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RESUMO GERAL

O uso da energia de micro-ondas tem sido explorado para extracdo de
compostos e para aceleracao de reacbes quimicas em diferentes amostras. Os
métodos convencionais utilizados para extracdo de lipidios possuem limitagdes,
como longo tempo, grande volume de solventes, e ainda a possibilidade de
degradacao dos compostos de interesse. Neste estudo foram desenvolvidos, com
0 uso de delineamento composto central rotacional, novos métodos de extracao
de lipidios e de transesterificagdo de triacilglicerdis em carnes, assistidos por
micro-ondas. As condigbes utilizadas no procedimento para extragdo de lipidios
foram: 300 mg de amostra, 54 °C e 15 minutos. O método de extracédo de lipidios
em carnes assistido por micro-ondas resultou na obtencao de teores de lipidios
sem diferenca estatistica do método de Folch. Além disso, ndo foi observada
alteracdo na composicdo de acidos graxos e formagao de produtos de oxidacéo
lipidica durante a extracao, o que permite o uso do método sem a possibilidade de
alteracao quimica dos compostos. Para a transesterificacdo dos triacilgliceréis
foram desenvolvidos dois métodos, sendo que no primeiro, a transesterificacao é
realizada no lipidio previamente extraido e no segundo método, a
transesterificacao € realizada diretamente nas amostras de carne. Em ambos os
métodos foi excluido o uso de trifluoreto de boro, utilizado em metodologias
convencionais como catalizador da reacao. Nesse estudo, o hidréxido de sédio em
metanol a 0,5 % foi utilizado como catalizador, sendo a reacdo acelerada pela
energia de micro-ondas. Para a transesterificacao dos triacilgliceréis da amostra
de lipidios foram necessarios 5 minutos de irradiacdo a 60 °C enquanto que
na transesterificagéo direta de triacilglicerdis da amostra de carne, 30 minutos a
60 °C porém, no ultimo caso, ndo é necessdria a etapa da extracao dos lipidios.
Com o uso da energia de micro-ondas foi possivel desenvolver métodos precisos
e exatos para a extragdo de lipidios e obtencdo de ésteres metilicos de acidos

graxos em carne.

Palavras-chave: micro-ondas, extracao de lipidios, transesterificacdo, acidos
graxos, validacao.
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ABSTRACT

Microwave energy has been used for compound extractions and for
accelerating chemical reactions in different samples. The conventional methods
used for lipid extraction has limitations like long time required, large solvent
volume, and the possibility of compound degradation. In this study were
developed, with response surface method, new methods for microwave-assisted
lipid extraction and microwave-assisted triacylglycerols transesterification from
meat. The parameters used in this procedure were: 300 mg of sample, 54 °C and
15 minutes. The microwave-assisted lipid extraction method resulted in lipid
content with no difference when compared to the Folch method. Furthermore, no
oxidation products were observed during the extraction, enabling the use of this
method with no chance of chemical alteration of the compounds. For the
triacylglycerols transesterification were developed two methods, being the first one
a lipid transesterification with a lipid previously extracted, and a second method
that allows a direct sample transesterification. In both methods it was excluded the
use of boron trifluoride, originally used in conventional methods as a reaction
catalyst. In this study, methanol sodium hidroxide (0,5 %) was used as catalyst,
with the reaction being accelerated by the microwave energy. For lipid
transesterification it was necessary 5 minutes of irradiation at 60 °C, and for direct
transesterification, 30 minutes at 60 °C, however, in the latter case, it is not
necessary the lipid extraction step to obtain the fatty acids methyl esters. It can be
concluded that the use of microwave energy provides accurate and precise
methods, faster, with less solvent volumes and sample mass when compared to

conventional methods.

Key-words: microwave, extraction, transesterification, lipids, fatty acids.
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INTRODUCAO GERAL

As técnicas de preparagcdo de amostras sdo de extrema importancia para a
realizagcdo de andlises em laboratério. E nessa etapa que obtém-se seletivamente
0s compostos de interesse que serdo analisados eliminando os interferentes.

A extracdo € o primeiro passo para a purificacdo, identificagcdo e
quantificacdo de compostos. Diferentes métodos de extracdo, como por solventes
ou com refluxo em altas temperaturas, sao utilizados ha muitos anos. As técnicas
convencionais sao laboriosas, consomem tempo e envolvem alto consumo de
solventes, podendo degradar compostos em funcdo das altas temperaturas que
podem estar sendo empregadas. As tecnologias de extracdo devem ser versateis,
simples, seguras e de baixo custo. Recentemente algumas tecnologias como a
extracao com fluido supercritico, extracao acelerada por solvente e extragao por
ultrassom, tem sido desenvolvidas para diferentes compostos, porém, podem
apresentar custo relativamente alto (Kaufmann & Christen, 2002).

A extracao assistida por micro-ondas (microwave assisted extraction, MAE)
€ uma técnica cujo seu uso tem sido evidenciado e muito utilizado nos ultimos
anos. A MAE utiliza a energia de micro-ondas combinada com solventes para a
extracdo de compostos de interesse em diferentes matrizes. A temperatura e a
pressao podem causar migracao seletiva dos compostos para o solvente de
maneira mais rapida e com recuperacgao similar ou melhores do que dos métodos
convencionais, com as vantagens da reducdo de tempo e de consumo de

solventes (Spigno & Favieri, 2009). Na literatura encontram-se muitos trabalhos



com aplicacbes da MAE, como antocianinas, pectina, polissacarideos, dentre
outros, porém, nao foram reportados trabalhos de extracdo de lipidios em carnes
assistida por micro-ondas (Sun et al., 2007; Wang et al., 2007; Tanongkankit et al.,
2013; Zhao et al., 2013).

A andlise de acidos graxos por cromatografia gasosa é um dos principais
métodos utilizados para a separacdo e identificacdo desses compostos.
Entretanto, € necessaria, além da extracdo de lipidios da amostra, a etapa de
esterificacdo dos acidos graxos previamente a analise cromatogréfica. Diferentes
técnicas de esterificagdo estao disponiveis na literatura. Porém, em alguns casos,
sao necessarios longo tempo de reagéo ou a utilizacao de reagentes de alto custo
e toxicidade, como o trifluoreto de boro, para a obtencao dos ésteres metilicos de
acidos graxos (De La Fuente et al., 2006).

Durante as ultimas duas décadas, a irradiacdo de micro-ondas tem sido
utilizada para substituir 0 aquecimento convencional no desenvolvimento de vérias
reacdes quimicas (Jiao et al.,, 2012; Rao et al., 2013; Theocharis & Andlauer,
2013). As reacbes assistidas por micro-ondas tem apresentado significante
aceleracéo, alto rendimento e obtencdo de produtos com alta pureza (Hoz et al.,
2005). Estudos onde as micro-ondas sao utilizadas para a esterificacdo de acidos
graxos para analises cromatograficas também ja foram reportados, porém, ainda
utilizando compostos como tolueno ou trifluoreto de boro para a reacao
(Jeyashoke et al., 1998; Zara et al., 2012).

De acordo com o exposto, o presente trabalho teve como objetivos o
desenvolvimento de métodos de extracdo de lipidios e transesterificacdo de

triacilglicer6is de amostras carneas assistidos por micro-ondas. Para atingir os



objetivos foi utilizado planejamento fatorial e validagdo. A validacao foi realizada
avaliando-se parametros de precisdo e exatidao, através da comparacdo dos
resultados obtidos pelo método otimizado com os resultados do método
convencional utilizando amostras de carne e material de referéncia certificado.
Para o método da extracdo de lipidios foi avaliado também a formacédo de
compostos de oxidagéo lipidica. Adicionalmente, desenvolveram-se dois métodos
de esterificagdo de acidos graxos assistida por micro-ondas, sendo o primeiro
através da transesterificacdo de lipidios previamente extraidos da amostra, e o
segundo método, pela transesterificacdo direta da amostra, ambos sem a

utilizac&o de trifluoreto de boro na reagao.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Lipidios

Os lipidios sdao compostos organicos que tem como principais
caracteristicas a baixa solubilidade em agua, solubilidade em solventes organicos,
contendo uma cadeia carbdnica na molécula, e que estdo presentes ou sao
derivados de organismos vivos. Dentre os lipidios incluem-se os acidos graxos e
seus derivados e substancias relacionadas biossinteticamente ou funcionalmente
a estes compostos (Gurr & James, 1971; Christie, 1982). Sdo macronutrientes
importantes para o crescimento e desenvolvimento de todos os organismos, né&o
s6 pelo alto valor energético, mas também pela sua funcao estrutural e metabdlica
(Jump et al., 2005). Além disso, também desempenham papel importante na
qualidade dos alimentos, pois contribuem com atributos como textura, gosto e
aroma (Kolakowska & Sikorski, 2003).

O conteudo total e a composicao de lipidios em alimentos podem variar
muito. A quantidade total, assim como a composicdo dos &acidos graxos
consumidos pela populacao, tém recebido atencao crescente por érgaos publicos
de saude. As recomendagdes de ingestao diarias de lipidios sdo de que nao se
deve ultrapassar 30 % do consumo energético total, e mais da metade desta deve
ser representada por acidos graxos insaturados (FAO/WHO, 2003). O consumo de
gorduras totais, acidos graxos saturados (saturated fatty acid, SFA) e acidos
graxos trans estdo fortemente relacionados com o desenvolvimento de doengas

cardiovasculares. Acidos graxos trans sdo mais preocupantes que os SFA, ja que



aumentam o nivel de lipoproteinas de baixa densidade (low-density lipoprotein,
LDL) e diminuem o nivel de lipoproteinas de alta densidade (high-density
lipoprotein, HDL) (Parodi, 2009). Essa condigéo contribui para o aumento da razéo
LDL/HDL, que € considerada um importante indicador do risco de
desenvolvimento de doencas cardiovasculares (Martin et al., 2007). Entretanto,
estudos tém demonstrado os efeitos bioldgicos benéficos dos &cidos graxos poli-
insaturados (polyunsaturated fatty acid, PUFA), como reducdo do nivel de
colesterol sanguineo, reducdo no risco de doencas cardiacas, efeitos anti-
inflamatérios e antitrombéticos (Ruiz-Rodriguez et al.,, 2010). Dentre os PUFA
importantes, os acidos graxos n-3 (dmega 3) e n-6 (bmega 6) sdo considerados
essenciais, na medida em que nao sao sintetizados pelo organismo humano,
devendo ser obtidos exclusivamente através da dieta (Schmitz & Ecker, 2008). O
consumo minimo recomendado de PUFA (acidos graxos n-3 e n-6) para evitar o
desenvolvimento e prevencdo de doengcas, de acordo com estudos

epidemioldgicos, € estimado em 6 a 11 % (FAO, 2010).

1.1. Teores de lipidios e acidos graxos em produtos carneos

Valores de lipidios em carne suina, bovina e de frango variam, em geral, de
1,5 a 2,6 g/100g, dependendo do corte avaliado (Bragagnolo & Rodriguez-Amaya,
2002; Bragagnolo & Rodriguez-Amaya, 2003; Castro et al.,, 2011). As carnes e
seus derivados podem contribuir com quase metade do consumo dos SFA, além

de serem as maiores fontes de acido graxo monoinsaturado (monounsaturated
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fatty acid, MUFA), e similares ao grupo dos cereais como fonte de PUFA n-3 e n-6
(Woods & Fearon, 2009).

Os acidos graxos na carne sao principalmente de cadeia média a longa,
com 12 a 22 atomos de carbono na molécula. Pequenas quantidades de acidos
graxos de cadeia curta também estdo presentes, como os de 8 e 10 carbonos.
Espécies ruminantes e ndo ruminantes diferem nas propor¢ées de PUFA nos
tecidos devido a mudancas causadas pela digestdo. Em suinos e aves (nao
ruminantes), os acidos graxos da dieta sdo incorporados diretamente no tecido
adiposo, e em bovinos (ruminantes), sdo extensivamente transformados a MUFA e
SFA no rimem do animal através da biohidrogenacao por micro-organismos, onde
apenas uma pequena porcao, cerca de 10 % de acido linoleico da dieta, torna-se
disponivel para a incorporacao em tecidos (Wood et al., 2007; Wood et al., 2008).
E por essa razdo que, em bovinos, os PUFA sdo encontrados em menores
proporcées do que em suinos e frangos (Mourot & Hermier, 2001; Chilliard et al.,
2008).

Fatores internos, tais como idade, peso, sexo, gendtipo e castracdo tém
influéncia principalmente sobre a quantidade de lipidios nesses alimentos. Dentre
esses fatores, a genética é muito importante. A reproducado seletiva acarreta
mudancas nao sé em relacao a alteracées no teor de lipidios totais, mas também
na distribuicdo da gordura, que permite produzir animais com baixo teor de
gordura subcutanea, sem diminuicdo da gordura intramuscular, o que é muito

importante para as caracteristicas organolépticas da carne (Canovas et al., 2009).
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Os principais acidos graxos comumente encontrados em carne bovina, de
frango e suina, em sistemas de produgdo convencionais, estdo resumidos na

Tabela 1.

Tabela 1 — Principais acidos graxos (mg/100g) em carnes bovina (coxao mole), de

frango (coxa) e suina (lombo)

Acidos graxos Carne Carne de Carne
bovina* frango* suina**
Ac. Miristico (14:0) 99+9 29 +3 63+ 4
Ac. Palmitico (16:0) 958 + 61 1097 +124 801 £ 13
Ac. Estearico (18:0) 498 * 46 302 £ 22 310 £ 32
Ac. Oleico (18:1n-9) 1108 £ 118 1366+77 1298 £ 105
Ac. Linoleico (18:2n-6) 35124 728 £ 94 287 £ 91
Ac. Linolénico (18:3n-3) 32+10 25+4 10 £ 1
Ac. Araquidénico (20:4n-6) 21+5 46 +3 58 +0.0
Ac. Docosapentaendico (22:5n-3) 0.1 23+3 6.+0.0
Ac. Docosahexaendico (DHA, 22:6n-3) 0.1 14 +1 2%20.0

Fonte: *Almeida et al., 2006; **Bragagnolo & Rodriguez-Amaya, 2002.

Em bovinos, suinos e frango, o acido oleico (18:1n-9) é o principal acido
graxo insaturado na carne. Os musculos também contém proporcdes significativas
de acidos graxos de cadeia longa (20-22) que sao formados a partir do acido
linoleico (18:2n-6) e acido linolénico (18:3n-3), pela acdo das enzimas A5 e A6

dessaturase e elongase. O acido araquidbnico (20:4n-6) e acido
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eicosapentaendico (EPA, 20:5n-3) sdo produtos importantes e que possuem
varias funcdes metabdlicas, incluindo a producao de eicosandides, que participam
de sistemas de inflamacao e imunidade (Wood et al., 2008). Quanto aos SFA, o
acido miristico (14:0) e o acido palmitico (16:0) tém sido significativamente
associados ao risco de desenvolvimento de doencga cardiaca coronariana, uma
vez que aumentam o teor de colesterol total no sistema sanguineo em humanos
(FAO/WHO, 2003).

Os acidos graxos na carne sdo encontrados em duas classes de lipidios,
neutros (triacilglicerdis) e polares (fosfolipidios). Os lipidios neutros sdo a principal
forma de lipidio (90 %) encontrada no tecido adiposo (funcdo de
armazenamento), e os lipidios polares (funcado estrutural e metabdlica), séo
constituintes de membranas celulares, que contribuem com 10 a 40 % do total de
acidos graxos do musculo. Os fosfolipidios possuem alta concentracao de PUFA,
sendo que o acido linoleico (18:2n-6) € um dos principais acidos graxos, presente

em altas proporcdes (Wood et al., 2007).

1.2. Oxidacao de lipidios

Durante o processamento e armazenamento de alimentos, os compostos
lipidicos podem ser oxidados, sendo os acidos graxos insaturados os principais
alvos (Laguerre et al., 2007). O fenbmeno de oxidacado lipidica depende de
mecanismos reacionais diversos e extremamente complexos, os quais estédo
relacionados com a estrutura lipidica e o meio onde esta se encontra. O numero e
a natureza das ligagdes duplas presentes, o tipo de interface entre os lipidios € 0
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oxigénio (fase lipidica continua, dispersa ou em emulsao), a exposicao a luz e ao
calor, irradiacdo, a presenca de pro-oxidantes, como ions metalicos,
fotossensibilizadores (hemoglobina, riboflavina, clorofila) ou de antioxidantes, sao
fatores determinantes para a estabilidade oxidativa dos lipidios (Laguerre et al.,
2007; McClements & Decker, 2010). Tais fatores, capazes de romper a barreira
eletroquimica entre o oxigénio e as moléculas de &cido graxo insaturado
constituem iniciadores da oxidacéao lipidica (Rosenthal, 1985; Kanner & Rosenthal,
1992).

A oxidacao lipidica € responsavel pelo desenvolvimento de sabores e
odores desagradaveis tornando os alimentos impréprios para consumo, além de
também provocar outras alteracoes que irdo afetar ndo s6 a qualidade nutricional,
devido a degradacao de vitaminas lipossoluveis e de acidos graxos insaturados,
mas também a integridade e seguranca dos alimentos, através da formacao de

compostos potencialmente téxicos (Ramalho & Jorge, 2006).

1.2.1. Etapas da oxidacao lipidica

A oxidacao lipidica € constituida de trés fases principais: a iniciacao, a
propagacgao e a terminacao (Lima & Abdalla, 2001; Laguerre et al., 2007), estando
associadas a reacao do oxigénio com compostos lipidicos insaturados.

O mecanismo de iniciagdo envolve a liberagdo do atomo de hidrogénio
ligado ao carbono adjacente a ligacdo dupla do acido graxo (RH), por exemplo, em
funcdo da interacdo de um iniciador (luz, calor, metais, irradiagéo,

fotossensibilizador), resultando na formacgao de radical carbonila (R") (equacéo 1)
14



(Ramalho & Jorge, 2001; McClements & Decker, 2010). O radical formado é
estabilizado por um rearranjo molecular, que forma um dieno conjugado, ou seja,
duas ligagdes duplas intercaladas por uma ligacao simples. Esses compostos séao
os primeiros produtos de oxidacdo formados, porém ainda nao acarretam em

alteracdes organolépticas e fisicas (Lima & Abdalla, 2001).

RH + iniciador —— R +H (1)

Na propagagao, o radical carbonila pode reagir com oxigénio molecular
formando novas espécies radicalares (equacdo 2), como radical peroxila (ROO’),
que também pode abstrair um atomo de hidrogénio de outras moléculas de lipidios
insaturados (equacao 3), formando o hidroperéxido (ROOH). Os hidroperdxidos
sdo compostos instaveis e, portanto, sua mensuracao é limitada as fases iniciais

da oxidacao lipidica (Kamal-Eldin & Pokorny, 2005, McClements & Decker, 2010).

R +%, — ROO (2)

ROO + RH — ROOH + R’ (3)

O processo de oxidacao continua com a transformacao dos hidroperdxidos
em compostos nao radicalares estaveis que podem ser de baixo e de alto peso
molecular (produtos secundarios de oxidacdo) (equacbes 4, 5 e 6). A
decomposicao de hidroperdxidos envolve a quebra de ligacdes duplas adjacentes
ao grupo hidroxila, levando a formacdo de hidrocarbonetos, aldeidos, &lcoois e

cetonas volateis, todos compostos de baixo peso molecular. Os compostos de alto
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peso molecular formados sdo ndo volateis incluindo aldeidos, triacilglicerois

oxidados e seus polimeros (Kamal-Eldin & Pokorny, 2005; Laguerre et al., 2007).

