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“A persisténcia é o sinbnimo do éxito”.

(Charles Chaplin)

"Nas grandes batalhas da vida, o primeiro passo para a vitéria € o desejo de vencer!"

(Mahatma Gandhi)

"Nunca andes pelo caminho tragado, pois ele conduz somente aonde outros ja foram."

(Alexander Graham Bell)



RESUMO

O Brasil é o maior produtor e exportador mundial de mamao, porém as sementes da
fruta sdo geralmente descartadas. A fim de fazer um uso mais eficiente do mamao,
vale a pena investigar a utilizagcdo de suas sementes como fonte de 6leo. Neste
trabalho, vamos estudar o comportamento térmico e determinar as propriedades
quimicas e fisico-quimicos, através dos indices de acidez, iodo, saponificacao e
peréxido, do Oleo extraido das sementes de mamao. A extragdo por Soxhlet, método
classico de extracdo de lipideos com o0 uso sucessivo de solventes polares e
apolares, foi eficiente, pois se obteve 25% de éleo de mamao. Essa extracao
também permitiu a obtencao de um subproduto atribuido como lecitina, que tem
caracteristicas  espectroscépicas semelhantes a fosfatidiletanolamina e
fosfatidilinositol. O éleo das sementes de mamé&o tem baixa acidez, indices de iodo,
saponificacdo e perdéxido adequados e comparaveis aos de outros 6leos vegetais
disponiveis no mercado, especialmente ao Oleo de oliva extra virgem. A
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas mostrou que os acidos
oléico e palmitico estdo presentes em maior concentragdo no 6leo de mamao, 52,88
e 30,40%, respectivamente, e o estudo do comportamento térmico realizado por
técnicas de calorimetria exploratoria diferencial, DSC convencional e DSC
Modulado, mostraram transicées de fase em intervalos de temperaturas similares
entre as amostras de O6leo de oliva extra virgem e Oleo de maméao durante

aquecimento e resfriamento.

Palavras chaves: 6leo de mamao, Soxhlet, lecitina.



ABSTRACT

Brazil is the largest grower and exported of papayas, however the seeds of this fruits
are generally discarded. In order to make a more efficient use of papaya, it is worth
investigating the use of the seeds as a source of oil. In this work, we will study the
thermo behavior and determine the chemical and physico-chemical properties (acids,
iodine, saponification, peroxide values) from oil of papaya seeds. The Soxhlet
extraction, the classical method of extraction of lipids with the use of successive polar
and nonpolar solvents, was efficient, because we obtained 25% of oil from papaya.
This extraction also allowed obtaining a byproduct assigned as lecithin, which has
spectroscopic  characteristics similar to phosphatidylethanolamine and the
phosphatidylinositol. The oil from the seeds of papaya has low acidity, and iodine,
saponification and peroxide values adequate and comparable to other commercially
available vegetable oils, especially the extra virgin olive oil. The gas chromatography
using mass spectrometry detector showed that oleic acid and palmitic acid are the
fatty acids present in more concentration in the oil of papaya, 52.88 and 30.40%,
respectively, and the study of thermal behavior by DSC and DSC Modulated showed
phase transitions at similar intervals of temperatures between samples of extra virgin

olive oil and oil of papaya upon heating and cooling.

Key words: oil of papaya, Soxhlet, lecithin.
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1 INTRODUGAO

A importancia dos 6leos e gorduras no comércio mundial e para a nutricao
humana é bem conhecida. O crescimento de diversos setores de consumo de 6leos
se deve a modificagdo dos habitos alimentares, resultado de uma combinagédo de
profundas mudancgas sociais, econdmicas e tecnolédgicas, associados ao grande
desenvolvimento dos setores de restaurantes, sistemas de alimentac&o coletiva e
alimentos de consumo imediato’. Oleos e gorduras utilizados para fins comestiveis
sdo de origem vegetal ou animal. Em comparagdo com os de origem animal, 6leos e
gorduras de origem vegetal apresentam maior proporcdo de &cidos graxos
insaturados e satisfazem as necessidades alimentares dos &acidos graxos
essenciais. Esta é a principal razdo para a continuagéo da tendéncia de preparacao
de alimentos a partir de Oleos vegetais e longe daqueles preparados a partir de
gorduras animais®. Oleos vegetais sdo importantes fontes de energia e de acidos
graxos essenciais (principalmente &cido linoléico — Omega 6), além disso, sdo
importantes também para o funcionamento do organismo humano, como veiculos no
transporte de vitaminas lipossoluveis®.

Mais de 100 variedades de plantas sdo conhecidas por terem sementes
oleaginosas, mas poucos ja foram comercializados. Atualmente, as principais fontes
de bleo vegetal sdo sementes de plantas anuais, como canola, milho, amendoim,
soja e girassol.

No presente trabalho pretende-se caracterizar e estudar o comportamento
térmico do 6leo proveniente da semente de mamao. O Brasil € o maior produtor e
exportador de mamao, sendo que a maior plantacao esta localizada no estado do
Espirito Santo e na regido nordeste do pais®. As sementes de mamédo, que
constituem cerca de 30-35% do fruto®, sdo geralmente descartadas, tanto no
consumo doméstico como em industrias alimenticias. A fim de fazer um uso mais
eficiente da fruta, vale apena a investigacao e utilizacdo de suas sementes como
fonte de 6leo®.

O mamao formosa, objeto de estudo deste trabalho, € um hibrido de origem
chinesa, com peso de 0,800 g a 2,50 kg, polpa firme de cor amarela ou
avermelhada, volumosa, doce com teor de acucar mais elevado, cuja producao esta
acima de 70,0 toneladas por ano’. Suas sementes que correspondem 14,0% do
peso do fruto podem ser utilizadas para extracdo de 6leo para fins farmacéuticos,
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com rendimentos industriais de 25,0%°. O sistema para extracdo do 6leo de mamao
é o sistema Soxhlet. Este extrator foi desenvolvido por Franz Von Soxhlet em 1879,
e foi originalmente designado para a extracdo de lipideos em materiais sélidos®. Na
extracao de 6leos vegetais com solvente (Soxhlet), as sementes sdo extraidas com
solventes apolares com ponto de ebulicdo de até 70°C, o aumento desta
temperatura pode ser responsavel pela formacao de acidos graxos livres, devido a
quebra de ligacoes entre acidos graxos e glicerol.

Os acidos graxos livres também servem como parametros para o controle do
processo de degradacdo dos Oleos na estocagem de diferentes condicbes de
temperatura, oxigenacéao, luz e na degradagcédo de 6leos para cozinhar ou fritar. O
método padrdo para a determinacdo de acidos graxos livres em 6éleos € um
procedimento titulométrico. Como alternativa, técnicas de extracdo e analise devem
ser propostas para quantificar e qualificar a composicdo de &cidos graxos'®, neste
sentido usaremos a cromatografia gasosa para identificarmos esses compostos,
aliada a esta técnica faremos o estudo do comportamento térmico do éleo de
mamao formosa, que auxiliara no reconhecimento da estabilidade do 6leo frente
aquecimento e resfriamento.

Paralelamente ao estudo térmico e caracterizacdo do 6leo de mamao ha a
caracterizacao da lecitina, um dos subprodutos possiveis da extracdo do éleo pelo
método de extracdo proposto. A lecitina € uma mistura de fosfolipideos insollveis
em acetona, contendo principalmente a fosfatidilcolina e em menor quantidade

outras substancias (triglicérides, carboidratos, etc)'".
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Classificacao Cientifica

Reino: Plantae
Divisédo: Magnoliophita
Classe: Magnoliopsida
Ordem: Brassicales
Familia: Caricaceae
Género: Carica

Espécie: C. Papaya

2.2 Origem e distribuicao

Embora a &rea exata da origem seja desconhecida, 0 mamao é considerado
nativo da América, mais para o sul do México e paises vizinhos. Esta registrado que
as sementes foram levadas para o Panama e, em seguida, a Republica Dominicana
antes de 1525. Espanhdis levaram as sementes para as Filipinas em 1550, em
seguida, as frutas se espalharam rapidamente para Malasia e india. A partir deste
momento o mamao ficou conhecido em quase todas as regides tropicais do velho
mundo e nas ilhas do pacifico’?.

Em 1959, o maméao comegou a ser comercializado em menor escala na
regiao sul e central da Flérida. Atualmente, destacam-se com sucesso na producao

e comércio o Hawai, Malasia, Africa e América Latina'?.

2.3 O mamoeiro no territorio brasileiro
No Brasil a cultura do mamoeiro ficou caracterizada como migratoria a partir
da década de 1970 em funcédo do “Mosaico Mamoeiro”, principal doenca desta

época sob condicdes brasileiras’.
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Em 1966 existiam em Sao Paulo cerca de 3.500 hectares plantados com
mamoeiro, 70% dos quais na regidao de Araraquara, resultando numa producéo de
aproximadamente 63.000 toneladas de frutos'“.

Em 1967 os produtores tiveram suas lavouras arrasadas pelo “virus mosaico”,
fato que mudou a condigcédo do estado de Sao Paulo de grande produtor para grande
importador de mamé&o'. Hoje, a maior plantacdo de mamao esta localizada no
estado do Espirito Santo e na regiao nordeste do pais, como pode ser observado na
figura 1, sendo o Brasil considerado o maior produtor mundial da fruta'®.

39 3% 1%

W Espirito Santo

H Rio Grande do Norte

Figura 1 - Producao de mamao no Brasil em 2007.

Com uma extensao territorial de 8.512.965 km2, o Brasil produz 43 milhdes de
toneladas de frutas tropicais, subtropicais e de clima temperado, proporcionando aos
consumidores uma grande diversidade de frutas o ano inteiro, muitas delas
exclusivas da regido. Devido a estas caracteristicas naturais o pais se destaca
internacionalmente como grande supridor de frutas frescas e processadas.

Em 2008, a exportacdo de mamao papaia foi de 29.967.964 kg, 7,12% a
menos que 2007. Conforme dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE), foram cultivados 34.973 hectares de pomares de mamao em 2007, com
colheita de 1.811.535 toneladas'™.

A producao nacional do mamao esta baseada em dois grupos: o Formosa,
que se destina principalmente ao mercado interno, e o Havai, também conhecido

como mamao papaia, tanto para o mercado interno como para o externo'®.
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O mamé&o ¢ a terceira fruta consumida pelos brasileiros, sendo o consumo per
capita pouco mais de 2 kg anuais, valor considerado ainda baixo para o mercado. O
consumidor de maior poder aquisitivo opta pelo mamao Havai, principalmente por
suas caracteristicas organolépticas e seu menor tamanho. Entretanto, o maméo
Formosa é preferencialmente escolhido pelo publico de menor renda, por custar
entre 30-50% menos que o Havai. Ressalta-se que a fruta é muito utilizada em

hotéis, bares e lanchonetes, in natura ou para vitaminas e outros fins®.

2.4 A colheita do mamao

A colheita desempenha um dos papéis mais importantes na qualidade do fruto
no mercado. A colheita do mamao € um processo continuo e inicia-se a partir do
oitavo més apos a semeadura. A planta apresenta ao longo de seu desenvolvimento
frutos de maturidade fisiolégica diferenciada, com flores e frutos em varios estagios
de desenvolvimento. Em nosso pais a maturacdo do mamao é realizada pela
maioria dos produtores de forma empirica. A grande maioria dos produtores, no qual
o destino da sua producdo é o mercado interno, a selegéo dos frutos é feita levando
apenas em consideragao o seu formato, tamanho e estagio de maturacao.

O mamao, por ser um fruto altamente perecivel, pode apresentar um alto nivel
de perda na fase pos-colheita, sendo este, atribuido principalmente a injurias
mecanicas, provenientes de atrito e/ou compressdo, que ocorrem devido ao
manuseio inadequado dos frutos, e do transporte®. Contudo, durante toda a vida do
fruto ainda pertencente a planta mé&e, todos os cuidados fitossanitarios,
principalmente, devem ser seguidos a rigor, para o perfeito funcionamento que em

ultima analise proporcionardo a melhor comercializagéo do fruto.

2.5 Caracteristicas e valor nutricional da fruta

O mamao é uma espécie tropical, muito sensivel as geadas e limitada a
regido de 32° 32° de latitude norte e sul. Precisa de chuvas abundantes e boa
drenagem. Exposicao breve ao frio, temperaturas préximas a -0,5°C pode ser
prejudicial a0 mamoeiro'?.

A fruta madura é mais comumente consumida fresca, sem sementes, cortada

em fatias as vezes algumas sementes sdo reservadas para aqueles que apreciam o
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seu sabor picante. A polpa € muitas vezes, cortada em forma de cubos e servida em
salada de frutas. Os sucos podem ser preparados a partir dos frutos sem casca e
podem ser vendidos frescos em garrafas'.

O maméo é uma excelente fonte de B-caroteno, &cido ascérbico®, potassio,
outros minerais e fibras. Além disso, contém papaina, uma importante enzima
utilizada como suplemento digestivo eficiente'’. Seu sabor doce é muito atrativo'® e
a fruta pode ser de cor amarela esverdeada, amarela ou laranja quando madura®.

Os niveis de acidos organicos no mamao é notavelmente baixo, sendo que o
pH da polpa varia em torno de 4,5 a 6,0. Sua acidez titulavel total varia de 0,05% a
0,18%. Também sdo destaques na composi¢cdo quimica do mamao: agucares totais
(AT), de 5,60% a 12,00%; acucares redutores (AR), de 5,40- 11,00%; pectina de
0,5% a 1,50%, e vitamina A de 0,12-11,0 mg por 100g de polpa19.

A tabela 1 mostra o valor nutricional da fruta'?.

Tabela 1 - Valor nutricional em 100g de fruta.

Mamao
Calorias 23,1-25,8
Proteinas 85,9-92,6 g
Carboidratos 6,17 -6,75¢
Fibras 0,500-1,30¢g
Calcio 12,9 - 40,8 mg
Fosforo 5,3-22,0 mg
Ferro 0,25 - 0,78 mg
Acido Ascorbico 35,5-71,3mg
Tiamina 0,0210 - 0,0360 mg
Riboflavina 0,024 - 0,058 mg

Niacina 0,227 - 0,555 mg
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2.6 Caracteristicas de dleos e gorduras

Os lipideos formam um grupo de compostos cuja natureza quimica é
extremamente variada, possuindo a propriedade de serem soluveis em solventes
organicos e insoluveis em agua. No organismo, de maneira geral, a gordura da dieta
desempenha varias fungdes biolégicas importantes, entre as quais, fornece e serve
como forma de armazenamento de energia, protecdo e estrutura celular. Por outro
lado, compostos classificados como lipideos atuam como mediadores da funcgéo
celular®.

