que esta proposto na literatura. Essa analise foi realizada

com o intuito de comparar os deslocamentos ao se preparar o aduto.

Os adutos formados com os acidos graxos e a meglumina tiveram uma
aparéncia viscosa e amarelada. E o espectro no IV correspondente a esse aduto
(FIGURA 7) mostrou bandas fracas em 3319 cm™ que correspondem as vibragdes
de estiramento O-H, bandas em 2919-2819 cm' associadas as vibragdes de
deformagédo axial nos atomos de hidrogénio ligados a carbono de alcenos. No
espectro do aduto quando comparado ao espectro de IV dos acidos graxos e da
meglumina observamos que ha um deslocamento das bandas, mas que ndo ha
indicagdo da formagao de novas ligacbes covalentes quando ha a formacgao do
aduto. Tal observagdo ¢é condizente com a natureza dos polimeros
supramoleculares, visto que essas espécies ndao sdo produtos de reacdes quimicas
de adi¢cdo ou condensagao, mas da auto-organizagao das unidades monoméricas

mediante a acao de interagdes eletrostaticas.
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Figura 6. Espectro de IV para meglumina. Obtido a partir de 1mg da amostra juntamente
com 99 mg de KBr homogeneizados e prensados, apds 16 varreduras com uma resolugao
espectral de 4 cm™. Em uma frequéncia de 500 a 4000 Mhz.
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Figura 7. Espectro de IV para o aduto AG-Meg. Obtido a partir de 1mg da amostra
juntamente com 99 mg de KBr homogeneizados e prensados, apds 16 varreduras com uma
resolucdo espectral de 4 cm™. Em uma frequéncia de 500 a 4000 Mhz.
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6.3. Caracterizacao estrutural por ressonancia magnética nuclear (RMN):

Os espectros de RMN 'H e de "*C fornecem uma grande quantidade de
informacgao a respeito das amostras, que pode ser obtida em um curto periodo de
tempo. Os sinais de ressonéncia, presentes no Oleo, estdo relacionados as
caracteristicas estruturais dos triacilglicerois, tais como: estrutura molecular,

conformacgao molecular, posi¢ao das insaturagdes, geometria das duplas ligagdes.

A andlise de RMN 'H (FIGURA 8) da amostra de dleo de girassol (comercial,
marca: LISA), apresentou um perfil caracteristico para uma mistura de acidos graxos
de natureza insaturada, confirmado pelo sinal em 6 5,32 (m) atribuido a CH olefinico
(A). Como pode ser observado também na FIGURA 8, os demais sinais de
hidrogénio estdo representados na estrutura hipotética de um triglicerideo e os

dados de deslocamento foram identificados no espectro de RMN "H.

Figura 8. Espectro de RMN "H do dleo de girassol (CDCls, 500 MHz).
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A TABELA 7 e FIGURA 9 apresentam os valores das integrais para cada sinal
de hidrogénio presente no 6leo de girassol. Estes dados foram utilizados para

calcular a composigao percentual de acidos graxos no 6leo (TABELA 6), através dos

parametros abaixo:

A proporgao de acidos graxos saturados (S), oleico (O), linoleico (L) e linolénico

(Ln) foi determinado seguindo as equacdes abaixo:
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Ln (%) = 100 (H'/(H+H))
L (%) = 100 {(C/D) — 2(H'/(H+H’))}
O (%) = 100 {(E/2D) — (C/D) — 2(H'/(H+H"))}
S (%) = 100 (1 — (E/2D))

Onde os termos:

H = a area de ressonancia dos hidrogénios do grupo metila presentes nos acidos

graxos saturados e nos acidos oleico e linoleico;
H’ = a area de ressonancia dos hidrogénios do grupo metila do acido linolénico;
D, E, F, G = areas relacionadas aos hidrogénios dos grupos metilenos

Essas férmulas tém sido empregadas na literatura na determinagdo da

composicédo de acidos graxos*##AEIENE8)

Tabela 7. Composicéo percentual de acidos graxos do o6leo de girassol.

Composicao de acidos graxos

Tipos de acidos graxos RMN 'H Literatura
Saturados 25% 15-40%
Oleico (C18:1) 31% 15-40%
Linoleico (C18:2) 28% 20-75%
Linolénico (C18:3) 16% 10-20%

Figura 9. Espectro de RMN "H do 6leo de girassol (CDCls, 500 MHz)
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Tabela 8. Valores das areas correspondentes as integrais dos hidrogénios presentes no
RMN "H do 6leo de girassol.