ROO'+R° —— ROOR (4)
ROO’ + ROO' —— ROOR + O, (5)
R+R — RR (6)

1.3. Extracao de lipidios

A analise de lipidios em alimentos, em muitos casos, para propositos
quantitativos e qualitativos, requer a etapa preliminar de extracdo. O método de
extracdo “ideal” deve ser quantitativo, ndo destrutivo, ser realizado em pouco
tempo e com pouco consumo de solvente. Esse procedimento é dificil de alcancar,
considerando que lipidios dividem-se em lipidios neutros (triacilglicerdis,
diacilglicer6is, monoacilgliceréis e esterdis), facilmente solUveis em solventes
organicos apolares, como n-hexano, e lipidios polares (fosfolipidios e glicolipidios),
que sao dificeis de serem liberados dos outros componentes dos tecidos. Os
lipidios polares interagem por ligacdes hidrofébicas, forcas de Van der Walls,
ligacbes de hidrogénio e ligagdes ibnicas. Portanto, os solventes utilizados para a
extracao de lipidios devem apresentar alta solubilidade para todos os compostos
lipidicos e serem suficientemente polares para removerem os lipidios de seus
sitios de ligagdo em membranas celulares e outros componentes celulares a que

possam estar ligados (Smedes & Askland, 1999).
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Algumas amostras requerem cuidados especiais para a obtengéao da fracao
lipidica, pois fatores como co-extracdo dos componentes nao-lipidicos e a
oxidacao indesejada podem influenciar a qualidade final da fracéao lipidica (Brum et
al., 2009). Um grande numero de métodos esta disponivel para a extracdo de
lipidios de amostras biol6gicas. A maioria deles utiliza solventes organicos,
normalmente em misturas como cloroférmio e metanol. Esses métodos produzem
grande quantidade de residuos com solventes tdxicos. O interesse na extracao de
lipidios e a falta de automagdo nos métodos convencionais de extracao tem
levado a pesquisa continua nesse topico. Além disso, a necessidade de analises
rapidas e faceis tem promovido o desenvolvimento de novas técnicas (Sahena et
al., 2009). Os procedimentos classicos idealizados por Soxhlet em 1879, com
refluxo do solvente por muitas horas podem favorecer reacées de oxidacdo e
hidrélise, comprometendo resultados analiticos posteriores, como a quantificacao
de certos componentes lipidicos. Alguns dos procedimentos de extracdo mais
versateis e efetivos, que superam as dificuldades mencionadas acima, sao 0s
métodos de Folch et al. (1957), procedimento que utiliza cloroférmio-metanol, e
Bligh & Dyer, uma versao simplificada do método anterior. Dependendo do tipo de
tecido que serd analisado, a escolha do método de extracdo influencia

significantemente o resultado final (Smedes, 1999).

1.3.1. Extracao de lipidios de acordo com Folch et al. (1957)

O uso de um unico solvente ndo é recomendavel para a extracao dos

lipidios de tecidos animais. A mistura de solventes ideal para extragdo da matéria
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lipidica de tecidos deve ser suficientemente polar para remové-la das associacoes
com as membranas celulares ou com lipoproteinas, e também apolar para
remocao de lipidios neutros, sem que ocorra reagdao quimica. Folch et al. (1957)
levaram em consideracdo as caracteristicas intrinsecas das amostras e
desenvolveram um método utilizando uma mistura de cloroférmio e metanol,
apresentando capacidade de extracdo de lipidios neutros e lipidios polares
eficientemente. A agua enddbgena dos tecidos é um componente ternario do
sistema, auxiliando na extracdo, sendo que ap6s homogeneizacdo da amostra
com os solventes, ocorre também a adicdo de solugdao de cloreto de potassio,
visando uma melhor separagédo das fases. A insolubilidade dos lipidios em agua
torna possivel sua separacao das proteinas, carboidratos e da agua nos tecidos
(Brum et al., 2009). Ap6s a obtencdo do extrato lipidico, o mesmo tem seu
solvente evaporado com quantificacdo realizada de forma gravimétrica (Folch et
al, 1957).

Apesar de algumas desvantagens, como a toxidez dos solventes usados, a
indesejavel extracdo dos contaminantes nao-lipidicos da fase organica, o longo
tempo de extracao e o fato de ser um método extremamente laborioso, 0 método
de Folch et al. (1957) é largamente utilizado (Rossato et al., 2009; Enser et al.,

1998; Baggio & Bragagnolo, 2006; Sancho et al., 2011).

1.3.2. Extracao de lipidios de acordo com Bligh & Dyer (1959)

O método de Bligh & Dyer (1959) € uma simples adaptacdo do método

descrito por Folch et al. (1957). Foi desenvolvido levando em consideracao
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propésitos econémicos (com reducdo do volume de solvente) para extracdo de
lipidios em tecidos como musculo de peixe, que contem relativamente poucos
lipidios e alta proporcao de &gua, sendo também bastante utilizado para a
extracao de lipidios em leite e derivados (Nakajima et al., 1992; Wada e Fang,
1992; Antonopoulou et al., 1996; Cruz et al., 2009). O procedimento reconhece a
importancia da agua na extragdo dos lipidios de muitas amostras, desenvolvendo
papel importante na purificacéo e separacao do extrato lipidico.

A principal vantagem do método descrito por Bligh e Dyer é a reducao da
razao solvente/amostra (1 parte de amostra para 3 partes de solvente
cloroférmio:metanol 1:2, v/v), sendo capaz de recuperar acima de 95 % de lipidios
totais da amostra (Bligh & Dyer, 1959). Por outro lado, assim como no método de
Folch et al (1957), o procedimento pode acarretar em perda de lipidios da fase
organica para a fase aquosa. Lipidios de maior polaridade, como fosfolipidios,
podem ser perdidos durante a separacdo de fases (Shahidi & Wanasundara,

2002).

1.3.3. Soxhlet

Nos ultimos 126 anos, a extracao por Soxhlet tem sido uma das técnicas de
extracdo convencional mais utilizada em diferentes amostras (Boer, 1988; Lam &
Proctor, 2001; Zaidul et al., 2007), sendo aplicada com os seguintes propdsitos:
etapa de extragcédo para o isolamento de constituintes e modelo bem estabelecido
para a comparacdao de novas técnicas de extracdo alternativas. Uma das

principais desvantagens da extragdo por Soxhlet é o tempo de extragdo, que pode

19


http://pubs.acs.org/action/doSearch?action=search&author=Antonopoulou%2C+Smaragdi&qsSearchArea=author

ser de 8 a 24 horas, o0 que resulta do consumo consideravel de tempo e energia. O
longo tempo torna o processo laborioso e limita 0 nimero de amostras que podem
ser processadas. O uso de grande volume de solventes organicos requer uma
etapa adicional de recuperacao e subsequente evaporagédo para concentracao do
extrato, prejudicial ao meio ambiente (Mandal et al., 2007).

As mais notaveis vantagens que o método de Soxhlet apresenta sao: a
amostra esta sempre em contato com o solvente, havendo uma constante
renovacdo do mesmo; € um método simples que nao requer treinamento
especializado e que possibilita a extracdo de uma quantidade maior de 6leo em
relacdo a outros métodos, sem a necessidade de filtracdo do extrato apds o
término da extracao, pois a amostra esteve envolta em um cartucho durante todo

o procedimento (Luque De Castro & Garcia-Ayuso, 1998).

2. Energia de micro-ondas

Desde a Il Guerra Mundial que a energia de micro-ondas tem sido utilizada,
sendo que sua primeira aplicagdo comercial foram os fornos domésticos. A
energia de micro-ondas é uma radiacao eletromagnética com frequéncia situada
no intervalo compreendido entre 0,3 a 300 GHz, e com comprimentos de onda que
se estendem entre 1 mm e 1 m (Camel, 2000). No espectro eletromagnético
(figura 2), as radiagbes de micro-ondas estdo localizadas na regidao entre a
radiacdo infravermelha e ondas de radio. As bandas de frequéncias permitidas
para aplicacoes em eletrotermia (energia elétrica utilizada para produzir calor) séo

restritas, a fim de evitar interferéncias nas faixas de frequéncia utilizadas em
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telecomunicacgdes, operando em quatro faixas: 915 £ 25, 2.450 + 13, 5.800 + 74 e
22.125 + 125 MHz. Os fornos de micro-ondas comerciais fabricados para uso
doméstico ou para laboratérios empregam micro-ondas na frequéncia de 2.450

MHz (Lidstrém et al., 2001).

Wavelength
(metres)
Radio Microwave Infrared  Visible Ultraviolet X-Ray = Gamma Ray
1 l l l 1 1 1
) I 1 I I ] I
103 102 109 106 108 1010 1012
Frequency
(H2)
104 108 1012 t 1015 106 0!8 1020

[ B

Figura 2 — Espectro eletromagnético.

Fonte: Motasemi & Ani, 2012

O principio do aquecimento com energia de micro-ondas baseia-se no
efeito direto exercido nas moléculas por condugao iénica e rotacao dipolar. Em
muitas aplicacdes, estes dois mecanismos atuam simultaneamente. A conducéo
ibnica consiste na migracdo eletroforética de ions quando um campo
eletromagnético é aplicado. A resisténcia da solucdo para este fluxo de ions ira
resultar em atrito e, assim, a solugdo é aquecida. Na rotacao dipolar ocorre um
realinhamento dos dipolos da molécula, que se orientam em diregdo ao campo

eletromagnético aplicado. A 2.450 MHz os dipolos se alinham 4,9 x 10° vezes por
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segundo, o que forca o movimento molecular, resultando na liberacdo de energia
térmica para o meio (Zheng et al., 2009).

Os mecanismos acima indicam claramente que apenas 0s materiais
dielétricos ou os solventes com dipolos permanentes podem ser aquecidos sob a
influéncia das micro-ondas. A eficiéncia do aquecimento sobre a energia de micro-
ondas depende do fator de dissipagdo (tan 0), que mensura a habilidade do
solvente em absorver a energia de micro-ondas e passa-la em forma de calor para

as moléculas ao redor. O fator de dissipacao é dado pela equagéo 7:

tand=¢"/¢ (7)

onde ¢” é a perda dielétrica, que indica a eficiéncia da conversao da energia de
micro-ondas em calor, e ¢ € a constante dielétrica, que mensura habilidade em
absorver a energia de micro-ondas (Zuloaga et al., 1999). De acordo com a
capacidade de dissipacao da energia das micro-ondas, os materiais se classificam
em: condutores, que refletem toda a radiagdo que incide sobre os mesmos (por
exemplo, os metais), isolantes, que s&o transparentes as micro-ondas, ou seja,
nao interagem com essas radiacdes, e dielétricos, que absorvem a energia das
micro-ondas incidentes sobre os mesmos (figura 3) (Haque, 1999).

As vantagens do processo de aquecimento pelo emprego de micro-ondas
em relacdo ao convencional estdo relacionadas ao fato de que as micro-ondas
proporcionam o aquecimento sem conducao ou convecgao, havendo transferéncia

de energia com rapidez, ocorrendo em todo material, além do alto nivel de
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seguranca, controle e automacao proporcionado, reducdo do tamanho do

equipamento e de desperdicios (Jones et al., 2002).

Tipo de material Penetragéo

— Transparente

Transmissao total

(ndo aquece)

>- Condutor (n&o aquece) Nenhuma

Absorvedor (aquece) Parcial a total absorgao

Figura 3 — Interacédo das micro-ondas com os materiais, adaptado de Haque

(1999)

2.1. Extracao assistida por micro-ondas

O uso da energia de micro-ondas para o tratamento de amostras tem
atraido interesse nos ultimos anos. Inicialmente foi utilizada para digestdo de
amostras (Abu-Samra et al.,, 1975), sendo que, em estudos recentes, varias
aplicacées tém sido reportadas sobre o uso das micro-ondas para extragdo de
compostos organicos e organometalicos de diversas matrizes. O desenvolvimento
de sistemas comerciais de micro-ondas especificos para extracdo tem feito
aumentar o interesse nessa técnica (Camel, 2000). A extracao assistida por micro-
ondas (microwave assisted extraction, MAE) é um processo de extracdo que
combina a energia de micro-ondas e extracdo com solventes para extrair
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compostos de interesse. A temperatura e a pressao podem causar uma migracao
seletiva dos compostos para o solvente que os rodeia, ocorrendo de forma mais
rapida e com melhor reprodutibilidade do que quando comparado com os métodos
convencionais de extragdo. Dentre os estudos realizados com a aplicagédo da MAE
estdo, por exemplo, a extracdo de saponinas de ginseng (Kwon et al., 2003),
fendis totais de cha preto (Spigno & Faveri, 2009), flavonoides de plantas (Gao et
al., 2006), metais de solos e peixes (Lu et al., 2003; Khajeh, 2009),
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (Pena et al., 2006), antocianinas de milho
roxo (Yang & Zhai, 2010) e pectina de maca (Wang et al., 2007). Alguns estudos
de extracdo de lipidios ja foram realizados utilizando um equipamento chamado
“focused microwave-assisted Soxhlet extractor” (FMASE), que utiliza os principios
da extracdao por Soxhlet, sendo o processo de aquecimento acelerado pela
utilizacdo das micro-ondas (Garcia-Ayuso, et al., 1999; Garcia-Ayuso, et al., 2002;
Priego-Capote & Luque de Castro, 2002).

Atualmente, um equipamento de MAE concebido para fins de laboratério é
mais seguro para operar e oferece ao usuario varias maneiras de controlar o
processo de extracdo, como sensores para controle de temperatura e pressao. Na
figura 4 é apresentado um sistema extrator de micro-ondas (Camel, 2000).

O efeito da energia de micro-ondas é fortemente dependente da natureza
do solvente e da matriz. Basicamente, a matriz a ser analisada € imersa em um
solvente extrator, sendo submetida a irradiacado de micro-ondas, que atravessam
pelo solvente e penetram na estrutura da matriz. A eficiéncia da absor¢do é
relacionada as propriedades dielétricas do solvente e da matriz, sendo o material

sOlido extraido e entdo removido (por exemplo, com filtragdo) resultando num
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extrato, da mesma maneira como em outros processos convencionais de extracao

(Bélanger & Paré, 2006; Zheng et al., 2009).

Figura 4. (4a) Esquema do sistema extrator de micro-ondas: (1) magnetron; (2)
frascos para extracao; (3) energia de micro-ondas na cavidade interna; (4) rotor

para os frascos de extracao. (4b) Foto de sistema extrator de micro-ondas.

Uma extracdo bem sucedida requer a preservacao de todos os compostos
originais. E imperativo, portanto, controlar a poténcia, a temperatura e o tempo de
exposicao para evitar a degradacao dos compostos (Nobrega et al., 2002). Devido
aos muitos fatores que influenciam a MAE, a otimizacdo dos protocolos de
extracdo € de extrema importancia. Diferentes parametros sdo estudados na
otimizagdo das extragbes, dentre eles a composi¢cdo e o volume do solvente
extrator, a temperatura e o tempo de extracao, além das caracteristicas da matriz,
incluindo o teor de 4gua (Xiong et al., 2000; Pena et al., 2006; Khajeh, 2009; Hayat
et al., 2009; Talebpour et al., 2009; Zheng et al., 2009; Yang & Zhai, 2010).

Com o objetivo de estudar os danos celulares nas matrizes provocados em

experimentos com MAE, as amostras podem ser examinadas por microscopia
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eletrdnica de varredura (scanning eléctron microscopy, SEM) (Sun et al., 2007;
Yan et al.,, 2010). A SEM em amostras que passaram por MAE mostra que a
superficie celular € praticamente destruida, o que sugere que o tratamento com
micro-ondas afeta a estrutura da célula devido ao aumento brusco da temperatura
e, consequentemente, pelo aumento da pressao interna. Mudangas destrutivas
nas células dos tecidos de framboesa devido a MAE foram observadas com SEM.
Essas mudangas provocaram um aumento considerdvel no rendimento de
extracao de antocianinas dessa matriz (Sun et al., 2007). Além disso, a migracao
dos ions provocada pelas micro-ondas aumenta a penetracdo do solvente na
matriz, facilitando a liberagdo dos constituintes. Esse mecanismo da MAE baseado
na exposicao dos analitos ao solvente é diferente da extracdo que utiliza calor e
refluxo, que depende de uma série de permeacoes e solubilizacbes para extracao
do analito da matriz (Mandal et al., 2007).

Em estudos onde a MAE de diferentes compostos é realizada,
normalmente, os resultados sdao comparados com os resultados obtidos pela
extracdo com os métodos convencionais ou inovativos, como por exemplo, a
extracdo com Soxhlet (Hao et al., 2002; Hemwimon et al., 2007), extracdo por
fluido supercritico, ultrassom e agitacdo magnética (Hao et al., 2002, Beejmohun
et al., 2007; Hayat et al., 2009). Na maioria das vezes, MAE leva vantagens ou
entdo apresenta resultados equivalentes comparados as técnicas classicas em
funcdo do menor consumo de solventes, rapidez, recuperacao, principalmente de
compostos ligados que nao sao facilmente liberados nas técnicas convencionais.

Além disso, essa técnica é adequada para analises de rotina, sendo que 0s
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solventes utilizados nas técnicas classicas podem ser adaptaveis a MAE ou entéao

substituidos.

2.1.1. Fatores que influenciam a MAE

2.1.1.1. Solvente extrator

A escolha correta do solvente é fundamental para a obtencdo de um
processo de extracdo o6timo, e € ditada pela solubilidade do composto a ser
extraido, pela interacdo entre o solvente e a matriz e pelas propriedades de
absorcdo das micro-ondas pelo solvente. Preferencialmente o solvente deve ter
alta seletividade com o composto de interesse, excluindo compostos indesejaveis
(Letellier et al., 1999).

E comum o desenvolvimento de alguma técnica com MAE utilizando o
mesmo solvente da extracdo convencional. Entretanto, solventes étimos para a
MAE podem ndo ser os mesmos utilizados nos procedimentos convencionais.
Alfaro et al. (2003) observaram que a MAE de déleo essencial de gengibre
utilizando hexano apresentou menor rendimento do que na extragdo com hexano
em Soxhlet. Por outro lado, o uso de etanol na MAE forneceu significativo
aumento no rendimento da extracdo quando comparado com a extracdo em
Soxhlet com etanol. Isso pode ser explicado devido as diferencas nas
propriedades dielétricas dos solventes, ja que o hexano é transparente as micro-

ondas e, portanto, ndo aquece sob o efeito da irradiacdo, enquanto o etanol

apresenta boa capacidade de absorcdo das micro-ondas e, portanto, aquece
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rapidamente, influenciando no processo de extracdo. Assim, as propriedades
dielétricas do solvente extrator frente as micro-ondas desenvolvem papel
importante na MAE.

Na maioria das vezes, o solvente escolhido possui uma alta constante
dielétrica, absorvendo fortemente a energia de micro-ondas, como por exemplo, a
agua. Para propositos particulares, solventes com baixa constante dielétrica
podem ser utilizados. Isso permite a extracdo de solutos em um solvente que
praticamente nao aquece sob o efeito das micro-ondas, evitando a degradacéo de
compostos termolabeis. Em casos onde necessita o aquecimento, a matriz pode
ser utilizada para a absorcdao da energia e transferir o calor para o solvente de
baixa constante dielétrica. O aquecimento ainda pode ser realizado adicionando
agua a matriz (processo chamado de pré-lixiviacdo) ou até mesmo ao solvente
(Hemwimon, 2007). A adicao de Weflon (material inerte de teflon impregnado com
carbeto de silicio, estavel a 350 °C) também pode ser utilizado para absorver as
micro-ondas e transferir o calor a amostra e ao solvente, mostrando-se eficiente
(Camel, 2000).

O volume do solvente também influi na eficiéncia das extragdes. O solvente
deve ser suficiente para que a amostra fique totalmente imersa durante a
irradiagdo. Maior volume de solvente demonstrou ser efetivo na extragdo de
isoflavonas de soja, onde foram atingidos valores maximos com o volume de 25
mL de solvente (Hao et al., 2002; Rostagno et al., 2007). Porém, na MAE, uma
maior razdo de volume de solvente para massa de amostra pode nao gerar
melhores rendimentos devido a distribuicdo e exposicdo nao uniforme das micro-

ondas. Durante a MAE de isoflavonas da planta Radix puerariae, por exemplo, a
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extragao foi eficiente ao utilizar o menor volume de solvente em relagdo a amostra
(2,5 mL) (Guo et al., 2001), sendo que o0 mesmo também acontece na extracao de
metilmercurio em sedimentos aquaticos, cujo volume do solvente nao é influente
no processo e, portanto, utiliza-se o menor valor para a extragao (Vazquez et al.,

1997).