Embora os lipideos constituam significante proporcdo dos requerimentos
dietéticos de energia, essa ndo é a sua Unica funcédo; servem como veiculo para a
mobilizagdo das vitaminas lipossuluveis (A,D, E e K) e fornecem os acidos graxos
pollinsaturados essenciais n-3 e n-62". Eles sdo considerados essenciais porque nio
podem ser sintetizados no organismo devido a auséncia das enzimas D12 e D15
dessaturase e, portanto devem ser fornecidos por meio da dieta®.

Os lipideos sao ingeridos em sua maior parte na forma de triglicerideos, os
quais compreendem uma molécula comum a todos chamada glicerol e trés acidos
graxos ligados a ele. A composicdo desses acidos graxos, portanto, é que

caracteriza os triacilglicer6is®, a figura 2 ilustra a formagéo de um triglicerideo.

H Q
H | I
H—C—0— C —{CHz)s — CH,
H—C—OH | o
|
H—C—0OH + 3 CH, — (CH,),,— COOH * H—C—0—¢ —(CH)u — CH,
H —é — OH I a
||1 H—C—0— ¢ —(CHz)y — CH,
|
H
glicerol acido estearico trigliceriden

Figura 2 - Estrutura molecular do triglicerideo formado por uma molécula de glicerol e
trés moléculas de acido estearico.

Os 4acidos graxos apresentam, nas suas extremidades, grupamentos
funcionais carboxila (COOH) e metil (CH3) ligados a uma cadeia carbdnica, podendo
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variar de acordo com o0 numero de insaturacbes (saturados, monoinsaturados ou
poliinsaturados) e com o comprimento da cadeia (curta, média e longa)?*. Mais de
95% dos O6leos comestiveis sdo constituidos de triacilglicerideos. Além de
triacilglicerideos, os 6leos podem conter outros componentes, como: mono €
diglicerideos, &cidos graxos livres, tocoferol, esterdis e vitaminas lipossoltveis®.

A variacdo no comprimento, numero de insaturagdes e arranjo estrutural das
cadeias carbdnicas conferem aos acidos graxos diferentes propriedades fisicas,
quimicas e biolégicas, de maneira que o0 aproveitamento desses compostos pelo
organismo esté intimamente relacionado & sua estrutura®.

Os &cidos graxos mais comuns nos alimentos consistem em um ndamero par
de atomos de carbono, variando de 12 a 22 carbonos, ainda que acidos graxos mais
curtos, mais compridos ou com um namero impar de carbonos tém sido identificados
em alimentos preparados®.

Os acidos graxos saturados se encontram, predominantemente, em alimentos
de origem animal, como carne, ovos, queijo, leite e manteiga, € nos de origem
vegetal, como 6leos de coco e dendé, além dos produtos vegetais hidrogenados?®.
Dentre os acidos graxos saturados, o caprilico (C8:0) e o caprico (C10:0) séo
encontrados no 6leo de coco e dendé; o palmitico (C16:0) e o estearico (C18:0)
predominam nas gorduras®’.

O &cido oléico (C18:1) € o mais comum dos acidos graxos monoinsaturados e
se encontra na maioria das gorduras animais, incluindo aves, carne bovina e
cordeiro, bem como em azeitonas, sementes e nozes?.

Ja os acidos graxos poliinsaturados se classificam, funcionalmente, nas
séries 6mega 9 (n-9), dmega 6 (n-6) e 6mega 3 (n-3) que se diferenciam pela
posicao da primeira dupla ligagdo contada a partir do grupo metilico terminal da
cadeia do acido graxo. O &cido linoléico (C18:2) é expoente da série (n-6) e esta
presente de forma abundante nos 6leos vegetais como 6leo de girassol, milho, soja,
algodao, etc?.

O &acido a-linolénico (C18:3, n-3), representante da familia n-3, é encontrado
em quantidades apreciaveis em sementes oleaginosas como canola, soja e
linhaca®®. Contudo, tanto nos vegetais (algas, microalgas, fitoplancton), quanto nos
animais de origem marinha, encontram-se outros acidos graxos com maior numero

de carbonos e com maior quantidade de duplas ligagdes, que também pertencem a
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série n-3, como o acido eicosapentaendico (C20:5) e o acido docosahexaendico
(C22:6)%,

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), considerando a
necessidade de maior controle sanitario dos alimentos, fixou as caracteristicas
minimas para assegurar a qualidade dos éleos e gorduras vegetais, baseada no teor
dos acidos graxos®®. A tabela 2 apresenta os principais &cidos graxos presentes nos
6leos comercializados.

Tabela 2 - Distribuicdo de acidos graxos em dleos vegetais® .

Oleo Composicio em Acido Graxo (% em massa)
Laurico Miristico Palmitico Estearico Oléico Linoléico Linolénico
C12H2402 C14H2802 C16H3202 C18H3402 C18H3202 C18H3002 C18H2802

Algodao - 1,50 22,0 5,00 19,0 50,0 -
Amendoim - 0,500 6,00-11,4 3,00 — 42,3 — 13,0 - -
6,00 61,0 33,5

Canola - <1,00 4,00 2,00 63,0 19,0 9,00

Milho - - 7,00 3,00 43,0 39,0 -

Girassol - - 3,60 — 1,30 — 14,0 — 44,0 — -
6,50 3,00 43,0 68,0

Soja - - 2,30 — 2,40 — 23,5 - 49,0 - 2,00-10,5
11,0 6,00 31,0 51,5

Oliva - 1,30 7,00 — 1,40 — 64,0 — 4,00 - -
16,0 3,30 84,0 15,0

Kalayasiri et al.*° estudou a composicdo de 4cidos graxos e lipideos totais em

varias sementes incluindo as sementes de mamao. Os resultados mostraram que as
sementes de mamao possuiam 48% de lipideos totais, sendo 20,1% de acidos
graxos saturados, 76% de acidos graxos monoinsaturados e 3,9% de acidos graxos
poliinsaturados. A composicao de acidos graxos no 6leo de mamao foi similar para
o 6leo de oliva, sugerindo que o 6leo de mamao traz grandes beneficios a saude e
possui propriedades antioxidantes®.
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Puangstri et al.’® determinou as propriedades fisico-quimicas do dleo extraido
das sementes de Carica papaya L. por método enzimatico e com solventes. A
composicdo em &cidos graxos foi analisada por cromatografia gasosa'®. O estudo
de Singh mostrou que a composi¢cdo em acido graxo do 6leo da semente de mamao
€ 0,4% de &cido laurico, 0,04% de acido miristico, 16,2% de acido palmitico, 5,0%
de &cido estearico, 0,9% de acido araquiddnico, 1,6% de acido docosandico, 0,08%
palmitoléico, 0,4% de 4&cido linoléico, sendo que o constituinte em maior
concentracédo é o acido oléico com 74,3%°".

2.7 Métodos empregados para extracao de dleos

Os métodos tradicionais para a extracdo dos 6leos a partir de sementes sédo a
prensagem e a extragdo com solvente (Soxhlet) ou a combinagdo de ambos® %, A
extracao por prensa mecanica realiza o esmagamento das sementes removendo
parcialmente o 6le0®.

A metodologia descrita abaixo corresponde basicamente a metodologia
empregada na producdo de outros Oleos vegetais ja comercializados em larga
escala e segue as seguintes etapas:

1. As sementes sdo submetidas a secagem para evitar rancificagdo, em um
secador horizontal, que reduz o teor de umidade de 45% para 10%;

2. As sementes sao previamente pulverizadas e aquecidas com o vapor e,
posteriormente, extraida por prensagem mecanica;

3. O dleo bruto é refinado e neutralizado; em seguida € seco a vacuo e filtrado
com terra diatomacea;

4. Finalmente o 6leo filtrado é submetido a baixa temperatura, durante 48 horas
(para separar os ultimos tracos de ceras e gomas). O 6leo, apds passar por
este processo de desodorizagao, esta pronto para ser comercializado®.

Na extracdo de Odleos vegetais com solvente (Soxhlet), as sementes sao
extraidas com solventes apolares com ponto de ebulicio de até 70°C*, e esta
extracdo é realizada geralmente com hexano ou éter de petrdleo, durante 20
horas'®. Este equipamento utiliza refluxo de solvente em um processo intermitente. A

eficiéncia desse método de extracdo depende da natureza do material a ser
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extraido, da polaridade e quantidade de solvente, tamanho das particulas de
amostra e a da circulagdo do solvente entre elas.

A extracdo com ultra-som ndo é comumente usada para extragao de 6leos
vegetais, entretanto j& existem relatos na literatura de seu uso®. As vantagens do
ultra-som estdo na simplicidade do equipamento, na economia do custo inicial, na
possibilidade de usar diferentes solventes para a extragdo, bem como diminuir o
tempo necessario para realiza-las, além de apresentar uma boa reprodutibilidade®>
36.

Atualmente outras técnicas de extracdo vém sendo utilizadas como a
extracdo com liquido pressurizado (PLE) e a extracdo com fluido supercritico.

A extracdo com fluido pressurizado € um processo automatizado de extragao
de compostos organicos que pode ser aplicado a uma variedade de amostras
sélidas e semi-solidas. A PLE difere de um processo tradicional de extracdo porque
utiliza solvente em elevada temperatura e pressao, as quais sao aplicadas a célula
de extracdo contendo uma quantidade de amostra conhecida, que é mantida
aquecida durante todo o tempo de extracdo. ApGs a extracdo, o extrato é liberado
através da passagem de gas inerte (N2 ultra puro), e a amostra é lavada com uma
quantidade definida do mesmo solvente usado na extragdo. O extrato e o liquido de
lavagem s&o coletados em um frasco apropriado®’.

A técnica de extracdo com liquido pressurizado foi introduzida na pratica
analitica apenas em 1995. Desde entdo, a maioria das aplicacoes refere-se a
amostras ambientais. A técnica também ja foi aplicada em amostras de alimentos
como laranjas, bananas e alimentos processados®’. Porém estudos obtidos com
PLE mostram que as variaveis aplicadas ao processo de extracdo, temperatura e
pressdo, podem afetar o rendimento e as caracteristicas do 6leo®.

O principio de extragao com fluido supercritico aproveita as propriedades
fisicas no estado supercritico. Como a densidade de um fluido supercritico é de 100
a 1000 vezes maior que a de um gas, comparavel a de um liquido, as interacdes
moleculares nele podem ser fortes, permitindo diminuir suas distancias
intermoleculares oferecendo, portanto, maior capacidade de solvatacao para varias
substancias quimicas. Por conta da semelhanca entre a viscosidade dos fluidos
supercriticos € a dos gases, e por seu coeficiente de difusdo ser maior que o dos
liquidos, a extragdo das substancias, mediante este processo, é muito facilitada. O

desenvolvimento de equipamentos comerciais e de pesquisa, envolvendo a extracao
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com fluido supercritico, tem crescido continuamente. Como exemplo, temos o uso
deste método de extragdo aplicado a extracdo de 6leo proveniente da semente de

40,41 42

uva®®, com 6leo de soja e girassol*? e extracdo do 6leo de atum*.

2.8 Técnicas empregadas para analise de 6leos

As técnicas de analises cromatograficas e espectroscopicas sdo utilizadas
para identificar, caracterizar e quantificar os analitos presentes nas amostras de
6leos vegetais.

As principais técnicas utilizadas sdao a cromatografia gasosa e liquida e
técnicas espectroscopicas como: ultravioleta visivel, ressonéancia magnética nuclear,
infravermelho e espectrometria de massas*® *.

Os analitos de baixa massa molecular que apresentam pontos de ebulicao
inferiores a 300°C sao analisados por cromatografia gasosa. Porém, compostos com
massa molecular elevada ou que apresentam sensibilidade a altas temperaturas
devem ser analisados por cromatografia liquida®® *°.

Neste trabalho usaremos a cromatografia gasosa aliada a derivatizagdo para
a identificacdo e quantificacdo dos acidos graxos presentes no 6leo de maméo
formosa. O termo derivatizacao refere-se, em cromatografia, a transformagéo de um
composto quimico em outro com o intuito de obter-se uma analise mais rapida, ou
conveniente. O novo composto formado geralmente apresenta uma ou mais das
seguintes vantagens em relacao ao composto de partida: € mais facil de ser extraido
ou analisado, ou pode ser medido com maior sensibilidade ou exatidao, ou ser mais
faciimente separado de interferentes*.

47,48

Existem diferente procedimentos para se realizar uma derivatizacao sendo

que o mais utilizado em amostras que contém &acidos graxos é a metilacdo usando
BF; em solugdo de metanol, que substitui o hidrogénio reativo pelo grupo metila (-

CHj;) como na figura 349 °0°7,
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o BF3 =0
EHJ‘1EH?}1EEfﬂH + H;COH E" CH;'{CH::'i]C:mc:HI"' 2

aclido metanaol ester agua

Figura 3 - Reacao de esterificacdao do acido palmitico com metanol catalisada pelo
trifluoreto de boro.

2.9 Técnicas empregadas para analise de fosfolipideos

A lecitina € uma mistura de fosfolipideos insoluveis em acetona, contendo
principalmente fosfatidilcolina (FC), fosfatidiletanolanima (FE), fosfatidilserina (FS),
fosfatidilinositol (Fl), cuja estruturas moleclares encontram-se na figura 4, e
compostos secundarios como &cido fosférico (FA), e outras substancias
(triglicerideos, carbohidratos, etc.).

E amplamente utilizada na alimentagdo, em industrias farmacéutica e de
cosméticos''. O percentual de distribuicdo de produtos delecitina entre os diversos
setores sdo: margarina, 25-30%; panificacdo, chocolate e sorvete, 25-30%, os
produtos técnicos, 10-20%, cosméticos, 3-5%, e produtos farmacéuticos, de 3% °2.

CHy —0OCR! PHz—~QOCR
R'CO0-CH 0 N RCoD-CH O 4

Il
CHy —0~H—0~CHaCHzN(CHye (Hz—0—F—0—CH,CHNH,

0" fosfatidilcaling 0 fostatidiletanolaming
CHz—OOCR OH

T | _ \
CHg —O-P —O—CHyCHCOd RTAO-CH 0

o CHQ—D—#'—D

%' «t 0~ DH OH

fosfatidilserina fosfatidilinosital

Figura 4 - Fosfolipideos, constituintes principais da lecitina.
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A lecitina tem varias funcbes no organismo. Especialmente, como suplemento
de colina para o corpo. Colina € um cofator da producao de horménio acetilcolina,
neurotransmissor que ativa a contracdo muscular. A lecitina também, € fonte de
6mega 3 e acidos graxos essenciais. A terceira fungdo da lecitina € como agente
emulsificante no sistema digestivo, e sdo adicionadas aos alimentos como
emulsificantes e estabilizantes®?.

