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RESUMO

LORSCHEIDER, Jaqueline A. Preparacdo de &cidos graxos conjugados a partir
do Oleo de linhaca (Linum usitatissimum L.) e avaliacdo de sua atividade
antioxidante e antimicrobiana, 2017. Mestrado em Processos Quimicos e
Biotecnoldgicos, Universidade Tecnoldgica Federal do Parana, Toledo, 2017.

A linhaca € a semente da planta do linho (Linum usitatissimum L.), oleaginosa
pertencente a familia das Linaceas, fonte de acidos graxos poli-insaturados, acido
alfa-linolénico e &cido linoleico. Estes acidos graxos podem passar por etapas de
isomerizacdo para producdo de &cidos graxos conjugados, formando
respectivamente acido alfa-linolénico conjugado (CLNA) e acido linoleico conjugado
(CLA). O objetivo deste estudo foi otimizar a produgdo de CLNA por meio da
isomerizacdo alcalina do 6leo de linhaca e avaliar a atividade antioxidante e
antimicrobiana in vitro das misturas formadas de CLA e CLNA. A isomerizacéo
alcalina é um método eficaz para producdo de CLNA. A partir do 6leo de linhaca,
preparou-se ésteres etilicos que posteriormente passaram pela etapa de
isomerizacao, realizada por meio de um planejamento experimental composto de 4
pontos fatoriais, 4 repeticdes do ponto central e 4 pontos axiais. Os ensaios foram
realizados de forma aleatéria. Obtiveram-se ésteres metilicos para analise por
cromatografia gasosa. A quantificacdo dos acidos graxos foi realizada utilizando o
heptadecanoato de metila (17:0) como padrdo interno. Determinou-se o grau de
isomerizacao (Gl) por meio do da razdo do teor de acido graxo isomerizado pelo teor
inicial do acido graxo no 6leo de linhaca ndo isomerizado. A confirmacdo da
isomerizacao dos acidos linoleico e alfa-linolénico do 6leo de linhaca foi efetuada por
meio de analises espectroscopicas nas regides do ultravioleta e do infravermelho. A
atividade antioxidante foi verificada pelo método ABTS. A atividade antimicrobiana
foi testada contra Staphylococcus aureus (ATCC 14458), Bacillus cereus (ATCC
11778), Salmonella typhi (ATCC 06539) e Escherichia coli (ATCC 10536), pelo
método de microdiluicdo seriada, para determinar-se a concentracdo inibitoria
minima e bactericida. Os resultados da espectroscopia no infravermelho
apresentaram diversas bandas caracteristicas de ligac6es duplas conjugadas. A
comparacao dos espectros UV entre amostras isomerizadas e 6leo de linhaca
comprovou que houve a formacdo de &cidos graxos conjugados. As misturas de
isbmeros formados apresentaram atividade antioxidante, sendo o maior resultado
obtido por um ponto axial, com equivalente trolox de 10,33 pmol por grama de
amostra. Em relacdo a atividade bactericida, algumas amostras apresentaram
atividade, principalmente para as gram-positivas. A isomerizacdo do 6leo de linhaca
representa uma alternativa para a preparagdo de misturas de isbmeros conjugados
dos &acidos linoleico e alfa-linolénico, pois utiliza um sistema reacional e uma
metodologia de isomerizag&do que séo relativamente simples e de baixo custo.

Palavras-chave: Acidos graxos conjugados. CLA. CLNA. Atividade antioxidante.
Atividade antimicrobiana.



ABSTRACT

LORSCHEIDER, Jagueline A. Preparation of conjugated fatty acids from linseed
oil (Linum usitatissimum L.) and evaluation of its antioxidant and antimicrobial
activity. 2017.Mestrado em Processos Quimicos e Biotecnolégicos, Universidade
Tecnologica Federal do Parana, Toledo, 2017.

Flaxseed is the seed of the Linum usitatissimum L., an oleaginous plant belonging to
the Linaceae family, a source of polyunsaturated fatty acids, alpha-linolenic acid and
linoleic acid. These fatty acids can pass through stages of isomerization to produce
conjugated fatty acids, forming respectively conjugated alpha-linolenic acid (CLNA)
and conjugated linoleic acid (CLA). The objective of this study was to optimize CLNA
production through the alkaline isomerization of linseed oil and to evaluate the
antioxidant and antimicrobial activity in vitro of mixtures formed of CLA and CLNA.
Alkaline isomerization is an effective method for CLNA production. From the flax oil,
ethyl esters were prepared and subsequently passed through the isomerization stage,
using an experimental design composed of 4 factorial points, 4 repetitions of the
central point and 4 axial points. The assays were performed at random. Methyl esters
were obtained for analysis by gas chromatography. Fatty acid quantification was
performed using methyl heptadecanoate (17:0) as an internal standard. The degree
of isomerization (GI) was determined by the ratio of the fatty acid content isomerized
by the initial fatty acid content in non-isomerized linseed oil. The confirmation of the
iIsomerization of linoleic and alpha-linolenic acids of linseed oil was carried out by
means of spectroscopic analyzes in the ultraviolet and infrared regions. The
antioxidant activity was verified by the ABTS method. The antimicrobial activity was
tested against Staphylococcus aureus (ATCC 14458), Bacillus cereus (ATCC 11778),
Salmonella typhi (ATCC 06539) and Escherichia coli (ATCC 10536) by the serial
microdilution method to determine the minimum inhibitory and bactericidal
concentration. The results of infrared spectroscopy showed several bands
characteristic of conjugated double bonds. Comparison of the UV spectra between
isomerized and flaxseed samples confirmed the formation of conjugated fatty acids.
The mixtures of isomers formed showed antioxidant activity, the highest result being
obtained by an axial point, with a trolox equivalent of 10.33 pmol per gram of sample.
In relation to the bactericidal activity, some samples presented activity, mainly for the
gram-positive ones. The isomerization of linseed oil represents an alternative for the
preparation of mixtures of conjugated isomers of linoleic and alpha-linolenic acids,
since it uses a reaction system and a methodology of isomerization that are relatively
simple and inexpensive.

Keywords: Conjugated fatty acids. CLA. CLNA. Antioxidant activity. Antimicrobial
activity.
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1. INTRODUCAO

Acidos graxos conjugados s3o misturas de isémeros posicionais e
geométricos que contém duplas ligacBes conjugadas, podendo ser obtidos a partir
de acidos graxos poli-insaturados. (NAGAO; YANAGITA, 2003). Pesquisas tém
despertado o interesse na utilizacado de isbmeros conjugados de acidos graxos poli-
insaturados, devido aos seus efeitos fisiologicos sobre diversas doencas, como
cancer, diabetes, obesidade e alergias (PATINO et al., 2013). Dentre estes incluem-
se os isébmeros do acido linoleico conjugado (CLA) e do &cido linolénico conjugado
(CLNA) (FONSECA; YOSHIDA, 2009).

A linhaca é a semente da planta do linho (Linum usitatissimum L.),
oleaginosa pertencente a familia das Linaceas (COSMO et al., 2014), € considerada
um alimento funcional pelo fato de ser uma fonte natural de fitoquimicos e por conter
o acido graxo alfa-linolénico (C18:3 n-3) em proporcdo elevada, aproximadamente
60% da composicao do 6leo desta semente (CUPERSMID et al., 2012).

Existem dois tipos de linhaca, marrom e dourada, sendo que tal
caracteristica € determinada pela quantidade de pigmentos no revestimento externo
da semente, 0 que € determinado de acordo com fatores ambientais e genéticos. A
linhaca marrom é cultivada em regifes de clima umido e quente como o Brasil, e a
dourada geralmente em regides frias, como o Canadéa e o norte dos Estados Unidos
(BARROSO et al., 2014).

E uma importante fonte de &cidos graxos poli-insaturados. Estes s&o
representados pelas séries n—-3 (acido alfa-linolénico) e n—6 (acido linoleico). Os
acidos linoleico e alfa-linolénico sdo denominados essenciais pois 0 organismo
humano € incapaz de sintetiza-los, portanto devem ser obtidos através da
alimentacéo (PERINI et al., 2010).

Do ponto de vista técnico, existem diversos sistemas para nomenclatura de
acidos graxos. O sistema n, também conhecido como sistema 6mega, faz referéncia
a posicao da dupla ligacdo do acido graxo que esteja mais proxima do grupo metil
terminal, tais como n-9, n-6 e n-3. Esse sistema é aplicavel somente a acidos graxos
insaturados com dupla ligacdo na configuragcdo cis e a acidos graxos poli-
insaturados com dupla ligacdo na configuracdo cis separadas por um grupo metileno
(FAO, 2010).
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Devido o 6leo de linhaga apresentar uma proporcéo elevada do &cido alfa-
linolénico, o CLNA pode ser obtido sinteticamente por meio da isomerizagao deste
Oleo (FONSECA; YOSHIDA, 2009).

Este trabalho apresenta uma revisdo sobre acidos graxos conjugados, desde
obtengéo, andlise e estudo de atividades antioxidante e antimicrobiana. A parte
experimental envolveu a producdo de CLA e CLNA a partir do 6leo de linhaga por
isomerizacdo alcalina. Visto a necessidade de informacbes sobre o tema e sua
importancia nutricional, realizaram-se analises para verificacdo da capacidade

antioxidante e antimicrobiana in vitro das fracdes obtidas de isdbmeros conjugados.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Produzir 4cidos graxos conjugados por meio da isomerizacdo alcalina de
ésteres etilicos dos &cidos graxos do O6leo de linhaca e avaliar a atividade
antioxidante e antimicrobiana in vitro das misturas obtidas contendo &acidos linoleico

e linolénico conjugado.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Preparar os acidos linoleico e linolénico conjugado a partir do 6leo de
linhaca e avaliar o efeito da temperatura da reacao e do teor de catalisador sobre a

formacéo de isbmeros conjugados do acido linoleico e alfa-linolénico.

- Confirmar a isomerizacdo dos acidos linoleico e alfa-linolénico do 6leo de
linhaca por meio de analises espectroscOpicas na regido do ultravioleta e do

infravermelho;

- Quantificar o CLA e o CLNA por cromatografia em fase gasosa e

determinar o grau de isomerizacdo dos acidos linoleico e alfa-linolénico.

- Determinar as condi¢bes para producdo com melhor rendimento das
misturas de CLA e CLNA a partir do 6leo de linhaca.

-Avaliara atividade antioxidante in vitro das misturas de CLA e CLNA por

meio do ensaio ABTS.