2.1.1.2. Temperatura

A temperatura é de extrema importancia para atingir alta eficiéncia na
extracdo, sendo que valores elevados normalmente aumentam a extracdo, como
resultado do aumento da difusividade do solvente para partes internas da matriz,
bem como o aumento da dessor¢cdao dos componentes da matriz. Em altas
temperaturas, enquanto a tensédo superficial e a viscosidade do solvente
diminuem, aumenta o umedecimento e a penetracdo do solvente na amostra
(Mandal et al., 2007).

Hemwimon et al. (2007) verificaram que, ao aumentar a temperatura de 60
para 120 °C, houve um aumento significativo na eficiéncia da extracdo de
antraquinonas, o que pode ser causado pela diminuicao de interacées moleculares
causadas pelo solvente, aumentando a movimentacdo molecular, causando o
aumento da solubilidade. Também pode ter causado o rompimento das células da
matriz, que como resultado, aumentam a disponibilidade dos compostos para a
extracdo com o solvente. Entretanto, durante a extragdo de compostos
termoldbeis, a temperatura deve ser estritamente controlada para evitar a
degradacao dos analitos.
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2.1.1.3. Poténcia

Alta poténcia gera rapido e intenso aumento da temperatura, que
consequentemente influencia na eficiéncia da extracdo. Entretanto, baixa poténcia
pode romper a estrutura celular de maneira mais branda, fazendo com que os
constituintes celulares sejam arrastados seletivamente durante a MAE. A poténcia
deve ser escolhida corretamente para evitar o excesso de temperatura, que pode
causar degradacado dos solutos e excesso de pressao no interior do frasco
(Mandal et al., 2007).

Durante a extracdo de acidos fendlicos de cascas de citros (Hayat et al.,
2009), os resultados obtidos demonstraram que a poténcia influencia no processo,
porém, é dependente dos outros parametros da extracdo. Quando a poténcia é
selecionada durante a irradiagdo, o valor serd o maximo a ser alcan¢ado no
processo. Entretanto, ao selecionar também a temperatura da extracdo, o
equipamento varia os valores de poténcia, nao ultrapassando o valor selecionado,

para manter a temperatura conforme a programagao.

2.1.1.4. Tempo de extracao

Como em outras técnicas de extracdo, o tempo é um parametro que dever
ser levado em consideracdo. Geralmente, ao aumentar o tempo de extragéo, a
quantidade de analitos extraida também aumenta, embora possa resultar em
degradacao quando séo extraidos compostos termolabeis (Camel, 2000; Mandal
et al., 2007). De acordo com o estudo que comparou o tempo de extracdo de
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saponinas de Radix Astragali, ao variar de 1 a 12 minutos, os resultados
demonstram que os maiores rendimentos de extracdo foram obtidos com até 5
minutos a 70 °C, sendo que, acima de 5 minutos os compostos foram
decompostos em funcdo do maior tempo de irradiacdo (Yan et al.,, 2010). O
mesmo fendmeno foi observado na extragdo de antocianinas em framboesas (Sun
et al., 2007), onde o tempo 6timo de extracao foi de 12 minutos, sendo que acima
desse valor, houve decréscimo na extragdo dos compostos.

O estudo da otimizacdo do tempo no método de extracéo € vital, ja que o
mesmo pode variar dependendo da matriz utilizada. As propriedades dielétricas do
solvente também influenciam o tempo de irradiacdo. Solventes como agua, etanol
e metanol podem aquecer rapidamente e se o tempo de extracao for longo, ocorre
o risco da degradacdao de compostos termoldbeis (Mandal et al., 2007). Alguns
trabalhos conseguiram realizar extracées com tempo de 40 segundos e 1 minuto
cujos resultados, demonstraram a eficiéncia na MAE (Guo et al., 2001; Li et al.,

2004).

2.1.1.5. Natureza da matriz

As caracteristicas da matriz como a natureza do material e o tamanho da
particula irdo afetar a recuperacédo de compostos. O teor de agua da matriz € de
extrema importancia, ja que as moléculas de agua sdo polares e, portanto,
absorvem energia de micro-ondas de maneira eficiente, convertendo-a em calor, 0
que resulta em um aumento da temperatura e da pressao no interior da matriz.
Como consequéncia, a estrutura celular € rompida e o fluxo dos constituintes da
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matriz para o solvente é facilitado (Bélanger & Paré, 2006; Zheng et al., 2009).
Alguns estudos realizaram a imersdo de amostras secas no solvente ou em agua
antes da MAE para aumentar a percentagem de extracao (Pan et al., 2000; Pan et
al., 2001; Li et al., 2004; Talebi et al., 2004). Durante a extracdo de pesticidas
clorados utilizando iso-octano, o aquecimento do sistema s6 foi obtido em fungéo
da agua adicionada ao solvente, ja que as micro-ondas s6 sdo absorvidas
levemente pelo iso-octano (Onuska & Terry, 1993).

O tamanho da particula da matriz também pode provocar efeito na
recuperacao dos compostos. Quanto menor a particula, maior pode ser a extracao
em fungéo da area superficial, que promove melhor contato entre o solvente e a
matriz. Além disso, particulas pequenas permitem ou facilitam a penetracao das
micro-ondas. Esse fendbmeno foi observado durante a extracdo de artemisina por
MAE, onde quanto menor o tamanho da particula, maior a extracdo do composto
(Hao et al., 2002). Uma das desvantagens da particula de tamanho pequeno é, em
alguns casos, a dificuldade da separacdo do solvente apds a irradiacao.
Normalmente, etapas de centrifugacdo e/ou filtracdo sdo necessarias para obter

uma separagao que seja satisfatoria (Mandal et al., 2007).

3. Analise de acidos graxos por cromatografia gasosa

A cromatografia gasosa (gas chromatography, GC) € um procedimento de
rotina para a anadlise de &cidos graxos. A derivacdo das amostras é necessaria
para formar compostos com caracteristicas adequadas para serem analisados, ou

seja, através da introducao de grupos especificos, diminuindo o ponto de ebuli¢ao,

32



possibilitando sua volatilidade em menor temperatura durante a andlise (Bonato,
2006). Nesse sentido, a esterificacdo dos acidos graxos para ésteres metilicos de
acidos graxos (fatty acid methyl esters, FAME) sao utilizados quase que
universalmente para analise de acidos graxos em GC (Shantha & Napolitano,
1992).

Os métodos de esterificacdo mais comuns usados para analise em GC
envolvem a transesterificacao e a esterificacao para formacao de FAMEs (Shanta
e Napolitano, 1992; Brondz, 2002; Meier et al., 2006). O termo transesterificacao é
utilizado na literatura quando o método envolve uma catélise (acida ou basica),
havendo uma dupla troca de triacilglicerdis em ésteres de acidos graxos (figura 5).
O processo pode ser reversivel, mas na presenca de excesso de alcool o
equilibrio da reacao é deslocado de modo que a reacao seja completa. O termo
esterificacdo € empregado na literatura quando o método envolve uma catalise
(acida ou basica), por promover a reagao entre os acidos graxos com alcoois
gerando ésteres de acidos graxos (Wright et al., 1944, Freedman et al., 1986,

Gutnikov, 1995).

H,C — OCOR’ ROCOR’ H,C —OH
| Catalisador + |

HC — OCOR” + ROH <———= ROCOR” + H(|: — OH
| +

H,C — OCOR" ROCOR™ H,C— OH
Triacilglicerol Alcool Mistura de monoalquil Glicerol

éster

Figura 5. Transesterificacao de triacilglicerdis gerando ésteres metilicos e
glicerol.
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A transesterificacao de triacilgliceréis pode ser realizada de duas maneiras,
através da transesterificacdo do lipidio extraido da amostra ou através da
transesterificacdo direta na amostra, sem extracdo prévia dos lipidios. Na
transesterificacao direta ha economia de tempo de analise e solventes, pois ocorre
a sintese de ésteres de acidos graxos por extracao e derivagdo simultaneas. A
diminuigdo na manipulagdo da amostra contribui para diminuir o erro experimental.
O teor de agua dos alimentos, a quantidade de amostra, a escolha dos reagentes
(catalisador) e as condicdes do processo sao fatores decisivos na eficiéncia das
reacdes (Carrapiso & Garcia, 2000). O método de preparagdo da amostra para
analise em GC mais utilizado € a extracao do lipidio seguido da conversdo em
ésteres metilicos de acidos graxos, sendo adotado como método oficial (AOAC,
1997) que, embora tenha mais etapas de preparacao do que a esterificacao direta,
apresentou resultado preciso e exato (Mazalli & Bragagnolo, 2007).

Séo encontrados na literatura diferentes métodos para formacao de FAME
utilizando catalise basica ou acida. Em condicdes acidas, os FAME sao obtidos
pelo aquecimento dos triacilgliceridios com excesso de metanol na presenca do
catalizador, que pode ser o trifluoreto de boro (BF3), acido cloridrico em metanol
(HCI) ou acido sulfarico (Ho.SO4) em metanol. Dentre os catalizadores acidos, o
HCIl em metanol tem sido pouco utilizado para esterificacao devido seu rendimento
médio e baixa capacidade de metilagcdo, portanto, requerendo longos tempos de
reacao. Por outro lado, em método utilizando H.SO4 em metanol e aquecimento, a
reacdo € completada rapidamente, porém este método ndo pode ser

recomendado para a metilacdo de PUFA devido ao poder oxidante do &acido
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sulfurico (Rogozinski, 1964; Ruiz-Rodrigues, 2010). Um dos métodos mais
utilizados com o catalizador HCI é o proposto por Jham et al. (1982), e com
HoSO4 por Hartman & Lago (1973).

O acido de Lewis, BF3, na forma de complexo coordenado com metanol, é
um poderoso catalizador acido para a esterificacao de acidos graxos (Metcalfe &
Schmitz, 1961) sendo utilizado em métodos classicos como os propostos por
Metcalfe et al. (1966), Bannon et al. (1982) e Joseph e Ackman (1992). O BF; é
extremamente reativo, € na presenca de metanol pode ser excelente para
promover metilagdo de lipidios de modo similar aos outros acidos em metanol com
adicao das vantagens conferidas pela eletropolaridade extrema do BF3 (Morrison
& Smith, 1964). Necessita de pouco tempo para reagdo, entretanto, alguns
estudos reportam danos irreversiveis na coluna cromatografica (Brondz, 2002). E
um reagente téxico, de alto valor comercial e sensivel a umidade, podendo
produzir artefatos a partir de acidos graxos insaturados quando utilizado em altas
concentracoes (50 %) (Lough, 1964; Ruiz Rodriguez, 2010).

O hidroxido de potassio (KOH), o hidroxido de sédio (NaOH) e o metoxido
de sodio (CH3ONa) sdo os catalizadores mais comuns utilizados na catéalise
basica. A catalise basica € mais rapida que a catalise acida, entretanto, requer
condicées anidras, que podem ser dificeis de serem alcancados em amostras
biol6gicas. A catdlise basica pode ser realizada a temperaturas de 60 ou 70 °C
com alta conversao em FAMEs (98 %) (Terigar et al., 2010).

Os métodos que empregam KOH ou NaOH sdo muito utilizados devido a
facilidade no preparo e ao custo relativamente menor quando comparado com o

CH30ONa (ISO 5509, 1978; Vicente et al., 2004; Xie et al., 2006;). A combinacio de
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catalizadores, como KOH e BF3, ou NaOH e BF3z, ambos em metanol, também
pode ser utilizada, envolvendo duas etapas. A catalise basica ir4 transformar
acidos graxos em sais carboxilicos e, apds, a catalise acida, provocada pelo BFs,
permite a esterificacdo para a analise cromatografica (Joseph e Ackman, 1992;

Ruiz-Rodriguez et al., 2010).

3.1. Esterificacao assistida por micro-ondas

Como alternativa de energia estimulante, a irradiacdo de micro-ondas, em
funcédo do rapido aquecimento produzido pela irradiacdo, pode ser utilizada para
aceleracao de diferentes reacbes quimicas (Marquez et al., 2006; Vass et al.,
2006; Yamashita et al., 2010; Yadav et al., 2007; Foucourt et al., 2010). Processos
de transesterificacdo assistida por micro-ondas tém sido realizados em muitos
compostos organicos para estudo e sintese de biodiesel, sendo que a reacao
pode ser conduzida a pressao atmosférica e proxima ao ponto de ebulicdo do
metanol (Azcan & Danisman, 2007; Perin et al., 2008; Patil et al., 2011). Ainda, a
derivacao de acidos graxos de éleos comestiveis para a analise em GC também ja
foi reportada utilizando CH3ONa em metanol com a utilizacdo da irradiacao de
micro-ondas para acelerar o processo (Jeyashoke et al., 1998).

A interagdo das micro-ondas com o0s componentes da reagao
(triacilgliceridios e metanol) resultam em grande redugédo da energia de ativacao
devido ao aumento do fenébmeno de polarizacdo, com os fendmenos de rotacao
dipolar e condugéo ibnica (Perreux & Loupy, 2001). O teor esterificado é

dependente do meio e do mecanismo de reacdo. Metanol é um material que
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absorve fortemente a energia de micro-ondas e, em geral, causa um
superaquecimento, onde a reacdao se completa de forma mais rapida (Mingos,
2005). O metanol atua como solvente extrator e também como reagente para a
transesterificacdo (Mulbry et al., 2009). Seus dipolos reorientam-se rapidamente
sob o efeito da irradiagdo de micro-ondas, que destroem a estrutura celular para
extragdo do 6leo na matriz. A solubilidade do metanol € aumentada sob o efeito
das micro-ondas, permitindo a reacao de transesterificacdo (Mandal et al., 2007).

As reacdes de transesterificacdo podem ser realizadas a diferentes
temperaturas, de acordo com os diferentes parametros e também com o material a
ser esterificado. Em geral, a velocidade da transesterificacao pode ser acelerada
com o aumento da temperatura. Em um estudo realizado com diferentes
temperaturas, variando de 30 a 90 °C com catdlise acida em metanol, os
resultados mostraram que o rendimento e a velocidade da conversao do 6leo em
FAME sofreu efeito significativo com o aumento da temperatura, provavelmente
em funcdo da difusividade do metanol no 6leo, aumentando o rendimento do
processo (Zhang et al., 2010). Normalmente, em reagbes de transesterificacdo
para produgdo de biodiesel, o tempo maximo de reagdo € de 2 horas,
permanecendo relativamente constante durante o aumento do tempo da reacéo.
Entretanto, o excesso do tempo de reacdo pode levar a uma reducédo do
rendimento devido a reversdo da reacdo de transesterificacdo, resultando em
perda de ésteres bem como a formacgédo de sais de acido graxo pela reacédo de
saponificagao (Duz et al., 2010).

Durante o processo, o teor do catalizador representa um parametro critico

para obtencdo de alto rendimento de conversdo. Experimentos utilizando
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diferentes concentragdes de catalizadores mostram que o rendimento aumenta até
determinada concentragcdo, e comec¢a a diminuir com catalizadores mais
concentrados. A possivel explicacdo seria que teores elevados de catalizadores
iniciam reagdes de saponificacdo, que, por serem irreversiveis, nao permitem a

esterificacdo completa dos acidos graxos na amostra (Hsiao et al., 2010).
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Resumo

Um novo método de extracao de lipidios assistida por micro-ondas (MAE)
em carne foi desenvolvido e validado, utilizado carne de filé de frango,
planejamento estatistico experimental e material de referéncia certificado. A fim de
verificar o efeito das micro-ondas na extracdo de lipidios, foram realizadas
avaliacdes na composicao de acidos graxos e de compostos formados durante a
oxidacao lipidica: dienos conjugados, peréxidos e os compostos volateis, hexanal,
pentanal e propanal. A validacao através da comparacao com o método de Folch
e pela utilizagdo de material de referéncia certificado de carnes homogeneizadas
(SRM 1546, NIST) mostrou que o método € preciso e exato. Nao houve alteracéo

da composicao de acidos graxos e formacdo de produtos oriundos da oxidacao
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lipidica. O método otimizado foi aplicado em carnes com diferentes teores de
lipidios (coxa de frango, sobrecoxa de frango, pernil suino, lombo suino, lagarto
bovino e cupim bovino). Os resultados demonstraram que a MAE pode ser
utilizada para extracéao e estudo de lipidios em amostras de carne, sem o risco de
alteracao quimica dos compostos durante o processo, possibilitando automacao,
precisdo, exatidao, maior rapidez, com redugao no tempo de extragcdao, menor
custo, reducao da quantidade de amostra utilizada e no consumo de solventes e,

portanto, menor geracao de residuos em laboratério.

Palavras-chave: acidos graxos, validacao, dienos, peréxidos, compostos volateis,

material de referéncia certificado.

1. Introducao

Os processos tradicionais de extracao de lipidios consomem tempo, sao
laboriosos e utilizam grande quantidade de solventes. As tecnologias de extragdes
devem ser versateis, relativamente simples e seguras, além de baixo custo [1]. Em
vista disso é desejavel o desenvolvimento de novos processos de extracao que
melhoram as limitagcdes impostas pelos métodos convencionais.

A extracao assistida por micro-ondas (microwave assisted extraction, MAE)
€ uma tecnologia com potencial para extragdo de compostos de diversos
materiais, através da acdo da energia de micro-ondas associada a solventes.
Como vantagens, essa tecnologia, passivel de automacéo, diminui o tempo de

extracdo e reduz o consumo de solventes organicos, com consequente reducao
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de residuos em laboratdrios e reducéo dos custos no preparo da amostra, além de
melhorar a eficiéncia na extracao [2,3,4].

O mecanismo da MAE é baseado no impacto das micro-ondas nas
moléculas por conducao idnica e rotacao dipolar. A conducéo idnica € a migracao
eletroforética dos ions causada pelo campo elétrico aplicado. A solucdo é
aquecida devido a resisténcia da solucao a friccdo ao fluxo de ions. A rotacéo
dipolar leva ao realinhamento de moléculas polares quando um campo
eletromagnético é aplicado. Na frequéncia de 2,45 GHz, os dipolos alinham-se
aleatoriamente 4,9 x 10° vezes por segundo, resultando em rapido aquecimento.
Além das micro-ondas aquecerem o solvente ou a mistura de solventes, também
interagem diretamente com as moléculas de agua livre presente nos materiais,
ocasionando um rapido acumulo de pressao no interior das células, levando a
ruptura das células e a liberagdo dos compostos no solvente [5].

Diferentes compostos ja foram obtidos através da MAE, como saponinas
[3,6], compostos fendlicos [7,8,9], lignina [10], pectina [11], hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos [12] e 4cidos organicos [13].

O objetivo desse estudo foi desenvolver e validar um método de MAE de
lipidios de carne, e investigar se a MAE gera compostos de oxidacao lipidica em
fungdo da energia aplicada durante a extracdo. Para o estudo dos efeitos dos
parametros da extracdo e otimizacao do processo foi aplicado um delineamento
composto central rotacional (DCCR) utilizando carne de frango. Além da
composicao de acidos graxos, foram investigados os compostos de oxidacao
lipidica, dentre eles, os dienos conjugados, os peroxidos e os aldeidos volateis. A

validacdo do método foi realizada através da precisdo e da exatidao, através da
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comparacao dos resultados obtidos em carne de frango por MAE com o método
de acordo com Folch et al. [14] e utilizando material de referéncia certificado de
carne homogeneizada. O método validado foi entdo aplicado em coxa de frango,
sobrecoxa de frango, pernil suino, lombo suino, lagarto bovino e cupim bovino,

carnes que apresentam diferentes teores de lipidios.