Os métodos para a preparacdo de lecitina sdo variados, e normalmente
envolvem extracdo e purificacdo™. A lecitina tem sido empregada em varios
propésitos ao longo das ultima décadas e seu método de preparacao tém sido
continuamente adaptado para suprir a demanda dos mercados interno e externo.
Contudo, tornou-se necessario o surgimento de novas fontes fornecedoras de
lecitina com grau de pureza elevado e baixo custo. Sendo assim, utilizou-se os
residuos industriais de 6leo de soja, que antes eram considerados rejeitos, como
incremento rico e barato de fosfolipideos. A lecitina de soja contém, além da FC,
outros fofsfolipideos importantes, como a fosfatidiletanolamina e o fosfatidilinositol,
porém para determinadas aplicacdes esses produtos requerem graus de pureza
especificos™.

Mertins et al. determinou a pureza da fosfatidilcolina de soja através do
espectro de 'H e ®'P produzidos por ressonancia magnética nuclear®®. Maximiano et
al. estudou um método conveniente para purificacdo de lecitina da gema de ovos,
empregando técnicas de extragdo com solventes, purificacdo e analise do produto
final por espectrometria de massas®.

Teberikler et al. extraiu a fosfatidilcolina da lecitina de soja por extragdo com
fluido supercritico® (extracdo seletiva da fosfatidilcolina). Martin-Hernandez et al *3
caracterizaram e quantificaram as proteinas de lecitina de soja por diferentes
métodos. O comportamento térmico da lecitina foi estudado por TG e DSC no
trabalho de Szécsényi et al.*”.

Neste sentido, é de grande importdncia a avaliacdo do subproduto da
extracdo do 6leo da semente de maméao, para identificagdo e atribuicdo como
lecitina, por diferentes técnicas espectroscépicas e estudo do seu comportamento

térmico por termogravimetria.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Estudo do comportamento térmico e caracterizagcdo do 6leo
proveniente da semente de mamao formosa, Carica papaya L;
Caracterizacao do subproduto de extracdo atribuido como lecitina, e
identificacdo dos possiveis fosfolipideos presentes.

3.2 Objetivos Especificos

Extracdo do 6leo de mamao formosa por Soxhlet, fazendo o uso de
diferentes solventes;

Estudo da composicao fisico-quimica do 6leo extraido, através da
comparagcdo dos resultados obtidos dos indices de acidez, iodo,
perdxido e saponificacdo com de outros éleos vegetais. Assim como a
determinacao do teor de cinzas;

ldentificagdo e quantificagdo dos acidos graxos totais presentes no 6leo
de mamao;

Estudo do comportamento térmico do 6leo por técnicas de calorimetria
exploratoria diferencial (DSC e DSC Modulado);

Caracterizacao da lecitina de mamao por ressonancia magnética
nuclear, RMN, e por espectrometria de absorcdo na regidao do
infravermelho, IV. Assim como a determinagdo do seu comportamento
térmico por termogravimetria (TG) e analise térmica diferencial (DTA).
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Padroes e Reagentes

Os padrdes para a analise quantitativa foram adquiridos da empresa Sigma-
Aldrich, sendo que cada padrdao apresentava sua pureza especificada, o
derivatizante (solucdo metandlica BF; a 14%) também foi adquirido desta mesma
empresa. Os demais solventes utilizados como hexano, heptano e etanol foram

comprados da Mallinckrodt Chemicals, Merck e JT Baker, respectivamente.

4.2 Preparacao e Extracao das Amostras

Inicialmente as sementes de maméo eram retiradas do fruto e levadas ao sol
para secagem, levando aproximadamente 30 dias para total secagem. Apds este
periodo, as sementes eram trituradas e em seguida levadas ao sistema de extracao
com solventes.

O sistema Soxhlet de extragédo foi o escolhido para o desenvolvimento desse
trabalho, devido a disponibilidade e rendimento final satisfatério. A escolha do
solvente hexano usado na extracdo advem da facilidade de dissolucdo da
substancia e da facilidade com que se pode isolar o soluto extraido, isto é, do baixo
ponto de ebulicido do solvente para sua posterior evaporacdo. Sendo o ponto de
fusdo do hexano -95°C e o ponto de ebulicdo 69°C.

Neste método de extracdo, as sementes secas, moidas em pequenas
particulas sao envoltas por papel de filtro. Este filtro é colcado na camara de
extracao que esta suspensa acima do baldo contendo o solvente e abaixo de um
condensador. O baldo é aquecido e evapora o solvente que se move na fase gasosa
em direcdo ao condensador onde é convertido em um liquido que goteja no filtro
contendo a amostra. A camara de extracdo é projetada de modo que quando o
solvente em torno da amostra for superior a altura maxima do sifdo, o liquido
transborda para o baldao onde é aquecido, e novamente evapora, completando um
ciclo.

A figura 5, nos permite vizualizar o extrator Soxhet, sendo que a direita da
figura ha a extracao do 6leo da semente de mamao formosa.
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Figura 5 - Sistema Soxhlet de extracao.

No final do processo de extragédo o solvente € retirado antes de atingir a altura

maxima do sifao e o 6leo é concentrado no balao.

4.3 Caracterizacao do 6leo proveniente da semente de mamao

Primeiramente, o 6leo extraido da semente de maméao formosa foi analisado
de acordo com seus indices de acidez, iodo, saponificacdo, peroxido e teor de
cinzas de acordo com metodologia do Instituto Adolfo Lutz®®. Estas determinacgdes
permitem avaliar melhor a qualidade do produto e potencialidade de aplicagéo.

A cromatografia gasosa acoplada ao detector de espectrometria de massas
(CG/MS) auxiliou a identificacdo e quantificacdo dos compostos presentes na
amostra de 0Oleo. Aliada a esta técnica o estudo do comportamento térmico do éleo
de mamao torna-se necessario para avaliacdo da sua estabilidade e determinagéo
das suas transi¢des de fases em temperaturas pré-determinadas.
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4.3.1 Caracterizacao fisico-quimica

As determinagdes feitas para analise de 6leos e gorduras sao geralmente as
dos chamados indices, estes sdo expressées de suas propriedades fisicas ou
quimicas e ndo sao as porcentagens dos seus constituintes. Sao estes indices que
servem para identificacdo e avaliacdo da maioria dos 6leos e gorduras®®. Assim, sdo
determinados os indices de acidez, iodo, saponificacdo e peréxidos, e determinado o
teor de cinzas para o 6leo de maméao formosa.

Vale destacar que as metodologias descritas utilizam termos n&do usuais,
como normalidade (N) e miliequivalente (meq), mas que sdo apresentados neste
trabalho por ser tratar de procedimentos analiticos de normas oficiais de analise.

4.3.1.1 Determinacao do indice de acidez

O indice de acidez é definido como a quantidade em mg de hidréxido de
potassio/sédio necessaria para neutralizar os acidos graxos livres de 1g da amostra
de Oleo em analise.

A determinacao da acidez pode fornecer um dado importante na avaliacao do
estado de conservacao do 6leo. Um processo de decomposicao, seja por hidrolise,
oxidacao ou fermentagéo, altera quase sempre a concentragcdo dos ions hidrogénio.

A decomposigcdo dos gliceridios é acelerada por aquecimento e pela luz,
sendo a rancidez quase sempre € acompanhada pela formacédo de acidos graxos
livres. Estes sao freqlientemente expressos em termos de indice de acidez ou em g
do componente acido principal, geralmente o acido oléico. Os regulamentos técnicos
costumam adotar esta ultima forma de expresséo da acidez.

Procedimento: Em erlenmeyer de 125 mL pesou-se 2,00 g do éleo extraido,

adicionou-se 25,0 mL da solucao neutra de éter-alcool (2 + 1). Agitou-se a solugao e
adicionaram-se 2 gotas de indicador fenolftaleina. Posteriormente a solucdo foi
titulada com hidréxido de sddio padronizada até que fosse observada a aparicao de
uma coloracdo rosea. O volume foi anotado a fim de calcular o indice de acidez
correspondente.

O caélculo para indice de acidez, como foi mencionado na descricdo do

método, pode ser apresentado da seguintes maneiras:
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Indice de acidez = w
Acido oléico (%) = Vxfx 1(1)30 x 0,0282

Onde:
V = nimero de mL de solucdo de NaOH gasto na titulacao;
f = fator de correcédo do NaOH;

P = massa em gramas da amostra;

4.3.1.2 Determinacgao do indice de iodo

Este método destina-se a determinagdo do valor de iodo presente em
gorduras e 6leos que nao contenham ligacées duplas conjugadas. O valor de iodo é
a medida da insaturacao de gorduras e 6leos, e é expresso em termos do ndmero
de gramas de iodo absorvido por 100 g de amostra.

Para cada dleo existe um intervalo caracteristico do valor do indice do iodo,
este também sera relacionado com o método empregado na sua determinacao.
Geralmente, este indice é determinado pelo método de Wijs, este é utilizado em
laboratérios oficiais de varios paises, e sera o método utilizado para a determinagéo
do indice de iodo neste trabalho®®.

Procedimento: A amostra foi pesada em um erlenmeyer 250 mL. Adicionou-se

20,0 mL de cloroférmio e 25,0 mL da solucdo de Wijs. O sistema foi deixado em
repouso durante 30 minutos ao abrigo da luz. Em seguida foram adicionadas 20,0
mL de iodeto de potassio e 100 mL de agua destilada. Sob agitagcdo mecanica
efetuou-se uma titulacdo comum, utilizando como titulante tiossulfato de sédio. Ao
observar o aparecimento de uma coloracdo amarelada, adicionou-se 1,00 mL da
solucdo de amido e deu-se continuidade a titulagdo, até que houvesse o
desaparecimento total da coloragcao azul. O volume do titulante foi anotado a fim de
calcular o indice de iodo correspondente.
O caélculo do indice de iodo é realizado da seguinte forma:

1269 x Nx (B-S)
peso da amostra

Indice de iodo =
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Onde:
B = Volume (mL) de Na»S,03 gasto na titulagdo do branco;
S = Volume (mL) de Na,S,03 gasto na titulagcado da amostra;
N = normalidade da solucédo de Na,S.0:s.

4.3.1.3 Determinacao do indice de peréxido

Este método é indicador do grau de oxidacao de 6leo ou gordura.

A oxidacao lipidica é responsavel pelo desenvolvimento de sabores e odores
desagradaveis tornando os alimentos impréprios para consumo, além de também
provocar outras alteracdes que irdo afetar nao sé a qualidade nutricional, devido a
degradacao de vitaminas lipossoluveis e de acidos graxos essenciais, mas também
a integridade e seguranca dos alimentos, através da formagdo de compostos
poliméricos potencialmente téxicos. Os lipideos podem ser oxidados por diferentes
caminhos: reacdes hidroliticas, oxidacdo enzimatica, fotoxidacao e autooxidacao.

A autoxidacdo é o principal mecanismo de oxidacdo de Oleos e gorduras.
Farmer et al>® propuseram uma sequéncia de reagdes interrelacionadoas para

explicar o processo de autoxidacdo dos lipideos demonstrada na figura 6.

Iniciacdo RH — R'+H
Propagacéo R*+0, — ROO’

ROO*+RH — ROOH + R’

Término ROO*+R* — ROOR

ROO"+ROO* —> ROOR+0,\ Crodutos

Estaveis

R*+R* — RR

onde: RH - Acido graxo insaturado; R" - Radical livre;
ROO" - Radical peréxido e ROOH - Hidroperdxido

Figura 6 - Esquema geral do mecanismo da oxidacao lipidica.
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Como pode ser observado, a autoxidacdo dos lipideos esta associada a
reacdo do oxigénio com acidos graxos insaturados e ocorre em trés etapas:
e |niciagdo — ocorre a formacao dos radicais livres do acido graxo devido
a retirada de um hidrogénio do carbono alilico na molécula do acido
graxo, em condi¢cdes favorecidas por luz e calor.
e Propagacdo — os radicais livres que sdo prontamente susceptiveis ao
ataque do oxigénio atmosférico, sdo convertidos em outros radicais,
aparecendo os produtos primarios de oxidacdo (perbxidos e
hidroperdxidos) cuja estrutura depende da natureza dos acidos graxos
presentes. Os radicais livres formados atuam como propagadores da
reacao, resultando em um processo autocatalitico.
e Término — dois radicais combinam-se, com a formag¢do de produtos
estaveis (produtos secundarios de oxidacdo) obtidos por cisdao e
rearranjo dos peréxidos (epoxidos, compostos volateis e ndo volateis).
Para evitar a autoxidacédo de 6leos e gorduras ha a necessidade de diminuir a
incidéncia de todos os fatores que a favorecem, mantendo ao minimo os niveis de
energia, temperatura e luz, que séo responsaveis pelo desencadeamento do
processo de formagao de radicais livres, evitando a presenca de tracos de metais no
6leo, o contato com oxigénio e bloquear a formacao de radicais livres por meio de
antioxidantes, os quais, em pequenas quantidades, atuam interferindo nos
processos de oxidagéo de lipidios®.
Procedimento: Pesou-se 2 g de amostra em um erlenmeyer de 250 mL com

tampa esmerilhada, conduzindo paralelamente o branco. Adicionou-se 30,0 mL de
uma mistura de acido acético + cloroférmio (3:2) e agitou-se até a dissolucéao
completa da amostra. Adicionou-se 0,500 mL de solugédo saturada de iodeto de
potassio e deixou-se em repouso ao abrigo da luz por um minuto. Em seguida
adicionou-se 30,0 mL de agua destilada e previamente fervida, titulou-se com
solucao de tiossulfato de sédio 0,0100 N até observar o quase desaparecimento da
coloragdo amarela, adicionou-se 0,500 mL da solucdo de amido e deu-se
continuidade a titulacdo, até que houvesse o desaparecimento total da coloracéo
azul. O volume de titulante foi anotado a fim de calcular o indice de per6xido
correspondente.
Calculo para o indice de peréxido:
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(S—B)x N x f x1000

peso da amostra

Indice de peréxido =

Onde:

S = Volume de Na,S,03 (mL) gasto na titulagdo da amostra;
B = Volume de NaS,03 (mL) gasto na titulagdo do branco;
N = Normalidade da solugao de Na>S»0O3 (0,0100N);

f = fator de correcao da solucao de NaxS,0s.

4.3.1.4 Determinacao do indice de saponificacao

Este método é aplicavel a todos os éleos e gorduras e expressa o numero de
miligramas de hidroxido de potassio necessario para saponificar um grama de
amostra. E inversamente proporcional ao peso molecular médio dos acidos graxos
dos glicerideos presentes. E importante para demonstrar a presenca de 6leos ou
gorduras de alta proporcado de acidos graxos de baixo peso molecular em mistura
com outros 6leos e gorduras.