Sinal Area Identificagao/Grupo funcional
A 4,97 Olefinicos / -CH=CH-
A 1,00 Metileno do glicerol
B 3,11 Metileno do grupo glicerol / -CH,OCOR
C 2,20 Metileno bis-alilico / =HC-CH,-CH=
D 3,67 a-metileno / -OCO-CH,-
E 5,97 Metileno alilico / -CH,-CH=CH-
F 3,88 B-metileno / OCO-CH,-CH-
G 28,74 Metileno / -(CH2)n
H 3,69 Metilicos / -CH3 (Acido linoleico)
H’ 0,70 Metilicos / -CHs3 (Acidos saturados, oleico e linoleico)

A analise dos espectros de RMN 'H (FIGURA 8 E 10) demonstrou que as
etapas de saponificagdo/extracdo dos acidos graxos insaturados foram satisfatorias,
uma vez que foi observada a auséncia dos sinais entre 6 4,0 e 4,4 ppm, atribuido
aos hidrogénios metilénicos ligados a oxigénio (CH,0), presentes na estrutura do
glicerol. O espectro de RMN "H que corresponde ao aduto mostrou a formacéo do
par ibnico meglumina e acido graxo. Esta interagdo eletrostatica levou a
desblindagem dos hidrogénios vizinhos ao grupo carboxilico dos acidos graxos.
Observando-se que antes da interagdo os deslocamentos para os grupos
metilénicos a- e B-CH; ocorreram em & 2,31 e 1,61 ppm, respectivamente, e apds

interacao os valores passaram a ser 6 2,02 e 1,45 ppm.
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Figura 10. Espectros de RMN "H dos &cidos graxos (extraido do 6leo de girassol) e do
aduto (AG-Meq).
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A andlise do espectro de RMN "*C (FIGURA 11) confirmou a formacéo do
aduto: acido graxo-meglumina. A comparacdo entre os espectros de RMN '3C foi
possivel observar a mudanga dos deslocamentos das carbonilas de acidos graxos
de 6 180,2 e 179,3 ppm para 6 176,2 e 172,7 ppm atribuidas a interacdo entre os

grupos carboxilicos dos acidos graxos e ao grupo amina da meglumina.

LYoo OH OH

+ OH
/NHZ T

HsC OH OH

carboxilato - meglumina
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Figura 11. Comparagdo entre os espectros de RMN *C dos acidos graxos insaturados
(extraido do 6leo de girassol) e do aduto AG-Meg.
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6.4. CARACTERIZAGAO TERMICA (TG E DSC):

Os comportamentos de cristalizagdo e fusdo de O6leos vegetais e seus
derivados sao propriedades muito importantes que devem ser avaliadas em estudos
prévios ao uso destes em processos industriais. Em geral este comportamento
reflete a complexidade dessas espécies, considerando que estes sdo uma mistura
de diferentes triglicerideos. Adicionalmente, estes triglicerideos podem cristalizar em
diferentes estados polimoérficos, correspondendo a distintos empacotamentos entre
as cadeias de acidos graxos, o que gera cristais com tamanho, forma e
comportamento diferentes”. Dificilmente essas curvas TG fornecem a interpretacdo
de reacdes exatas que ocorrem para compostos poliméricos, mas essas analises
termogravimétricas demonstram ser um método apropriado para investigar a

estabilidade térmica desses sistemas®?.

6.4.1. Analise Termogravimétrica (TG)

A curva TG (FIGURA 12) do ¢6leo de girassol (OG) em atmosfera inerte
apresentou um unico pico endotérmico, provavelmente devido a decomposigao
térmica do oleo. O dleo estudado apresenta boa estabilidade térmica, uma vez que

s6 comegou a se decompor acima de 311°C.
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Figura 12. Curva TG para o 6leo de girassol obtida na faixa de temperatura de 30-600°C,

sob atmosfera dinamica de nitrogénio (fluxo = 50 mL min™') e razdo de aquecimento de 10°C
-1

min™.
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100 200 300 400 500 600
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Na curva TG do AG (FIGURA 13) observa-se dois eventos principais de
decomposicdo. Os eventos de decomposi¢cao foram consecutivos. Observa-se que a
primeira perda de massa, que vai de 172°C até aproximadamente 370°C e um ultimo
evento que vai de 400°C em diante, onde a amostra degrada totalmente. Os acidos
graxos insaturados degradam em temperaturas normalmente acima de 170°C, a
curva TG nos mostra que provavelmente os eventos de decomposi¢gdo sao

referentes a degradacgéo desses acidos.
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Figura 13. Curva TG para o acido graxo extraido (AG) obtida na faixa de temperatura de 30-
600°C, sob atmosfera dinamica de nitrogénio (fluxo = 50 mL min™') e razdo de aquecimento
de 10°C min™.