2. Materiais e métodos

2.1. Amostras

Foram utilizados 600 g das seguintes carnes, filé de frango, coxa de frango,
sobrecoxa de frango, pernil suino, lombo suino, lagarto bovino e cupim bovino,
adquiridas no comércio de Campinas, SP. Apds a retirada da gordura superficial,
as amostras foram homogeneizadas individualmente em multiprocessador (Philco,
Brasil) por 1 minuto até a obtencdo de uma pasta homogénea. Aliquotas foram
tomadas para analise. A amostra de filé de frango foi utilizada para
desenvolvimento e validagcdo do método. As demais amostras de carne foram
utilizadas para aplicacdo do método otimizado e validado. O material de referéncia
certificado de carnes homogeneizadas SRM 1546 foi obtido da NIST

(Gaithersburg, MD, USA).

2.2. Reagentes
O complexo trifluoreto de boro em metanol 13-15 % (BF3), a mistura de
padroes contendo ésteres metilicos dos acidos graxos de 4:0 a 24:0, o éster

metilico do acido undecandico (99 % CG), o éster metilico do acido tricosandico
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(99 % CG), 2-heptanona (99 % CG), hexanal (98 % CG), pentanal (97 % CQG) e
propanal (97 % CG) foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). O
hexano grau cromatografico HPLC para injecdo das amostras em cromatdgrafo
gasoso foi adquirido da JT Baker (Phillipsburg, NJ, USA). Os reagentes grau P.A.
cloroférmio, metanol, hexano, acetato de etila, isopropanol, iso-octano, hidréxido
de sodio (NaOH) e cloreto de sodio (NaCl), cloreto de bario, sulfato ferroso, acido
cloridrico, tiocianato de aménio foram obtidos da marca Synth (Diadema, SP,

Brasil).

2.3. Determinacdo de umidade

O teor de umidade foi determinado através do método da AOAC [15].

2.4. Solvente extrator

Foram realizados testes com a amostra de filé de frango para a substituicao
do solvente extrator do método convencional, cloroférmio:metanol (2:1, v/v). Os
solventes, bem como as misturas de solventes, foram hexano, acetato de etila,
isopropanol, isooctano, acetato de etila:isopropanol (7:3, v/v), hexano:isopropanol
(3:1, v/v), acetato de etila:metanol (2:1, v/v), acetato de etila:metanol (4:1, v/v),
acetato de etila:metanol (9:1, v/v) e hexano:metanol (3:1, v/v). Nessa etapa foram
realizadas avaliacoes preliminares da extragéo lipidica assistida por micro-ondas
primeiramente com o solvente cloroférmio:metanol (2:1, v/v) na tentativa de obter
0 mesmo teor extraido pelo método de Folch [14] . Com as condigdes da MAE a
seguir, foram obtidos, com esse solvente, o teor de lipidios desejado: 400 mg de

amostra, 5 mL de solvente, 10 minutos e 50 °C a 400 W. Essas condi¢6es foram
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utilizadas como parametro para a avaliacdo dos outros solventes e misturas

descritos acima, na tentativa de substituicdo do cloroférmio:metanol (2:1, v/v).

2.5. Parametros de permissividade dielétrica dos solventes

As propriedades dielétricas (constante dielétrica e perda dielétrica) dos
solventes e misturas descritos acima (item 2.4) também foram determinadas. Os
parametros de permissividade dielétrica foram obtidos em sistema de medidas HP
85070B (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) conectado ao analisador de
redes HP 8752C (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) com leituras em uma
varredura de frequéncia de 201 pontos de 300 MHz a 6 GHz. A calibracao foi

realizada utilizando o método de 3 pontos (curto-circuito, ar e agua a 25 °C).

2.6. Delineamento estatistico experimental

A otimizacao da extragédo dos lipidios utilizando a MAE foi realizada atraves
de um delineamento experimental considerando as seguintes variaveis: massa de
amostra, tempo de irradiacdo e temperatura (Tabela 1). As faixas das variaveis
independentes foram selecionadas baseadas em experimentos realizados
anteriormente. Foi realizado um delineamento composto central rotacional
(DCCR), 2° com 3 pontos centrais e 6 pontos axiais, totalizando 17 ensaios
realizados de forma aleat6ria de acordo com a ordem das analises arranjadas pelo

software Statistica 7.0 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, EUA).
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Tabela 1 — Variaveis e valores utilizados no DCCR

Variaveis Nivel

-1,68 -1 0 +1 +1,68
Massa da amostra (mg) 230 300 400 500 670
Tempo de irradiagdo (min) 2 5 10 15 18
Temperatura (°C) 30 36 45 54 60

2.7. Determinagé&o do teor de lipidios segundo Folch et al. [14]
A determinagdo do teor dos lipidios foi realizada segundo o meétodo
proposto por Folch et al. [14] que utiliza como solvente extrator a mistura de

cloroférmio:metanol (2:1, v/v).

2.8. Determinacdo do teor de lipidios por extracdo assistida por micro-ondas

A extracdo assistida por micro-ondas foi realizada com o sistema extrator
de micro-ondas Start-E (Milestone, Sorisole, Italia). Os parametros da extracao
(peso de amostra, tempo de irradiacado e temperatura) foram utilizados de acordo
com o planejamento experimental, sendo a poténcia programada para alcancar o
valor maximo de 400 W. A amostra foi pesada em tubo extrator de teflon e em
seguida foi adicionado 5 mL do solvente extrator. Apds o periodo de irradiagao, os
frascos foram resfriados automaticamente por 10 minutos, sendo o contetdo do
tubo filtrado com papel filtro qualitativo. Ao extrato foram adicionados 3,5 mL de
agua, ocorrendo separacado de fases pela centrifugacdo a 3000 g (Alegra 64R
Centrifuge, Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA) por 5 minutos a 10 °C. A por¢ao
lipidica foi separada e o solvente removido com fluxo de nitrogénio. O teor dos

lipidios extraidos foi determinado gravimetricamente.
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2.9. Determinag&o dos acidos graxos

Uma aliquota de lipidios (25 mg) extraidos por MAE foram metilados de
acordo com o método de Joseph e Ackman [16]. Os metil ésteres de acidos
graxos foram separados em cromatografo gasoso (GC-2010, Shimadzu) equipado
com detector de ionizacdo em chama, injetor split (1/50) e coluna CP-SIL 88
(Chromopack, 100 m x 0,25 mm x 0,20 uym). As condi¢gbes cromatograficas foram:
temperatura do detector a 260 °C, temperatura do injetor a 250 °C, temperatura
inicial da coluna a 120 °C durante 8 minutos, aumentando 20 °C por minuto até
160 °C, aumentando 3 °C por minuto até 195 °C, mantendo-se nesta temperatura
por 10 minutos, aumentando 3 °C por minuto até 210 °C, aumentando 35 °C por
minuto até 220 °C, mantendo-se nesta temperatura por 3 minutos, aumentando
20 °C por minuto até 240 °C, mantendo-se nesta temperatura por 5 minutos,
totalizando 46 minutos [17]. O volume de injecao foi de 1 pL através da técnica hot
needle por 5 segundos. O gas de arraste foi o hidrogénio com velocidade linear de
40 cm/s e 0 gas make-up, nitrogénio a 30 mL/min.

A identificacao dos acidos graxos foi realizada por comparacao dos tempos
de retencdo dos padrdes de metil ésteres de acidos graxos com os tempos de
retencdo de metil ésteres de acidos graxos da amostra. A quantificagcdo foi
realizada por padronizacao interna, utilizando-se os ésteres metilicos dos acidos
graxos undecandico e tricosandico, sendo os &cidos graxos calculados em

mg/100g de amostra ou de carne de acordo com o método da AOCS [18].
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2.10. Produtos oriundos da oxidag&o lipidica

2.10.1. Dienos conjugados
Os dienos conjugados (DC) foram mensurados de acordo com método
descrito na IUPAC 2.505 com modificagdes de acordo com Dimakou [19]. A
absorbancia foi medida a 232 nm utilizando espectrofotometro UV-VIS (Agilent,
Santa Clara, CA). O teor de dienos conjugados foi calculado utilizando a massa
molecular relativa (280 g.mol™") e absortividade molar (e = 26,000) do A&cido
linoleico de acordo com a equacao 1:
(1)

DC(g.kg™) = 1,0769 x Abs 23> nm / Concentracdo da amostra no solvente (g.L™)

2.10.2. Teor de Peroxidos

Para determinacéo do teor de peroxidos foi utilizado o método 74A:1991 do
IDF [20], calculados pela medida da absorbancia a 510 nm utilizando
espectrofotdmetro UV-VIS (Agilent, Santa Clara, CA), com curva de calibragdo de
9 pontos preparada com cloreto férrico, com concentracdes variando de 0,5 a 40

pg/mL.

2.10.3. Compostos volateis

O preparo das amostras para andlise dos compostos volateis hexanal,
pentanal e propanal foi realizado de acordo com Ulberth e Roubicek [21] com
modificagées no peso da amostra. Uma porc¢éo lipidica de 25 mg (o método usa 1

g de amostra) foi adicionada ao vial de 10 mL juntamente com o padrao interno 2-

69



heptanona (0,1 pg/mL). Os vials foram selados com tampas de aluminio
magnetizadas e septos de silicone cobertos de Teflon, sendo aquecidos a
temperatura de 60 °C e agitados a 250 rpm por 1 h em incubador do injetor
automatico antes da injecao.

As analises cromatograficas foram realizadas baseadas no método descrito
por Shahidi e Pegg [22] com modificacbes nas temperaturas iniciais e finais da
corrida cromatografica. Foi utilizado cromatégrafo gasoso acoplado a um detector
espectrometro de massas com fonte de ionizagdo El e analisador de m/z
quadrupolo GCMS-QP2010 Ultra e injetor automatico AOC-5000 (Shimadzu,
Kyoto, Japao). Os compostos foram separados em coluna capilar RTX-Wax
(Restek, 30 m x 0,25 mm i.d. x 0,25 um). A programacédo de temperatura da
coluna foi: 30 °C por 8 minutos, aumentando a 10 °C por minuto até 115 °C,
mantendo-se nesta temperatura por 4 minutos, aumentando a 30 °C por minuto
até 200 °C, mantendo-se nesta temperatura por 2 minutos, totalizando 23 minutos.
Hélio foi utilizado como gas de arraste, com fluxo constante de 1,2 mL/min. Foram
injetados 1 mL de compostos volateis presentes no headspace dos vials, com o
injetor operando no modo split na razdo 1:7 com temperatura de 180 °C. A
temperatura da interface foi mantida a 210 °C. A aquisicao dos dados foi realizada
no modo de monitoramento de ion selecionado (SIM) de acordo com a tabela 2.
Todas as analises foram realizadas com energia de ioniza¢do de 70 eV.

Os compostos foram identificados pela comparacdo dos espectros de
massas dos padrdes e da amostra, com os contidos na biblioteca de espectros de
massa Wiley Registry of Mass Spectral Data [23] e pela comparacdo dos tempos

de reteng&o dos padrdoes dos compostos com os tempos de retencdo da amostra.
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A quantificagdo foi realizada comparando a area dos picos das amostras com a
area do pico do padrao interno 2-heptanona, sendo os resultados expressos em

ng/g de lipidios.

Tabela 2 — Massas e tempos de retencao dos compostos volateis selecionadas na
analise em modo SIM

Composto Massas (m/2) Tempo de retencdo (min)
Propanal 28,29, 57 e 58 2,0
Pentanal 28,29, 44,57 e 58 5,1
Hexanal 44,56 e 72 7,8

2.11. Validagdo da MAE

A validacao do método de MAE de lipidios em filé de frango foi realizada
através da comparagédo dos resultados obtidos com o método otimizado com o
método convencional proposto por Folch et al. [14] (7 extracdes com 10 replicatas)
e pela utilizacdo de material de referéncia certificado de carnes homogeneizadas
(SRM 1546, NIST) (3 extracbes com 10 replicatas). Os resultados obtidos foram
avaliados estatisticamente quanto a precisdo e exatiddo. O método com a
condicdo otimizada foi aplicado em diferentes carnes (coxa de frango, sobrecoxa
de frango, pernil suino, lombo suino, lagarto bovino e cupim bovino), podendo ser

avaliado quanto a robustez.
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2.12. Andlise estatistica
O planejamento estatistico e a andlise estatistica dos dados foram
realizados utilizando o software Statistica 7.0. Os resultados obtidos e as médias

foram comparados pelo teste de Tukey (p < 0,1).

3. Resultados e discussoes

3.1. Umidade

Os teores de umidade das amostras de carnes variaram de 70,1 a 76,9
0/100g (tabela 3), indicando que grande parte da energia de micro-ondas podera
ser absorvida pelas moléculas de agua durante a MAE. A eficiéncia da absorcao
da energia de micro-ondas é relacionada a umidade do material. As moléculas de
agua absorvem de maneira eficiente e convertem a energia de micro-ondas em
calor, resultando em um aumento da temperatura e da pressao no interior da
matriz. Como consequéncia, a estrutura celular é rompida e o fluxo dos
constituintes da matriz para o solvente é facilitado [24,25]. Em fungcdo das
propriedades dielétricas da agua pode-se esperar o0 rapido aquecimento e
consequentemente a eficiéncia da extragcdo podera ser evidenciada. Esse
mecanismo é diferente da extracao realizada pelo método convencional proposto
por Folch et al. [14], que depende de uma série de permeagdes e solubilizacao
para obter os compostos de interesse no solvente extrator.

Como o efeito das micro-ondas é fortemente dependente das propriedades
dielétricas, em alguns casos, a extracao de compostos é realizada com solventes
contendo pequenas propor¢des de agua [26,27], ou com a amostra sendo imersa

em agua previamente a extracao [28,29], com o objetivo de facilitar o aquecimento
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da matriz e assim, aumentar a transferéncia de massa do composto desejado para
o solvente extrator. Essa etapa, a principio, ndo é necessaria para a extracao dos

lipidios das carnes, ja que apresentam alto teor de umidade.

Tabela 3 — Teor de umidade (g/100g) nas carnes de frango, suina e bovina.

Amostras Umidade (g/100g)
Carne de frango
Filé 75,14 £ 0,24
Coxa 76,91 £ 0,06
Sobrecoxa 76,95 +£0,16
Carne suina
Pernil 72,85 + 0,69
Lombo 72,86 + 0,06
Carne bovina
Lagarto 76,23 £ 0,15
Cupim 70,16 £ 0,35

3.2. Solvente extrator e pardmetros de permissividade dielétrica

Os solventes comportam-se distintamente na MAE e no método
convencional de extragcdo. No método convencional, a extracdo dos compostos
depende principalmente da solubilidade do composto no solvente, da transferéncia
de massa e da forca de interacdes soluto/matriz. Sobre a influéncia das micro-
ondas, 0 aquecimento desenvolve um papel importante na eficiéncia da extragao.
Portanto, o sucesso da MAE também é determinado pelas propriedades dielétricas
dos solventes extratores.

As propriedades dielétricas dos materiais sdo definidas em funcdo da

constante dielétrica (¢’) e da perda dielétrica (¢”). A constante dielétrica e a perda
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dielétrica dos solventes a freqiéncia de 2450 MHz sao apresentadas na tabela 4,
bem como a recuperacao dos lipidios extraidos quando comparados a extracéao
pelo método convencional. Os solventes cloroférmio:metanol (2:1, v/v), acetato de
etila:metanol (2:1, v/v) e acetato de etila:metanol (4:1, v/v) apresentaram altos
valores de ¢’, indicando bons meios para absor¢do de energia de micro-ondas, e
os valores de €” indicam converséao eficiente da energia de micro-ondas absorvida
na forma de calor. Ao realizar as extracdes de lipidios utilizando o sistema extrator
de micro-ondas esses solventes foram os que resultaram em teores de lipidios

semelhantes ao obtidos com o método convencional.

Tabela 4 — Parametros de permissividade dielétricas e recuperagdo dos lipidios

extraidos
Solvente Constante Perda Recuperacao
dielétrica dielétrica de lipidios (
(€) (€7) %)"
Cloroférmio:metanol (2:1, v/v) 10,6 5,3 100
Hexano 2,3 0,6 10
Isopropanol 4,8 4,5 0
Isooctano 2,2 0,5 6,2
Acetato de etila 6,8 1,4 50
Hexano:isopropanol (3:1, v/v) 2,8 1,0 8,7
Hexano:cloroférmio (3:1, v/v) 2,8 0,5 3,7
Acetato de etila:isopropanol (7:3, v/v) 8,4 2,9 0
Acetato de etila:metanol (2:1, v/v) 13,0 3,6 100
Acetato de etila:metanol (4:1, v/v) 10,3 1,7 100
Acetato de etila:metanol (9:1, v/v) 8,2 0,9 75

*obtida em relagdo a extragdo convencional.
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Solventes como hexano e isso-octano que possuem baixos valores de €' e
€’ nao foram eficientes na extracéo dos lipidios, possivelmente em funcéo de suas
caracteristicas e das condicdes de extracao estudadas, como temperaturas abaixo
do ponto de ebulicdo dos solventes e tempo de extragao relativamente curtos,
contrariando alguns estudos que indicam que esses solventes seriam indicados
para extracdes de compostos termolabeis, utilizando baixas temperaturas [2, 30].

Visando o uso de solventes com menor toxicidade, a mistura acetato de
etila:metanol (2:1, v/v) foi escolhida como o solvente para extragdo dos lipidios,

resultando em eficiéncia comparada a do cloroférmio:metanol (2:1, v/v).

3.3. Otimizac4o da extracao de lipidios assistida por micro-ondas

O teor de lipidios do filé de frango realizado pelo método convencional foi
de 2,18 g/100g. A matriz com os ensaios € a resposta para extragao de lipidios por
MAE encontram-se na tabela 5. O ensaio cujo teor de lipidios apresentou
semelhanca com a extragdo convencional foi o ensaio 6. Os pontos centrais
apresentaram uma variacdo pequena, com coeficiente de variacdo de 1,9 %,
indicando boa repetibilidade do processo de extracao.

A tabela 6 apresenta os coeficientes de regressdo para a exiracdo de
lipidios assistida por micro-ondas. Verifica-se que foram significativos os termos
lineares para massa da amostra (m), tempo de extracao (t) e interacdo massa da
amostra e tempo de extragdo (m.t) (p < 0,1). A equacdo do modelo esta
apresentada abaixo (equacdo 2). Considerando somente os termos significativos,
a tabela 7 apresenta a analise de varidancia para a MAE. O coeficiente de

determinacao para a MAE foi de 80 %. O modelo é significativo e adequado para
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descrever os resultados através da superficie de resposta, como fica evidente pelo

valor do F calculado (16,22).

y=1,72-0,15m+0,16t+ 0,09 m t (@)

Tabela 5 — Matriz do DCCR para a extragao de lipidios em filé de frango assistida

por micro-ondas.

Ensaios Variaveis Lipidios
Temperatura Massa da amostra Tempo (9/1009)
(°C) (mg) (min)
1 36 300 5 1,95
2 54 300 5 1,55
3 36 500 5 1,38
4 54 500 5 1,35
5 36 300 15 2,07
6 54 300 15 2,15
7 36 500 15 1,74
8 54 500 15 1,97
9 30 400 10 1,58
10 60 400 10 1,86
11 45 230 10 1,92
12 45 670 10 1,45
13 45 400 2 1,40
14 45 400 18 1,75
15 45 400 10 1,8
16 45 400 10 1,66
17 45 400 10 1,75
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Tabela 6 — Coeficientes de regressao do DCCR para MAE.

Coef. de regressdo Erro padrao t(7) p-valor
Média 1,72 0,07 21,99  <0,0001
(1)Temperatura (L) 0,02 0,03 0,69 0,5089
Temperatura (Q) 0,01 0,04 0,48 0,6449
(2)Massa (L) -0,15 0,03 -4,10 0,0045
Massa (Q) 0,00 0,04 0,17 0,8646
(3)Tempo (L) 0,16 0,03 4,53 0,0026
Tempo (Q) -0,03 0,04 -0,78 0,4608
1L, 2L 0,06 0,04 1,34 0,2198
1L,3L 0,09 0,04 1,91 0,0966
2L,3L 0,03 0,04 0,67 0,5221

Tabela 7 — Andlise de variancia para a superficie de resposta do modelo

quadratico para a extragédo de lipidios em filé de frango assistida por micro-ondas.