- Realizar ensaios antibacterianos in vitro com as misturas de CLA e CLNA e

compara-los com droga de referéncia.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 ACIDOS GRAXOS

Acidos graxos s&o compostos organicos formados por uma cadeia de
hidrocarbonetos de comprimento entre 4 e 36 &tomos de carbono e com um grupo
acido carboxilico. Em alguns acidos graxos, a cadeia de carbonos é totalmente
saturada, em outros a cadeia contém uma ou mais duplas ligacdes (Figura 1), sendo
que estas geralmente ndo sdo conjugadas, mas sd0 separadas por um grupo
metileno. Em quase todos os acidos graxos insaturados que ocorrem na natureza,
as duplas ligacdes estdo na configuracao cis (LEHNINGER; NELSON, 2006).

Figura 1 — Estrutura quimica de um acido graxo saturado (1) e de um poli-insaturado (2).

H3C (1 )
Acido estearico OH
C18:0
o]
H,C = — = (2)
, OH
Acido linolénico
C18:3

Fonte: Lehninger, Nelson (2006).

Os lipidios mais simples, constituidos a partir de acidos graxos sdo 0s
triacilglicerdis, ou triglicerideos. Os 06leos e gorduras derivados de animais e vegetais
consistem principalmente de moléculas de triacilglicerois, sendo composto de trés
acidos graxos, cada um em ligacdo éster com a mesma molécula de glicerol
(MILINSK, 2007). A Figura 2 demonstra a estrutura quimica de um triglicerideo
insaturado com radicais carboxilicos diferentes, na qual na extremidade esquerda
encontra-se a molécula de glicerol, e na porcéo a direita de cima para baixo estéao

representados respectivamente os acidos graxos palmitico, oleico e alfa-linolénico.
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Figura 2 — Estrutura de um triglicerideo.

Fonte: Lehninger, Nelson (2006).

A distribuicdo dos &cidos graxos nos Oleos vegetais varia de forma
consideravel, sendo que os mais comuns apresentam cadeias contendo entre 12 a
18 atomos de carbono (LOPEZ et al., 2005). Na Tabela 1 estdo descritas as

distribuicdes de acidos graxos em alguns 6leos vegetais.

Tabela 1 — Distribuicdo de acidos graxos em alguns 6leos vegetais

Composicédo (% em massa) em 4cidos graxos

Oleo C14:0 C16:0 C18:0 C18:1n-9 C18:2n-6 C18:3n-3
Algodéao 15 22 5 19 50 -
Girassol - 3,6a6,5 13-3 14 — 43 44 — 68 -
Linhaca - 6 4 13 -37 5-23 26 - 58

Oliva 1.3 7-16 1,4-3,3 64 -84 4-15

Soja - 23-11 24-6 235-31 49-515 2-10,5

Fonte: Rinaldi et al., 2007.

O 6leo da semente de linhaca é composto de triacilgliceréis formados pelos
seguintes acidos graxos: palmitico (C16:0), estearico (C18:0), oleico (18:1n-9),
linoleico (18:2n-6) e alfa-linolénico (18:3n-3). Outros compostos lipossoluveis
presentes neste 6leo incluem monoacilglicerdis e diacilglicerois, esterdis como o
estigmasterol, fosfolipidios, acidos graxos livres, carotenoides e clorofila (SHIM et al.,
2014).

3.2 ACIDOS GRAXOS CONJUGADOS

O termo geral “acidos graxos conjugados” refere-se a um grupo de isémeros
posicionais e geométricos dos acidos graxos poli-insaturados que contém duplas
ligacbes conjugadas, ou seja, as ligacbes duplas sdo separadas por uma ligagcao

simples carbono-carbono (MIRANDA et al., 2014), podendo ser formados dienos,
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trienos e tetraenos, estruturas com respectivamente duas, trés e quatro ligagdes
duplas conjugadas (YUAN et al., 2014). Na Figura 3 estdao representados
respectivamente um CLA, com duas ligacdes duplas conjugadas, e um CLNA com

trés ligacdes duplas conjugadas.

Figura 3 — Estrutura quimica de um CLA (18:3-9¢,11t) (1) e de um CLNA (18:3-9¢,11t,13c) (2).

o]
9

ot = (1)
11
0
Js "
HOo T S TS TSNS T ()

Fonte: Carvalho et al., (2010).

Substancias que possuem composicdo e massa molecular idénticas, mas
estruturas diferentes por apresentarem organizacao atdbmica posicional e geométrica
distintas sdo denominados de isbmeros (PARIZA et al., 2001). Os representantes
dos &cidos graxos essenciais sdo o CLA e o CLNA, provenientes dos &cidos
linoleico e alfa-linolénico respectivamente (YANG et al., 2004).

Os isdmeros de CLA sdo os mais estudados até o momento, sendo que 0s
mais abundantes sdo o C18:2 9c, 11t e o C18:2 10t, 12c (MIRANDA et al., 2014).
Como a posicdo das duplas ligacbes pode variar, estudos j& demostraram 28
isbmeros geométricos e posicionais possiveis (BANNI, 2002).

Quanto as fontes dos &cidos graxos conjugados, € possivel observar na
Tabela 2 que o CLA pode estar presente em carnes e produtos lacteos de
ruminantes, em decorréncia da agdo de enzimas isomerases de Butyrivibrio
fibrisolvens, microrganismo anaerébio que coloniza o rimen e que realiza bio-
hidrogenacéao de acidos graxos poli-insaturados, gerando principalmente o isbmero
18:2 9c, 11t. Estes alimentos ndo representam uma fonte de CLA em quantidades
significativas, sendo que neste caso o baixo rendimento é um fator limitante. Como
alternativa pode ser obtido industrialmente por isomerizacdo alcalina do acido
linoleico (KOBA, YANAGITA, 2013).
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Tabela 2 — Teor de CLA em alguns alimentos

Alimento CLA (mg g™ de lipidios) 9c, 11t (%)
Carne bovina 4,3 85,0
Carne de carneiro 5,6 92,0
Leite de vaca 55 92,0
Manteiga 4,7 88,0
Azeite de oliva 0,2 47,0
Oleo de canola 0,5 44,0
Oleo de cartamo 0,7 44,0

Fonte: Koba, Yanagita (2013).

Da mesma maneira, Bialek et al., (2017), descrevem que CLNA pode ser
obtido pelo mecanismo de bio-hidrogenacéo, sendo necessaria a suplementacédo da
alimentacdo animal com fontes de &cido alfa-linolénico, para ocorrer formacdo de

seus isdbmeros conjugados.

Por outro lado, CLNA pode ser encontrado naturalmente em alguns lipidios
vegetais, como no 6leo de roma (acido punicico: C18:3 9c, 11t, 13c), caléndula
(acido caléndico: C18:3 8t, 10t, 12c) e tungue (acido alfa-eleostearico: C18:3 9c, 11t,
13t) de modo que cada planta possui uma enzima conjugase especifica, que
converte &cido alfa-linolénico (AAL) em um isdbmero CLNA (CARVALHO et al., 2010;
BIALEK et al., 2017).

O dleo de linhaca bruto pode apresentar em sua composicao cerca de 85%
de acidos graxos insaturados, correspondendo em média a 58% de acido alfa-
linolénico e 23% de linoleico. Da mesma forma que o CLA, é possivel produzir
sinteticamente CLNA por isomerizacdo alcalina do AAL a partir do 6leo de linhaca
(RINALDI et al., 2007).

3.3 OBTENCAO DE ACIDOS GRAXOS CONJUGADOS

E possivel obter acidos graxos conjugados por meio da extracéo de 6leo de
alguns vegetais, por exemplo, o 6leo de semente de roma, caléndula, tungue,
jacaranda, tem naturalmente isémeros CLNA em sua composi¢do. Porém podem
ocorrer consideraveis diferencas nos rendimentos de 6leo e de isdmeros de acordo

com a regiao e condi¢cdes de cultivo de cada espécie (ARUNA et al., 2016).
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Outra via para obtencdo é por meio da suplementacdo alimentar de
ruminantes, com fontes de acidos graxos poli-insaturados, sendo que neste caso a
sintese de CLA e CLNA ocorre no trato digestivo destes animais através da
isomerizacdo enzimatica dos acidos graxos por acdo de bactérias presentes no
rumen destes animais, sendo que neste caso, CLA e CLNA estardo presentes na
carne, leite e derivados (GORISSEN et al., 2015).

A isomerizacao alcalina € um método eficaz para producdo de CLNA em
massa, porém a identificacdo dos perfis obtidos é dificil devido a producdo de muitos
isbmeros diferentes (KOBA et al.,, 2007). Yang e Liu (2004), descreveram um
método de obtenc¢do de acidos graxos conjugados por meio de isomerizacdo alcalina
do dleo de soja, no qual utilizaram sob aguecimento controlado etilenoglicol, KOH,
metanol, HCI. A extracdo dos acidos graxos da mistura obtida foi realizada com
solvente hexano.

Vishal e Proctor (2006), estudaram uma maneira fotocatalitica de obter 6leo
de soja rico em CLA. Neste método, apds 144 horas de exposicao a radiacdo visivel
e ultravioleta, em temperatura controlada entre 22 e 25°C e utilizando-se iodo como
catalisador, obteve-se um rendimento de 24% de isdmeros conjugados.

Para contornar as variacdes das fontes naturais de isémeros, bem como
obter lotes mais padronizados, pode-se utilizar a sintese organica para producéo de
isdBmeros CLA e CLNA por meio de isomerizacdo alcalina e foto isomerizacdo de
Oleos ricos em acido linoleico e alfa-linolénico, respectivamente. Os fatores limitantes
para a utilizacdo comercial da maior parte destes métodos sdo: etapas de
purificacdo extensivas e dificuldade na separagcéo dos isomeros (DEMIR; TALPUR,
2010).

No processo de isomerizacéo alcalina, um dleo rico em acidos graxos poli-
insaturados € tratado com altas temperaturas, entre 200 e 250 °C em condicdes
alcalinas e atmosfera inerte de nitrogénio. Bases fortes tais como NaOH ou KOH
dissolvidas em agua sao utilizadas para saponificar os triglicerideos e isomerizar 0s
acidos graxos livres. Em seguida, a fase aquosa alcalina, que contém glicerol, é
separada dos sabdes de acidos graxos, que sdo adicionalmente tratados com um
acido, para converté-los em um conjunto de acidos graxos livres ricos em CLA
(REMMEIREIT, 2000).
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No caso especifico de 6leos ricos em &cido linoleico, a via alcalina produz
seletivamente quantidades quase equimolares de isébmeros CLA 9c, 11t el0t, 12c.
Outros isbmeros sao formados em pequenas quantidades. A preferéncia por
formacao de 9c, 11t e 10t, 12c é explicada pelo mecanismo de reacdo apresentado
na Figura 4. ApOs a subtracdo dos prétons alilicos (cuja acidez é maior) com base
forte em uma reacdo lenta, dois carbanions conjugados sdo formados como
resultado de rearranjos alilicos. A adicdo rapida de protons, em ultima instancia,
fornece dois isomeros CLA: 9c, 11t e 10t, 12c (PHILIPPAERTS et al., 2011).