Procedimento: Pesou-se 4,00 g de amostra, com uma pipeta adicionou-se

50,0 mL da solugcado alcodlica de hidroxido de sodio, conduziu-se o procedimento
analitico para o branco simultaneo com a amostra. O erlenmeyer foi conectado ao
condensador e a solugédo foi suavemente fervida, de forma constante por 1 hora
(tempo para que a amostra fosse completamente saponificada). Desligou-se o
sistema e esperou-se que 0 mesmo resfriasse, lavou-se entdo o interior de baixo do
condensador com um pouco de agua destilada afim de ndo perder amostra. O
erlenmeyer foi desconectado do condensador, adicionou-se 1,00 mL de
fenolftaleina, e deu-se inicio a titulacdo da solucdo com HCI 0,500 N até o
desaparecimento da cor rosa.
Calculo para o indice de saponificagao:

(B-S)x f x2805
peso da amostra

Indice de saponificacdo =

Onde:

S = Volume de HCI (mL) gasto na titulacado da amostra;

B = Volume de HCI (mL) gasto na titulacao do branco (55,4 ml);
f = fator de correcéo da solucéao de HCI.
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4.3.1.5 Determinacao do teor de cinzas

O método utilizado foi o ASTM E1755-01%", o qual é expresso em
percentagem da massa seca do residuo remanescente apds a oxidagdo em 575 *
25° C. E empregado a madeiras duras e macias, matérias herbaceas, residuos
agricolas, bem como a fracdo de fermentagéo residuos solidos. Fundamenta-se na
perda de peso que ocorre quando o produto € incinerado com destruicdo da matéria
organica sem apreciavel decomposicdo dos constituintes do residuo mineral ou
perda por volatilizacao.

Procedimento: Tanto a amostra quanto o cadinho eram tratados em mufla (a

amostra a 105°C e o cadinho a 575 + 25 °C) por 3 horas, posteriormente eram
colocados em um desecador para que resfriassem a temperatura ambiente e por fim
eram pesados. O mesmo procedimento era realizado, porém o tempo de mufla era
de 1 hora, a repeticdo ocorria até que a massa obtida permanecesse constante, ou
seja, variagdo menor que 0,3 mg. Este valor era entdo anotado e ambos estavam
prontos para que o processo fosse iniciado.

Colocava-se entdo de 0,50 a 1,00g de amostra no cadinho, o sistema era
levado a mufla por 3 horas a 575 = 25 °C, resfriado em desecador, pesado e
submetido a0 mesmo processo, porém agora com periodo de 1 hora na mufla,
quando a massa obtida tivesse variacdo de menor que 0,3 mg, era considerada
constante e o valor era anotado para que os célculos pudessem ser realizados.

Célculo para o teor de cinzas:

mash - mcont
Yoash= ——— x 100

m,, —m,,
Onde:
% ash = porcentagem da massa de cinzas, com base na amostra seca (forno
a 105°C);

Mash = massa (g) final do cadinho contendo as cinzas (ap6s a incineragao);
Mceont = Massa (g) do cadinho preparado (antes de adicionar a amostra);
Moy = Massa (g) inicial do cadinho contendo amostra.
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4.3.2 Determinacao dos acidos graxos totais por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG/MS)

Compostos volateis podem ser separados pela cromatografia com gas, em
que a fase médvel é, usualmente, um gas relativamente néo-reativo, como hélio,
nitrogénio ou hidrogénio. Os principios sdo os mesmos da cromatografia liquida,
mas o resultado é apresentado freqlientemente como um cromatograma, e ndo uma
série de amostras eluidas. O cromatograma mostra quando cada componente esta
presente. A identidade do soluto que produz cada pico pode ser determinada
comparando-se sua posi¢ao contra uma base de dados de compostos conhecidos.

O cromatografo a gas acoplada a espectrometria de massas, produz um
espectro de massas de cada componente, bem como suas massas e posicées no
cromatograma. Um feixe de ions bombardeia cada composto quando sai do
cromatografo. O composto se quebra em ions de diferentes massas e fornece um
conjunto de picos estreitos ao invés de um sb pico por composto. A quantidade
relativa de cada fragmento é determinada e usada para ajudar a identificar o
composto®’.

Técnicas de extracdo e analise propostas para quantificar e qualificar a
composicao de acidos graxos em lipideos, muitas vezes, apresentam necessidade
de derivatizar os 4cidos graxos livres®.

Neste trabalho, para a andlise dos acidos graxos totais presentes no 6leo da
semente de mamao foi necessaria a saponificacdo e posterior reacdo de
esterificacdo. A reacdo de saponificacdo baseia-se na quebra da molécula de
triacilglicerol, formando glicerol e sais de metais alcalinos. Ao mesmo tempo, que
esse procedimento esta acontecendo também ocorre a reacdo de derivatizagcdo com
a solucdo metandlica de BF3; 14%, este derivatizante provoca o deslocamento do
metal alcalino pela metila do metanol presente no meio reacional, como descrito na
secéao 2.8.

O procedimento utilizado para qualificacao e quantificagdo dos acidos graxos
do éleo de mamao foi baseado no metodo de Hermann para a esterificagdo com
alcool metilico, também usado para avaliacdo dos &cidos graxos em O6leo
proveniente da semente de uva®. Pesou-se 100 mg de 6leo em um erlenmeyer de
100 mL e adicionou-se 5 ml de solugcdo metandlica 0,5 mol L de NaOH. A seguir
acoplou-se ao erlenmeyer um condensador e deixou o sistema em refluxo por 10
minutos em ebulicdo. Entdo foram adicionados 3mL de solugdo de tri-fluoreto de
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boro 14 % em metanol. A mistura permaneceu em ebulicdo por dois minutos, em
chapa de aquecimento com agitacdo, sendo entdo adiconados 5mL de heptano.
Apos 1 minuto de reagéo a solugao foi resfrirada naturalmento e recebeu pela parte
superior do condensador 5 mL de solucdo saturada de cloreto de sédio. Finalmente
a agitacao foi suspensa, a solucao transferida para tubo de ensaio onde a fase
organica foi retirada. Essa por sua vez foi filtrada foi em sulfato de sédio anidro e
tranferida para um vial.

Para a andlise qualitativa dos acidos graxos totais presentes no éleo de
semente de mamao foi utilizado um CG/MS, marca Varian, modelo GC 3800
SATURN MS2000, com coluna cromatografica VF5 MS.

Usou-se Hélio como gas de arraste com um fluxo de 1 mL min™. A injecéo foi
no modo split (1:10). O injetor foi mantido a 280°C, a temperatura de interface foi de
50°C, o aquecimento do forno obedeceu a seguinte sequéncia: temperatura inicial
de 120°C, mantida por 5 min e temperatura final de 280°C com aquecimento de 2°C
min™ . O tempo de aquisicdo de cada cromatograma foi de 105 minutos, e a faixa de
aquisao dos dados de 40 a 600 M/Z.

Os ésteres metilicos utilizados para a analise quantitativa estdo na tabelas 3.

Tabela 3 - Esteres metilicos utilizados na determinacao quantitativa dos acidos graxos

totais.
Acido Graxo Composto Férmula molecular

C14:0 Miristato de metila C15H3002
C16:1 Palmitoleato de metila C17H3205
C16:0 Palmitato de metila C17H3402
C18:2 Linoleato de metila C19H3402
C18:1 Oleato de metila C19H3602
C18:0 Estearto de metila C19H3502
C20:1 Araquidonato de metila C21H4002
C20:0 Araquidato de metila C21H420>

C22:0 Behenato de metila (PI) Co23H4602
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Para andlise quantitativa dos &cidos graxos totais, preparou-se
separadamente uma solugcdo de 10ppm de cada padrdo juntamente com uma
solugédo contento todos os padrdes e o padrao interno, behentato de metila . As
condicoes finais de analise foram idénticas as usadas no processo qualitativo
descrito, exceto pelo modo de andlise e pela rampa de aquecimento da coluna. O
aquecimento do forno obedeceu a seguinte sequéncia: temperatura inicial de 160°C,
mantida por 5 minutos, aquecendo-se o forno primeiramente a uma taxa de 15°C
min" até 190°C, alterou-se a taxa de aquecimento para 2°C min"' até 205°C,
permanceu nessa temperatura por 10 minutos e a partir dai a temperatura final de
280°C a uma taxa de aquecimento de 2°C min™'. O forno foi mantido a temperatura
final por 10 minutos.

A determinagdo da composicao quantitativa dos acidos graxos presentes na
amostra, foi baseada no método de Moretto e Fett®, levando-se em conta, a pureza
especifica de cada solugéo padrédo para realizagao dos célculos.

O tempo de aquisicdo de cada cromatograma quantitativo foi de 72 minutos.

4.3.3 Estudo do comportamento térmico por calorimetria exploratoria
diferencial (DSC)

A calorimetria exploratéria diferencial (DSC) mede a diferenca de energia
fornecida a substancia e a um material de referéncia, em fungdo da temperatura
enquanto sao submetidos a uma programacdo controlada de temperatura. De
acordo com o método de medicao utilizado, existem duas modalidades: DSC com
compensacao de poténcia e DSC com fluxo de calor. Na DSC com compensacéo de
poténcia, a amostra e o material de referéncia sdo mantidos isotermicamente, em
células ou ambientes diferentes, pelo uso de aquecedores individuais. O parametro
medido é a diferenca na poténcia de entrada dos aquecedores, d (dQ/dt ou dH/dt).
No DSC por fluxo de calor, a amostra e o material de referéncia sdo mantidos
isotermicamente em uma mesma célula ou ambiente, pela aplicacdao de energia
elétrica quando aquecidos ou resfriados a uma razéo linear. A curva obtida é o
registro do fluxo de calor dQ/dt como fungédo da temperatura®.

Através das curvas DSC, assim como as curvas DTA, andlise térmica
diferencial, as mudancas na temperatura da amostra devido a decomposicdo da
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amostra, oxidacao, fusdo, sublimacdo, vaporizacdo, modificacdo na estrutura
cristalina da amostra, reacoes de desidratacdo, e outras reagcbes quimicas sao
registradas como reacdes endotérmicas ou exotérmicas®.

Atualmente, hd uma nova extensdo da DSC chamada DSC Modulado, esta
nova variagao foi introduzida nos ultimos anos por Reading, a qual combina uma
rampa de aquecimento linear com uma rampa de aquecimento do tipo senoidal. Um
conjunto de sinais sdo obtidos de forma direta, como o da capacidade calorifica,
permitindo, portanto, a obtencao de resultados mais precisos.

O tratamento matematico adequado dos dados possibilita a decomposi¢cao do
fluxo de calor em duas componentes: (1) fluxo de calor irreversivel associado a
componente cinética e (2) fluxo de calor reversivel associado a componente
termodindmica. Esta modulacdo da temperatura na calorimetria exploratéria
diferencial € possivel combinando-se trés parametros experimentais: taxa de
aquecimento, amplitude de modulagao e freqiéncia de modulacdo. A separagao dos
fendbmenos reversiveis dos irreversiveis € dependente das condicbes experimentais
utilizadas. A separacao destes fendmenos tem ajudado na interpretacdo do
comportamento de muitos sistemas o qual nos traz informagdes adicionais sobre
caracteristicas reversiveis e irreversiveis de um evento térmico, permitindo discenir
melhor sobre a estrutura e o comportamento dos materiais®®.

Para a determinacédo da estabilidade térmica, o 6leo de mamao foi analizado
frente resfriamente e aquecimento em aparelho de DCS da marca Metller Toledo

modelo GC 10, em cadinho de aluminio aberto, sob atmosfera de No.

4.4 Caracterizacao da lecitina proveniente da semente de mamao

Como a fosfatidilcolina é o constituinte principal da lecitina e apresenta
solubilidade consideravel em etanol em relacdo aos outros fosfolipidios presentes’®,
separou-se o precipitado formado durante extracdo das sementes de mamao com
etanol em rotaevaporador rotativo. A lecitina extraida com etanol, apds evaporacao
do solvente foi dissolvida em acetona na proporcdo 1:4 (lecitina: acetona), e a
solucao foi levada a centrifuga por 10 minutos para separagao do sobrenadante e do
precipitado. Este procedimento foi realizado até que todo o precipitado fosse

removido da solucdo, e em seguida descartou-se o filtrado. Método de preparacao
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de lecitina semelhante ao descrito aqui sdo encontrados nos trabalhos de Maximiano
et al. e Mertins et al®**°.

Segundo Prasad et al.®® os fosfolipideos presentem em frutos de mamao
correspondem a 34% de fosfatidilinositol, 28,1% de fosfatidilcolina, 18,7% de
fosfatidiletanolamina e 19,2% de substancias ndo identificadas®®. As técnicas
espectrométricasnos (RMN e |V) ajudarédo a analisar os constituintes majoritarios da
lecitina de mamao, assim como a técnica de termogravimetria, permitira avaliar a

perda de massa e possivel identificacdo do residuo final de analise.

4.4.1 Ressonancia magnética nuclear (RMN)

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear é basicamente outra
forma de espectrometria de absor¢cdo semelhante & espectrometria de infravermelho
ou de ultravioleta. Sob condi¢ées apropriadas em um campo magnético, uma
amostra pode absorver radiacdo eletromagnética na regido de radiofreqiéncia (rf)
em uma freqléncia governada pelas caracteristicas estruturais da amostra. A
absorcdo é funcdo de determinados nucleos da molécula. Um espectro de RMN é
um registro grafico das freqiéncias dos picos de absorcdo contra suas
intensidades®.

A ressonancia magnética nuclear (RMN) é a principal técnica de identificagéo
de compostos orgéanicos e esta entre as técnicas mais importantes de determinacao
de suas estruturas®’, dessa forma ela foi escolhida para identificacdo da composicao

da lecitina de mamaéao.

4.4.2 Espectrometria de absorcao na regiao do infravermelho

A chamada radiacdo de infravermelho (IR) corresponde a parte do espectro
situada entra as regides do visivel e das microondas. A por¢cao de maior utilidade
para o quimico organico esta situada entre 4000 e 400 cm™. Embora o espectro de
infravermelho seja caracteristico da molécula como um todo, certos grupos de
atomos dao origem a bandas que ocorrem mais ou menos na mesma freqiéncia

independentemente da estrutura da molécula. E justamente a presenca destas
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bandas, caracteristica de cada grupo que permite ao quimico a obtencao, através de
simples exame do espectro e consulta a tabelas.

As posigdes das bandas dos espectros de infravermelho sdo apresentadas
aqui em nimero de onda (v), cuja unidade é o cm™. As intensidades das bandas
podem ser expressas como transmitancia (T) ou absorbancia (A). A transmitancia é
a razao entre a energia radiante transmitida por uma amostra e a energia radiante
que nele incide®.

Para obtencdo das medidas de IV utilizou-se um espectrofotdmetro Nicolet
modelo Impact 400. As amostras foram preparadas por diluicido em KBr e prensadas
na forma de pastilhas.