Fontes de Soma de Graus de Quadrado Fcal
variagao quadrados liberdade médio
Regresséao 0,76 3 0,25 16,22
Residuos 0,20 13 0,01
Total 0,97 16
% variacdo explicada (R?) = 78,92 %
F3; 13,01 = 2,56

Como apenas os parametros massa da amostra e tempo de extracao foram
significativos, foi possivel gerar apenas 1 superficie de resposta (figura 1). Os
teores de lipidios obtidos foram na faixa de 1,35 a 2,15 g/100g. A analise da
superficie de resposta indica que o maior teor de lipidio extraido foi alcangado
quando o utilizou-se tempo acima de 15 minutos e massa de amostra menor que

300 mg.
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Figura 1 — Superficie de resposta para extracao de lipidios em filé de frango
assistida por micro-ondas (g/100g) em fungao do tempo de extracdo e da massa

da amostra.

O teor de lipidio extraido aumentou com o tempo de extragdo. Observa-se
que em tempos maiores de extracdo, mesmo com variagées na massa da amostra
(figura 1) ou com temperaturas menores (tabela 5) houve uma eficiente extracao
dos lipidios. Porém, a extracao ideal foi obtida no tempo de 15 minutos.

Observa-se que nos ensaios com maior massa de amostra as extracoes
nao foram eficientes. Possivelmente, com maior massa as temperaturas e os
tempos maximos utilizados para extracao exaustiva dos lipidios nao foram
suficientes, sendo necessario alterar as condicoes a serem utilizadas durante a
irradiacdo, como maior tempo e/ou temperatura. Nas condi¢cdes estudadas, foi
possivel determinar a massa ideal, 300 mg, para garantir a eficiéncia da extracao
dos lipidios.

Normalmente, o aumento da temperatura de extragcdo favorece a
solubilidade dos compostos. Isso ocorre porque em altas temperaturas diminuem

as interacdes intermoleculares com o solvente, aumentando a mobilidade celular e
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consequentemente, aumentando a solubilidade. O aumento da temperatura
também pode causar rompimento celular e, como resultado, tornam os compostos
celulares mais disponiveis para extracdo pelo solvente. Além disso, em altas
temperaturas a viscosidade do solvente diminui e a difusividade aumenta,
portanto, a eficiéncia da extragdo também aumenta [31]. Por outro lado, com o
aumento da temperatura pode ocorrer a oxidacdo dos lipidios. Embora a
temperatura ndo seja significativa neste estudo, € possivel observar através da
tabela 5 que a melhor extracéao foi obtida com temperaturas maiores. Desta forma,
a temperatura de 54 °C foi escolhida como a temperatura étima.

Realizou-se, entdo, uma validacao utilizando a condigdo otimizada (300 mg
de amostra, 54 °C e 15 minutos) a fim de comparar o valor predito com o valor
pratico. A analise em triplicata resultou em 2,11 + 0,05 g/100g de lipidios totais,
sendo este valor muito préximo ao valor predito pela equag¢do do modelo de 2,05
g/100g. Uma boa correlacéo entre estes resultados confirma a validade do modelo
e que a condicao escolhida é adequada para extragao dos lipidios.

Para verificar se a MAE acarretou em alteragdes no teor de acidos graxos
dos lipidios extraidos, foi realizada a comparag¢ao da composicao de acidos graxos
provenientes de lipidios do método de extracdo convencional e do MAE, cujos
resultados sado apresentados na tabela 8. Os acidos graxos majoritarios na
amostra sdo o oleico (18:1n-9), linoleico (18:2n-6), palmitico (16:0) e estearico
(18:0), respectivamente. Ao comparar os métodos de extracdo, nenhum &acido
graxo apresentou diferenca estatistica. De maneira geral, a MAE nao alterou a

composicao dos acidos graxos das amostras avaliadas.
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Tabela 8 — Teores de acidos graxos de filé de frango (mg/100g) extraidos segundo
o método de Folch (1957) e MAE.

Acido graxo Folch MAE

10:0 0,29 + 0,022 0,23 + 0,00 ?
12:0 2,21 +0,10°2 2,34 +£0,232
14:0 10,98 + 0,552 10,44 £+1,172
15:0 2,05+0,112 1,94 +0,19°
16:0 408,03 + 15,822 415,02 + 33,472
17:0 3,33+0,07° 3,31 £0,312
18:0 133,19 £8,53% 113,34+ 7,162
20:0 1,60 £0,06° 1,78+0,17%
22:0 0,94 + 0,052 0,90 £0,10°
14:1n-5 2,49 +£0,15% 2,42 +£0,252
16:1n-6 81,80 +5,83° 80,14 +7,48%
17:1n-7 7,54 £0,25% 8,89 +1,04°
18:1n-9t 2,88 £0,16° 3,35+0,06°
18:1n-9 628,05 +30,10° 626,57 + 32,942
18:2n-6 471,43 +20,91° 459,18 +24,312
18:3n-6 3,31+0,11% 3,55+0,42°
20:1n-9 4,32+0,11% 4,49 +0,42°
18:3n-3 25,02 +0,69° 25,19 +2,86°
20:2n-6 6,42 + 0,202 6,87 £0,592
20:3n-6 7,30+ 0,262 8,50 +0,312
22:1n-9 0,30+ 0,01 0,38 £0,04°
20:3n-3 0,45+ 0,032 0,47 £0,032
20:4n-6 45,31 +3,06° 47,99 +1,78%
20:5n-3 1,54 +0,042 1,72+0,15%
24:1n-9 0,80 + 0,052 0,81 £0,06°
22:6n-3 3,58 £0,07° 3,35+0,39°

Letras iguais na mesma linha ndo apresentam diferengca estatistica entre as
extracoes (p < 0,1). Os acidos graxos 8:0, 13:0, 15:1n-5, 18:2n-6(9t,12f), 19:0,

21:0, 22:2n-6 e 24:0 ndo foram detectados.
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3.4. Produtos oriundos da oxidacéo lipidica

A oxidacéo lipidica em alimentos é um processo de degradacao que diminui
a qualidade sensorial e nutritiva do produto, formando compostos tdxicos
indesejaveis, que torna os alimentos menos aceitaveis ou inaceitaveis ao
consumo. Os principais componentes envolvidos na oxidacéao lipidica sdo acidos
graxos insaturados e oxigénio, sendo afetada por fatores internos e externos,
como teor e atividade de prd e antioxidantes, irradiacao, temperatura, presenca de
metais, sensitizadores naturais, superficie de contato com o oxigénio e atividade
de agua. Durante as etapas iniciais da oxidacao ocorre a formacédo de radicais,
formando intermediarios instaveis como dienos conjugados e hidroperoxidos que,
durante a propagacao da oxidacéo, degradam-se produzindo compostos de baixo
peso molecular, responsaveis pelo off flavor [32,33]. A carne de frango, em
particular, é sensivel a oxidagcédo lipidica em funcdo do alto teor de lipidios
insaturados. Os teores obtidos para dienos conjugados, perdoxidos e compostos
volateis dos lipidios extraidos pela MAE e pelo método convencional sao
apresentados na tabela 9. De acordo com Kiokias et al. [34] atinge-se o estagio
inicial de oxidacao lipidica quando os valores de dienos conjugados obtidos
apresentam-se acima de 5 g/kg. Ja para peréxidos, é considerado alimento com
baixa oxidacao lipidica aqueles que atingem valores de até 10 meqO2/kg [35]. Os
teores de dienos e perdxidos encontrados em ambos os métodos de extracédo

estdo abaixo dos indices sugeridos na literatura.
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Tabela 9 — Produtos oriundos da oxidacao lipidica de lipidios de carne filé de
frango segundo o método de Folch (1957) e MAE.

Compostos Folch MAE
Dienos (g/kg de lipidio) 1,05+ 0,02° 0,70 £ 0,06%
Per6xidos (meqO2/kg de lipidio) 1,81 +0,19° 2,03+0,10°

Compostos volateis (ng/g de lipidio)

Hexanal 2.49 + 0,04° 0,48 + 0,012
Pentanal ND ND
Propanal ND ND

Letras diferentes na mesma linha apresentam diferenca estatistica entre as
extracoes (p < 0,1).

ND = Nao detectado.

Dos aldeidos analisados, apenas o hexanal foi detectado, obtendo-se
baixos teores em ambos os métodos. De maneira geral, verifica-se que em ambos
processos de extracdo foi encontrado um baixo teor de hexanal quando
comparado a diferentes trabalhos [36,37]. Propanal é o principal marcador da
oxidagdo de acidos graxos da familia n-3, enquanto pentanal e hexanal sao
marcadores da oxidacdo de &acidos graxos da familia n-6 [38]. Na amostra
analisada, o acido linoleico é o acido graxo poli-insaturado mais abundante, o que
explica a formacao de hexanal presente nos lipidios extraidos.

Esses resultados mostram que a MAE, nas condi¢des utilizadas, nao
promoveu oxidacdao lipidica na amostra quando comparada ao método
convencional. Desta forma, a mesma pode ser utilizada para extracao e estudo de
lipidios.
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3.5. Validagcao da MAE

A validacao da MAE foi avaliada levando em consideracdo os parametros
de precisao e exatidao, através da comparacao dos resultados obtidos com o
método desenvolvido com o método convencional utilizando filé de frango e de
padrao de referéncia certificado de carnes homogeneizadas (SRM 1546, NIST).

A precisdao do procedimento € apresentada na tabela 10. As replicatas
(n=10) de cada extracdo apresentaram coeficiente de variacao (CV) menor que 8

%, 0 que é aceitavel no nivel de concentragao estudado [39].

Tabela 10 — Teores de lipidios em filé de frango e repetitividade através da
extracao assistida por micro-ondas

Extracao Teor de lipidios* Repetitividade™*
(9/100g) (CV %)
1 2,13+0,11 5,16
2 2,14+ 0,14 6,54
3 2,14 +0,13 6,07
4 2,14 +0,16 7,47
5 2,14+0,13 6,07
6 2,13+0,18 8,45
7 2,13+0,16 7,51

*Média + desvio padrdo de 10 repeticdes; **CV = coeficiente de variagédo de 10
repeticoes.

Ao comparar os dois métodos de extracdo, verificou-se que nao existe
diferenga estatistica nos resultados tanto de lipidios como no teor de acidos
graxos (tabela 8). Os resultados da extracao de lipidios e acidos graxos utilizando
padrdao de referéncia de carnes homogeneizadas (SRM 1546, NIST) séo

apresentados na tabela 11, assim como os resultados declarados na certificagéo.
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Como podem ser visualizados, os resultados obtidos estdo em concordancia com

os valores certificados. Desta maneira, a extracao de lipidios por MAE demonstrou

ser um método exato e preciso podendo ser utilizado para a determinacédo da

composicao de acidos graxos.

Tabela 11 — Teores de lipidios e de acidos graxos extraidos por MAE do material

de referéncia certificado (SRM 1546, NIST) e valor declarado no certificado do
material de referéncia (SRM 1546, NIST).

MAE SRM 1546
Lipidios (g/100g) 20,80 + 1,60 21,00 + 1,40
Acidos graxos (mg/100g)
10:0 16,84 + 1,90 17,10 £ 3,20
12:0 12,87 + 0,55 13,30 + 2,80
14:0 259,05 + 30,97 253,00 £ 10,00
16:0 4513,39 + 246,70 4560,00 + 390,00
18:0 2210,73 + 53,76 2170,00 + 290,00
20:0 34,95 + 3,80 31,50 £6,30
16:1n-7 683,75 £ 67,19 683,00 = 66,00
18:1n-9 8724,39 + 214,14 8200,00 + 960,00
18:2n-6 1976,26 + 13,29 1960,00 + 200,00
18:3n-3 121,78 + 14,68 141,00 + 35,00
20:1n-9 163,03 + 17,14 156,00 + 23,00
20:4n-6 79,80 + 6,51 56,00 + 25,00

3.6. Aplicagéao

O método otimizado e validado foi aplicado em carnes de diferentes teores

de lipidios. A tabela 12 apresenta os teores de lipidios extraidos nas amostras

pelo método convencional e por MAE, que variaram de 1 a 5 %. Os resultados
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mostram que nao houve diferenca entre ambas as extragdes, o que indica que a
MAE é capaz de extrair teores varidveis de lipidios, como também demonstrou o
material de referéncia certificado, com 20 % de lipidios.

Os acidos graxos extraidos pelo método convencional e pela MAE séao
apresentados nas tabelas 13 a 14. Com excec¢do de alguns acidos graxos, a
maioria ndo apresentou diferenca estatistica ao comparar os métodos de extracao.
Essa diferengca foi gerada em &cidos graxos minoritarios, onde pequenas
variagcdes nos teores ja acarretam em diferenca estatistica. Contudo, o teor de

acidos graxos das amostras avaliadas nao foi alterado.

Tabela 12 — Teores de lipidios (g/100g) extraidos pelo método de Folch (1957) e

MAE em amostras de carne de frango, suina e bovina.

Amostra Folch MAE
Frango
Coxa 2,06 + 0,222 2,10 £ 0,152
Sobrecoxa 2,48 £0,19° 2,48 + 0,222
Suina
Pernil 3,56 + 0,262 3,57 £ 0,272
Lombo 3,36 + 0,20 3,21 +£0,312
Bovina
Lagarto 1,15+ 0,082 1,15+ 0,082
Cupim 5,41 +0,15% 5,35 +0,43?

Letras diferentes na mesma linha apresentam diferenca estatistica entre as
extracoes (p < 0,1).
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Tabela 13 — Teores de acidos graxos (mg/100g) de carnes de frango extraidos
pelo método de Folch (1957) e MAE.

Amostras
Acidos Coxa Sobrecoxa
graxos Folch MAE Folch MAE
12:0 0,77 £ 0,052 0,80 + 0,06 2 0,80 + 0,08° 1,03+0,02%
14:0 11,58 + 1,072 11,42 +0,64°2 12,99 +1,08° 13,95 +1,35°
15:0 1,48 +0,152 1,37 + 0,032 2,04 +0,21° 224 +0,282
16:0 401,20 +37,70% 411,23 +24,022 479,89 +49,90% 509,68 + 13,572
17:0 2,38+0,212 2,21 +0,042 3,13+0,15°2 4,02+0,322
18:0 123,10 + 8,97 % 124,13 +10,68°2 14469 +17,99% 147,34 +10,34%
20:0 1,29 + 0,049°2 1,10+ 0,102 1,31 +0,102 2,11 i0,20b
22:0 0,74 + 0,082 0,63+0,142 0,60 + 0,07° 0,67 +£0,08%
14:1n-5 3,74 £ 0,322 3,71 +£0,082 3,54 +0,43% 425 +0,452
16:1n-7 107,67 +5,04° 117,54 +1,57° 117,73 +11,06% 122,99 +4,19°
17:1n-7 5,14 + 0,432 5,19+0,582 5,63 +0,352 7,62 + 0,78b
18:1n-9t 2,12+0,152 1,90+ 0,142 4,32 +0,242 4,03+0,462
18:1n-9 657,41 +16,86* 673,73 +36,72° 770,07 +83,34% 760,17 +£88,002
18:2n-6 253,06 + 27,88% 249,32 + 26,77 371,18 +32,38* 393,65+ 21,832
18:3n-6 2,35+0,142 2,34 +0,102 2,95+ 0,032 3,17+0,312
18:3n-3 8,20 + 0,582 8,77 £ 0,532 12,00 £ 0,522 10,45 + 0,542
20:1n-9 5,37 +0,502 5,29+ 0,592 6,11 +0,34% 7,19+0,75%
20:2n-6 299+0,112 3,29+0,262 414 +£0,142 462+0,432
20:3n-6 7,33+0,662 8,05+0,772 12,730,122 11,48 +1,33%
20:4n-6 64,21 +1,892 61,58 +2,652 62,82 +5,802 62,29 + 3,922
20:5n-3 2,40 +0,202 2,90+0,302 3,22 +0,08° 3,20+ 0,342
22:6n-3 5,49 +0,132 5,18 + 0,272 4,73+0,022 5,90 £ 0,592
24:1n-9 1,06 iO,‘|2b 0,65 +0,032 1,27 +0,132 1,01 +£0,082

Letras diferentes na mesma linha para o mesmo corte de carne nao apresentam

diferenca estatistica entre as extragdes (p < 0,1). Os acidos graxos 8:0, 10:0, 13:0,
15:1n-5, 18:2n-6(91,121), 19:0, 20:3n-3, 21:0, 22:1n-9, 22:2n-6 e 24:0 nao foram

detectados.
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Tabela 14 — Teores de acidos graxos (mg/100g) de carnes suina extraidos pelo
método de Folch (1957) e MAE.

Amostras
Acidos Pernil Lombo
Graxos Folch MAE Folch MAE
10:0 267 +0,27° 2,47 +0,31° 1,85+0,142 1,77 £0,20%
12:0 441 +0,14°2 5,08 + 0,622 3,59 +0,34% 3,55 +0,09?
14:0 55,02 +4,05° 59,69 + 7,44% 29,10 + 3,39° 27,72 +0,522
15:0 1,25+0,142 2,11 +£0,23° 1,35+ 0,09° 1,04 + 0,062
16:0 934,43 +64,80° 948,89 +27,33% 852,65 +93,20° 880,14 +90,13°
17:0 410+0,372 491+0,48°2 5,11 +0,60°2 435+0,222
18:0 330,98 +20,29° 359,17 + 45,152 358,45 + 40,47 ° 346,10 + 4,812
20:0 3,04 + 0,382 3,82 +0,05°2 3,90 +0,33° 3,71 £0,442
14:1n-5 0,42 +0,01% 0,39 +0,02° 0,84 +0,05% 0,91 +0,09°
16:1n-7 98,31 + 12,642 109,89 + 12,45% 52,65 +6,11° 51,09 +1,59°
17:1n-7 6,38 +0,40° 6,50 +0,36° 11,14 +£1,362 11,54 +0,49°
18:1n-9t 4,74 + 0,492 4,85+0,082 6,33 +0,02° 6,17 £ 0,062
18:1n-9 1350,66 + 115,182 1275,04 + 161,692 1429,74 + 161,092 1432,95 + 138,192
18:2n-6 883,56 + 101,292 827,64 +81,14% 1148,17 + 132,082 1164,10 £ 62,00 *
18:3n-6 0,69 +0,08° 0,74 +0,02° 1,15+ 0,082 1,06 +0,122
18:3n-3 58,05 +7,07° 62,02 +4,19° 4438 +2,82° 48,03 +5,78%
20:1n-9 18,49 + 1,232 19,15+ 1,362 13,96 £ 0,332 13,54 +0,23°
20:2n-6 8,59 +1,09°2 7,.62+0,70° 15,50 £ 0,672 16,77 +£1,97°
20:3n-6 2,47 +0,20° 2,63 +0,07° 3,03+0,28° 3,06 £ 0,072
20:3n-3 3,63+0,212 3,26 + 0,362 3,02 +0,22° 3,29 +0,372
20:4n-6 24,67 +£2,48% 2251 +1,91% 15,94 + 0,962 15,39 +1,97°
20:5n-3 1,19+ 0,092 1,25+0,132 1,14+ 0,142 1,55+0,142
22:6n-3 2,16 + 0,01 ° 1,88+ 0,022 1,41 +0,11°2 3,04 + 0,32b

Letras diferentes na mesma linha para o mesmo corte de carne nao apresentam

diferenca estatistica entre as extracées (p < 0,1). Os acidos graxos 8:0, 13:0,
15:1n-5, 18:2n-6(9t,121), 19:0, 21:0, 22:0, 22:1n-9, 22:2n-6, 24:0 e 24:1n-9 nao
foram detectados.
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Tabela 15 - Teores de acidos graxos (mg/100g) de carnes bovina extraidos pelo

método de Folch (1957) e MAE.