Massa (mg)
o

100 200 300 400 500 600
Temperatura (°C)
Na curva TG do aduto formado pelo acido graxo com a meglumina (FIGURA
14) ha dois eventos principais de decomposi¢do, que foram consecutivos e
demonstraram um mecanismo complexo. A primeira perda de massa, que vai de
aproximadamente 70°C a pouco mais de 170°C deve ocorrer em funcado da perda de
agua e de acetato de etila residual na amostra. A decomposi¢ao do aduto ocorre em

mais uma etapa, de aproximadamente 200°C em diante.
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Figura 14. Curva TG do aduto AG-Meg obtida na faixa de temperatura de 30-600°C, sob
atmosfera dinamica de nitrogénio (fluxo = 50 mL min™) e razdo de aquecimento de 10°C min’
1

1:;3 I EI;EI I 3:;5 I 4:;{] I E-E:EI I E-EIIEI
Temperatura (°C})
O processo de termodecomposigédo de Oleos vegetais pode ser estudado por
analise termogravimétrica e relacionado a sua composi¢do em acidos graxos. Os
dados podem ser vistos na tabela 6, e analisando a perda de massa de acordo com
as temperaturas inicial e final pode-se verificar que o 6leo de girassol quando
comparado ao acido graxo extraido dele e ao aduto formado juntamente com a
meglumina possui maior estabilidade termo-oxidativa, degrada a uma temperatura
alta, mas em compensacgao degrada quase completamente em uma sé etapa. O
acido graxo extraido comega a se degradar em uma temperatura alta, que é
justificado pela existéncia das insaturagbes presentes em sua cadeia e quando
comparado com a degradacdo do aduto vemos que degrada ha uma temperatura
mais alta que o acido, provavelmente por conta das interagdes eletrostaticas que

mantém o acido ligado a base meglumina.
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Tabela 9. Dados termogravimétricos extraidos das curvas TG do 6leo de girassol, dos
acidos graxos extraidos do 6leo e do aduto acido AG-Meg.

Perfil TG

Amostra Temp. Inicial (°C)/ Temp. Final (°C)
Perda de Massa (%)

T Ts T Ts T Ts T Ts
oG 311°C  480°C - - - - - -
97,52%
AG 172°C  370°C 400°C 570°C - - - -
86% 14%
AG-Meg 70°C  170°C  200°C 504°C - - - -
20,26% 76,73%

6.4.2. Analise por Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

O DSC é uma das principais técnicas utilizadas na determinacdo das
propriedades oxidativas de Oleos comerciais. As razoes de
aquecimento/resfriamento, massa de amostra, fluxo de gas de purga e atmosfera
praticamente nao interferem nos perfis térmicos observados. A obtencdo da curva
DSC para o éleo de girassol (OG) € apresentada na FIGURA 15 onde se observa
que quando este é submetido ao resfriamento de até -80°C, ocorre um evento
principal com caracteristicas de evento exotérmico, a -25°C. Este pode ser atribuido
a cristalizacdo completa dos constituintes do 6leo de girassol. Na mesma figura,
observa-se que o 6leo de girassol quando aquecido apresenta um pico exotérmico
pouco intenso entre -50 e -25°C e finalmente o pico endotérmico atribuido a fusao

dos componentes do 6leo préximo a -25°C.
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Figura 15. Curva DSC de resfriamento/aquecimento para o 6leo de girassol (OG) obtida em

atmosfera dinamica de N, (50 mL min™) utilizando-se 10-12 mg de amostra e razdo de
aquecimento de 10°C min™.

Processo exotérmico

: 4

Fluto de calor {m/V)

=50 =13 a z3 30 73

Temperatura {*C)

Na curva DSC para o AG (FIGURA 16) observou-se na curva de resfriamento
que ocorre um evento principal com caracteristicas de evento exotérmico, entre
aproximadamente -30°C e -40°C. Este pode ser atribuido a cristalizagdo completa
dos seus constituintes. Na mesma FIGURA 16, observa-se que o acido quando
aquecido apresenta um pico exotérmico pouco intenso em aproximadamente -40 °C

e dois picos endotérmicos, um entre -20°C e -10°C e outro entre 0°C e 10°C.
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Figura 16. Curva DSC de resfriamento/aquecimento para o acido graxo (AG) extraido do
6leo de girassol obtida em atmosfera dinamica de N, (50 mL min™) utilizando-se 10-12 mg
de amostra e razdo de aquecimento de 10°C min™.