4.4.3 Estudo do comportamento térmico por termogravimetria (TG)

A termogravimetria € uma técnica termoanalitica que fornece informacdes a
respeito do comportamento térmico de uma substancia que podem ganhar ou perder
massa em func¢do da temperatura ou do tempo. O resultado da alteragdo de massa
da substancia fornecera informacdes relativas a sua estabilidade térmica e também
dos compostos formados durante o aquecimento e residuo final, quando houver®.

O registro obtido desta medida € chamado de curva termogravimétrica ou
curva TG. A massa deve ser colocada em ordenadas, com valores decrescentes de
cima para baixo e o tempo (t) ou temperatura (T) em abscissas, com valores
decrescentes da direita para a esquerda.

A Termogravimetria Derivada (DTG) é a derivada primeira de uma eventual
variacdo de massa da curva termogravimétrica. Os picos obtidos sdo chamados de
curva termogravimétrica derivada ou curva DTG e sao proporcionais a perda de
massa da amostra. A derivada deve ser colocada em ordenadas, com as perdas de
massa voltadas para baixo e o tempo (t) ou temperatura (T) em abscissas, com 0s
valores crescentes da esquerda para a direita®. As curvas registradas em anélise
térmica diferencial (DTA) sdo chamadas de curva de analise térmica diferencial ou
curva DTA, e as diferencas de temperatura (AT) devem ser colocadas nas
ordenadas, com as reacdes endotérmicas voltadas para baixo e tempo (i) ou
temperatura (T) devem ser colocados em abscissas, com os valores crescentes da

esquerda para a direita
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As curvas TG-DTA e DTG foram obtidas utilizando-se o equipamento da TA
Instruments, modelo SDT 2960, em atmosfera dindmica de ar sintético e de
nitrogénio com vazdo de 100 mLmin"', razdo de aquecimento de 10 °C min™,
cadinho de a-Al203 para a amostra e referéncia e massa da amostra de
aproximadamente 8 mg. Antes de utilizar os cadinhos, estes foram flambados em
chama de Bico de Bunsen ao rubro.

4.4.4 Difratometria de raios-X

Esta técnica é usada para determinar o arranjo dos atomos nos composto
sélidos e para determinar comprimentos e angulos de ligacdo. Além disso, quase
todos os recentes avangos da biologia molecular, tiveram origem no uso dessa
técnica para determinacao das estruturas de biomoléculas, como as proteinas e os
acidos nucléicos®’.

A condigcdo para que se observe a difracdo de um feixe de raios X pelo cristal

é dada pela equagéo de Bragg:
2dsend = A

que relaciona o comprimento de onda do feixe de raios X, o angulo de difracédo 6 e a
distancia entre cada grupo de planos atdmicos de uma rede cristalina.

A posicao dos feixes difratados por um cristal depende apenas das
dimensdes e forma da unidade repetitiva deste e do comprimento de onda do feixe
incidente de raios X. Quanto as intensidades dos feixes difratados, dependem,
igualmente, do tipo de atomos no cristal e sua localizagdo na unidade fundamental
repetitiva. Nao ha, portanto, duas substancias que tenham exatamente o mesmo
modelo de difracdo, e é possivel identificar individualmente os componentes
cristalinos de uma mistura®®.

O residuo final da termo decomposicdo da lecitina, em atmosfera de ar
sintético, foi reservado, colocado em vidro relégio e levado ao laboratério para
analise por difragéo de raios-X.

Os difratogramas de raios X, pelo método do pd, foram obtidos em um
Difratdmetro Siemens D 5000. O tubo utilizado foi de cobre, submetido a 20 KV,
20mA, filtro de niquel, com radiagdo de Cu K a; A= 1,5406 A. A amostra foi colocada
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em suporte de vidro, préprio do equipamento, e exposta a radiacdo entre 5° < 20
<70°.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os primeiros meses de desenvolvimento do trabalho foram destinados a
sucessivas extracoes, visando a pequena quantidade em massa de 6leo obtida. O
solvente remanescente da extracdo era eliminado da solucdo sob agitacdo em
capela, e o0 6leo era armazenado em frasco de vidro com vedagao adequada.

Apoés as primeiras tentativas de extragdo por Soxhlet, utlizando hexano como
solvente extrator, o 6leo de mamao apresentava altos indices de acidez e de iodo,
como poderd ser visto detalhadamente nas secbées 5.1.1.1 e 5.1.1.2,
respectivamente, e odor caracteristico de rancidez apés periodo de armazenamento,
sendo asssim, algumas alteragdes foram necessarias nesta primeira etapa do
trabalho, visando a obtencao de um 6leo adequado as condi¢des de analise.

Primeiramente, para minimizar o tempo de espera na preparacao de
amostras e obtermos resultados mais seguros, as sementes ndo mais foram secas
ao sol apos retirada do fruto. Elas eram cozidas em agua fervente por 4 horas,
sendo que a cada hora trocava-se a agua, secas em estufa de circulagédo e
renovacgao de ar a 70°C por 8 horas.

As extracOes passaram a ser realizadas fazendo uso de solvente mais
polares como a agua destilada e etanol, e em seguida, usou-se hexano para a
retirada do éleo. Em evaporador rotativo e sob o fluxo de N, o 6leo de mamao era
separado do solvente residual.

A figura 7 mostra a diferenca entre 0 6leo de mamao extraido inicialmente
com hexano e o 6leo obtido apdés mudancgas nas condi¢des de analise, secagem das

sementes, extracdo e remogao de solvente.
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Figura 7 - Oleo de mamao formosa: (A) extragdo com hexano; (B) extragdo com uso
de trés solventes, agua, etanol e hexano, apés secagem de sementes em estufas.

Pela figura 7 podemos notar que o éleo obtido apdés mudancas nas condicoes
de preparagcdo do mesmo, apresenta-se de cor clara, confirmando bom estado de
conservacao e de qualidade suficientemente adequada para realizagdo de todas as
determinacdes fisico-quimicas e quimicas que seguem. Apds periodo de
armazenamento, vemos na figura 8, que o 6leo de mamao nao apresenta alteragdes

em relacdo as caracteristicas ja citadas.

Figura 8 - Oleo de mamao formosa.
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Vale destacar que obteve-se 25% de rendimento de O6leo extraido das
sementes de mamao formosa, e que os solventes usados nas extracdes, etanol e

hexano, eram removidos em evaporadores rotativos e recuperados por destilacéao.

5.1. Caracterizacao e estudo do comportamento térmico do 6leo de mamao

5.1.1 Caracterizacao fisico-quimica

5.1.1.1 Determinacao do indice de acidez
A tabela 4 nos mostra o valor médio para o indice de acidez do 6leo extraido

da semente de mamao formosa apds primeiras tentativas de extragdo com hexano.
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Tabela 4 - Determinacao do indice de acidez.

Amostra MasSa.mostra Indice de acidez Acido oléico (%)
(9) (mg NaOH- KOH/
g Oleo)

01 2,034 3355 59,80

02 2,007 33,46 59,64

03 2,013 33,62 59,93

04 2,001 33,43 59,59

05 2,013 33,62 59,93
Valor Médio 33,53 + 0,088 59,78 + 0,16

06 2,009 15.91 28.37

07 2,004 14,89 26,54

08 2,002 14,37 25,62

09 2,001 13,85 24,68

10 2,031 16,80 29,94
Valor Médio 15,16 £ 1,2 27,03 £ 2,12

A tabela 4 esta dividia em dois grupos distintos, sendo que em cada grupo o
teste para a determinacao de acidez foi realizado em 5 replicatas.

O primeiro grupo é composto pelas amostras de numero 01 a 05, referente
ao 6leo de mamao que apds extragdo com hexano, teve todo o solvente
remanscente eliminado por evaporacdo em capela apés agitacéo, e armazenado por
30 dias.

O segundo grupo é composto pelas amostras de nimero 06 a 10, estas foram
extraidas a temperatura controlada e proxima ao ponto de ebulicdo do hexano. Apés
a extracao dessas amostras, o 6leo de mamao foi levado a um evaporador rotativo,
para remocado do solvente remanescente, e em seguida foi submetido ao fluxo de
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nitrogénio gasoso, a fim de certificarmos a auséncia do solvente, por fim o processo
de determinacao do indice de acidez foi realizado imediatamente.

Comparando os dois grupos de amostras, nota-se um decréscimo no valor do
indice de acidez, o que confirma a influéncia da temperatura de extracdo, a maneira
como o solvente é eliminado da solugédo e o tempo de armazenamento na qualidade
do 6leo obtido. Isso porque esses fatores aceleram a formacao de acidos graxos
livres no meio reacional, alterando assim o valor real do indice de acidez.

Apoés a alteragcdo do método de extracao e prepragao das sementes do fruto,
o teste para a determinacao do indice de acidez foi realizado novamente. Esse novo
procedimento foi feito em triplicata, e ndo mais em 5 replicatas como descrito
anteriormente, devido pequena quantidade em massa de 6leo obtida e necessidade
de realizacdo rapida das demais analises fisico-quimicas para evitar possivel

oxidacdo e resultados incoerentes.

Tabela 5 - Determinacao do indice de acidez apds alteracdo do método de secagem e
extragado das sementes.

Amostra  MasSaumostra Indice de acidez Acido oléico (%)
(9) (mg NaOH- KOH/
g 6leo)
01 2,040 0,7810 1,401
02 2,030 1,050 1,872
03 1,740 0,9190 1,643
Valor Médio 0,9167 £ 0,1345 1,639 1 0,2355

Vemos que apds a mudanca do método de secagem das sementes de
mamao e extragdo do Oleo houve um decréscimo no valor obtido para o indice de
acidez, de acordo com tabela 5. Este novo valor, corresponde a presenca de 1,403 a
1,874% de acido oléico na amostra de 6leo. Na literatura vemos que, o 6leo de
maméo extraido com hexano apresenta 0,33+ 0,07 % em &cido oléico'® e o 6leo de

mamao extraido com éter de petréleo apresenta indice de acidez de 3,0517°.



61

Contudo as alteracbes feitas foram satisfatérias para determinacdo de acidez do
6leo de mamao formosa.

Importante acrescentar que a porcentagem de acido oléico, determinado
nesta secao, apenas € um representacdo de como o indice de acidez & expresso,
relacionando todos os acidos graxos presentes nas amostras de 6leos em termos de

acido oléico.

5.1.1.2 Determinacao do indice de iodo

Na tabela abaixo, tabela 6, encontra-se o valor médio obtido para o indice
iodo do 6leo de maméo formosa. O teste foi realizado em 5 replicatas antes da
alteracao do método de secagem e extracao.

Tabela 6 - Determinacao do indice de iodo.

Amostra Massaamostra Indice de lodo (g iodo
(9) absorvido/ 100 g de 6leo)
01 0,2013 144,0
02 0,2111 162,1
03 0,2107 145,0
04 0,2021 146,3
05 0,2007 170,8
Valores Médios + Desvio Padrao 153,6 £ 12,1

Apés a alteracdo do método de extracdo e remocao do solvente, o teste foi
refeito em triplicata e os valores obtidos encontram-se na Tabela 7.
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Tabela 7 - Determinacao do indice de iodo apos alteracao do método de secagem e
extracdo das sementes.

Amostra Massaamostra (9) Indice de lodo (g iodo
absorvido/ 100 g de 6leo)

01 0,2164 70,47

02 0,2172 69,00

03 0,2166 70,41
Valores Médios + Desvio Padrao 69,96 + 0,83

Como vemos, a alteracdo do modo de secagem de semente e extracao foi
véalida, uma vez que os valores dos indices de iodo sdo bem menores que os valores
encontrados anteriormente.

Antes das modificagbes necessarias para obtencdo de um 6leo de melhor
qualidade e de dificil oxidacao o indice de iodo obtido era de 153,6 + 12,1, e ap06s as
mudancas durante o processo 0 novo valor para o indice de iodo foi de 69,13 —
70,79 g de iodo absorvido/100 g dleo.

Segundo Harry W. Von Loesecke e Arthur J. Nolte® o 6leo de mamao que foi
extraido com éter de petréleo apresentou um valor de 89,8 g de iodo absorvido/ 100
g de Oleo, valor bem mais proximo do valor obtido apdés modificagdes descritas.

Puangsri et al.'®

mostra o que o bleo extraido por solvente da semente de mamao
apresenta indice de iodo igual a 66,0 + 0,2 g de iodo absorvido/ 100 g de 6leo™®.

Vale destacar também, que o desvio padrao para o segundo caso é bem
menor que o encontrado para o teste antes das modificagcées, garantindo maior

confiabilidade do resultado.
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5.1.1.3 Determinacao do indice de peréxido

As determinacdes dos indices de perdxido, saponificacdo e teor de cinzas,
gue sao decritas abaixo, foram relizadas somente ap6s as alteracdo do método de
secagem de sementes, extracdo do 6leo e remocdo do solvente extrator, e em
triplicatas, uma vez que confirmou-se a obtengao de resultados mais confidveis para
os indices de acidez e iodo.

A tabela 8 nos mostra o valor médio obtido do indice de peréxido para o 6leo
de mamao formosa.

Tabela 8 - Determinac¢ao do indice de peroxido.

Amostra Massaamostra Indice de peréxido (meq/ 1000g de
(9) 6leo)
01 2,0290 2,910
02 2,0865 3,112
03 2,0310 2,903
Valor Médio + Desvio Padrao 2,975 £ 0,119

Como o indice de perdxido é um indicador do grau de oxidacao, o baixo valor
encontrado (2,975 + 0,119 meg/ 1000 g de 06leo), é um indicador de que a
quantidade de amostra que oxida o iodeto de potassio nas condi¢cdes do teste €
pequena, determinando bom estado de conservagao do éleo de mamao.
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5.1.1.4 Determinacao do indice de saponificacao
A tabela 9 nos mostra o resultado para o indice de saponificacdo do 6leo
extraido da semente de mamao.

Tabela 9 - Determinacao do indice de saponificacao.

Amostra Massaamostra Indice de Saponificacdo (mg de
(9) KOH/g de 6leo)
01 3,967 189,4
02 3,984 189,3
03 3,957 189,5
Valor Médio + Desvio Padrao 189,4 + 0,1

O valor obtido (189,4 £ 0,1 mg de KOH/g de 6leo) representa a quantidade de
sal formado, partindo da quantidade de acidos graxos presente na amostra. Como o
indice de saponificacdo € inversamente proporcional ao peso molecular médio dos
acidos graxos dos glicerideos presentes em amostra de éleos e gorduras, a técnica
de CG/MS nos auxiliara na determinacado e quantificacdo desses compostos para
comparagdo com o valor do indice de saponificagdo obtido.
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5.1.1. 5 Determinacao do teor de cinzas

O valor médio encontrado para o teor de cinzas encontra-se na tabela 10, o
teste foi realizado como descrito na segéo 4.3.1.5.

Tabela 10 - Massas relativas ao teor de cinzas remanescentes.