Figura 4 — Esquema de formacao de dois isdbmeros CLA por isomerizac¢éo alcalina do &cido linoleico

Acido linoleico C18:2(¢9,c12)
CH4(CH,)CH=CH-CH,-CH=CH(CH,};CCOH + OH"
13 12 11710 9

“ Subtragio de préton (lenta)

CHy(CHy)CH=CH-CH-CH=CH(CH,);COOH + H,0

/ N

CHs(CH,)CH=CH-CH=CH-CH(CH,},COOH
13 12 1 i 9

CH,(CH,)CH-CH=CH-CH=CH(CH,),COOH
13 12 11 140 g

l adigdo de préton adigdo de préton l
(rapida) (rapida)
CH;(CH,)CH-CH=CH-CH=CH(CH,),COCH CH4(CH,)CH=CH-CH=CH-CH(CH,),COOH
13 12 11 10 g 13 12 1 10 9
o, #11-CLA t10,c12-CLA

Fonte: Philippaerts et al., (2011).

3.4 ASPECTOS ANALITICOS DE ACIDOS GRAXOS CONJUGADOS

Na analise de acidos graxos por cromatografia gasosa € necessario realizar
procedimentos de esterificacdo, no qual os acidos graxos sdo convertidos em
compostos mais volateis, como os ésteres metilicos de acidos graxos (EMAG)
(FUENTE et al., 2006). Os métodos de esterificacdo normalmente sdo subdivididos
em duas categorias: catalise acida e catalise basica, sendo os reagentes mais

utilizados na catalise acida o acido cloridrico e sulfurico em metanol, e na catalise
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bésica, hidroxido de sddio ou potassio em metanol e metdxido de sédio em metanol
(MILINSK, 2007).

A esterificacdo consiste na obtencdo de ésteres a partir da reacéo
representada na Figura 5, entre um acido graxo e um alcool de cadeia curta com
formac&o de 4gua como subproduto (CARDOSO, 2008). E um processo reversivel e
0 catalisador atua tanto na reacgédo direta (esterificacdo) como na reacgéo inversa
(hidrélise do éster). Assim, para deslocar o equilibrio em favor dos produtos podem-
se utilizar dois métodos: remocdo de um dos produtos, preferencialmente a agua, ou

utilizar um excesso de um dos regentes, como o alcool (NEVES, 2008).

Figura 5 — Reacéo de esterificacdo do acido carboxilico

0 0]
Cat
JL + R—H =—= T HO
R” “oH R™ 0 -
Alcool IR Agua
Acido graxo Ester

Fonte: Neves, 2008.

Na reacdo por catalise acida, no procedimento mais comum, o &cido
carboxilico € protonado por um &cido, facilitando o ataque nucleofilico do alcool na
carbonila, formando um intermediario tetraédrico que posteriormente sofre um
rearranjo, seguido da perda de uma molécula de agua, formando um éster (LEAO,
2009), como demonstrado na Figura 6.

Figura 6 — Mecanismo da reagédo de esterificacdo de acidos graxos por catalise acida

0/_\‘# — ﬁi\;”’"\\
R o

H H
. o7 R
J-k + N N o
1 4= o) = o \H _
I R
I

%
H H H
H H
Hx“‘u{—gfoﬁ i -— i
Pﬂ = /Il\ ;’H1 RJJ\ rH1
ook ‘/' R (o) LHa o

Fonte: Ledo, 2009.

As reacdes por catélise acida apresentam bom desempenho na conversao

de acidos graxos livres e daqueles encontrados na forma de glicerideos e
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fosfolipidios. Porém h& uma desvantagem, no caso dos dienos conjugados, a
catélise acida € responsavel pela isomerizacdo das ligacdes cis, trans a suas
correspondentes trans, trans e/ou formacao de derivados metoxi, o que faz dela um
meétodo inapropriado para esterificacdo do CLA (NUERNBERG, 2007).

A esterificagdo por catalise basica € um método rapido e pode ser realizado
a baixas temperaturas, 0 que reduz o risco de decomposi¢édo dos acidos graxos poli-
insaturados e/ou isomerizacao das ligagdes cis, trans. Os reagentes mais utilizados
nestas reacdes sao solucdes metanolicas de metdxido de sddio (NaOCHzg), hidroxido
de potassio (KOH) e hidroxido de sédio (NaOH). Este método é o mais indicado para
determinar a distribuicdo dos isobmeros do CLA.

A andlise dos isbmeros do CLA tem sido aprimorada através do uso de
técnicas instrumentais, tais como a cromatografia gasosa com detector de chama,
utilizando colunas capilares longas e de alta polaridade ou combinada a técnicas
complementares como a espectroscopia de massa (FUENTE et al., 2006).

Existem desafios em relagdo aos aspectos analiticos de acidos graxos
conjugados, principalmente devido as concentracdes relativamente pequenas
desses compostos nas amostras analisadas, falta de padrbes, co-eluicao frequente
e baixa resolucdo (ALVES; BESSA, 2014). Considera-se que a tarefa mais
importante na analise de acidos graxos conjugados € estabelecer a posicéo de dupla
ligacdo e sua configuracdo geométrica na cadeia de carbono (BIALEK et al., 2017).

A andlise espectrofotométrica na regido ultravioleta utiliza radiacdo de baixo
comprimento de onda (200 a 400 nm) e alta energia, fornecendo informacé&o sobre a
qualidade de um 6leo (REDA, 2004).

A espectroscopia no infravermelho utiliza radiacdo de frequéncia de maior
comprimento de onda (menor energia), sendo uma técnica muito utilizada para a
identificacéo e elucidacdo estrutural de substancias organicas. E um método fisico
de andlise e possui vantagens como a reducdo no tempo de analise, diminuicdo
substancial nas quantidades de amostra, ampliacdo da capacidade de identificar ou
caracterizar estruturas complexas e nao destruicdo da amostra, sendo amplamente
utilizada nas areas de quimica de produtos naturais, sintese e transformacdes
organicas (LOPES; FASCIO, 2004).
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3.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E ANTIMICROBIANA DE ACIDOS GRAXOS
CONJUGADOS

Os antioxidantes geralmente sdo classificados em sintéticos e naturais, e
atualmente é elevado o uso destes para melhorar a estabilidade dos alimentos que
sdo suscetiveis a deterioracdo oxidativa, condicdo que resulta em diminuicdo da
qualidade nutricional. Sendo assim, € necessario adicionar antioxidantes para
preservar 0 sabor, a perda de cor e evitar a destruicdo oxidativa dos alimentos. Os
mais utilizados para a preservacao de alimentos s&o hidroxi tolueno butilado (BHT),
hidroxi anisol butilado (BHA), hidroquinona de terc-butilo (TBHQ), vitamina C e E.
Entre os antioxidantes de tipo sintético, o BHT e BHA sdo amplamente utilizados. No
entanto é recomendado diminuir o uso destes antioxidantes sintéticos devido o seu
potencial cancerigeno e danos hepaticos. Sendo assim h& grande interesse na
busca de antioxidantes naturais que sejam mais seguros (KASOTE, 2013).

Ja existem alguns estudos que identificaram atividade antioxidante em
acidos graxos conjugados. Grande parte destes geralmente testou a atividade de
uma mistura de isébmeros devido as diferencas estruturais serem minimas entre
isbmeros dos &cidos graxos conjugados, 0 que torna sua separacao, identificacao e
qguantificacdo extremamente dificeis (CAO et al., 2006). Porém também existem
estudos com isémeros isolados, como no caso de Nekooeian et al., (2014), que
realizaram teste in vivo em ratos e concluiram que a ingestéo regular por 28 dias de
acido punicico, um isébmero de CLNA (18:3 9c, 11t, 13c), foi eficiente para promover
a reducéo do estresse oxidativo.

Fagali e Catala (2008), demonstraram que 0s acidos graxos conjugados
possuem propriedades antioxidantes através da verificagdo do sequestro de radicais
livres pelo método DPPH. Neste estudo, os CLA obtiveram resultados muito
superiores em comparacdo com o acido linoleico, que ndo apresentou atividade na
maior concentracdo testada, indicando que os CLA pode promover algum efeito
protetor contra radicais livres.

Ha um interesse crescente no uso de antioxidantes com o objetivo de
prevenir danos causados por radicais livres. O dano oxidativo pode ser o agente
causador de diversas doencas crbnicas como diabetes, cancer, aterosclerose,
dentre outras (VASCONCELOS et al., 2014). Um dos métodos mais utilizados para
medir a atividade antioxidante é atraveés da captura do radical 2,2"- azinobis (3-
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etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS), que pode ser gerado através de uma
reacdo quimica, eletroquimica ou enzimética. Com essa metodologia, pode-se medir
a atividade de compostos de natureza hidrofilica e lipofilica (KUSKOSKI et al., 2005).

Saha e Ghosh (2012), estimaram a atividade antioxidante total in vivo
promovida pela ingestdo de uma mistura contendo dois isdbmeros CLNA, acido alfa-
eleostedrico e acido punicico, por meio do ensaio de reducdo do ferro (FRAP)
realizado em amostras de plasma dos animais avaliados. Os resultados mostraram
que o valor de FRAP foi restaurado para o valor de controle no grupo que havia
sofrido estresse oxidativo seguido de tratamento com 6leo contendo a mistura de
CLNA, demonstrando poder antioxidante da mistura destes isbmeros.

Os isdbmeros CLA continuam sendo 0os mais amplamente estudados de todos
os &cidos graxos conjugados, apesar da crescente evidéncia de que outros acidos
graxos conjugados naturais e sintéticos também podem possuir potentes
propriedades bioativas (HENNESSY et al., 2011), tendo sido associados a diversas
propriedades, dentre estas, atividade antimicrobiana (HENNESSY et al., 2016). Choi
(2016), testou in vitro, a atividade de &cido linolénico e de trés isbmeros CLA contra
Mycobacterium tuberculosis, por meio de testes de microdiluicdo, sendo que 0s
resultados obtidos demonstraram que os isdmeros CLA foram capazes de inibir o
crescimento deste microrganismo, sugerindo mais estudos para utilizagdo
farmacoldgica destes acidos graxos.