Amostras
Acidos Lagarto Cupim
Graxos Folch MAE Folch MAE
10:0 0,62 +0,06° 0,67 £ 0,06 ° 1,12+0,112 1,59 + 0,062
12:0 0,87 £ 0,052 0,91 +0,11° 3,95+0,26° 3,21 +0,31°2
14:0 27,63 +3,55° 25,26 +1,82°2 78,11 +1,37°2 79,40 +6,95°
15:0 3,15+0,08° 2,95+ 0,092 27,11 £2,42° 25,24 +1,79°2
16:0 252,04 +18,55% 232,96 +29,63° 630,75 +24,32° 616,26 +20,49°
17:0 6,87 +0,13° 6,52 + 0,63° 51,12+0,60° 48,65 + 3,492
18:0 118,35 +13,45% 107,70 +11,85°% 663,26 + 78,72° 622,43 +72,18°
20:0 0,53 + 0,062 0,49 +0,03° 5,34 +0,13°2 4,36 +0,50°
14:1n-5 5,90 + 0,032 495+0,21°2 5,60 +0,67°2 5,86 + 0,752
16:1n-7 42,31 +3,69° 34,00 + 3,45° 57,77 £6,49° 57,04 +5,33°
17:1n-7 8,82+ 1,29°% 7,90 +0,28°2 14,69 +0,22° 15,49 +1,74°
18:1n-9¢ 2,04 +0,02°2 1,86+ 0,022 6,83 +0,79° 6,36 +0,75°
18:1n9 374,65 +57,25% 352,15+53,18° 637,68 + 49,68° 652,86 + 71,78°
18:2n-6 21,26 +0,39° 19,06 +2,02° 35,87 +2,07°2 33,94 +3,82°2
18:3n-6 0,29 +0,02°2 0,31 +0,02°2 ND ND
18:3n-3 6,38 +0,71°2 5,16 +0,43°2 20,00 £ 0,67° 21,66 +2,70°
20:1n-9 0,96 + 0,06° 0,72 +0,02 2 1,63+0,192 1,95+0,19%
20:3n-6 4,22 +0,07° 3,85+0,27° ND ND
20:4n-6 14,01 £0,11° 11,26 +0,04° 4,90 +0,43° 5,19+0,22°2
20:5n-3 6,18 +0,77°2 5,32 +0,49° 2,19+0,20° 2,75+0,30°
22:6n-3 0,75 +0,07°2 0,64 +0,08° ND ND

Letras diferentes na mesma linha para 0 mesmo corte de carne nédo apresentam
diferenca estatistica entre as extragdes (p < 0,1); Os acidos graxos 8:0, 13:0,
15:1n-5, 18:2n-6(9¢,121), 19:0, 20:2n-6, 20:3n-3, 21:0, 22:0, 22:1n-9, 22:2n-6, 24:0
e 24:1n-9 ndo foram detectados; ND = ndo detectados.

4. Conclusoes
Com este trabalho, foi possivel o desenvolvimento e a validagcdo de um

método de extracdo de lipidios assistida por micro-ondas, verificando que os
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teores encontrados ndo apresentam diferenca estatistica com os valores
encontrados através do método convencional. A MAE também néo induz a
alteracoes de composi¢ao dos acidos graxos, e ndo forma compostos de oxidacao
a niveis maiores que o método convencional.

Desta forma, a extracédo de lipidios assistida por micro-ondas é um método
alternativo aos convencionais, preciso, exato e robusto, de melhor eficiéncia,
possibilitando a extracdo de lipidios em mais de uma amostra simultaneamente,
com maior rapidez (reducdo em 75 % no tempo de extracdo), menor custo, menos
agressiva ao meio ambiente (reducdao de 95 % no consumo de solventes e
substituicdo do cloroférmio por acetato de etila), menor quantidade de amostra e
também menos laboriosa, j& que grande parte do processo é realizado
automaticamente pelo equipamento, quando comparados ao método

convencional.
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RESUMO

Nesse estudo foi desenvolvido e validado um novo método de
transesterificacao de acidos graxos de pernil suino assistida por micro-ondas para
analise por cromatografia gasosa, sem a utilizacao de trifluoreto de boro (BF3). Um
delineamento central composto rotacional foi utilizado para a avaliacdo do tempo
de irradiagdo e da concentracdo de hidroxido de sddio em metanol, tendo como
resposta os teores dos acidos graxos 16:0, 18:0, 18:1n-9 e 18:2n-6. As condicoes
6timas do processo foram: 5 minutos de irradiacao e 0,5 % de hidréxido de sédio
em metanol. A validacao foi realizada pela comparagao entre 0 método otimizado
e 0 método de Joseph & Ackman (1992) utilizando material de referéncia
certificado e amostras de pernil suino. Os teores de 4cidos graxos do pernil suino
obtidos pela transesterificagao assistida por micro-ondas n&o diferiram dos teores
obtidos pelo método convencional. Os resultados obtidos para material de
referéncia certificado mostraram-se semelhantes ao valor declarado. A
transesterificacdo de acidos graxos assistida por micro-ondas demonstrou ser
exata e precisa, permitindo a reacdo sem BF3 em menor tempo.

Palavras chave: pernil suino, trifluoreto de boro, material de referéncia, validagao.
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1. Introducao

As técnicas cromatograficas, especialmente cromatografia gasosa (gas
chromatography, GC) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (High Performance
Liquid Chromatography, HPLC) s&o muito utilizadas na andlise de lipidios em
alimentos. Na andlise de acidos graxos, GC desempenha um papel importante
devido a excelente habilidade de separag¢do de compostos de misturas complexas
que envolvem isomeria geométrica e posicional (Ledoux et al., 2000).

A andlise tradicional de acidos graxos necessita da derivacdo para formar
compostos volateis a temperaturas menores. O procedimento mais utilizado é a
transformacao de acidos graxos em ésteres metilicos. A esterificacdo de acidos
graxos pode ser conduzida por catalise alcalina com hidroxido de sodio (NaOH),
hidréxido de potassio (KOH) ou metéxido de sédio (NaOCH3) em metanol, ou por
catdlise acida com acido cloridrico (HCI), acido sulfurico (H2SO4) ou trifluoreto de
boro (BF3) em metanol (De La Fuente et al., 2006). A grande maioria dos trabalhos
na literatura utiliza o BF3 como catalizador na forma de complexo com metanol
(Sancho et al., 2011; Mazalli & Bragagnolo, 2007; Badiani et al, 2002). Entretanto,
apresenta algumas desvantagens tais como ser um reagente téxico, de alto custo
e com vida de prateleira limitada. Além disso, seu uso pode resultar na producéao
de interferentes ou perda de acidos graxos poli-insaturados. Por outro lado, o
tempo de reagdo pode ser reduzido para evitar a formacao desses interferentes
(Zara et al., 2012; Fulk & Shorb, 1970).

Em andlises de rotina o tempo é critico, e os métodos de preparo de
amostra para analise cromatografica consomem tempo. As reacdes assistidas por

micro-ondas apresentam maior rapidez, alto rendimento, alta pureza dos produtos
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e as condicbes de reacdao sdo menos drasticas. O calor transferido é mais efetivo
do que o aquecimento convencional e a reagcado pode ser completada em menor
tempo (Lidstrom el al., 2001).

Recentemente o aquecimento por micro-ondas foi aplicado para a producéo
de biodiesel, provando que a transesterificacdo de diferentes 6leos pode ser
significantemente acelerada pelo aquecimento pelas micro-ondas (Azcan &
Danisman, 2007, Perin et al., 2008, Patil et al., 2010). Alguns estudos ja
demonstram o0 uso da irradiacdo de micro-ondas para esterificacdo de acidos
graxos provenientes de 6leos vegetais para analise em GC. Zara et al. (2012)
reportam a transesterificacdo de éleo de soja com uso de BF; em apenas 60
segundos de irradiacédo, e Jeyashoke et al. (1998) utilizam metanol:tolueno com
metdxido de sbdio para realizar a transesterificacao de éleo de farelo de arroz em
menos de 40 segundos, sendo que ambos os métodos conseguem quantificar
teores de acidos graxos semelhantes aos utilizados em métodos convencionais.

O objetivo desse trabalho foi desenvolver e validar um método rapido de
transesterificacao de lipidios extraidos de pernil suino assistida por micro-ondas
para analise de acidos graxos por cromatografia gasosa. A otimizacao deste
método foi realizada utilizando um delineamento composto central rotacional e a
validacdo pela comparacdo entre o método otimizado e o método de Joseph &
Ackman (1992) utilizando amostras de pernil suino e material de referéncia

certificado.

97



2. Materiais e métodos

2.1. Amostra

A amostra de carne de pernil suino (600 g) foi adquirida no comércio de
Campinas, SP. Ap6s a retirada da gordura superficial, a amostra foi
homogeneizada em multiprocessador (Philco) por 1 minuto até a obtencédo de uma
pasta homogénea. O material de referéncia certificado de carnes homogeneizadas

SRM 1546 foi obtido da NIST (Gaithersburg, MD, USA).

2.2. Reagentes

O complexo trifluoreto de boro em metanol 13-15 % (BF3), a mistura de
padrées contendo ésteres metilicos dos acidos graxos 4:0 a 24:0, o éster metilico
do &cido undecandico (99 % GC) e o éster metilico do acido tricosandico (99 %
GC) foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). O hexano grau
cromatografico HPLC para injecdo das amostras em cromatégrafo gasoso foi
adquirido da JT Baker (Phillipsburg, NJ, USA). Os reagentes grau P.A cloroférmio,
metanol, iso-octano, hidroxido de sddio (NaOH) e cloreto de sddio (NaCl) foram

obtidos da marca Synth (Diadema, SP, Brasil).

2.3. Determinag&o de umidade

O teor de umidade foi determinado através do método da AOAC (1997).

2.4. Extracgéo de lipidios

Os lipidios foram extraidos segundo o método descrito por Folch et al. (1957).
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2.5. Determinacgdo dos acidos graxos

2.5.1. Esterificagdo segundo Joseph & Ackman (1992)

Aproximadamente 25 mg de lipidio, obtido da extracao de acordo com Folch
et al. (1957) foi esterificada segundo o método de Joseph & Ackman (1992). Ao
lipidio adicionou-se 1,5 mL de NaOH em metanol 2 % (m/v), ficando em banho de
agua a 100 °C por 5 minutos, sendo, apés, resfriados a temperatura ambiente e
adicionados de 2 mL de BF3; em metanol, retornando a banho de agua a 100 °C
por 30 minutos. Foi adicionada a amostra, apo6s resfriamento a temperatura
ambiente, 5 mL de NaCl saturado (36 %, m/v) e 1 mL de iso-octano P.A, sendo
agitados por 30 segundos, ocorrendo separacao de fases. Separou-se a fase com
iso-octano e repetiu-se a lavagem adicionando novamente 1mL de iso-octano,
agitando em vortex e separando as fases. O extrato com os ésteres metilicos de
acidos graxos foi evaporado sob fluxo de nitrogénio, sendo diluido com 1 mL de

hexano HPLC para injecdo em cromatografo gasoso.

2.5.2. Transesterificacdo assistida por micro-ondas

O sistema extrator de micro-ondas Start-E (Milestone, Sorisole, Italia) foi
utilizado para as reagdes de esterificacdo. Foram adicionados 5 mL de NaOH em
metanol a 25 mg de lipidio em tubos de teflon, que foram submetidos a irradiacao
de micro-ondas a 60 °C com agitacdo magnética a 30 % e poténcia de 400 W. O
tempo de irradiacdo e a concentragcdo de NaOH foram determinados conforme o
delineamento estatistico (item 2.5). Os tubos de teflon foram resfriados em banho
de gelo e o extrato foi transferido para um tubo de ensaio. Foram adicionados 3

mL de agua destilada e 1 mL de iso-octano, agitando-se em vortex por 30
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segundos e centrifugando a 2500 g por 3 minutos a 10 °C. Separou-se a fase com
iIso-octano e repetiu-se a lavagem adicionando novamente 1 mL de isso-octano,
seguida da agitacdo em vortex e centrifugacao para separacao de fases. O extrato
com os ésteres metilicos de acidos graxos foi evaporado sob fluxo de nitrogénio,

sendo diluido com 1 mL de hexano HPLC para injecdo em cromatografo gasoso.

2.5.3. Analise cromatografica

Os ésteres metilicos de acidos graxos foram identificados pela comparacao
dos tempos de retencdo dos picos da amostra com os padrbes, sendo a
quantificacao realizada por padronizacao interna utilizando os ésteres metilicos
dos acidos undecandico e tricosandico e os resultados expressos em mg/100g de
amostra (AOCS, 1997).

Foi utilizado um cromatégrafo gasoso GC-2010 (Shimadzu, Kyoto, Japao)
equipado com injetor split (1/50) a 250 °C, coluna capilar CP-SIL 88 (Chromopack,
100 m x 0,25 mm x 0,20 ym) e detector de ionizagdo em chama a 260 °C. A
temperatura inicial da coluna foi de 120 °C durante 8 minutos, sendo programada
para aumentar 20 °C por minuto até 160 °C, aumentando 3 °C por minuto até
195 °C, mantendo-se nesta temperatura por 10 minutos, aumentando 3 °C por
minuto até 210 °C, aumentando 35 °C por minuto até 220 °C, mantendo-se nesta
temperatura por 3 minutos, aumentando 20 °C por minuto até 240 °C, mantendo-
se nesta temperatura por 5 minutos, totalizando 46 minutos (Sancho et al., 2011).
O gas de arraste foi o hidrogénio a 40 cm/s e o gas make-up, nitrogénio a

30 mL/min. Foi injetado 1L através da técnica hot needle por 5 segundos.
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2.6. Delineamento estatistico experimental

Os parametros utilizados para a otimizacao da transesterificacao assistida
por micro-ondas foram os seguintes: concentracdo de hidréxido de so6dio (NaOH)
em metanol (0,3 a 1,7 %) e tempo de irradiacdo (2 a 10 minutos), conforme tabela
1. Nesse estudo foi feito um delineamento composto central rotacional (DCCR) (22
adicionando-se 4 pontos centrais), compreendendo 11 ensaios que foram
realizados de maneira aleatéria de acordo com o software Statistica 7.0. Como
respostas foram avaliados os teores dos acidos graxos majoritarios da amostra:
acido palmitico (16:0), acido estearico (18:0), acido oleico (18:1n-9) e acido

linoleico (18:2n-6).

Tabela 1 — Variaveis independentes e seus respectivos niveis utilizados no DCCR

Variaveis independentes Niveis
-1,41 -1 0 +1 +1,41
Tempo (minutos) 2 3 6 9 10

Concentracdo de NaOH em metanol (%) 0,3 0,5 1,0 1,5 1,7

2.7. Validacao da transesterificacdo assistida por micro-ondas

A validacdo do método de transesterificacdo de acidos graxos de lipidios
extraidos do pernil suino assistida por micro-ondas foi realizada atraves da
comparagdo dos resultados obtidos pelo método otimizado com o método
proposto por Joseph & Ackman (1992) e pela utilizacdo de material de referéncia
certificado de carnes homogeneizadas (SRM 1546). Os resultados obtidos foram

avaliados estatisticamente quanto a precisédo e exatidao.
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2.8. Analise estatistica
O planejamento estatistico e a andlise estatistica dos dados foram
realizados utilizando o software Statistica 7.0. Os resultados obtidos e as médias

foram comparados pelo teste de Tukey (p < 0,1).

3. Resultados e discussoes

3.1. Otimizagdo do método

A matriz do DCCR contendo os resultados dos teores de &cidos graxos
obtidos com a transesterificagdo assistida por micro-ondas dos lipidios de pernil
suino € apresentada na tabela 2. Os pontos centrais apresentaram uma variagao
pequena, com desvio padréo relativo variando entre 6 e 9 % para as respostas,
indicando boa repetibilidade do processo. Através da esterificagdo segundo
Joseph & Ackman (1992), foram encontrados os valores de 791,91 para 16:0,
304,28 para 18:0, 1349,19 para 18:1n-9 e 1148,17 para 18:2n-6 (todos em
mg/100g). Pode-se observar pela matriz que os ensaios 1, 3, 5 e os pontos
centrais apresentam valores muito préximos aos encontrados pelo método de
Joseph & Ackman (1992).

A andlise de regressao (tabela 3) indica que os parametros lineares do
tempo (t) e quadraticos da concentracdo de NaOH (c?) para todas as respostas
(16:0, 18:0, 18:1n-9 e 18:2n-6) foram significativos na esterificacdo de acidos
graxos. Os coeficientes nado significativos foram excluidos e o modelo foi
reparametrizado, sendo as equacdes (3 a 6) para cada resposta, 16:0, 18:0,

18:1n-9 e 18:2n-6, apresentadas abaixo como y1, y2. Y3 € Y4, respectivamente.
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y1=835,12 - 179,08 t - 320,62 ¢ (3)

y2=283,30-59,48t- 113,70 c? (4)
ya= 144571 - 293,28 t - 564,96 c? (5)
ya=1022,43 - 219,94 t - 370,65 c? (6)

Tabela 2 — Matriz do DCCR para transesterificacao de triacilglicer6is dos lipidios

de pernil suino assistida por micro-ondas

Variaveis Variaveis dependentes
independentes (mg/1009)
Ensaios Tempo Conc. 16:0 18:0 18:1n-9 18:2n-6
(min) NaOH ( %),
1 -1 -1 888,79 293,19 1487,63 1092,57
2 +1 -1 322,35 106,80 574,03 410,89
3 -1 +1 750,17 265,43 1339,73 943,95
4 +1 +1 207,83 70,59 368,14 257,97
5 -1,41 0 769,59 246,38 1264,80 934,16
6 +1,41 0 540,59 179,44 938,79 657,06
7 0 -1,41 237,87 44,70 333,55 398,33
8 0 +1,41 94,34 38,25 174,71 114,78
9 0 0 991,39 350,56 1771,59  1248,92
10 0 0 875,59 291,75 1491,59 1069,87
11 0 0 94293 319,55 1638,50 1153,04

Considerando somente os termos significativos, a tabela 4 apresenta as
analises de variancia para a transesterificacao dos triacilglicerois. O coeficiente de
determinacao para todas as respostas foram 80,89 % para 16:0, 79,22 % para

18:0, 79,10 % para 18:1n-9 e 77,49 % para 18:2n-6.
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Tabela 3 — Coeficientes de regressdo do DCCR para os teores de acidos graxos 16:0, 18:0, 18:1n-9 e 18:2n-6

Acidos graxos

16:0 18:0 18:1n-9 18:2n-6

Coeficiente p-valor*  Coeficiente p-valor* Coeficiente p-valor*  Coeficiente p-valor*
Média 125,34 0,0008 36,60 0,0296 200,84 0,0030 151,54 0,0012
(1)Massa (L) -24,36 0,0312 -5,85 0,2858 -43,16 0,0444 -30,84 0,0321
Massa (Q) -6,66 0,5411 1,77 0,7555 -8,36 0,6890 -7,77 0,5756
(2)Volume (L) 17,01 0,1142 2,81 0,6010 28,91 0,1586 22,20 0,1067
Volume (Q) -13,93 0,2132 -0,93 0,8689 -21,78 0,3066 -17,08 0,2298
(3)Tempo (L) -1,10 0,9135 -6,86 0,2155 2,46 0,9000 2,15 0,8685
Tempo (Q) -6,08 0,5762 9,16 0,1255 -12,15 0,5625 -8,97 0,5190
(4)Conc. NaOH (L) -67,39 0,0000 -23,96 0,0006 -103,15  0,0001 -83,63 0,0000
Conc. NaOH (Q) -1,35 0,9003 2,13 0,7079 -7,61 0,7154 -0,15 0,9910
1L,2L 7,87 0,5322 2,21 0,7360 6,65 0,7823 2,97 0,8520
1L,3L -2,26 0,8562 -6,19 0,3537 -9,20 0,7029 -9,24 0,5641
1L,4L 19,66 0,1339 6,81 0,3095 37,17 0,1406 25,11 0,1333
2L,3L -8,07 0,5219 -0,39 0,9516 -7,40 0,7587 -4,91 0,7580
2L,4L -5,37 0,6685 -2,16 0,7414 -13,39 0,5802 -9,55 0,5514
3L,4L -19,45 0,1378 1,48 0,8213 -38,60 0,1272 -27,71 0,1008