IVlcadinho seco (g) Mamostraseca Msistema inicial Msistema final % Massa de
adicionada () (9) (9) cinzas
01 25,52 0,5574 26,073 25,52 0,01801
02 24,92 0,7485 25,67 24,92 0,01320
Valor Médio * Desvio Padrao 0,01561 £ 0,003401

A porcentagem residual de cinzas foi extremamente baixa (0,01561 +
0,003401%), afirmando que a amostra quando oxidada a 575 + 25 ° C tem
destruicdo praticamente completa da matéria organica, ndo restando assim

praticamente nenhuma massa residual (inorganico).

5.1.1.6 Comparacao das caracteristicas fisico-quimica do 6leo de mamao com
outros oleo vegetais

A tabela abaixo mostra os valores para os indices de acidez, iodo, peroxido,
saponificacao e teor de cinzas para diferentes amostras de 6leos vegetais e para o
6leo de mamao formosa®®. Vale destacar que, os indices de acidez e iodo tabelados
abaixo s&o os valores obtidos apds alteragdo do método de secagem das sementes

de mamao e extracao do 6leo.
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Tabela 11 - Resumo das caracteristicas fisico-quimicas do 6leo de mamao formosa

em relacéo a outros dleo vegetais®.

Tipo Acidez lodo Saponificacao Peréxido Cinzas
(g iodo (mg de (meq/ 1000 g (%)
abs/100g de KOH/g de de dleo)
oleo) 6leo)
Algodao 0,3000 99,00-119,0  189,0-198,0
Amendoim 80,00-106,0  187,0-196,0
Canola 110,0-126,0 182,0-193,0
Milho 2,000 103,0-128,0 <10,00 0,2000
Girassol 120,0-138,0  188,0-195,0
Soja 120,0-143,0
Oliva 0,3000 99,0-119,0 189,0-198,0
Mamao 0,7822 - 69,13-70,79 189,3-189,5 2,856 — 3,094 0,01221 -
1,051 0,01900

A tabela 11 mostra que o 6leo de mamao apresenta acidez comparavel e
proxima aos valor de acidez em relagdo a outros 6leos vegetais.

O valor para o indice de iodo também esté relativamente baixo, o que sugere
a presenca de compostos contendo poucas insaturagdes. O valor para o indice de
iodo calculado para o éleo de mamao foi de 69,13- 70,799 iodo abs/100g de éleo, é
o0 menor valor para este indice em relagéo as outras amostras de 0leos.

O dleo de maméao formosa é o que apresenta menor toer de cinzas apds
incineracao, 0,01221 - 0,01900%, resultado que de acordo com o valor de indice
observado apresenta maior decomposi¢cao térmica com o aumento de temperatura.

Os resultados vistos do indice de saponificagdo para os 6leos tabelados
apresentam valores praticamente semelhantes e proximos ao indice de
saponificacao para o 6leo de mamao, 189,3 — 189,5 mg de KOH/g de 6leo.

O éleo de mamao formosa apresenta indice de perdxido igual a 2,856 — 3,094
meq/ 1000 g de 6leo. Este valor considerado relativamente pequeno para o indice de
peréxido sugere bom estado de conservacao e qualidade do 6leo sem processos
adequados de purificagao.
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5.1.2 Determinacao dos acidos graxos totais por cromatografia gasosa

acoplada a espectrometria de massas (CG/MS)

5.1.2.1 Analise qualitativa

A figura 9 nos mostra o cromatograma da analise qualitativa e logo abaixo a

tabela contendo os componentes encontrados no éleo de maméao. Vale destacar,

gue essa andlise foi realizada em triplicata.
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Figura 9 - Cromatograma qualitativo do 6leo de mamao formosa.
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Tabela 12 - Componentes presentes no 6leo da semente de mamao formosa, através
de cromatografia gasosa.

Composto Rt (min) % Rel Fragmentos

mais intensos

A Vitamina A 22,2 12,2 43/ 91/ 65
B B caroteno 26,8 7,17 43/ 69/ 203
C B caroteno 51,6 413 43/ 69/ 203
1 Estearato de metila 37,4 15,7 40/ 56/ 88
2 Oleato de metila 46,4 93,8 41/ 264/ 310
3 Palmitato de metila 47,6 8,05 40/ 88/ 312
4 Aracdonato de metila 47,7 11,9 40/ 88/ 312
5 Miristato de metila 59,9 3,54 40/ 57

A tabela 12 nos mostra os possiveis componentes presentes no 6leo de
mamao. Os ésteres de &acidos graxos estdo identificados numericamente no
cromatograma na Figura 9, juntamente com a provavel presenca de cada
componente dada em porcentagem (% Rel) obtida pela biblioteca de analise de
dados do software (CG/MS) e os fragmentos mais intensos.

Além dos acidos graxos presentes na amostra de 6leo derivatizada, outras
substancias foram observadas, como a vitamina A e o 3 caroteno.

No cromatograma da analise qualitativa do éleo de mamao podemos ver a
predominancia de 4cido oléico em relagdo aos outros acidos graxos. Contuto a
analise quantitativa com a presenta de padrées adequados, ira fornecer dados mais
confiaveis em relacdo a presenca dos acidos graxos totais.
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5.1.2.2 Analise quantitativa

A andlise quantitativa dos acidos graxos totais presentes no 6leo de mamao
foi realizada como descrito na Segédo 4.3.2. Nesse procedimento os acidos graxos
livres e os acidos graxos ligados ao glicerol que tenham sofrido saponificagdo foram
derivatizados com uma solucdo de BF; em metanol 14% e analisados por
cromatografia gasosa acoplcada a espectrometria de massas.

As figuras 10 e 11 mostram respectivamente, um dos cromatogramas obtidos
para o O0leo de mamao formosa e para a mistura de padrdes utilizados na
quantificagéo de acidos graxos totais. A quantificacdo foi realizada em triplicata, e os

demais cromatogramas obtidos encontram-se semelhante aos apresentados abaixo.
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Figura 10 - Cromatograma quantitativo do 6leo de mamao formosa.
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Figura 11 - Cromatograma quantitativo da mistura de padroes.
Os resultados quantitativos estdo apresentados na tabela 13, e foram

calculados de acordo com a area de cada padrao.

Tabela 13 - Resultado da composicao em acidos graxos totais do 6leo da semente de
mamao formosa.

Composto t; (min) Concentracao do (%) Rel

analito na amostra

(ppm)
1 Miristato de metila 8,00 0,7144 + 0,0043 6,810 £ 0,181
2 Palmitato de metila 11,5 3,319 £ 0,017 30,40 + 0,84
3 Linoleato de metila 15,8 0,5122 + 0,0009 4,883 + 0,150
4  Oleato de metila 15,8 5,548 + 0,047 52,88 + 1,35

5 Estearato de metila 16,6 0,5395 + 0,0012 5,141+ 0,058
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Os acidos graxos identificados e quantificados na amostra de 6leo de maméo

formosa estdo préximo aos obtidos por Puangsti et al'®

, uma vez que apresenta os
mesmos ésteres de &cidos graxos, sendo o &cido oléico e o acido palmitico os
acidos graxos encontrados em maior concentragao.

O acido palmotoléico, linoléico e o eicosandico nao foram quantificados neste
trabalho, talvez por estarem abaixo do limite de deteccao, ou ndo estarem presentes
na espécie de mamao utilizado.

Segundo Kalayasiri el al.*°

a composicao de acidos graxos do 6leo de mamao
€ similar ao 6leo de oliva em &cidos graxos insaturados, e sugere que o 6leo de
mamao confere beneficios a saude e tem algumas propriedades antioxidantes.
Sendo assim, a analise quantitativa do éleo extra virgem de oliva foi realizada de
forma semelhante ao 6leo de mamao.

A figura 12 mostra amostras de dleo extra virgem de oliva e o 6leo de mamao
formosa. Por comparacdao vemos que estes dois Oleos apresentam coloragcéao
parecida e o 6leo de mamao formosa € aparentemente mais viscoso, contudo este

parametro ndo foi verificado experimentalmente.

Figura 12 - (A) 6leo extra virgem de oliva, (B) 6leo de mamao formosa.
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A anadlise quantitativa, realizada nas mesmas condi¢gdes que o 6leo de

mamao, tem como resultado o cromatograma da figura 13, e os acidos graxos

quantificados estdo presentes na tabela 14. Esta analise quantitativa também foi

realizada em triplicata.

kCounts
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175 200
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Figura 13 - Cromatograma quantitativo do 6leo extra virgem de oliva.

Tabela 14 - Resultado da composicao em acidos graxos totais do 6leo extra virgem de

oliva.

Composto

t,

(min)

Concentracao do

analito na amostra

(ppm)

(%) Rel

1 Miristato de metila
2  Palmitoleato de metila
3 Palmitato de metila
4  Linoleato de metila

5 Oleato de metila

8,002
11,12
11,51
15,65

15,82

0,4666 + 0,0084
0,5088 + 0,0028
3,090 +0,0737

0,7082 £ 0,0056

5,832 £ 0,076

4,377 £ 0,037
4,774 £ 0,088
29,34 + 0,47
6,646 £ 0,116

54,71 £ 0,47
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Pela tabela 14, vemos que o 6leo extra virgem de oliva apresenta composicao

quimica em acidos graxos préxima ao 6leo de mamao formosa, e os acidos oléico e

palmitico sao os acidos graxos presentes em maior concentragdo em relagcdo aos

demais. O acido pamitoléico foi identificado e quantificado na amostra de 6leo de

oliva, mas nao no 6leo de mamao.

A tabela 15 mostra a presenca de alguns acidos graxos em porcentagem nos

6leos vegetais em comparacao com o 6leo de mamao formosa e o 6leo extra vrigem

de oliva.

Tabela 15 - Presenca de acidos graxos em amostras de 6leos vegetiais.”

Oleo Composicdo em Acido Graxo (% em massa)
Laurico  Miristico Palmitico Estearico Oléico Linoléico Linolénico
C12H24o2 c14H2802 C15H3202 c18H3402 c18H3202 C18H3002 C13H2302
Algodao - 1,50 22,0 5,00 19,0 50,0 -
Amendoim - 0,50 6,00-11,4 3,00 — 42,3 — 13,0 - -
6,00 61,0 33,5
Canola - <1,00 4,00 2,00 63,0 19,0 9,00
Milho - - 7,00 3,00 43,0 39,0 -
Girassol - - 3,60 — 1,30 — 14,0 — 44,0 - -
6,50 3,00 43,0 68,0
Soja - - 2,30 — 2,40 - 23,5 - 49-515 2,00-10,5
11,0 6,00 31,0
Oliva - 1,30 7,00 — 1,40 - 64,0 — 4,00 — -
16,0 3,30 84,0 15,0
Extra 4,4135- 29,81 — - 55,18 — 6,762 — -
Virgem de 4,3405 28,87 54,24 6,53
Oliva
Mamao - 6,629 - 29,56 — 5,083 — 51,53 - 4,733 - -
Formosa 6,991 31,24 5,199 54,23 5,033

Como visto acima, todos os 6leos tabelados apresentam os acidos palmitico,

oléico e linoléico. Apenas o 6leo de algodao juntamente com o éleo de maméo

apresentam o acido miristico, sendo este &cido graxo encontrado em maior

concentragao no 6leo de mamao formosa, 0,7144 + 0,0043 ppm.
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O acido palmitico é o acido graxo saturado presente em maior concentracéo
no éleo de mamao, e apresenta composicao relativamente alta comparada a sua
porcentagem relativa em outros éleos vegetais, 29,56 — 31,24%.

A concentragao do &cido palmitico € praticamente semelhante tanto no 6leo
de mamao e como no 6leo extra virgem de oliva, 29,56 — 31,24 e 29,81 — 28,87%,
respectivamente. Contudo a presenta desse acido graxo é bem maior em amostras
de 6leo de oliva e mamao formosa quantificado neste trabalho do que nos 6leo de
oliva e mamao encontrado na literatura.

Singh et al®' determina a porcentagem de acidos graxos em amostras de
0leo de mamao, quantificando maior numero de compostos quimicos em relagcao ao
6leo de maméao formosa, e o acido palmitico apresenta-se em concentragao igual a
16,2% na amostra, valor mais baixo do calculado para o 6leo de maméo formosa.
Kotti et al.”® analisa por cromatografia gasosa a presenca de &cidos graxos totais em
amostras de bleo de oliva em diferentes cultivares da Tunisia, e confere que o acido
palmitico € o acido graxo saturado presente em concentracado maior nas amostras
analisadas, mas em porcentagem de 13,1+ 0,2 a 20,0 £ 0,2 % em massa.

O acido linoléico estda presente em concentracdo muito baixa no dleo de
mamao e no Oleo de oliva extra virgem em relagcao aos outros 6leos vegetais.

O oOleo extra virgem de oliva, quantificado neste trabalho, apresenta
composicao em acidos graxos diferente em relagdo a composicdo quimica do 6leo
de oliva como descrito por Rinandi et. al?®® Vale salientar, a determinacao
quantitativa do acido palmitoléico, em concentracdo igual a 0,5088 + 0,0028 ppm, no
Oleo de oliva extra virgem, valor n&o tabelado acima.

No trabalho de Puangsri et al.'®, o 6leo de mamao extraido com hexano
apresenta composi¢cdo quimica distinta em relagdo a concentragdo dos acidos
graxos apresentados para o 6leo de mamao formosa, citando a presenga de acido
palmitoléico, linolénico, araquidico e eicosandico, compostos ndo quantificados aqui.
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5.1.3 Estudo do comportamento térmico por calorimetria exploratoria
diferencial (DSC)

Como foi feito o estudo quantitativo dos acidos graxos presente tanto no 6leo
de mamao como no 6leo extra virgem de oliva, tornou-se necessario a avaliagao do
comportamento térmico dos mesmos.

O primeiro teste feito para estudar o comportamento térmico do 6leo de
mamao e do 6leo extra virgem de oliva obedeceu as seguintes condicoes:
primeiramente as amostras foram resfriadas de 25 a -80°C, e aquecidas novamente
a temperatura ambiente. A razdo de aquecimento usada foi de 10°C min” em
atmosfera de N; e fluxo de 50 mL min™.

Utilizou-se aproximadamente 3,5 g de cada amostra de éleo, para os testes

que seguem.
Exo — resfriamento
2] 1 ——— aquecimento
6]
5
4 -
—_ 3 ]
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g 31
3 4
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-7 4
_8 -
-9 . " . " . " . " . "
-80 -60 -40 -20 0 20
Termperatura(°C)

Figura 14 - Curvas DSC para o 6leo de mamao, resfriamento e aquecimento em
atmosfera de N..
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Figura 15 - Curvas DSC para o 6leo extra virgem de oliva, resfriamento e aquecimento
em atmosfera de N..