Kadidrareddy et al., (2016), obtiveram CLA por meio de bio-hidrogenacao de
acido linoleico por acdo do microrganismo Lactobacillus plantarum, que
compreendeu dois isébmeros, 9c, 11t e 10t, 12c, na proporcdo 60:40. Os testes de
atividade antimicrobiana desta mistura de isémeros apresentaram melhores
resultados em relacdo aos microrganismos gram-positivos, e apresentaram atividade
antioxidante, testada pelo método DPPH. Ali et al., (2012), concluiram que embora a
natureza lipossoluvel dos acidos graxos conjugados limite a aplicacdo de ensaios
antioxidantes, foi possivel verificar em testes in vitro que misturas de CLA

apresentaram atividade antioxidante.
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3.6 EFEITOS FISIOLOGICOS DOS ACIDOS GRAXOS CONJUGADOS

Mourédo et al., (2005), realizaram revisdo de estudos sobre os provaveis
efeitos da suplementacéo de acidos graxos conjugados sobre o metabolismo lipidico.
De acordo com estes autores, as principais adaptacfes metabodlicas promovidas
pelo CLA seriam o aumento da lipdlise no tecido adiposo, maior disponibilidade de
acidos graxos livres (AGL) circulantes e elevacdo da oxidagdo de acidos graxos
(AG), em funcdo da maior atividade da enzima lipase hormonio-sensivel (LHS) e do
sistema carnitina palmitoil-transferase (CPT). Os estudos realizados com humanos
ainda ndo sao conclusivos, embora alguns apontem um possivel aumento da lipdlise
e/ou reducdo da lipogénese, que reflete em alteracbes apenas na composicao
corporal, especialmente no tecido adiposo abdominal, mas ndo na perda de massa
corporal (GAULLIER et al., 2004).

Estima-se que a ingestdo de cerca de 3 g de CLA por dia seja necessaria
para que ocorram efeitos benéficos no organismo. Entretanto, no Brasil a ingestdo
meédia de CLA é estimada em 36 mg por dia (NUNES; TORRES, 2010). A gama de
propriedades funcionais atribuidas ao CLA deve-se a existéncia de um grande
namero de isébmeros que, apesar da semelhanca estrutural, possuem papéis
biolégicos distintos. Os efeitos relacionados a ingestdo da grande maioria destes
isdmeros, bem como da interagéo entre eles, no entanto, ainda sdo desconhecidos,
com excecgao dos isomeros 9c, 11t e 10t, 12c (RAINER; HEISS, 2004).

De acordo com Heinze e Actis (2012), a atividade anticarcinogénica do CLA
difere de acordo com o tipo de isbmero. O isémero 10t, 12c, proveniente do acido
linoleico, por exemplo, tem sido mais efetivo no combate ao crescimento celular
associado ao cancer de coélon in vitro, enquanto que o 9c, 11t demonstrou atividade
antitumoral em um estudo com células do cancer de mama, provavelmente por
apresentar atividade anti-estrogénica.

Outro aspecto que atrai a atencdo dos pesquisadores é a capacidade do
CLA de reduzir a fracao lipidica corporal em animais, com destaque ao isémero 10t,
12c. Véarios mecanismos foram propostos para explicar esta acdo, entre eles,
aumento do gasto energético, modulacdo do metabolismo dos adipdcitos,
modulagdo das adipocinas e citocinas e aumento da B-oxidacdo dos acidos graxos
(PARK; PARIZA, 2007). Devido a essa fungdo catabolica, o CLA apresenta efeitos

positivos sobre fatores de risco relacionados as doencas cardiovasculares, como
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reducdo do colesterol plasmatico, dos niveis de triacilglicerois e aterosclerose
(MOONEY et al., 2012).

Outras propriedades benéficas como atividade anti-inflamatoria e promocéao
de melhorias no sistema imune tém sido associadas com beneficios para aqueles
que apresentam asma e Alzheimer (MACREDMOND; DORSCHEID, 2011). Porém,
em relacdo ao papel do CLA sobre diabetes do tipo I, ainda ndo existe um consenso
entre os pesquisadores quanto ao efeito deste acido graxo, sugerindo a necessidade
de mais estudos (KOBA; YANAGITA, 2013).

A maioria das informacbes sobre as propriedades funcionais acima
atribuidas ao CLA foi determinada em sistemas modelo in vitro e em animais. Em
relacdo aos estudos em humanos, menores em propor¢ao, os resultados obtidos ou
nao sdo consistentes ou ndo similares quanto a eficacia, comparado aos realizados
em sistemas modelos, sugerindo a necessidade da realizacdo de mais pesquisas
com avaliacdes mais detalhadas da atividade fisiologica dos isbmeros na saude
humana para melhores conclusdes (PARK, 2009; NAGAO, YANAGITA, 2005).

Com relacéo aos estudos dos efeitos fisiolégicos dos CLNA, estes sdo ainda
mais limitados e escassos, contudo testes feitos in vivo e in vitro demonstraram
resultados em relacdo a atividade do CLNA contra o cancer, obesidade e até sobre
fungbes imunolégicas (KOBA et al., 2007). Este fato sugere a realizacdo de mais
pesquisas neste campo com o objetivo de obter mais dados comprovados a respeito
do CLNA.



4. MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

O o6leo de

linhaga marrom bruto foi

obtido de uma
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indUstria de

processamento de 6leos vegetais, localizada em Panambi, RS. Os reagentes e

solventes utilizados neste estudo foram todos de grau analitico. Os padrdes

utilizados nas andlises por cromatografia foram da marca Sigma-Aldrich, com grau

de pureza igual ou superior a 99,0 %.

4.2 METODOS

Figura 7 - Fluxograma dos métodos realizados
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4.2.1. Preparacao de ésteres etilicos a partir do 6leo de linhaca

O dleo de linhaga foi convertido em ésteres etilicos de acidos graxos (EEAG)
conforme o método descrito por Tahvildari e Mohammadi (2014). Inicialmente pré-
agueceu-se 150 g de 6leo de linhaca em baldo equipado com sistema de refluxo até
a temperatura estabilizar em 60°C. Na sequéncia adicionou-se 2,25 gramas de
hidroxido de potassio dissolvido em 214 mL de etanol. Esta mistura foi agitada
constantemente por 1 hora, por meio de agitador magnético, mantendo-se a
temperatura controlada em 60°C. Posteriormente aguardou-se o resfriamento e
adicionou-se 60 mL de etanol e 4 mL de acido sulfarico concentrado. Foi novamente
levado para aquecimento mantendo-se sob agitacdo a 80°C por 2,5 horas, em
sistema de refluxo. Na sequéncia filtrou-se a mistura, adicionou-se 200 mL de agua
destilada e transferiu-se para funil de separacdo. Agitou-se e aguardou-se a
separacdo das fases. Apds 15 minutos de repouso, descartou-se a fase inferior e
recolheu-se a fase orgéanica superior que continha os ésteres etilicos do 6leo de

linhaca.

4.2.2 Isomerizacao dos ésteres etilicos de acidos graxos obtidos a partir do 6leo de
linhaca

A isomerizagdo dos ésteres etilicos dos acidos linoleico e alfa-linolénico
contidos no Oleo de linhaca oi realizada em meio basico, utilizando etilenoglicol
como solvente (BERDEAUX et al., 1998). Os experimentos de isomerizacao foram
realizados seguindo a metodologia de planejamento fatorial, que permite verificar
através de um numero menor de experimentos a influéncia das variaveis na resposta,
bem como otimiza-las. Para essa etapa foi realizado um planejamento fatorial com
duas variaveis (concentracdo de catalisador e temperatura de reacao), constituido
de 4 pontos fatoriais, 4 pontos centrais e 4 pontos axiais. Os ensaios foram
realizados de forma aleatorizada. O tempo de reacéo foi de 150 minutos para todos
0s ensaios de isomerizacdo. Os teores de hidroxido de potassio foram de 13,0%
(ponto axial), 15,0 % (nivel baixo), 20,0 % (ponto central), 25% (nivel alto) e 27%
(ponto axial). Enquanto que a temperatura variou de 125 °C (ponto axial), 135 °C
(nivel baixo), 160 °C (ponto central), 185 °C (nivel alto) e 195 °C (ponto axial). A
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partir destas determinagdes, realizaram-se 12 ensaios de isomerizagdo, seguindo
sequéncia aleatodria gerada no software Statistica versdo 10.0, conforme Tabela 3.

Tabela 3 — Planejamento fatorial utilizado no experimento

Ordem do ensaio Varidveis néo codificadas Variveis codificadas
Teor de KOH Temperatura Teor de KOH Temperatura
(m/m) (C) (m/m) (C)

1 15% 135 -1 -1
2 15% 185 -1 1
3 20% 160 0 0
4 25% 135 1 -1
5 20% 160 0 0
6 20% 160 0 0
7 20% 160 0 0
8 25% 185 1 1
9 20% 125 0 -1,414
10 20% 195 0 1,414
11 13% 160 -1,414 0
12 27% 160 1,414 0

Fonte: autoria propria

A um baldo de trés bocas foram adicionados 42,75g de ésteres etilicos de
acidos graxos preparados a partir do 6leo de linhaca e 86,70 g de solucao de KOH
em etilenoglicol, cuja concentracdo variou de 13 a 27 % (m/m), de acordo com o
planejamento fatorial.

A mistura foi mantida sob agitacdo constante com auxilio de um agitador
mecanico, em temperatura controlada de acordo com o planejamento fatorial
apresentado acima, em manta de aquecimento, mantendo-se atmosfera inerte sob
fluxo de nitrogénio (10 mL min™?) por 150 minutos. Ap6s o tempo de reacdo de
isomerizacao, adicionou-se 186 mL de agua destilada e 26 mL de HCI 37%, para
formacdo dos &cidos graxos livres. Transferiu-se a mistura para um funil de
separacdo, no qual se realizou trés extragbes com 100 mL de n-hexano para cada
extracdo. ApoOs a separacao das fases, descartou-se a fase inferior. Transferiu-se a
fase superior para um baldo de fundo redondo e realizou-se a remocéo do solvente
em evaporador rotativo, a temperatura de 40°C. Posteriormente a amostra contendo
os isébmeros dos acidos graxos linoleico a alfa-linolénico foi mantida sob fluxo de

nitrogénio por 4 minutos para que fosse eliminado o solvente remanescente.
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Acondicionou-se em frasco de vidro ambar, e manteve-se congelada a -18°C para

utilizagdo posterior.