Processo exotérmico
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Na curva DSC para o aduto acido graxo-meglumina (FIGURA 17) observa-se
na curva de resfriamento que ocorrem dois eventos com caracteristicas de evento
exotérmico, um entre -30°C e -20°C e outro entre -30°C e -40°C, aproximadamente.
Estes podem ser atribuidos a cristalizagdo dos seus constituintes. Na mesma figura
observa-se que quando aquecido o aduto apresenta um pico exotérmico pouco
intenso em aproximadamente -40°C e dois picos endotérmicos, um entre
aproximadamente -20°C e -10°C e outro entre 0°C e 10°C. Observa-se que quando
comparado a curva DSC do acido a diferenga significativa estd no processo de
resfriamento, ja que a provavel cristalizacdo dos constituintes se da em dois

eventos.
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Figura 17. Curva DSC de resfriamento/aquecimento para o aduto AG-Meg obtida em
atmosfera dinamica de N, (50 mL min™) utilizando-se 10-12 mg de amostra e razdo de
aquecimento de 10°C min™.
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6.5. CARACTERIZAGAO POR MICROSCOPIA DE LUZ POLARIZADA:

Essa andlise foi realizada no intuito de identificar sistemas isotropicos e
anisotropicos. Em sistemas isotropicos suas propriedades sdao as mesmas em
qualquer direcdo e ndo ha desvio da luz polarizada, ao contrario dos sistemas
anisotropicos, em que suas propriedades dependem da diregdo da medida, que
redireciona a luz permitindo a obtencdo de informagdes acerca da estrutura da

amostra.

A agregacdo do composto acido linoléico-meglumina em meio aquoso é
direcionada por interagdes hidrofdbicas que surgem quando moléculas de agua
solvatam as cadeias alquilicas. Este evento conduz a organizagdo das cadeias
carbOnicas que interagem entre si mediante forcas de Van der Waals. Para que a
polimerizagao supramolecular dos compostos carboxilato-meglumina ocorra em fase
aquosa, além das interagdes hidrofobicas e forcas de van der Waals, ligacbes de H
entre grupos hidroxila da meglumina devem ser estabelecidas sendo possivel
alcangar, ambos uma constante de dimerizagdo entre os pares iénicos e grau de
polimerizagao apreciaveis, permitindo observar as propriedades poliméricas destes

compostos mais do que suas propriedades surfactantes.

A dissolugdao do composto em agua conduzida sob aquecimento, levou a
formacao de misturas bastante viscosas com aspecto de gel quando resfriadas a
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temperatura ambiente. A concentracdo das espécies foi determinante para se
observar tal caracteristica, de forma que as misturas apresentaram o aspecto de gel
mais homogénio, a partir de 60,0% (FIGURA18). Ao aquecer as misturas
observamos que a dissolugdo do composto se deu em aproximadamente 60°C, a
partir da qual a solugédo tornou-se transparente. Diante do comportamento dos
compostos carboxilato-meglumina em meio aquoso, a elevada viscosidade pode ser
explicada pela polimerizagdo e imobilizagcdo da agua e também pela formagao de
uma fase liquido-cristalina hexagonal indicada por microscopia de luz polarizada.
Mesofases escoam como liquidos, mas suas moléculas ficam em um arranjo
moderadamente ordenado o que aumenta a viscosidade. Devido a essa ordem o0s
cristais liquidos s&o anisotrépicos, ou seja, suas propriedades dependem da diregao
da medida, diferentemente para os liquidos comuns que sao isotropicos e suas
propriedades sdo as mesmas em qualquer direcio.

Todas as amostras foram adquirindo uma maior viscosidade com o passar do
tempo a temperatura ambiente, e ao serem analisadas no microscépio apresentaram
anisotropia caracteristica de mesofases liquido cristalinas. Pode-se perceber
também a presenca de estrias e cruzes de malta, texturas caracteristicas de fases

hexagonal e lamelar respectivamente.



Figura 18. Fotomicrografias dos adutos acido graxo-meglumina ao se acrescentar agua.
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7. CONCLUSOES

O estudo estrutural dos acidos graxos extraidos do d6leo de girassol
evidenciou que o processo de extragao e purificagcdo ocorreu como esperado. O
trabalho teve como objetivo o estudo da interacdo desses acidos graxos com a
meglumina, com a obtencdo dos espectros ficou evidente através da analise de
RMN de *C e "H que n3o houve a formacdo de novas ligagdes covalentes durante a
formacgao do aduto, isso era o esperado ja que polimeros supramoleculares ndo séao
produtos de reacdes quimicas de adicdo ou condensagdo, mas sim da auto-
organizagdo das suas unidades monomeéricas através de interagdes eletrostaticas.

As técnicas de TG e DSC demonstraram que as propriedades térmicas dos
adutos sao diferentes do acido e do 6leo de girassol, demonstrando inclusive que ha
a interagdo do acido com a meglumina ja que durante o resfriamento e o
aquecimento no DSC observa-se que a amostra cristaliza e funde em duas etapas.

Os resultados apresentados sugeriram que as ligacdes de hidrogénio podem
ser as responsaveis pelo processo de auto-organizagdo devido a presenga dos
grupos hidroxilas que agem simultaneamente como doadores e aceitadores da
ligacdo, isso ficou mais evidente ainda ao se acrescentar agua em diferentes
percentuais, ja que a agua favorece mais ainda a formagdo de polimeros

supramoleculares.
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