As figuras 14 e 15 ilustram o primeiro procedimento do estudo e avaliagdo do
comportamento térmico para o éleo de mamao e para o 6leo extra virgem de oliva,
respectivamente.

Observa-se no 6leo de maméao, quando este € submetido ao refriamento até -
80°C, figura 14, um evento principal com caracteristicas de evento exotérmico, a -
50°C. Este pode ser atribuido a cristalizacdo completa dos constituintes do dleo de
mamao, € o outro evento térmico observado préximo a -10°C, com avaliacao dubia
na literatura, serd confirmado através de outros experimentos com DSC e DSC
Modulado. Na mesma figura 14, observa-se que o 6leo de maméao quando aquecido
apresenta um pico exotérmico pouco intenso entre -40 e -25°C e finalmente o pico
endotérmico atribuido a fusdo dos compontes do 6leo de mamao proximo a -5°C.

Durante o resfriamento, no 6leo extra virgem de oliva nota-se dois picos
exotérmios bem definidos, um maior e outro menor localizado em temperatura
préxima a -10°C, figura 15. No aquecimento do 6leo extra virgem de oliva, ha a

presenca de dois picos endotérmicos, um pico bem acentuado e outro menor,
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localizado em temperaturas mais elevada, observa-se também, a presenca de um
pico exotérmico intermediario aos eventos citados em -30°C.

Pelas figuras 14 e 15, fica evidente a semelhanga entre os comportamentos
térmicos dos Oleos de mamao e extra virgem de oliva, fato que pode estar
relacionado a composi¢do quimica parecida determinada por cromatografia gasosa,
secao 5.1.2.2.

O comportamento térmico obtido neste trabalho para o 6leo de oliva é

comparavel com o trabalho Kotti et al.”

, que descreve o0 comportamente do 6leo de
oliva em diferentes cultivares da Tunisia durante resfriamente e posterior
aquecimento.

Dando continuidade ao estudo térmico do 6leo de mamao, pensou-se em
submeter o 6leo novamente ao resfriamento até -80°C e e em seguida ao
aquecimento até temperatura ambiente fazendo o uso de diferentes razbes de
aquecimento para avaliar melhor os eventos térmicos ja observados.

Importante destacar que todas as curvas apresentadas nas sec¢des 5.1.3.1 e
5.1.3.2 foram feitas em atmosfera de N, fluxo de 50 ml min™!, e massa de amostra

préxima a 3,5 mg.

5.1.3.1 Curvas de DSC para o 6leo de mamao formosa durante resfriamento
Amostras de éleo de maméao foram caracterizadas durante o resfriamento
com razées de aquecimento distintas, 10, 5, 2,5 e 1°C min™', e suas propriedades
térmicas podem ser vistas a partir das curvas DSC, figura 16.
A tabela 16 fornece algumas informacgdes sobre as temperaturas onset (Ton),
primeiro evento do resfriamento, temperaturas offset (To), final do Gltimo evento

durante o resfriamento, e as diferencas entre estas no intervalo avaliado.
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Exo —— B=10°C min"
1 —— B=5°C min"
[ B=2,5°C min’
6_' — B=1°C min’
] Toft

Ton

Fluxo de calor (W/g)

, , , , , ,
-80 -60 -40 20 0 20
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Figura 16 - Curvas DSC para o 6leo de mamao formosa durante resfriamento de 25-
80°C.

Tabela 16 - Dados de DSC obtidos durante resfriamento do dleo de mamao.

Amostras AH (J/g) Ton (°C) Tots (°C) Ton— T o1 (°C)
B=10°C min™ 30,9 -8,95 -51,5 42,5
B=5°C min™ 32,3 -7,85 -45,7 37,6
B=2,5°C min" 35,8 -7,16 -35,9 28,7
B=1°C min™ 53,6 -6,39 -31,4 25,0

As curvas DSC no resfriamento nos mostram dois distintos eventos
exotérmicos e pela tabela 16, vemos que estes eventos s&o influenciados
cineticamente pela mudangca na razdao de aquecimento, uma vez que as
temperaturas onset e offset sdo diferentes e maiores devido utilizagdo de razdes de

aguecimento menores.
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Pela figura 16, distinguimos os dois eventos térmicos observados no
resfriamento, um evento maior (temperatura mais negativa) e outro evento
exotérmico menor e localizado em temperatura menos negativa, como identificado
anteriormente na figura 14. O maior evento exotérmico € atribuido a cristalizagao
total dos componentes do 6leo de mamao formosa, o outro evento térmico é
caracteristico de transicao vitrea, passagem, no caso do 6leo, de um estado viscoso

para um estado vitreo e amorfo, como podemos ver na figura 17.
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Figura 17 - Curvas DSC para o 6leo de mamao no resfriamento de 15 a -15°C,
utilizando um artificio de resfriamento continuo (DSC Modulado).

Na figura 17 as curvas DSC Modulado com o auxilio do método TOPEM
(ajuste matematico do equipamento de DSC utilizado) nos dao informacdes
adicionais sobre o comportamento térmico do 6leo de mamao formosa em
temperaturas subambientes, facilitando a interpretacdo de eventos térmicos com
caracteristicas irreversiveis e reversiveis.

Alguns trabalhos mencionam que, quando uma amostra de 6leo/gordura é
resfriada dois eventos exotérmicos sado exibidos, um maior e outro menor a
temperatura mais alta, como pode ser observado para os 6leos de maméao e de oliva

nas figura 14 e 15. O evento exotérmico maior € atribuido a cristalizacdo de

triacilglicerdis altamente insaturados e o outro evento térmico é atribuido a
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cristalizacdo de compostos saturados’®’"?, ha também um evento térmico

localizado em temperatura intermediaria e atribuido como a cristalizagdo de
componentes monosaturados.

No entanto, como observado na figura 17, o menor evento térmico visto
durante resfriamento do 6leo de maméao tem uma contribuigdo de fluxo de calor total
influenciado fortemente por uma transigéo reversivel, evento mais préximo de uma
transicao de vitrea, do que de uma cristalizagao (transicao irreversivel), uma vez que
ha mudancga da linha base. Porém, neste mesmo intervalo de temperatura também
ha a presenca de uma pequena transigéo irreversivel indicando a ocorréncia de uma
pre-cristalizagdo dos constituintes do 6leo de mamao. Neste sentido, este mesmo
procedimento foi realizado para o éleo extra virgem de oliva, como pode ser visto na

figura abaixo.
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Figura 18 - Curvas DSC para o 6leo de oliva no resfriamento de 15 a -15°C, utilizando
um artificio de resfriamento continuo (DSC Modulado).

Na figura 18 vemos que o primeiro pico do resfriamento do éleo de oliva
apresenta tanto um comportamento de transicdo vitrea, caracterizado pela
componente de fluxo reversivel, como de cristalizacao (fluxo irreversivel). Este
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comportamento é parecido com o 6leo de mamé&o, figura 17, contudo o 6leo de
mamao apresenta maior contribuicéo de fluxo reversivel no intervalo analisado.

O artificio de resfriamento e aquecimento continuo, TOPEM, foi utilizado
novamente, para melhor interpretacdo das curvas DSC para avaliagdo do possivel
evento térmico localizado em temperaturas intermediarias em relacéo aos eventos ja
analisados anteriormente durante resfriamento das amostras de 6leos.

A figura 19 mostra o comportamento do 6leo de maméo, quando este é

submetido ao resfriamento de 10 a -70°C.
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Figura 19 - Curvas DSC para o 6leo de mamao no resfriamento de 10 a -70°C.

Pensou-se, primeiramente, que haveria um evento exotérmico localizado em
temperatura préxima a -830°C e que poderia ser interpretado como uma pré-

1.7 e Chiavaro et al.”®"" Porém,

cristalizacado de acordo com os trabalhos de Kotti et a
ao analisarmos cuidadosamente a curva em questao, vemos que quando uma
amostra & submetida ao resfriamento ou aquecimento com o uso do TOPEM, a
razdo de aquecimento é de 1°C min™', entdo a transicdo de fase vista na figura 19,

corresponde a cristalizagcdo completa dos componentes do 6leo de mamao como
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visto na figura 14, e ndo ha portanto cristalizagdo de constituinte triacilglicerol
monosaturado.

Contudo as curvas DSC néao fornecem nenhuma informacéao direta sobre a
composi¢ao quimica dos 6leos no ambito de um determinado conjunto de condi¢des
experimentais, ndo podendo afirmar com certeza, que tipo de componente (saturado
ou insaturado) que cristaliza ou funde em determinada temperatura. As curvas DSC
apenas fornecem informagdes Uteis sobre a natureza das mudangas termodinamicas
que sao associados com as transformacdes de um estado fisico para outro de éleos

comestiveis’®.

5.1.3.2 Curvas de DSC para o 6leo de mamao formosa durante aquecimento
As amostras de 6leos também foram caracterizadas durante aquecimento, de
-80 a 25°C. As curvas DSC para o 6leo de mamao durante aquecimento estao

demonstradas na figura 20.
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Figura 20 - Curvas DSC para o 6leo de mamao no aquecimento.
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O perfil de aquecimento apresentou-se mais complexo em relagcdo ao
resfriamento, exibindo multiplos eventos exo e endotérmicos na faixa de -38,4 a 9,89
°C.

As propriedades térmicas do 6leo de mamao durante aquecimento da
amostra foram obtidas a partir das Ton € Tt dOS eventos térmicos observados, estas
temperaturas estdo sumarizadas na tabela 17.

Tabela 17 - Dados de DSC obtidos durante aquecimento do 6leo de mamao.

Amostras AH (J/g) Ton (°C) Tort (°C) = (Ton =T orr)
(°C)
B=10°C min” 72,1 -38,4 3,09 41,5
B=5°C min" 72,5 -25,5 1,30 26,8
B=2,5°C min™ -39,1 -22,8 -0,22 22,6
B=1°C min" -8,14 -37,6 9,89 27,7

As curvas DSC durante aquecimento das amostras ndo sao facilmente
interpretaveis, apresentando varios eventos reversiveis e irreversiveis, como pode
ser visto na figura 21, quando as amostras de 6leos sao aquecidas sob condi¢cdes do
método TOPEM.
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Figura 21 - Curva DSC para o 6leo de mamao sob aquecimento de -25 a 15°C.

Uma vez que as curvas DSC durante aquecimento demonstram-se
complexas, foi necessaria a realizacdo de outro experimento para melhor
compreensao dos eventos térmicos que ocorrem neste intervalo de temperatura.

A figura 22 mostra com clareza as curvas DSC quando o éleo de mamao é
resfriado até proximo a temperatura de cristalizagdo, -45°C, e posterior aquecimento
até 15°C.
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Exo —— resfriamento até -45°C
—— aqguecimento até 15°C
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Figura 22 - Curvas DSC para o 6leo de mamao de 15 a -45°C/-45 a 15°C, =10°C.min™".

Como vemos na figura 22, o 6leo de mamao foi resfriado de 15 a -45°C e em
seguida, novamente aquecido. Durante o resfriamento, o menor pico caracteristico
de transigdo vitrea € observado (pico analisado na figura 17) e sem ocorrer a
cristalizacao completa do éleo, este € aquecido até 15°C. Como a amostra nao
cristalizou completamente o pico endotérmico observado no aquecimento ndo esta
relacionado somente a fusdo, mas também com um possivel pico de relaxagao,
evento exotérmico proveniente do aumento de entalpia do sistema apos a transicéo
vitrea, uma vez que ha mudanca da linha base.

Assim, os eventos entre -38,4 e 9,98°C, figura 20, podem estar relacionados
com fusdo do oOleo cristalizado, transicdo vitrea, pico de relaxagdo entre outras

possibilidades.
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5.1.3.3 Comparacao do comportamento térmico do 6leo de mamao com outros
Oleos vegetais.

As curvas DSC, figura 23 a 26, relacionam os comportamentos térmicos de
6leos vegetais durante resfriamento e aquecimento. As andlises foram realizadas em
atmosfera inerte de Ny, fluxo de 50 ml min™, e raz&o de aquecimento de 10°C min™.

Os 6leos analisados, soja, canola, milho e girassol, foram fornecidos por uma

mesma empresa.
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Figura 23 - Resfriamento e posterior aquecimento do éleo de soja.
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Figura 24 - Resfriamento e posterior aquecimento do 6leo de canola.
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Figura 25 - Resfriamento e posterior aquecimento do éleo de milho.
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6leo de girassol —— resfriamento
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Figura 26 - Resfriamento e posterior aquecimento do dleo de girassol.

Pelas figuras 23 a 26, observa-se que as amostras de 6leos sao resfriadas de
25 a -80°C apresentam dois eventos exotérmicos, igualmente vistos para o 6leo de
mamao formosa, figura 14, e para o éleo de oliva, figura 15. Entretanto, durante o
aquecimento dos O6leos as curvas sdo também muito complexas, com varias
transicdes de fases ocorrendo no intervalo de temperatura analisado.

As amostras de 0leos vegetais foram estudadas separadamente (resfriamento
e aquecimento), usando razdo de aquecimento de 10°C min™ em atmosfera de N,
para comparagao com as amostras de 6leo de mamao e de oliva, estas curvas estao

representadas abaixo, figuras 27 e 28.
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Figura 27 - Curvas DSC correspondente ao resfriamento das amostras de o6leo

vegetais.
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Figura 28 - Curvas DSC correspondente ao aquecimento das amostras de 6leo

vegetais.
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Pela figura 27, vemos que o comportamento térmico para os éleo de milho,
canola e girassol sdo praticamente parecidos no resfriamento e todas as amostras
de O6leo vegetais mostram picos exotérmicos que definem cristalizagdo, mas em
temperaturas distintas em relacao aos éleos de maméo e oliva. E sdo as amostras
de dleos de maméao e oliva que apresetam comportamentos préximos durante
resfriaimento e aquecimento, ja que apresentam composicdo praticamente
semelhante em termos de &cidos graxos totais, se¢ao 5.1.2.2.

A figura 28, ilustra o comportamente térmico obtido durante aquecimento de -
80°C a 25°C das amostras de Oleos vegetais. Todas as amostras analisadas
apresentam seus picos que caracterizam a fusdo bem definidos, eventos
endotérmicos.

As propriedades térmicas de todos os 6leos vegetais durante resfriamento e
aquecimento estao tabelas abaixo, tabelas 18 e 19, respectivamente. Foram obtidas
as temperaturas Ton € To dos eventos térmicos, e calculadas as diferengas entre
elas.

Tabela 18 - Dados de DSC obtidos durante resfriamento dos oleos vegetais, a 10°C
min™ em atmosfera inerte de N,.