4.2.3 Preparacdo de ésteres metilicos de acidos graxos para analises

cromatograficas

Os acidos graxos isomerizados foram convertidos a ésteres metilicos de
acidos graxos (EMAG) para realizacdo de analises cromatogréaficas. A preparacao
de ésteres metilicos de acidos graxos foi realizada de acordo com o método
proposto por Hartman e Lago (1973), adaptado por Maia e Rodriguez-Amaya (1993).
Foram pesados em tubo de ensaio com tampa rosqueéavel 45,0 + 4,0 mg de acidos
graxos livres e adicionados 1,500 mL de soluc&o 1,0 mg mL™ de heptadecanoato de
metila 99,0%. Apds a evaporacao do solvente sob fluxo de nitrogénio, adicionou-se 4
mL de solucdo 0,5 mol L™ de hidréxido de sédio em metanol, seguido de agitacéo e
aquecimento em banho de 4gua em ebulicdo durante cerca de 5 min. Em seguida o
sistema foi resfriado em agua corrente e adicionou-se 5 mL do reagente esterificante,
mistura constituida de cloreto de aménio, metanol e acido sulfirico na proporcao de
1:30:1,5 (m/v/v) e aquecido em banho de 4gua em ebulicdo por 3 min. Apos resfriar
o tubo em agua corrente, houve adicdo de 5 mL de solucéo de cloreto de potassio
0,88 %, e de 2 mL de n-heptano, seguido de agitacdo vigorosa por 30 s. Apos a
separacao das fases, retirou-se a fase superior com pipeta de Pasteur e armazenou-
se em tubos eppendorf. Os tubos foram armazenados em congelador (-18 °C) para

posterior analise cromatografica.

4.2.4. ldentificacdo e quantificacdo dos isébmeros dos acidos linoleico e alfa-
linolénico

Os ésteres metilicos de acidos graxos obtidos nas etapas anteriores foram
analisados em um cromatografo a gas, modelo Clarus 680 GC (Perkin Elmer,
Estados Unidos), equipado com coluna capilar de silica fundida CP Select CB FAME
(100 m x 0,25 mm x 0,25 pym de cianopropilpolisiloxano) e detector de ionizagdo em
chama. A temperatura inicial da coluna foi de 165 °C por 10 min, sendo elevada a
235 °C a taxa de 4 °C min™, permanecendo nesta temperatura por 10 min. As

temperaturas do injetor e detector foram respectivamente, 240 e 250 °C. O volume
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injetado foi de 2,0 uL, com injegcao automatica. As velocidades de fluxo dos gases
foram de 1,1 mL min™ para o gas de arraste (He); 40 e 400 mL min™ para os gases
da chama, hidrogénio e ar sintético, respectivamente. As areas dos picos foram
determinadas através do software TotalChrom versao 6.3.2 (Perkin Elmer).

Os ésteres metilicos de &cidos graxos foram identificados por comparacao
dos seus tempos de retencdo com o de misturas padréo de ésteres metilicos obtidas
da Sigma-Aldrich (189-19, que corresponde a uma mistura de &cidos graxos
saturados e insaturados; e 05632 que é uma mistura de CLA), e pela coeluicdo de
amostras com padroes.

A quantificacdo dos acidos graxos foi realizada utilizando o heptadecanoato
de metila (17:0) como padréo interno, de forma semelhante ao método proposto por
Joseph e Ackman (1992). Os fatores de resposta tedricos foram calculados em
relacdo ao heptadecanoato de metila, conforme descrito por Ackman (1972), e os

calculos da concentracdo dos acidos graxos foram realizados conforme a Equacao 1:

Ax : I\/|17:o } FRT

1)
A17:0 ’ MA : FCAG

C(mgg™) =

Onde:

Ax = area dos ésteres metilicos acidos graxos;

Ai17.0 = &rea do padréao interno;

Mi7.0 = massa do padréo interno adicionado a amostra (em miligramas);

Ma = massa da amostra (em gramas);

Frt = fator de resposta teérico dos ésteres metilicos dos acidos graxos 16:0 (1,0026),
18:0 (0,9910), 18:1 (0,9843), 18:2 (0,9776), 18:3 (0,9709);

Fcac = fator de conversdo para expressar os resultados em mg de acidos graxos g™
de lipidios totais a partir dos ésteres metilicos dos &cidos graxos 16:0 (0,9481), 18:0
(0,950), 18:1 (0,9527), 18:2 (0,9524) e 18:3 (0,9520).

4.2.5 Determinacéo do grau de isomerizagao

O grau de isomerizacdo (Gl) foi determinado por meio do quociente do teor
de acido graxo (AL ou AAL) isomerizado pelo teor inicial do acido graxo no 6leo de

linhaca n&o isomerizado, conforme a Equacéao 2.
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Gl (18 I"]) — C(18;n)i — C:(18:n)f (2)
C(18:n)i

Onde:

n = 2 para acido linoleico (18:2n-6) e 3 para o acido alfa-linolénico (18:n-3);
Gl (18:n) = grau de isomerizacao para os acidos 18:2n-6 e 18:3n-3;

Cas:n)i = concentragao inicial para os acidos 18:2n-6 e 18:3n-3;

Casnyf = concentragéo apos a isomerizacao para os acidos 18:2n-6 e 18:3n-3.

4.2.6 Confirmagao da isomerizagao

A confirmacéo da isomerizagdo dos acidos linoleico e alfa-linolénico do 6leo
de linhaca foi efetuada por meio de analises espectroscopicas nas regibes do

ultravioleta e do infravermelho.

4.2.6.1 Espectroscopia no ultravioleta

As analises espectroscopicas na regido UV-VIS foram realizadas em um
espectrofotometro de feixe duplo, modelo T80+ (PG Instruments). Cerca de 45 mg
de ésteres metilicos de acidos graxos foram dissolvidos em 2,5 mL de n-heptano.
Para as medidas foram utilizadas cubetas de quartzo, com caminho optico de 1 cm.

Os espectros foram obtidos na regiao de 200 a 400 nm.

4.2.6.2 Espectroscopia no infravermelho

Os espectros foram obtidos em um espectrofotometro infravermelho, com
transformada de Fourier, modelo Spectrum 65 (Perkin Elmer) e moddulo de
refletancia total atenuada universal (UATR — universal attenuated total reflectance).
Cerca de 100 mg de ésteres metilicos de acidos graxos foram utilizados. A faixa de

3500 a 650 cm™ foi utilizada, com resolucéo de 4 cm™ e 40 varreduras.
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4.2.7 Hidrdlise dos triacilglicerois do 6leo de linhaca

Foram preparados acidos graxos livres do 6leo de linhaca conforme método
descrito por Christie (1982), com o propésito de comparar a atividade microbiologica
para as amostras de 6leo de linhaca isomerizado e ndo isomerizado. Para a reacao
de hidrélise foi preparada imediatamente antes do uso a solucéo de 0,10 mol L™ de
KOH em 90 % de etanol (v/v), por meio da adicdo de 10 mL de KOH 1,0 mol L*
aguoso para 100 mL de etanol. Em seguida, foram adicionados a tubos de ensaio
com tampa rosqueavel, 6leo de linhaca e a solucdo de KOH 0,10 mol L™
previamente preparada, na proporcéo de 0,25 mL desta solugcdo por miligrama de
0leo. Os tubos foram tampados e aquecidos em banho-maria a 50 °C, por 3 horas.

Ap6s o resfriamento dos tubos, foi adicionado HCI 2,0 mol L™, na propor¢éo
0,05 mL por mg de amostra, seguidos da adicdo de 3 mL de hexano, 3 mL de éter e
2 mL de agua destilada. Os tubos foram fechados e vigorosamente agitados, sendo
mantidos em repouso por alguns minutos até completa separacdo das fases. A
seguir foi coletada a fase superior, a qual foi transferida para uma coluna contendo
sulfato de sédio anidro, com a altura do leito de 3 cm, preparada em uma pipeta
Pasteur de vidro. A eluicdo foi repetida com a adicdo de 3 mL da solugcdo hexano-
éter 1:1 (v/v).

4.2 .8Fracionamento de acidos graxos pela formacdo de adutos com ureia

Cerca de 50 g de ureia foram pesadas em um béquer, seguidos da adicao de
50 mL de 4gua e 100 mL de etanol. ApoOs a solubilizacdo, foi adicionada mais ureia
até formar uma solucdo saturada. A seguir, a solucdo foi aquecida até cerca de
60 °C e depois da sua solubilizac&o, resfriada em temperatura ambiente para sua
cristalizacdo. A solucao foi filtrada, e os cristais de ureia foram levados a estufa, a
uma temperatura de 105 °C, permanecendo durante duas horas para a remocao da
umidade (VOGUEL, 1987).

O fracionamento dos acidos graxos pela formacao de adutos com a ureia foi
realizado conforme método descrito por Oliveira (2013). Foram pesados em um
béquer 12 g de ureia recristalizada, seguidos da adicdo de 130 mL de etanol
absoluto. A ureia foi solubilizada por meio de aquecimento a 50 °C, com agitacéo.
Pesou-se em outro béquer 3,000 + 0,0100 g da mistura de acidos graxos livres, a
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qual foi adicionada a solucdo de ureia em etanol preparada previamente. A mistura
foi coberta com filme de PVC, para evitar evaporacdo do &lcool e a entrada de
contaminantes, sendo mantida sobre a bancada do laboratério até alcancar 25 °C.
Apos atingir esta temperatura, a mistura foi colocada imediatamente em geladeira (5
°C) permanecendo por 2 h. Em seguida, o béquer foi retirado da geladeira e
colocado em freezer (- 18 °C), permanecendo por 19 horas.

Os adutos de ureia foram filtrados a vacuo, sendo lavados com n-hexano. O
filtrado foi transferido para um funil de separacdo ao qual foram adicionados 60 mL
de n-hexano e 30 mL de agua destilada, seguidos de agitacdo. A mistura foi deixada
em repouso até a completa separacdo das fases. A fase inferior foi coletada em um
béquer, sendo submetida a uma segunda extracdo. A fase superior contendo 0s
acidos graxos livres foi coletada em baldo de fundo chato, sendo submetida a
concentracdo em evaporador rotativo, a 36 °C. A mistura obtida foi submetida a fluxo
de nitrogénio para a eliminagédo do solvente remanescente, sendo armazenada em
freezer (-18 °C) até a preparacdo de ésteres metilicos de acidos graxos, conforme o
item 4.2.3.