* Significancia a p < 0.1
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Tabela 4 — Analise de variancia (ANOVA) para os teores de acidos graxos 16:0,
18:0, 18:1n-9 e 18:2n-6

Respostas  Fonte de Soma dos Graus de Quadrado Fcal
variagao quadrados liberdade médio

16:0 Regressao 892041,51 2 446020,75 16,94
Residuos 210614,81 8 26326,85
Total 1102656,32 10

18:0 Regressao 108237,47 2 54118,73 15,24
Residuos 28392,34 3549,04
Total 136629,81 10

18:1n-9 Regressao 2661284,96 2 1330642,48 15,14
Residuos 703095,83 87886,97
Total 3364379,79 10

18:2n-6 Regressao 1236301,23 2 618150,61 13,77
Residuos 359082,81 44885,35
Total 1595384,04 10

Fo.5.01=3,11

A partir da analise de variancia (ANOVA), quatro superficies de resposta
foram geradas, que sdo apresentadas na figura 1. A analise de superficies de
todos os acidos graxos estudados indicou tendéncia semelhante: foram obtidos os
melhores teores dos acidos graxos estudados com tempo de irradiacdo menor que

6 minutos e no intervalo de concentracdo de NaOH em metanol de 0,5 a 1,5 %.
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Figura 1 — Superficies de resposta para a transesterificacdo dos acidos graxos
16:0 (a), 18:0 (b), 18:1n-9 (c) e 18:2n-6 (d) de pernil suino (mg/100g) assistida por
micro-ondas em fung¢ao da concentracao de NaOH em metanol (%) e do tempo de

irradiagao (min)

O tempo de reacao tem efeito significativo no teor dos ésteres metilicos de
acidos graxos. Em aquecimento convencional, o calor é transmitido para a reacao
através de convecgao e condugdo, necessitando de longo tempo de reagédo. A

irradiacdo de micro-ondas diminui a energia de ativacdo para que a reacao
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aconteca devido as moléculas polares e ions estarem continuamente se alterando
em funcdo do campo magnético (rotacdo polar e conducéao ibnica). As mudancas
no campo magnético causam rapida rotagdo das moléculas e aumentam o fluxo
dos ions na solucao, gerando calor devido a friccao (Lidstrém et al., 2001; Perreux
& Loupy, 2001). As propriedades dielétricas do metanol (valores teéricos) como
constante dielétrica (¢’) e fator de dissipagao (¢”), 32,6 e 21,4, respectivamente,
indicam a forte absor¢cdo deste solvente quando submetido a energia de micro-
ondas. Isso ocorre devido a presenca do grupamento OH, fazendo com que seus
dipolos reorientem-se rapidamente sob o efeito da irradiagdo, resultando em
rapido aquecimento, acelerando a reagdo (Mingos, 2005; Gu et al., 2004). A
umidade da amostra também auxilia na eficiéncia do aquecimento, e
consequentemente, na reacgao, devido seu alto teor (72,85 g/100g). No presente
estudo, o tempo de reacdo de até 6 minutos foi adequado para a completa
transesterificacdo sobre o efeito das micro-ondas. Tempos acima de 6 minutos
mostraram-se ineficientes e podem resultar em aquecimento prolongado da
mistura reacional, com perda de ésteres metilicos de &cidos graxos e formacao de
subprodutos.

As superficies de resposta mostram que com as concentragdes entre 0,5 e
1,5 % obtém-se maiores teores de acidos graxos. Ao observar os ensaios
individualmente (tabela 2), quando foram utilizadas concentragcdes maiores de 1 %
de NaOH em metanol, e tempo superior a 6 minutos, foram obtidos baixos teores
de acidos graxos. Os teores proximos da esterificacdo de acordo com Joseph &

Ackman (1992) foram alcangados ao utilizar baixa concentragdo de NaOH em
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metanol e tempo préximo ao ponto central ou alta concentracdo de NaOH em
metanol e curto tempo de reagao.

A partir das analises realizadas, foram escolhidas as condi¢des 6timas do
processo de transesterificacdo assistida por micro-ondas, sendo realizada uma
validacdo do método para comprovacdo, com os seguintes parametros: 5 mL da
solucado de NaOH (0,5 %) em metanol visando maior economia, combinada com
tempo moderado de 5 minutos, além dos parametros fixos como a temperatura de
60 °C a 400 W, e 25 mg de lipidios. A validacao foi realizada repetindo-se o
processo nas condicdes mensionadas anteriormente (n=7 em triplicata), sendo os
resultados (médias e desvio padrdao, n=7) apresentados na tabela 5. Verifica-se
que a condicado otimizada da transesterificacdo assistida por micro-ondas nao
diferiu estatisticamente no teor de nenhum &acido graxo da amostra ao comparar
com a esterificacdo segundo Joseph & Ackman (1992). Os acidos graxos 8:0,
13:0, 15:1n-5, 18:2(91,121), 21:0, 22:0, 22:1n-9, 22:2n-6, 24:0 e 24:1n-9 nado foram
detectados na cromatografia gasosa em ambos métodos de esterificacdo. Na
figura 2 é apresentado um cromatograma obtido por GC de ésteres metilicos de
acidos graxos de pernil suino preparados através da reacao de transesterificacao
assistida por micro-ondas.

Através dos resultados obtidos da validacdo pode-se afirmar que a
transesterificacao assistida por micro-ondas € exata, por ndo apresentar diferenca
estatistica em nenhum teor de &cido graxo, e também precisa, ja que os teores de
todos os acidos graxos apresentaram desvio padrao relativo menor que 12 %,

sendo aceitavel para a concentragao estudada (Horwitz et al., 1980).
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Tabela 5 — Teores de acidos graxos (mg/100g) de pernil suino obtidos pela

transesterificacao assistida por micro-ondas e segundo Joseph & Ackman (1992)

Acidos graxos

Transesterificacdo assistida

por micro-ondas

Esterificacdo segundo Joseph

& Ackman (1992)

10:0
12:0
14:0
15:0
16:0
17:0
18:0
20:0
14:1n-5
16:1n-7
17:1n-7
18:1n-9t
18:1n-9
18:2n-6
18:3n-6
18:3n-3
20:1n-9
20:2n-6
20:3n-6
20:3n-3
20:4n-6
20:5n-3
22:6n-3

1,10+ 0,09 °
3,13+0,33°
33,09 £0,842
1,92+0,19°
774,23 £65,26°
5,16 £0,36°
296,34 £ 10,172
3,44 +0,32°
0,42 0,012
61,07 £1,56°
7,22 +0,20°
6,72 +0,55°
1367,64 £ 91,992
1088,17 £ 47,562
1,75+0,14°
74,20 +6,50°
14,15+0,71°2
20,06 +1,32°
5,07 £ 0,542
4,63 +0,55°
42,65 £ 5,14°
2,48 £0,29°
4,33 +0,54°

1,02+0,11°%
3,33+0,38%
34,27 +251°%
1,52+0,132
791,91 +45772
5,11 +0,602
304,28 + 36,132
3,90 +0,33%
0,46 + 0,03
61,97 +7,07°
7,35+0,81%2
6,33 + 0,022
1349,19+ 113,912
1148,17 £+ 132,082
1,88 £ 0,032
72,20 + 3,64°
13,96 +0,33°
19,01 +1,19°
5,11 +0,58%
4,36 +0,25%
48,56 +1,28°
2,72 +0,33°2
4,74 +£0,052

Letras iguais na mesma linha ndo apresentam diferenca estatistica entre

métodos (p < 0,1).
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3.2. Validacao com material de referéncia certificado

Apés a otimizacao e validacao do preparo dos ésteres metilicos de acidos
graxos para analise por GC através do planejamento estatistico, foi realizada
também a validagcdo usando material de referéncia certificado de carnes
homogeneizadas (SRM 1546, NIST) (n=3 em triplicata), cujos valores dos acidos
graxos sao apresentados na tabela 12. Verifica-se que os teores de acidos graxos
encontrados pela transesterificagdo assistida por micro-ondas encontram-se
dentro do intervalo apresentado pelo certificado do material de referéncia. Com

isso pode-se afirmar que o método € exato e preciso.

Tabela 6 — Teores de acidos graxos (mg/100g) do material de referéncia
certificado (SRM 1546, NIST) obtidos através da transesterificacdo assistida por

micro-ondas e os valores declarados no certificado do material de referéncia

Acidos graxos Transesterificagao assistida Valor certificado

por micro-ondas

(SRM 1546, NIST)

10:0 21,06 = 1,56 21,11+ 3,95
12:0 13,61+ 0,97 16,41 + 3,45
14:0 300,00 £+ 19,98 312,34 £ 23,45
16:0 5647,82 + 586,44 5629,62 + 481,48
18:0 2566,77 + 247,85 2679,01 £ 358,02
20:0 31,65 + 0,68 38,88 £ 7,77
16:1n-7 799,75 + 59,80 843,20 + 81,48
18:1n-9 10050,12 £ 505,18 10123,45 + 1185,18
18:2n-6 2179,83 £ 33,42 2419,75 + 246,91
18:3n-3 189,60 + 4,30 174,07 £ 43,20
20:1n-9 168,99 + 19,34 192,59 + 28,39
20:4n-6 41,77 £ 5,12 69,13 + 30,86
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4. Conclusao

O processo de transesterificacdo assistida por micro-ondas requer apenas 5
minutos a temperatura mais branda (60 °C) que o método convencional nao
necessitando do BF3, composto altamente tdéxico, com tempo de vida limitado e de
alto custo.

As micro-ondas provam ser adequadas para a transesterificacdo com
metanol, permitindo conversdo em ésteres de acidos graxos com maior economia
e em curto tempo. O procedimento representa um método limpo, pratico, simples,
econdmico e menos agressivo ao meio ambiente, além de possuir alta eficiéncia

na obtencao dos resultados.
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Resumo

Esse estudo foi realizado visando a esterificagao direta de triacilgliceréis de
filé de frango assistida por micro-ondas sem o uso de trifluoreto de boro (BFsj)
como catalizador. Foi utilizado um delineamento composto central rotacional para
otimizagdo do procedimento, avaliando as variaveis, massa da amostra, volume
do solvente, tempo de irradiacdo e concentragdo de NaOH em metanol. O
procedimento otimizado resultou em 300 mg de filé de frango, 5 mL de NaOH em
metanol 0,5 % (m/v) e 35 minutos de irradiacdo, sendo validado comparando o0s
resultados obtidos com o método que utiliza BF; com carne de frango e com o
padrao de referéncia certificado de carnes homogeneizadas. Os resultados
indicaram que o método de transesterificacdo assistida por micro-ondas apresenta
precisao e exatidao, possibilitando a utilizacdo da energia de micro-ondas para a
transesterificacao dos triacilglicerdis diretamente da amostra sem a utilizagdo do

reagente BF3, apresentando como vantagens rapidez, precisdo e menor custo.

Palavras-chave: validacdo, catalise basica, delineamento composto central

rotacional.
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1. Introducao

O teor dos lipidios e a composicao dos acidos graxos em carnes contribuem
em muitos atributos de qualidade e caracteristicas nutricionais, 0 que desempenha
papel importante nas decisbes dos consumidores no momento da compra
(Aaslyng et al., 2007). No entanto, o processamento desses alimentos acarreta
alteracao dos teores e na composicao lipidica (Conchillo, Ansorena & Astiasaran,
2005; Alfaia et al., 2010; Sancho, Bragagnolo, Costa, Mariutti & De Lima 2011).
Em vista disso, as analises quantitativas de lipidios e o estudo de &cidos graxos
tém sido incorporados na rotina de muitos laboratérios, sendo que a cromatografia
gasosa é uma das técnicas cromatograficas mais utilizada para a determinagéao do
teor e da composicdo de acidos graxos em diferentes amostras (Shantha, 1992;
Mazalli & Bragagnolo, 2007; Alfaia et al., 2010).

A preparacao da amostra para analise em cromatografia gasosa pode
envolver diferentes métodos, sendo que os mais comuns sdao 0s procedimentos
onde a extracdo dos lipidios € realizada primeiro e, ap0s, a esterificacdo dos
acidos graxos para ésteres metilicos de acidos graxos (Bannon, Craske, Hai,
Harper & O’rourke, 1982; Joseph & Ackman, 1992). Entretanto, essa técnica leva
tempo, € de alto custo em funcdo da quantidade e do tipo dos reagentes
envolvidos e pode levar a erros devido as multiplas etapas envolvidas. Métodos
que fornegcam resultados mais rapidos, de menor custo e precisos S0 necessarios
para a andlise de alimentos. Alguns autores utilizam métodos para a determinacao
de acidos graxos através de transesterificacao direta, que é realizada sem a etapa
previa de extracdo para o isolamento dos lipidios, tendo sido reportada em

amostras como plasma sanguineo, ovos e produtos lacteos, apresentando boa
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precisdo e recuperacao (Lepage & Roy, 1986; Wang, Sunwoo, Cherian & Sim,
2000; Golay, Dionisi, Hug, Giuffrida & Destaillats, 2006).

O BF3; é normalmente utilizado como catalizador para a esterificagdo de
acidos graxos na forma de complexo coordenado com metanol. De acordo
estudos realizados por Lough (1964) e Fulk & Shorb (1970), o uso de alta
concentragcdo de BF3 em metanol (50 % m/v) pode causar sérias perdas de
ésteres metilicos de acidos graxos através da formagédo de subprodutos. Além
disso, é um reagente toxico e de alto valor comercial (Lough, 1964; Ruiz
Rodriguez, Reglero & Ibafiez, 2010). Por outro lado, com BF3 a reagéo é realizada
em menor periodo de tempo e, em concentragées adequadas, fornece dados
precisos (Morrison & Smith, 1964).

O uso da irradiagéo de micro-ondas como fonte de calor ja € utilizado como
alternativa util em diferentes reagées quimicas (Marquez, Loupy, Calderon &
Pérez, 2006; Yamashita, Mitsukura & Kobashi, 2010; Yadav, Reddy, Venugopal &
Padmavani, 2004). Na literatura ja foram reportados trabalhos onde a
transesterificacdo € realizada com auxilio de micro-ondas. Por exemplo,
Armstrong, Metherel & Stark (2008) transesterificaram os acidos graxos de sangue
humano utilizando a reag&o de catalise com &acido sulfurico alcangando resultados
satisfatérios e comparaveis ao método que utiliza BF;. Tomas, Tor, Villorbina,
Canela, Balcells & Eras (2009) obtiveram a derivatizacao completa dos &cidos
graxos e sem alteragdes dos mesmos em carne utilizando micro-ondas através de
reacdo com clorotrimetilsilano. Muitos autores utilizam aparelhos de micro-ondas
domésticos para a realizacdo desses processos (Jie & Yan-Kit, 1988; Banerjee,

Dawson & Dasgupta, 1992; Armstrong, Metherel & Stark, 2008). Entretanto, essa
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pratica deve ser evitada devido a falta de controle da temperatura, de pressao e
de seguranca.

Nesse contexto, o objetivo desse estudo foi desenvolver e validar um
método de transesterificagdo direta de triacilglicerdis assistida por micro-ondas em
carne de frango para analise em cromatografia gasosa. Para isso, foi realizado um
delineamento central composto rotacional (2* com 2 pontos centrais) para
determinar o ponto 6timo da transesterificagdo direta assistida por micro-ondas.
Em seguida, foi realizada a validacéo através de comparacéao entre os resultados
obtidos com o método desenvolvido e 0 método convencional utilizando amostras
de filé de frango e de material de referéncia certificado de carnes homogeneizadas

(SRM 1546, NIST, Gaithersburg, MD, USA).

2. Materiais e métodos

2.1 Amostras

A amostra de carne de filé de frango (600 g) foi adquirida no comércio de
Campinas, SP. ApO6s a retirada da gordura superficial, a amostra foi
homogeneizada em multiprocessador (Philco) por 1 minuto até a obtencéo de uma
pasta homogénea. O material de referéncia de carnes homogeneizadas SRM

1546 foi obtido da NIST (Gaithersburg, MD, USA).

2.2 Reagentes
O complexo trifluoreto de boro em metanol 13-15 % (BF3), a mistura de

padroes contendo ésteres metilicos dos acidos graxos de 4:0 a 24:0, os ésteres
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metilicos dos acidos undecandico (99 % CG) e tricosandico (99 % CG) foram
obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). O hexano grau cromatografico
HPLC foi adquirido da JT Baker (Phillipsburg, NJ, USA) e o cloroférmio, o metanol,
0 iso-octano, o hidréxido de sédio (NaOH) e o cloreto de sédio grau (NaCl), todos

grau P.A. foram obtidos da marca Synth (Diadema, SP, Brasil).

2.3. Determinacdo de umidade

O teor de umidade foi determinado através do método da AOAC (1997).

2.4. Determinagéo dos acidos graxos

2.4.1. Esterificagcdo segundo Joseph & Ackman (1992)

A extracado dos lipidios da amostra de filé de frango foi realizada através do
método segundo Folch, Lees & Stanley (1957). Os acidos graxos foram metilados
de acordo com o método descrito por Joseph & Ackman (1992). Aliquotas de 25
mg de lipidio foram saponificadas com NaOH em metanol 2 % (m/v) sendo levada
a banho de agua em ebulicdo por 5 minutos. Apés, foram adicionados 2 mL de
BFs em metanol levando novamente ao banho de agua em ebulicdo por 30
minutos. A amostra foi resfriada a temperatura ambiente sendo adicionados 5 mL
de NaCl saturado (36 %, m/v) e 1 mL de iso-octano P.A. agitando-se em vortex
por 30 segundos para a extracao dos ésteres metilicos de acidos graxos. A fase
contendo iso-octano foi separada, sendo o processo repetido uma vez, e logo
apés foi evaporada sob fluxo de nitrogénio. Para a injegdo no cromatégrafo

gasoso, diluiu-se com 1 mL de hexano HPLC.
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2.4.2. Transesterificacdo direta assistida por micro-ondas

A transesterificacdo direta assistida por micro-ondas foi realizada em
sistema extrator de micro-ondas Start-E (Milestone, Sorisole, Italia). Os
parametros do método (massa da amostra, volume de solvente, tempo de
irradiacao e concentracdo de NaOH em metanol) foram utilizados de acordo com o
delineamento estatistico (item 2.5). Uma aliquota da amostra foi pesada nos tubos
extratores de teflon, adicionada de hidroxido de s6dio em metanol e, submetida a
irradiacao de micro-ondas a 60 °C com agitagcdo magnética a 30 % e poténcia de
400 W. Apods a irradiacdo a amostra foi resfriada em banho de gelo sendo
transferida para um tubo de ensaio, adicionando-se 3 mL de agua destilada e 1
mL de iso-octano. A mistura foi agitada em vortex por 30 segundos e centrifugada
a 2500 g por 3 minutos a 10 °C para separagédo dos ésteres metilicos de acidos
graxos. A fase contendo iso-octano foi separada, sendo o processo de extracao
repetido mais uma vez, e logo apds evaporada sob fluxo de nitrogénio. Para a
injecdo no cromatégrafo gasoso, diluiu-se o extrato seco com 1 mL de hexano

HPLC.