Amostras AH (J/g) Ton (°C) Tort (°C) Ton =T ot (°C)
Soja 3,77 -12,3 -54,4 42,1
Canola 1,91 -26,0 -59,0 33,0
Milho 6,55 -21,9 -46,6 24,7
Girasol 3,58 -22,7 -48,8 26,1
Oliva 442 -15,8 -49.8 34,0

Maméo 30,9 -8,95 -51,5 42,5
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Tabela 19 - Dados de DSC obtidos durante aquecimento dos 6leos vegetais, a 10°C
min” em atmosfera inerte de N..

Amostras AH (J/g) Ton (°C) Toit (°C) - (Ton—=T o)

(°C)
Soja 311 55,6 2,47 531
Canola 43,9 -62,6 -9,38 53,2
Milho 43,2 -64,6 -24,6 40,0
Girasol 27,8 -61,0 -27,2 33,8
Oliva 62,3 -28,2 4,21 24,0
Maméao 72,1 -38,4 3,09 41,5

Pelas tabelas 18 e 19 vemos que cada 6leo possui comportamento térmico
distinto, mesmo submetidos a condigdes experimentais idénticas, e que podem estar
relacionados com a composicdo quimica dos mesmos, uma vez que estas
influenciam o comportamente térmico de uma amostra como um todo. Também
vimos que o 6leo de maméo e o Oleo de oliva extra virgem tem suas curvas DSC
muito proximas, de acordo com as temperaturas onset e offset, para resfriamento e

aquecimento.
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5.2 Caracterizacao da lecitina proveniente da semente de mamao

Apébs a preparacdo do subproduto de extragdo do 6leo de maméo formosa
como descrito na se¢ao 3.4, o produto final atribuido como lecitina pode ser visto na
figura 29, e que corresponde a aproximadamente 3% das sementes de maméao
extraida com agua destilada e etanol.

Este subproduto se apresenta de cor marrom brilhante, e parecido com uma
goma.

Figura 29 - Lecitina de mamao formosa.

5.2.1 Espectros de RMN obtidos para a lecitina

O subproduto de extracdo do 6leo de mamao, atribuido como lecitina, foi
encaminhado para o laboratério de Ressonancia Magnética Nuclear, diluido em
cloroférmio deuterado (CDCl3) para obtengédo dos espectros de RMN.

Os espectro de 'H estdo anexados ao trabalho, anexo A a C, para melhor
vizualizagao.

A tabela abaixo estabelece os grupos de atomos e seus deslocamentos
quimicos obtidos a partir do espectro de 'H para a lecitina de mamao e para o 6leo
de linhaga, no trabalho descrito por Hamilton™.
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Tabela 20 - Deslocamentos quimicos, ppm, dos grupos de atomos existentes no
espectro de 'H e para a lecitina de mamao e para o 6leo de linhaca.

Oleo Vegetal Lecitina de Mamao
Elementos Deslocamentos Deslocamentos Quimicos
Estruturais Quimicos (ppm) (ppm)
CH=CH 53-54 5,255 — 5,282
CH>-OH 41-43 4,054 — 4,239
CHo-CH=CH- 2,8 1,919 — 1,1956
CH>-CH, 2,3-2,35 2,220 - 2,255
CH. 1,1-15 1,184 — 1,550
CHs 1,0 -

0,8-0,9 0,793 — 0,821

Pela tabela 20, podemos ver que o espectro de lecitina de maméao, apresenta-
se bem proximo ao espectro de 6leo de linhaga, pela presenga de picos com
deslocamentos quimicos parecidos. Os elementos estruturais descritos na tabela
acima estdo presentes nas cadeias carbdnicas longas dos fosfolipideos
apresentados na figura 14 e assinalados como R’ e R”.

O trabalho de Hamilton estabelece a presenca da fosfatidilcolina no 6leo
vegetal com pico em 3,2 ppm, devido a presenca do grupamento N(CHjs)s*, grupo
principal da molécula. O mesmo pode ser visto nos trabalhos de Capitani et al.” e
Mertins et al>® que estudaram as organelas da lecitina de soja por ressonancia
magnética nuclear. Eles analisaram os espectros de 'H formado de acordo com a
estrutura da fosfatidilcolina, especificando cada pico, principalmente um pico intenso
de intensidade préximo a 3,4 ppm e 3,3 ppm, respectivamente, como os hidrogénios
pertencentes ao grupo N(CHa)s™.

Para o estudo da lecitina de mamao, cada fosfolipideo (FC, FE, FS e FI) foi
desenhado separadamente e 0 seu respectivo espectro foi calculado com o auxilio
do programa ACD/LAB, os picos observados podem ser encontrados na tabela 21.

Contudo o espectro de 'H que apresentou maior semelhanga espectral com
a lecitina de mamao foi a fosfatidiletanolamina e o fosfatidilinositol. Descartou-se a
fosfatidilcolina pois esta apresenta pico intenso em deslocamento quimico igual a
4ppm, para identificacdo dos seus H do grupo N(CHs)*, pico ndo observado para os
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espectros de RMN da lecitina de mamao, e a fosfatidilserina, uma vez que esta

apresenta espectro muito complexo.

&
6

| I | _ ! —I
CH,—O-P-0O-CHGHcog™ R ed0-CH: 0
C CHy—0-P-0
st 7oyt o OH OH
o . 13 12
fosfatidilserina fosfatidilinositol

CH;—OOCR' .
R"COO-&H: 0 R m"ooo_?c:zjm? 22
Ch —O—I%—O—CH:CHQNJ}C Hala EHQ—O—#—D—CHQCHJPTIHQ
‘ 0" fosfatidiicalina ‘ Q' fosfatidiletanolamina
‘ 1
CHz— OOCR ‘ 9 oo ;
RCOD—CH: O NH CH—Q00CR OH

Figura 30 - Fosfolipideos presente na lecinta. Hidrigénios numerados para
identificacao por RMN.
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Tabela 21 - Fosfolipideos presente na lecinta. Hidrigénios numerados para
identificacao por RMN.

Deslocamento quimico (ppm)

Fosfatidilcolina Fosfatidiletanolamina fosfatidilserina fosfatidilinositol

1 4,00 4,70 9,12 1,29

2 3,88 3,64 4,51 4,57

3 4,31 3,99 4,46/ 4,52/ 4,37
4,55

4 421/4,26/4,42/ 4,52 /4,69 4,52/4,69 4,13

4,45

5 3,28/3,32 4,10 4,12 5,37

6 2,74/2,88/2,93 2,74 /2,88 /2,93 2,74/ 2,88/ 4,47
2,93

7 3,98/4,06

8 3,15/3,23

9 2,74 /2,88 /2,93

10 i i i

11

12 4,13

13

Diante do ja exposto, podemos concluir que os espectros de 'H para a lecitina
de mamao, apresenta picos com deslocamentos quimicos préximos as estruturas

dos fosfolipideos FE e FI.
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5.2.2 Espectro de absorcao na regiao do Infravermelho

A figura abaixo nos fornece o espectro de absor¢cdo na regidao do
infravermelho para a lecitina de mamao.

20 4

-
L]
1

Transmitancia (%)
T

<
1

o +——--7r—"-T—T—
4500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

n° de onda(cm™)

Figura 31 — Espectro de absor¢ao na regiao do Infravermelho da lecitina de
mamao.

O espectro acima nos mostra uma banda acentuada entre 3500-3000 cm™
caracteristico de deformacgéao axial de O-H.

As bandas em 2924 e 2850 cm™' caracterizam deformacdo axial assimetria
(v, ,CH,) e deformagdo axial simétrica (v,CH,), que de acordo com a literatura,
essas se encontram proximas a 2926 e 2853 cm'. A banda em 1637 cm
corresponde a uma deformagcéo axial C=C (1642cm™).

A banda formada em 1400 cm™' representa deformagdo angular OH (1420-
1330 cm™). A banda em 1242 cm™ apresenta semelhanca espectral com banda de
deformagdo axial assimétrica de C-O-C (1275 - 1200 cm™) e com deformacéo axial
simetria em 1000 cm™ (1075 - 1020 cm’™).

A presenca de NH e CH é vista pelas pequenas bandas existentes entre 900
e 600 cm™,
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O espectro obtido na figura 21 pode ser comparado com alguns espectros

existentes na literatura® ®"%

e cada banda de absor¢cdo mostrada esta conivente
com 0s grupos de atomos que compdem estrutura da fosfatidiletanolamina e do

fosfatidilinositol.

5.2.3 Estudo do comportamento térmico por termogravimetria (TG)

As analises termogravimétricas foram realizadas em cadinho de a-alumina e
em atmosferas de ar sintético e N.. Usou-se razdo de aquecimento de 10°C min™
até que a perda de massa com o aumento da temperatura apresenta-se constante,
fato que foi observado entre 600-700°C. A massa de amostra utilizada ficou e torno

de 8 mg.
100 04
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80 03
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masgzr[;] ) 1 ARG
i 041
60 Fo2
02
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] 0.0 —:
DTA (*C/mag)
20 T 00
i 02+
0 L -0.1
0 100 200 300 400 500 600 700
Temperatura (°C)

Figura 32 - Curvas TG, DTG e DTA da lecitina de mamao em ar sintético.
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Figura 33 - Curvas TG, DTG e DTA da lecitina de mamao em nitrogénio.

A primeira perda de massa, evento endotérmico, pode estar relacionada a
perda de agua uma vez que ocorre em 114°C e em 109°C, quando a amostra é
aquecida em atmosfera de N, e de ar sintético, respectivamente. De acordo com a
curva de DTA, da figura 33, a perda de massa de amostra é lenta e ndo oxidativa.

O segundo evento de decomposicao térmica, que pode ser visto com clareza
nas figuras acima, correspondem a uma decomposi¢cdo exotérmica, e ocorre em
temperaturas proximas a 441°C e em 690°C, quando a lecitina de mamao é
aquecida em atmosfera inerte e de ar sintético.

O residuo final da decomposicao térmica em atmosfera inerte, corresponde a
37,31% da massa de amostra inicial. Ja, o residuo de lecitina em ar sintético,
corresponde a 14,58%, garantindo maior decomposicao térmica oxidativa quando a
amostra é submetida ao aquecimento em atmosfera oxidante, sendo que o residuo

pode ser devido a presenca de compostos de fésforo.
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5.2.4 Difratometria de raios-X para a lecitina de maméao formosa

O residuo de lecitina, apds passar pelo aquecimento em atmosfera dinamica
de ar sintético, foi encaminhado ao laboratério para andlise por difratometria de
raios-X, a figura abaixo ilustra o resultado obtido.

Figura 34 - Difratograma de raios-X da lecitina de mamao formosa.

Como visto acima, o residuo de lecitina apds aquecimento até 600-700°C em
ar sintético € um soélido amorfo, ndo apresenta estrutura cristalina e dificil

identificag&o por esta técnica aliada a termogravimetria.
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CAPITULO VI

CONCLUCOES E PROPOSTA PARA
TRABALHOS FUTUROS
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6 CONCLUSAO E PROPOSTA PARA TRABALHOS FUTUROS

6.1 Conclusao Geral

As metodologias desenvolvidas para a extracdo e caracterizacdo do éleo de
semente de mamao formosa mostraram-se eficente, apresentando bons resultados
de rendimento e composicdo quimica adequada e comparavel a outros 6leos
vegetais, principalmente com o 6leo extra virgem de oliva.

As sementes de mamao formosa sao adequadas para a producéo de dleo,
podendo assim ser indicado a utilizacdo deste para agregar valor a matéria-prima

inicial.

6.2 Conclusodes Especificas

6.2.1 Quanto ao preparo das amostras de 6leo de mamao

A extracéao inicial do 6leo de mamao por Soxhlet, utilizando somente hexano
como solvente extrator, ndo foi adequada para garantir um 6leo de qualidade. Sendo
assim, foram satisfatérias as mudancgas de preparacao de amostras e do método de
extracdo, com a presenca de solventes polares, permitindo a obtencao de um 6leo
com baixo valor de acidez e bom estado de conservacdo ap0s armazenamento,
contudo obteve-se apenas 25% de lipideos totais apds extragcédo, rendimento bem

abaixo do conseguido por Kalayasiri et al.*°

na extragao do 6leo de mamao. Porém o
rendimento da extracao do 6leo de mamao formosa poderia ser maior, uma vez que
retirou a lecitina, tendo essa um rendimento de aproximadamente 3% apds

preparagdo de amostra.

6.2.2 Quanto ao método de analise do 6leo de mamao

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas foi uma técnica
adequada para a identificacdo e quantificacdo dos acidos graxos presente no 6leo
de mamao. Esta técnica permitiu analisar os acidos graxos presentes e concluir que

0s acidos oléico e palmitico estdo presentes em maior composi¢cdo na amostra de
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Oleo. Este resultado esta de acordo com o indice de saponificagdo calculado para o
6leo de maméao. Como este indice é inversamente proporcional ao peso molecular
médio dos acidos graxos presentes em amostra de 6leos e gorduras e o valor
encontrado foi de 189,4 + 0,1 mg de KOH/g de 6leo, conclui-se que o 6leo de
mamao tem em sua contituicdo acidos graxos de massa molecular ndo elevada.

O estudo térmico do 6leo de mamao formosa foi adequado para determinagéo
das transicoes de fase presentes. O uso do DSC Modulado, com o auxilio do
TOPEM, permitiu uma melhora significante na diversidade de informag6e sobre o

comportamento térmico do éleo de mamao.

6.2.3 Quanto ao método de analise da lecitina

As técnicas de espectrometria de absorcdo na regiao do infravermelho e a
ressonancia magnética nuclear foram satisfatorias para identificacdo dos grupos
quimicos existentes nos fosfolipideos. Estas técnicas ndo permitem a quantificacéo,
mas foram suficientemente adequadas para analisar a fosfatidiletanolamina e o
fosfatidilinositol, como os possiveis fosfolipideos presentes na semente de maméao

formosa.

6.3 Proposta de trabalhos futuros

Propor e estudar metodologias de extracao de 6leo proveniente da semente
de mamao, com a utilizacdo de quantidades minimas de solventes, e que permitam
obter rendimentos adequados, igualmente as técnicas classicas de extracao.

Avaliacao cinética de oxidacao do éleo de mamao e comparagcao com outros
Oleos.

Estudar detalhadamente a lecitina, subproduto de extragdo das sementes de
mamao, envolvendo processos de purificacdo e técnicas de andlise para
quantificacao dos fosfolipideos presentes.

Estudo toxicolégico do O6leo proveniente da semente de mamao, para
avaliacdo da sua possivel disponibilidade para alimentacdo, uma vez que ja
apresenta algumas caracteristicas, comportamento térmico e composi¢cao em acidos

graxos parecidas, com o 6leo de oliva extra virgem.
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ANEXO A — Espectro de 'H para a lecitina de mamao
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ANEXO B - Espectro de 'H para lecitina de mamao apés ampliacéo no intervalo
de 4,1-5,3 ppm.
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ANEXO C - Espectro de 'H para lecitina de mamao apés ampliacéo no intervalo
de 0,8-2,2 ppm.
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