Aos cristais de ureia foram adicionados 60 mL de agua destilada e 30 mL de
n-hexano. A mistura foi transferida para um funil de separacdo, sendo agitada em
seguida. Apos a separacdo das fases, a inferior foi coletada em um béquer, sendo
submetida a uma segunda extracdo. A fase superior foi coletada e submetida a
concentracdo em evaporador rotativo, a 36 °C. A mistura obtida foi submetida a fluxo
de nitrogénio para a eliminacdo do solvente remanescente, sendo armazenada em
freezer (-18 °C) até a preparacgido de ésteres metilicos de acidos graxos, conforme o
item 4.2.3.

4.2.9. Avaliagéo da atividade antioxidante

A partir da solugéo estoque do radical ABTS em meio aquoso, foi preparada
uma solucdo contendo persulfato de potassio na concentracdo de 2,45 mmol L? e
ABTS 7,0 mmol L™, conforme descrito por Re et al., (1999). A solucdo de ABTS obtida
foi diluida em etanol até se obter a absorbancia de 0,70 £ 0,02 em 734 nm. As
misturas de isémeros foram preparadas nas concentracées 40, 80 e 120 mg mLem
etanol sendo adicionadas 100 pL destas solugbes e 3 mL da solugcdo de ABTS em

etanol. A medida da absorbancia foi feita apdés 6min, em 734 nm. Como padrao foi
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utilizado o &cido-6-hidroxi-2,5,7-tetrametilcromano-2-carboxilico (Trolox), sendo que a
curva padréo foi preparada a partir de solucdo estoque 2,000mmol L™ em etanol, com
as concentracdes de 100, 500, 1000, 1500 e 2000 pmol L. Utilizou-se &lcool etilico
como branco para calibrar o espectrofotdmetro.

A partir de leitura das absorbancias, determinaram-se os valores de

equivalente Trolox de cada amostra.

4.2.10. Avaliagdo da atividade antimicrobiana

Testou-se a atividade inibitoria das oito amostras anteriormente preparadas
de isbmeros de acidos linoleico e linolénico conjugados, e de uma amostra de acido
graxo livre ndo isomerizado sobre o crescimento dos microrganismos
Staphylococcus aureus (ATCC 14458); Bacillus cereus (ATCC 11778); Salmonella
typhi (ATCC 06539) e Escherichia coli (ATCC 10536), por meio do teste de
microdiluicdo em caldo para determinacdo da concentracdo inibitéria minima, em
microplaca com 96 pocos, de acordo com as normas do CLSI (2003), (Clinical &
Laboratory Standards Institute).

4.2.10.1 Padréo de turbidez para a preparagao dos indculos

Para padronizar a densidade dos indculos, utilizou-se um controle de
turbidez de sulfato de bario (BaSO,), equivalente a uma solucdo padrao McFarland
de 0,5. A solucdo padrdo McFarland de 0,5 de BaSO,foi preparada acrescentando-
se uma aliquota de 0,5mL de BaCl, de 0,048 mol L™ (1,175% (p/v) BaCl, « 2H,0) a
99,5 mL de H,SO,4 de 0,18 mol L™ (1% v/v), mexendo constantemente para manter a
suspensao.

A densidade correta do controle de turbidez foi verificada usando um
espectrofotdometro com fonte de luz de 1cm e cubetas apropriadas para determinar a
absorbancia. A absorbancia em 625 nm deve variar de 0,08 a 0,10 para a solucao
padrao McFarland de 0,5.

A suspenséo de sulfato de bario foi transferida, em aliquotas de 4 a 6 mL,
para tubos com tampas de rosca do mesmo tamanho usado para cultivar e diluir o

in6culo bacteriano.
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Esses tubos permaneceram armazenados em local escuro, a temperatura
ambiente. O controle de turbidez de sulfato de bario foi agitado vigorosamente num
misturador mecanico tipo vortex antes de cada uso, verificando-se se estava
uniformemente tdrbido. No caso de particulas maiores, o controle deveria ser

substituido.

4.2.10.2 Preparo e padronizacdo dos microrganismos

Para cada um dos microrganismos testados, foram selecionados em placa
de &gar Mueller Hinton (MH) de trés a cinco coldnias isoladas, do mesmo tipo
morfolégico de cultura, tocando-se o topo de cada colénia com uma alca e
transferindo-se 0os microrganismos para tubos distintos, previamente identificados
com o nome do microrganismo contendo 4 mL de caldo Mueller Hinton. Na
sequéncia incubou-se por 24 horas a 35°C.

Ajustou-se a turbidez das culturas em caldo em crescimento ativo com
solucéo salina estéril, de modo a obter uma turbidez 6ptica comparavel a da solucao
padrao McFarland de 0,5. Isso resultou numa suspensdao contendo
aproximadamente de 1,5 x 108 UFC mL™. Para realizar essa operacdo empregou-se
luz ambiente suficiente para comparar o tubo com salina mais inéculo e a solucao
padrdo McFarland de 0,5.

As culturas padronizadas anteriormente foram diluidas na proporgéo del:20
em caldo Mueller Hinton (transferindo-se 50 uL da cultura padronizada para tubo
eppendorf estéril e adicionando 950 pL do caldo). Estas culturas diluidas 1:20 foram

inoculadas nas microplacas.

4.2.10.3 Preparo dos acidos graxos para andlises antimicrobianas

Pesou-se separadamente 40 mg de cada amostra de acidos graxos em
tubos eppendorfs previamente esterilizados. Para a solubilizacdo ideal dos acidos
graxos no caldo MH, utilizou-se dimetilsulféxido (DMSO). Pipetou-se em cada tubo
eppendorf 30 uL de DMSO 100%. Agitou-se em vortex até completa solubilizacao.

Completou-se o volume para 1000 pL com caldo MH.
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4.2.10.4 Preparo do Controle positivo

Pesou-se em eppendorf estérii 1mg do antimicrobiano ampicilina.
Solubilizou-se em 30 pL de DMSO. Completou-se volume para 1000 uL com caldo
MH (970 pL). Posteriormente esta solucdo foi diluida na proporcao 1:4, para ser
utilizada na microplaca: em tubo eppendorf estéril pipetou-se 300 pL de caldo MH e

100 pL da solucao de ampicilina.

4.2.10.5 Preparo do Controle do DMSO

Pipetou-se 30 pL de DMSO em tubo eppendorf estéril e acrescentou-se 970
puL de caldo MH, agitou-se em vortex. Pipetou-se 100 pL nas cavidades da primeira
linha da microplaca de teste de DMSO, realizou-se a diluicdo seriada e
posteriormente adicionaram-se 0s indculos bacterianos, para avaliar se a presenca

de DMSO no meio seria capaz de inibir ou ndo o crescimento microbiano.

4.2.10.6 Teste da Concentracéo Inibitéria Minima

Para realizacdo do teste de Concentracdo Inibitéria Minima por meio de
microdiluicdo em caldo, utilizou-se microplacas estéreis de 96 cavidades. Dispensou-
se em cada cavidade, com auxilio de micropipeta multicanal, 100 uL de caldo MH.
Posteriormente, na primeira linha da microplaca, pipetou-se separadamente e em
cavidades distintas e identificadas, 100 yL das solu¢des previamente preparadas
das amostras isomerizadas, e uma amostra ndo isomerizada, todas na concentracéo
inicial de 40 mg mL™. Realizou-se diluicdo em série, com auxilio de micropipeta
multicanal, homogeneizou-se simultaneamente as cavidades da primeira linha da
microplaca, por meio de repeticbes de aspiracdo e devolucdo da mistura na
cavidade. Pipetou-se 100 puL de cada cavidade da primeira linha e transferiu-se para
as cavidades correspondentes da segunda linha. Homogeneizou-se e repetiu-se 0
mesmo procedimento até a pendultima linha da microplaca, sendo que nesta, ap6s
homogeneizar, pipetou-se os 100 pL e descartou-se, uma vez que a ultima linha de
cada microplaca foi utilizada como controle de crescimento do microrganismo, por

conter apenas caldo MH e o indculo que posteriormente foi distribuido.
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Ao finalizar a diluicAo seriada, distribuiu-se 0s inOculos anteriormente
diluidos (1:20), sendo pipetado 10uL para cada cavidade, previamente definida, de
maneira que foram testadas as atividades inibitérias das amostras isomerizadas
sobre o crescimento das bactérias citadas, e uma amostra de acido graxo livre nédo
isomerizado de Oleo de linhaca. Ap6s a distribuicdo, as microplacas foram
acondicionadas em pote plastico com tampa, contendo um chumaco de algodao
umedecido, com 0 objetivo de evitar 0 ressecamento das cavidades durante o
periodo de incubacdo que foi de 24 horas a 35°C. Os testes foram realizados em
triplicata.

Ap0s o periodo de incubacéo, verificou-se visualmente se houve inibicdo do
crescimento microbiano ou ndo. O crescimento foi constatado pela turvacdo do meio
de cultura. E confirmado posteriormente com adicdo do corante CTT (cloreto de
2,3,5-trifenil-tetrazodlio) a 2%.

4.2.10.7. Teste de Concentracao Bactericida Minima

Para determinar a Concentracdo Bactericida Minima utilizaram-se as
amostras de acidos graxos que resultaram na inibicdo do crescimento microbiano.
De maneira asséptica, foram transferidas de cada uma das cavidades em que nao
foi observado crescimento uma algada para placa contendo Agar Mueller Hinton,
sendo inoculadas por meio de estrias na superficie do agar. Cada estria foi
devidamente identificada, com o objetivo de verificar posteriormente se tal
concentracéo teria atividade bactericida, pela auséncia de crescimento, ou apenas
inibitéria, quando houvesse crescimento sobre a estria. As placas foram incubadas a
35°C por 24 horas. ApGs este periodo, procedeu-se a leitura. O surgimento de
colénia de bactéria indicou que essa nao foi capaz de matar 99,9% ou mais do

in6culo bacteriano utilizado. Os ensaios foram realizados em triplicata.

4.2.10.8 Confirmacgéo da Atividade Inibitoria

Apés transferir-se uma alcada de cada uma das cavidades em que néo
houve crescimento, realizou-se a confirmacdo da atividade inibitéria nas cavidades

inoculadas, pela adicdo de 10 pL de cloreto de 2,3,5-trifenil-tetrazdlio (CTT) a 2% a
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cada pocgo para a deteccao da mudanca de cor do CTT (incolor) para vermelho, que
reflete o metabolismo bacteriano ativo. A CIM foi definida como a concentragdo mais

baixa do acido graxo que visivelmente inibiu o crescimento bacteriano.