2.4.3. Analise cromatografica

Os ésteres metilicos de acidos graxos foram separados em um
cromatdgrafo gasoso (GC-2010, Shimadzu) equipado com detector de ionizagcédo
em chama, injetor split (1/50) e coluna CP-SIL 88 (Chromopack, 100 m x 0,25 mm
x 0,20 um). As condigbes cromatograficas foram: temperatura do detector a
260 °C, temperatura do injetor a 250 °C, temperatura inicial da coluna a 120 °C
durante 8 minutos, aumentando 20 °C por minuto até 160 °C, aumentando 3 °C
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por minuto até 195 °C, mantendo-se nesta temperatura por 10 minutos,
aumentando 3 °C por minuto até 210 °C, aumentando 35 °C por minuto até
220 °C, mantendo-se nesta temperatura por 3 minutos, aumentando 20 °C por
minuto até 240 °C, mantendo-se nesta temperatura por 5 minutos, totalizando 46
minutos (Sancho, Bragagnolo, Costa, Mariutti & De Lima 2011). O volume de
injecéo foi de 1 yL através da técnica hot needle por 5 segundos. O gés de arraste
foi o hidrogénio com velocidade linear de 40 cm/s e 0 gas make up, nitrogénio a
30 mL/min

A identificacao dos acidos graxos foi realizada por comparacao dos tempos
de retencao dos padrdes de ésteres metilicos de acidos graxos com os tempos de
retencdo de ésteres metilicos de acidos graxos da amostra. A quantificagao foi
realizada por padronizagao interna, utilizando-se os ésteres metilicos dos acidos
graxos undecandico e tricosandico, sendo o0s &cidos graxos calculados em

mg/100g de carne de filé de frango de acordo com o método da AOCS (1997).

2.5. Delineamento estatistico experimental

Para o estudo da transesterificacdo direta assistida por micro-ondas foi
realizado um delineamento composto central rotacional (DCCR), cujos parametros
e seus niveis sdo apresentados na tabela 1. O DCCR foi um 2* com 3 pontos
centrais, compreendendo 27 ensaios, realizados de maneira aleatéria de acordo
com o arranjo realizado pelo software Statistica 7.0. Os teores dos &cidos graxos
majoritarios da amostra de filé de frango, acido palmitico (16:0), acido estearico
(18:0), acido oleico (18:1n-9) e acido linoleico (18:2n-6), foram as respostas
avaliadas no DCCR.
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Tabela 1 — Parametros e valores utilizados no DCCR

-2 -1 0 +1 +2
Massa da amostra (mg) 200 300 400 500 600
Volume de solvente (mL) 5 6 7 8 9
Tempo (minutos) 20 25 30 35 40

Concentracdao de NaOH em metanol (%) 0,1 0,5 1,0 1,5 1,9

2.6. Validacdo da transesterificacdo assistida por micro-ondas

A validagdo do método de transesterificacao direta de triacilglicerdis assistida
por micro-ondas foi realizada através da comparagéo entre os resultados obtidos
com o método otimizado e com os resultados obtidos com o método proposto por
Joseph & Ackman (1992) utilizando amostras de filé de frango e de material de
referéncia certificado de carnes homogeneizadas (SRM 1546). Os resultados

obtidos foram avaliados estatisticamente quanto a precisdo e exatidao.

2.7. Analise estatistica
O planejamento estatistico e a andlise estatistica dos dados foram
realizados utilizando o software Statistica 7.0. Os resultados obtidos e as médias

foram comparados pelo teste de Tukey (p < 0,1).

3. Resultados e discussoes
Os teores de acidos graxos obtidos pelo método de Joseph e Ackman
foram de 310,80, 112,95, 571,44 e 432,54 mg/100g para 16:0, 18:0, 18:1n-9 e

18:2n-6, respectivamente, sendo que 0 ensaio cujos valores mais se aproximaram
126



do método convencional foi o ensaio 7. A matriz com 0s ensaios e 0s respectivos
resultados obtidos através do DCCR estd apresentada na tabela 2. O desvio
padrao relativo dos pontos centrais foram abaixo de 10 %, 0 que indica a boa
repetibilidade do método. O teor de umidade da amostra foi de 75,14 g/100g,
indicando que a mesma pode absorver a energia de micro-ondas e assim,
aumentar a eficiéncia durante a reagao de transesterificagéo.

Os resultados dos coeficientes de regressao sao apresentados na tabela 3.
A andlise estatistica indicou que de acordo com as respostas dos acidos graxos
16:0, 18:1n-9 e 18:2n-6, os parametros significativos foram a massa da amostra
(m) e a concentracdo de NaOH (c). Para o teor do acido graxo 18:0 a Unica
variavel significativa foi a concentracao de NaOH. Os modelos para cada resposta
(16:0, 18:0, 18:1n-9 e 18:2n-6) s&o apresentados pelas respectivas equacgdes 1, 2,
3 e 4. Em todos os casos, quanto menor a concentracao de NaOH, maiores foram
os teores dos acidos graxos obtidos, e quando a massa foi significativa, obteve-se
maiores teores dos acidos graxos ao utilizar menores massas. Com os dados
obtidos foi realizada a analise de varidncia (ANOVA), resultando em 3 superficies

de resposta (figura 1).

y1=100,41 - 24,36m - 67,39¢ (1)
y2 = 47,38 - 23,96¢ (2)
ys= 156,47 - 43,16m - 103,15¢ (3)
ya= 121,33 - 30,84m - 83,63¢c (4)
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Tabela 2 — Matriz do delineamento composto central rotacional (DCCR) utilizada

para a transesterificacao direta de triacilgliceréis em carne de frango assistida por

micro-ondas e as respostas observadas

Variaveis Respostas
(acidos graxos em mg/100g)
Ensaios Massa Volume Tempo NaOH 16:0 18:0 18:1n-9  18:2n-6
1 -1 -1 -1 -1 203,43 103,63 309,42 225,59
2 +1 -1 -1 -1 41,72 66,61 55,42 66,82
3 -1 +1 -1 -1 179,18 80,30 274,12 206,67
4 +1 +1 -1 -1 208,98 100,27 312,12 241,45
5 -1 -1 +1 -1 24546 95,16 389,18 291,96
6 +1 -1 +1 -1 158,51 61,18 245,81 185,93
7 -1 +1 +1 -1 303,60 11563 562,62 423,41
8 +1 +1 +1 -1 151,20 61,66 236,39 179,66
9 -1 -1 -1 +1 30,82 10,37 46,89 33,73
10 +1 -1 -1 +1 17,07 39,50 26,58 20,44
11 -1 +1 -1 +1 85,23 34,81 133,95 101,91
12 +1 +1 -1 +1 35,09 21,84 55,64 40,31
13 -1 -1 +1 +1 18,97 43,99 30,23 22,65
14 +1 -1 +1 +1 4,51 17,66 6,41 4,09
15 -1 +1 +1 +1 18,57 18,59 30,05 22,60
16 +1 +1 +1 +1 40,36 32,83 61,62 44,08
17 -2 0 114,68 38,09 187,06 140,31
18 2 0 36,18 18,23 57,29 43,01
19 0 -2 0 19,68 7,37 34,13 23,39
20 0 2 0 73,05 27,26 102,84 85,41
21 0 0 -2 0 119,31 96,23 179,29 133,30
22 0 0 2 0 36,18 19,22 34,79 40,41
23 0 0 0 -2 190,69 57,16 245,66 241,00
24 0 0 0 2 2,66 2,05 4,69 3,25
25 0 0 0 0 133,90 39,77 216,88 163,43
26 0 0 0 0 121,77 32,27 193,95 146,45
27 0 0 0 0 120,35 37,75 191,7 144,75
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Tabela 3 — Coeficientes de regressdo do DCCR para os teores de acidos graxos 16:0, 18:0, 18:1n-9 e 18:2n-6

Acidos graxos

16:0 18:0 18:1n-9 18:2n-6
Coeficiente p-valor  Coeficiente p-valor*  Coeficiente p-valor®  Coeficiente p-valor*
Média 125,34 0,0008 36,60 0,0296 200,84 0,0030 151,54 0,0012
(1)Massa (L) -24,36 0,0312 -5,85 0,2858 -43,16 0,0444 -30,84 0,0321
Massa (Q) -6,66 0,5411 1,77 0,7555 -8,36 0,6890 7,77 0,5756
(2)Volume (L) 17,01 0,1142 2,81 0,6010 28,91 0,1586 22,20 0,1067
Volume (Q) -13,93 0,2132 -0,93 0,8689 -21,78 0,3066 -17,08 0,2298
(3)Tempo (L) -1,10 0,9135 -6,86 0,2155 2,46 0,9000 2,15 0,8685
Tempo (Q) -6,08 0,5762 9,16 0,1255 -12,15 0,5625 -8,97 0,5190
(4)Conc. NaOH (L) -67,39 0,0000 -23,96 0,0006 -103,15  0,0001 -83,63 0,0000
Conc. NaOH (Q) -1,35 0,9003 2,13 0,7079 -7,61 0,7154 -0,15 0,9910
1L,2L 7,87 0,5322 2,21 0,7360 6,65 0,7823 2,97 0,8520
1L,3L -2,26 0,8562 -6,19 0,3537 -9,20 0,7029 -9,24 0,5641
1L,4L 19,66 0,1339 6,81 0,3095 37,17 0,1406 25,11 0,1333
2L,3L -8,07 0,5219 -0,39 0,9516 -7,40 0,7587 -4,91 0,7580
2L.,4L -5,37 0,6685 -2,16 0,7414 -13,39 0,5802 -9,55 0,5514
3L,4L -19,45 0,1378 1,48 0,8213 -38,60 0,1272 -27,71 0,1008

* Significanciaa p < 0.1
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Tabela 4 — Andlise de variancia (ANOVA) para os teores de acidos graxos 16:0,

18:0, 18:1n-9 e 18:2n-6

Resposta Fonte de Soma dos Graus de Quadrado Fcal
variagao quadrados liberdade médio

16:0 Regressao 123261,10 2 61630,55 26,77
Residuos 55238,57 24 2301,60
Total 178499,67 26

18:0 Regresséo 13779,06 1 13779,06 24,96
Residuos 13797,89 25 551,91
Total 27576,95 26

18:1n-9 Regresséao 140339,14 2 70169,57 8,89
Residuos 189270,53 24 7886,27
Total 489361,39 26

18:2n-6 Regresséao 190699,96 2 95349,98 24,85
Residuos 92065,23 24 3836,05
Total 282765,19 26

Fo.04:01=2,54; F1.25.01 = 2,92
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Figura 1 — Superficies de resposta obtida para a transesterificagéo de
triacilglicerdis em carne de frango assistida por micro-ondas (g/100g) em funcéo
da massa da amostra e da concentracdo de NaOH para os acidos graxos 16:0 (a),

18:1n-9 (b) e 18:2n-6 (c).

As superficies de resposta indicaram que quanto menor a massa maior o

teor de 4&cidos graxos quantificados. A menor massa possibilita a

transesterificacdo completa com as condigdes utilizadas, indicando que o solvente

com o catalizador consegue penetrar na matriz, extraindo e esterificando os
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compostos eficientemente, diferente do que aconteceu com ensaios utilizando
massas maiores, que nao foram alcancados valores de acidos graxos
comparaveis aos do método convencional.

A possibilidade de eliminar o uso do trifluoreto de boro na transesterificacdo
assistida por micro-ondas traz como vantagens nao somente a reacao com menor
possibilidade de interferentes, mas também maior economia e diminuicdo do uso
de reagentes téxicos. A concentracdo de NaOH deve ser suficiente para completar
a reacao, porém evitando-se 0 excesso, ja& que a partir de determinadas
concentracdes os teores de ésteres metilicos de acidos graxos comecam a
diminuir, possivelmente devido a reagdes de saponificacdo, que sao irreversiveis e
nao permitem a esterificacdo completa (Hsiao, Lin, Chang & Chen, 2010). As
superficies de resposta mostram que quanto menor a concentracdo de NaOH,
melhores foram os resultados. Assim, foi selecionada a concentragdao de 0,5 %
para a otimizacgao.

A quantidade de metanol adicionada a mistura reacional deve ser em
excesso para manter o equilibrio da reacao para a formacao dos ésteres metilicos
de acidos graxos. Embora o volume nao tenha se apresentado significativo nas
superficies de resposta, o valor utilizado para a transesterificacdo foi de 8 mL,
poiscom essa quantidade obtém-se maiores valores dos acidos graxos
minoritarios da amostra. O metanol atua como solvente extrator e também como
reagente para a transesterificacdo de ésteres (Mulbry, Kondrad, Buyer & Luthria,
2009). Em funcao de suas caracteristicas dielétricas, o metanol € bom absorvedor

da radiacdo de micro-ondas, sendo que a mesma causa destruicdo da estrutura
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celular facilitando a extragdo do lipidio pelo metanol, permitindo a reacdo de
transesterificacdo (Mandal, Mohan & Hemalatha, 2007).

Geralmente, ao aumentar o tempo reacional, aumenta-se também o
rendimento da reagdo. Na transesterificacdo assistida por micro-ondas, o
parametro tempo apresentou comportamento semelhante ao volume, uma vez que
os melhores resultados obtidos de acidos graxos minoritarios foram com 35
minutos do que utilizando um menor tempo.

A partir dos resultados obtidos pelo DCCR, foram selecionadas as
condicoes 6timas do processo, 300 mg de amostra, 8 mL de NaOH em metanol a
0,5 % (m/v) e 35 minutos, realizando-se entdo a validagcdo do método. Os teores
dos acidos graxos da validacdo sdo apresentados na tabela 5, e foram obtidos
através da dispersado dos resultados entre 6 replicatas da transesterificacao dos
triacilglicerdis de carne de frango, onde o coeficiente de variacao para todos os
acidos graxos manteve-se menor que 12 %, aceitavel no nivel de concentracao
estudado (Horwitz, Kamps & Boyer, 1980). Com excecao do acido graxo 17:1n-7,
todos os outros acidos graxos nao diferiram estatisticamente. Os acidos graxos
8:0, 10:0, 13:0, 15:1n-5, 18:2n-6(9t12%), 21:0, 22:2n-6 e 24:0 nao foram
detectados na cromatografia gasosa em ambos métodos. Na figura 2 é
apresentado um cromatograma de ésteres metilicos de acidos graxos de filé de

frango obtidos com a transesterificacao assistida por micro-ondas.
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Tabela 5 — Teores de acidos graxos (mg/100g) de filé de frango obtidos pela

transesterificacao direta assistida por micro-ondas e segundo o método de Joseph

e Ackman (1992).

Acidos graxos MAE Joseph e Ackman (1992).
12:0 4,56 +0,39° 4,57 +0,33°
14:0 9,68 + 1,072 9,60 +0,93°
15:0 1,52 £0,02° 1,63 £0,047
16:0 316,01 + 37,082 310,80 + 19,082
17:0 2,74+021° 2,75+0,18°
18:0 113,41 £10,49° 112,95 £+ 5,552
20:0 1,26 £0,10° 1,38 £0,12°
22:0 0,44 + 0,042 0,57 + 0,062
14:1n-5 2,00 +0,16° 2,17 +0,052
16:1n-7 72,26 +4,30° 73,64 + 6,692
17:1n-7 1,43 + 0,082 7,84 +0,12°
18:1n-9¢ 2,53+0,152 2,76 +0,22°
18:1n-9 562,68 + 24,052 571,44 + 35,162
18:2n-6 429,89 + 15,622 432,54 +29,43°
18:3n-6 2,68 +0,19° 3,01 +0,09°
18:3n-3 23,22 +1,79° 23,16 +2,44°
20:1n-9 3,60 +0,34° 3,95+ 0,052
20:2n-6 7,14 0,692 7,02 +0,59°2
20:3n-6 9,07 + 0,632 9,00 + 0,542
20:3n-3 0,61 + 0,082 0,57 +0,02°
20:4n-6 62,19 + 7,222 62,27 +3,44°
20:5n-3 2,68 +0,34° 2,84 +0,022
22:1n-9 0,60 + 0,072 0,56 + 0,042
22:6n-3 3,60 +0,30° 3,58 + 0,072
24:1n-9 0,46 + 0,012 0,62 +0,022

Letras iguais na mesma linha ndo apresentam diferenca estatistica entre

métodos (p <0,1).
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Figura 2 — Cromatograma de ésteres metilicos de acidos graxos de filé de frango obtidos pelo método de transesterificagcao
direta assistida por micro-ondas

135



Os resultados da validacao utilizando o material de referéncia certificado de
carnes homogeneizadas (SRM 1546) sao apresentados na tabela 6. Comparando
os teores de acidos graxos obtidos pelo método da transesterificacao assistida por
micro-ondas com os valores apresentados pelo certificado, observa-se que os
teores obtidos encontram-se no intervalo do valor certificado. Os resultados
obtidos das validagdes indicam que o método de transesterificacao assistida por
micro-ondas é preciso e exato, alcangando valores comparaveis ao método

convencional com a vantagem de eliminar a etapa da extragédo dos lipidios.

Tabela 6 — Teores de acidos graxos (mg/100g) do material de referéncia
certificado (SRM 1546, NIST) obtidos pelo método da transesterificacdo assistida
por micro-ondas e o valor declarado no certificado do material de referéncia (SRM
1546, NIST).

Acidos graxos Transesterificagdo SRM 1546
assistida por micro-ondas
10:0 17,73 £1,79 17,10 £ 3,20
12:0 15,12 £ 1,48 13,30 £ 2,80
14:0 265,65 + 12,74 253,00 + 19,00
16:0 4682,03 + 451,83 4560,00 + 390,00
18:0 2359,68 + 119,12 2170,00 £ 290,00
20:0 29,56 + 3,08 31,50 £ 6,30
16:1n-7 718,25 + 23,36 683,00 + 66,00
18:1n-9 8150,80 + 841,54 8200 + 960,00
18:2n-6 2113,03 + 52,44 1960 + 200,00
18:3n-3 110,17 £ 0,45 141,00 £ 35,00
20:1n-9 139,56 £ 13,00 156,00 + 23,00
20:4n-6 41,32 £ 2,71 56,00 + 25,00
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4. Conclusao

Nesse estudo, foi possivel realizar a anéalise de acidos graxos de carne de
frango sem a extracao prévia dos lipidios ou qualquer outro preparo da amostra
que nao fosse a homogeneizagao. A técnica de transesterificagdo direta assistida
por micro-ondas para andlise dos acidos graxos em carne de frango resultou em
teores de acidos graxos estatisticamente iguais aos obtidos pelo método proposta
por Joseph & Ackman (1992).

Ao comparar com o método convencional, a transesterificacdo assistida por
micro-ondas necessita de menor numero de etapas e menos reagentes. O método
proposto pode ser utilizado para andlises de rotina devido sua facilidade,
seguranca, simplicidade e por ser menos agressivo ao meio ambiente e a saude

do que o método convencional, apresentando alta precisao e exatidao.
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CONCLUSAO GERAL

Com a aplicacdo do método de superficies de resposta, foi possivel
desenvolver o0 método de extracao de lipidios assistida por micro-ondas, aplicavel
em amostras carneas (carnes de frango, bovina e suina). O método de extracédo
desenvolvido ndo acarretou em modificagdes no teor de 4cidos graxos nem houve
formacao de produtos da oxidacao lipidica, quando comparado com o método
convencional. As condicdes 6timas do processo foram determinadas e
posteriormente validadas: 300 mg de amostra, 54 °C e 15 minutos, utilizando
apenas 5 mL de solvente extrator. Através da comparacao com o método de Folch
et al. (1957) e pelo uso de material de referéncia certificado, o método
demonstrou-se preciso, exato e robusto, com menor consumo de solvente,
utilizacdo de menos amostra e reducao do tempo de andlise, reduzindo custos da
analise e tornando-a menos laboriosa.

Também foi possivel o desenvolvimento de métodos de transesterificacao
de acidos graxos assistida por micro-ondas para a analise em cromatografia
gasosa. O método de transesterificagdo de lipidios necessita de apenas 5 minutos
de irradiagdo a 60 °C com hidréxido de s6dio em metanol a 0,5 %. Ja no método
de transesterificacdo direta assistida por micro-ondas, ndo demanda a extragao
prévia dos lipidios da amostra, sendo necessarios 30 minutos de irradiagdo a
60 °C com hidréxido de sédio em metanol a 0,5 %.

Evidencia-se com esse estudo, a eficiéncia de diferentes métodos de
analise em laboratério com o uso da energia de micro-ondas. Os métodos

desenvolvidos ndo apenas melhoram a eficiéncia dos processos, mas também
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facilitam o trabalho de rotina, reduzindo os custos de andlises em laboratério, ja
que ha uma reducao significativa do uso de solventes e de reagentes utilizados

nos métodos convencionais.
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