4.2.11. Anélise Estatistica

A modelagem e a construgdo das linhas de contorno foram realizadas atraves
do software Statistica, versdo 10.0 (2011). Em todas as analises foi utilizado o nivel

de significancia de 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ESPECTROSCOPIA NO ULTRAVIOLETA

A comparagcdo dos espectros obtidos na regido UV-VIS é utilizada para
detectar ou confirmar a presenca de &cidos graxos contendo duplas ligacdes
conjugadas em oleos naturais (CHRISTIE, 1989). No presente estudo compararam-
se 0s espectros para os EMAG isomerizados e ndo isomerizados, sendo possivel
verificar que o espectro modificou apds a isomerizacdo (Figura 8). Houve aumento
da absorcdo na regido de 248 a 318 nm, sendo observado um deslocamento do
comprimento de onda maximo, em relacdo ao espectro dos EMAG nao isomerizados,

cuja absor¢cdo maxima ocorreu em 225 nm.

Figura 8 — Espectros UV-Vis dos EMAG de 6leo de linhaga isomerizado (-1, -1) e ndo isomerizado.
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Fonte: autoria propria

Absorcdes caracteristicas de acidos graxos conjugados com duas duplas
ligagbes conjugadas ocorrem em 232 e 236 nm para o CLA 9c, 11t, e em 230 e 234
nm para o CLA 9t, 11t. Para trienos conjugados as absor¢des ocorrem em 265, 275
e 287 nm para o CLNA 9c, 11t, 13c e em 262, 273 e 284 nm para o CLNA 9c, 11t,
13t e em 259, 268 e 279 nm para o CLNA 9t, 11t, 13t (HUSAIN; DEVI, 1993).

Buchade et al., (2016), realizaram o isolamento do acido punicico (18:3 9c,
11t, 13c) e verificaram que houve absor¢céao na regido do espectro de 265, 275 e 287
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nm. Lakshmlnarayana et al., (1988), realizando testes com &cido punicico também
obtiveram os mesmos resultados de absorcao do espectro UV.

Dessa forma, os resultados obtidos indicam a formacédo de duplas ligacdes
conjugadas na reacao de isomerizacao.

5.2 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO

Em relagdo aos espectros no infravermelho obtidos nas condigbes dos
pontos fatoriais (Figura 9), foi possivel observar diversas bandas caracteristicas,
como em 1742 cm™, que foi a mais intensa para os espectros no infravermelho dos
ésteres metilicos do 6leo de linhaca isomerizado e ndo isomerizado. Esta banda
esta associada ao estiramento C=0, de carbonila de éster.

Figura 9 — Espectros no infravermelho para ésteres metilicos: a) 6leo de linhaga; b) 6leo de linhaca
isomerizado (-1, -1); c) éleo de linhaca isomerizado (-1, 1); d) éleo de linhaca isomerizado (0,0); e)
6leo de linhaga isomerizado (1, -1); f) 6leo de linhaga isomerizado (1, 1).
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Fonte: autoria propria

Na regido de 3011 a 2854 cm™foram observadas bandas bastante intensas.
As bandas em 2924 e 2854 cm™ estdo relacionadas, respectivamente, com 0s
estiramentos assimétrico e simétrico dos grupos metilénicos (C-H). Em 2956 cm™
ocorre 0 estiramento assimétrico dos grupos metila (C-H), e em 3011 cm™ o
estiramento =C-H de duplas ligacdes cis (GUILLEN; CABO, 1998). Houve a

diminuicdo da intensidade da banda em 3011 cm™ para as condicées mais vigorosas
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da reacdo de isomerizacdo, este comportamento indica a diminuicdo do niamero de
duplas ligac@es cis.

A banda fraca em 1655 cm™ corresponde ao estiramento C=C de duplas
ligacBes cis (de la MATA et al., 2012). Esta banda teve a sua intensidade diminuida
para as condicdes de isomerizagdo mais vigorosas, sendo quase imperceptivel para
a condicdo de 185 °C e 25 % de catalisador (Figura 8). Em 1462 cm™ ocorre a
banda relacionada & deformacdo angular simétrica de CH, e em 1436 cm™ a
deformacéo angular de -OCHj;. Esta banda indica a presenca de ésteres metilicos,
podendo ser utilizada para monitorar a reacdo de obtengdo (O'DONNELLI et al.,
2013).

As bandas na regido de 1245 a 1100 cm™ estdo relacionadas com
estiramentos da ligacdo C-O. Em 1245 e 1163 cm® ocorre a sobreposicédo com a
banda de deformac&o dos grupos metilénicos (GUILLEN; CABO, 1998). Em todas as
condic¢des utilizadas na isomerizacao do Oleo de linhaca foram observadas bandas
na regido de 985-994 cm™ e 948 cm™, com as menores intensidades de
transmitancia sendo observadas para as condicdes mais vigorosas da reacdo de
isomerizacao. Nesta regiao ocorre a deformacéao fora do plano (C-H) de hidrogénios
olefinicos de duplas ligacdes trans (ROACH et al., 2002). Mossoba et al., (1991),
apos separar isdmeros conjugados do acido linoleico com a configuracdo cis-trans,
formados durante a hidrogenacédo parcial de 6leo de soja, observaram bandas em
986 e 950 cm™. Para os isémeros conjugados com a configuracdo trans-trans foi
observada somente uma banda em 990 cm™. Dessa forma, a ocorréncia de bandas
nessa regido indica a presenca de duplas ligacées conjugadas com a configuragéo
cis-trans e trans-trans.

Em 721 cm™ ocorre a deformacdo fora do plano (C-H) dos hidrogénios
olefinicos das duplas ligacées cis (GUILLEN; CABO, 1998). Houve um consideravel
aumento da transmitancia dessa banda para as condi¢cdes de isomerizagcdo que
utilizaram as temperaturas de 160 e 185 °C. A banda de intensidade muito baixa em
663 cm™, esta relacionada com a formacdo de acidos graxos ciclicos, contendo o
ciclohexeno em sua estrutura (MOSSOBA et al., 1996). A ciclizac&o intramolecular
de acidos graxos poli-insaturados ocorre quando o Oleo € submetido a altas
temperaturas durante um longo periodo ou em outras condi¢cdes abusivas
(MOSSOBA et al., 1995).



Na Figura 10 sdo apresentados os espectros no infravermelho para os
pontos axiais. E possivel verificar um comportamento semelhante ao dos espectros
da Figura 9.

Figura 10 — Espectros no infravermelho para ésteres metilicos do éleo de linhaca: a) ndo isomerizado;
i) isomerizado (0, -1,414); j) isomerizado (-1,414, 0); k) isomerizado (1,414, 0); |) isomerizado (0O,
1,414).
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Fonte: autoria prépria

Siano et al., (2016), ao estudar o 6leo de romd, que contém o acido punicico
(18:3 9c, 11t, 13c) como principal acido graxo (55,3 %), verificaram que o Oleo
apresentou bandas em 987 e 936 cm™. Apods a transesterificacdo do 6leo, realizada
por catdlise acida (HCI 1,25 mol L™, a 90 °C por 1 h) houve o deslocamento da
banda de 987 para 992 cm™. Entretanto, ao realizar a esterificacdo a 50 °C (HCI 1,25
mol L™, 1 h) foi verificado que ndo ocorreu alteracdo da banda em 987 cm™. A
alteracdo observada no espectro foi atribuida pelos autores a isomerizacdo das
duplas ligagbes que foram convertidas a configuracdo trans, que ¢é
termodinamicamente mais estavel que a configuracao cis.

Meiorin et al., (2015), obtiveram espectros na regido do infravermelho médio
para o 6leo de tungue, cujos teores de acido alfa-eleostearico (18:3 9c, 11t, 13t)
variam de 77 a 82 %. Foi observado tanto para o O0leo como para 0s ésteres
metilicos, a banda intensa em 991 cm™. Os espectros também apresentaram uma
banda bem préxima a esta, de baixa intensidade, com nimero de onda inferior a 991

cm™, que nao foi identificada pelos autores. Nesse sentido, Yurawecz et al., (1993),
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ao estudar o acido alfa-eleosteérico, por cromatografia gasosa associada a
espectroscopia no infravermelho, observaram a ocorréncia de bandas em 995 e 968
cm™. Para o acido beta-eleostearico (18:3 9t, 11t, 13t) estes autores verificaram
somente uma banda em 998 cm™.

Os resultados obtidos pela andlise das amostras neste estudo confirmaram
que houve formacdo de acidos graxos com duplas ligacdes conjugadas, nas
configuragbes cis-trans e trans-trans, indicando que as condi¢gbes utilizadas

promoveram a isomerizacdo dos acidos graxos do 6leo de linhaca.

5.3 GRAU DE ISOMERIZACAO

O grau de isomerizacdo dos &cidos linoleico (18:2 n-6) e alfa-linolénico
(18:3 n-3) variou de 7,2 a 99,7 % e de 24,5 a 99,9 %, respectivamente, para as
condi¢Oes reacionais utilizadas (Tabela 4). Nas condi¢cdes em que a temperatura e a
concentracdo do catalisador foram menores, a isomerizacdo dos &cidos graxos
conjugados 18:2 (CLA) e 18:3 (CLNA) ocorreu em uma propor¢ado menor. Em
condicBes mais vigorosas houve isomerizacdo quase total destes acidos graxos. A
razao entre o grau de isomerizacdo dos acidos alfa-linolénico e linoleico variou de
1,0 a 3,4, indicando que nas condi¢cdes reacionais que foram mais brandas, a
seletividade da isomerizacdo do acido alfa-linolénico foi até 3,4 vezes maior em

relacdo a isomeriza¢éo do acido linoleico.

Tabela 4 — Graus de isomerizacédo dos acidos 18:2n-6 e 18:3n-3

Amostra Grau de isomerizagao (%) (Gl 18:3n-3)/(Gl 18:2n-6)
18:2 n-6 18:3n-3

1(-1;-1) 12,68 28,90 2,28
2 (-1;+1) 88,61 99,77 1,13
3 (0,0)* 99,31 99,84 1,01
4 (+1;-1) 99,45 99,94 1,01
5 (+1;+1) 99,72 99,81 1,00
6 (0;-1,414) 7,16 24,47 3,42
7 (0:+1,414) 99,43 99,61 1,00
8 (-1,414; 0) 11,99 33,91 2,83
9 (+1,414; Q) 94,80 99,90 1,05

*Corresponde a média de quatro repeticdes do ponto central
Fonte: autoria propria
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A Figura 11 apresenta o cromatograma de ésteres metilicos para a condicédo
do ponto fatorial (-1, -1). O principal isdbmero formado, designado X1 por né&o ter sido
identificado, corresponde a um produto da isomerizacdo do acido alfa-linolénico,
uma vez que a sua concentracdo (57,1 mg g* do 6leo isomerizado) somada a
concentracdo remanescente do &cido linoleico (115,70 mg g™ do 6leo isomerizado)
foi muito superior a concentracdo do &cido linoleico no éleo de linhaca (132,5 mg g™).

Figura 11 — Cromatograma de ésteres metilicos 6leo de linhaga isomerizado a 135 °C com 15 % de
catalisador (-1, -1); (1) 16:0; (2) 17:0 (padréo interno); (3) 18:0; (4) 18:1n-9; (5) 18:1n-7; (6) 18:2n-6; (7)
18:3 n-3; (8) 18:2 9c, 11t; (9) 18:2 10t, 12¢; (10) X1 (ndo identificado).

| 947
983

o
= g 5 Recorte do espectro IV
= ~1 2
800— > (@]

= 4 £
%‘ GOD—; -~ :h
A R o
2 00—
: = : 2
x 20072 1 2 3 L 9 10

é A Lodle ‘ L“LJL_._,

IIH|HH‘IH\‘HH||II|||III|IIII||I||‘HH‘\HI‘IH\|I|II|I|II|HH|HH‘\H\‘HH|II|I|II|I|II|I|HH‘HH|HH‘HH|IIII|IIII|HH|HH‘\H\‘IH||I|II|I|II|HH|\|H‘HH|HH‘IIII|II
2 4 [ 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 k2 36

Tempo de retengéo (min)
Fonte: autoria prépria

Além disso, os CLAs 18:2 9c, 11t e 18:2 10t, 12c eluiram antes de X1.
Considerando que a andlise desta mistura de ésteres metilicos pela espectroscopia
no infravermelho apresentou duas bandas na regido de deformacéo fora do plano de
hidrogénios olefinicos de duplas ligaces trans (983 e 948 cm™), foi possivel inferir
com base nos estudos de Mossoba et al., (1995) e Fritsche et al., (1997), que este
isdmero apresenta duas duplas ligagdes conjugadas com as configuracdes cis-trans.

As amostras 6 (0, -1,414) e 8 (-1,414, 0) (Tabela 4) também apresentaram
X1 como principal isdbmero formado (Apéndice A e B). Os espectros no infravermelho
para estas amostras apresentaram bandas em 947 e 985 cm™, que estdo
relacionadas com duplas ligagdes conjugadas cis-trans.

Galvez et al., (2008), ao realizarem a isomerizagcédo do 6leo de linhaca (8 -

25 %) em meio aquoso (70 - 90 %), utilizando hidroxido de potassio como



48

catalisador (3 - 7%) obtiveram como principais isObmeros a mistura de CLNA
constituida de 18:3 9c, 11t, 15c e 18:3 9c, 13t, 15¢, que eluiu como um unico pico.
Na analise por cromatografia gasosa realizada por estes pesquisadores esta mistura
eluiu depois dos CLA 18:2 9c, 11t e 18:2 10t, 12c. Com base nestas semelhangas
provavelmente X1 possa ser uma mistura contendo os isémeros 18:3 9c, 11t, 15c e
18:3 9c, 13t, 15c.

A Figura 12 apresenta o cromatograma de ésteres metilicos para a condi¢ao
do ponto central do planejamento fatorial (20 % de catalisador e 160 °C). O principal
isbmero formado foi X1, sendo observado também a formacédo dos isébmeros X2 e
X3. O espectro no infravermelho para esta condicdo de isomerizagao (Figura 8d)
apresentou bandas em 947 e 983 cm™, indicando a presenca de isdmeros com duas
duplas ligagbes conjugadas cis-trans (MOSSOBA et al., 1995).Também foram
observadas as bandas em 994 cm™ e 964 cm™, o que sugere a formacdo de um
isdmero com trés duplas ligagdes conjugadas, sendo duas insaturacdes adjacentes
com a configuragdo trans e uma cis, conforme descrito por Yurawecz et al., (1993),
para o acido alfa-eleostearico (18:3 9c¢,11t,13t) e outros &cidos octadecatriendicos

conjugados com a configuracao ctt.

Figura 12 — Cromatograma de ésteres metilicos 6leo de linhaga isomerizado a 160 °C com 20 % de
catalisador - (0, 0); (1) 16:0; (2) 17:0 (padré&o interno); (3) 18:0; (4) 18:1n-9; (5) 18:1n-7; (6) 18:2n-6;
(7) 18:2 9¢,11t; (8) 18:2 10t,12c; (9) X2 (ndo identificado); (10) X1 (ndo identificado); (11) (ndo
identificado); (12) X3 (néo identificado).
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Com o propdsito de avaliar as caracteristicas de X2 e X3, foi realizado o
fracionamento da amostra 3, por meio da formagdo de adutos com ureia, sendo
determinada a concentracdo dos acidos graxos nas fracdes solida e liquida (Tabela
5).

Tabela 5 — Concentracao dos principais acidos graxos do 6leo de linhaga isomerizado (0, 0) e apds o
seu fracionamento com ureia

Concentracdo (mg g™)

Acido graxo Apos o fracionamento com ureia
ApoOs isomerizagéo
Adutos de ureia Fracdo liquida
16:0 54,31+1,76 120,73 + 5,80 17,54 + 3,38
18:0 46,57 + 3,09 99,75 + 6,90 13,91 + 2,68
18:1n-9 177,95+ 1,17 291,33+ 14,70 127,01 £12,49
18:2n-6 32,33+1,90 19,72 £ 0,90 52,08 + 3,16
18:2 9c,11t 44,89 + 1,04 44,89 + 2,09 46,22 + 2,67
18:2 10t,12c 50,06 + 0,45 39,58 + 1,89 58,68 * 3,24
X1 261,77 £ 21,05 136,05 + 6,46 317,03 + 30,68
X2 54,37 + 4,79 5,14 + 0,25 79,01 + 4,36
X3 90,52 + 3,66 168,87 + 7,70 34,35 + 3,39

Fonte: autoria propria

Foi observado o aumento da concentracdo dos &cidos palmitico (16:0),
esteérico (18:0), oleico (18:1n-9) e X3 cujas concentracdes aumentaram 122, 114,
64 e 87 %, respectivamente, em relagdo a concentracdo na amostra isomerizada.
Houve a diminuicdo da concentracdo dos acidos linoleico, 18:2 10t, 12c e X2, cujas
concentracdes corresponderam 61, 79 e 9,5 %, respectivamente, das concentracfes
encontradas na amostra 3. O comportamento observado para X2 sugere que este
acido graxo deve ter uma estrutura diferente dos demais acidos graxos poli-

insaturados encontrados nesta mistura isomerizada (Figura 13).



50

Figura 13 — Cromatograma de ésteres metilicos 6leo de linhaca isomerizado a 160 °C com 20 % de
catalisador (0, 0) ap6s fracionamento com ureia — fracao dos cristais: (1) 16:0; (2) 17:0 (padréo
interno); (3) 18:0; (4) 18:1n-9; (5) 18:1n-7; (6) 18:2n-6; (7) 18:3 n-3; (8) 18:2 9¢,11t; (9) 18:2 10t,12c;
(10) X1(n&o identificado); (11) (ndo identificado); (12) X3 (ndo identificado).

@
(=}

@
(=]

|ﬁ\|||\\||ﬁ\||||ﬁ||u\|||m||||\|||Tm|||m

5 10 15 20 25 30 35
Tempo de retengdo (min)

Fonte: autoria propria

Na fracdo liquida houve a diminui¢cdo da concentracdo dos acidos palmitico,
estearico, oleico e X3, cujos teores corresponderam a 32, 30, 71 e 38 %,
respectivamente, em relagdo a concentracdo na amostra isomerizada (Tabela 5).
Ocorreu 0 aumento das concentracdes dos acidos linoleico, 18:2 9c, 11t, 18:2 10t,
12c, X1 e X2, que corresponderam, respectivamente, a 161, 103, 117, 121 e 145 %,

da concentracdo observada na amostra isomerizada (Figura 14).

Figura 14 — Cromatograma de ésteres metilicos 6leo de linhaga isomerizado a 160 °C com 20 % de
catalisador - (0, 0) apés fracionamento com ureia — fragdo liquida(1) 16:0; (2) 17:0 (padréo interno);(3)
18:0; (4) 18:1n-9; (5) 18:1n-7;(6) 18:2n-6; (7) 18:3 n-3;(8) 18:2 9c, 11t; (9) 18:2 10t, 12c; (10) X2 (ndo
identificado); (11) X1 (n&o identificado); (12) ndo identificado; (13) X3 (n&o identificado).
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A ureia cristaliza em uma estrutura tetragonal com canais de 5,67 A de
didametro (HARRIS, 1996). Na presenca de moléculas de cadeia longa, a ureia
cristaliza em uma estrutura hexagonal, formando canais de 8 a 12 A de diametro. Os
canais séo suficientes para acomodar compostos de cadeia alifatica com numeros
de carbono maior do que seis. A presenca de insaturacdes na cadeia carb6nica com
a configuracdo cis aumenta o volume ocupado pela molécula, diminuindo a
probabilidade de insercdo dos compostos nos canais dos cristais de ureia, o que
permite o fracionamento de misturas de acidos graxos (GU et al., 2009). Quando a
etapa de resfriamento da mistura de ureia e acidos graxos é mais lenta a
seletividade do fracionamento € aumentada devido a menor formagéo de cristais
tetragonais de ureia, cujos canais ndo contém moléculas de ésteres metilicos de
acidos graxos (HAYES et al., 1998).

Nos resultados relatados por Galvez et al., (2008), para a isomerizagao do
Oleo de linhagca em meio aquoso, foi verificada a formacao do acido 18:2 11,13-ciclo
hexadieno a partir do &cido alfa-linolénico, que eluiu logo apds os isémeros
conjugados 18:2 9c, 11t e 18:2 10t, 12c. Neste estudo, X2 também eluiu apos os
CLA 18:2 9c, 11t e 18:2 10t, 12c. Além disso, o fracionamento da amostra obtida a
partir da condicdo de isomerizagdo 3, mostrou um comportamento distinto para X2
na fracdo dos adutos de ureia, com a sua concentracdo diminuindo muito em relacao
aos demais acidos graxos poli-insaturados, o que foi compativel com a estrutura de
um &cido graxo ciclico. A analise minuciosa do espectro no infravermelho para esta
amostra (Figura 9d) indica uma pequena alteracéo na regido de 663 cm™, que esta
associada a formacdo de &cidos graxos ciclicos (MOSSOBA et al., 1995). Assim,
pode-se propor que X2 seja um acido graxo ciclico, formado a partir do acido alfa-
linolénico.

Considerando que o espectro no infravermelho para a amostra 3 (Figura 8d)
indicou a presenca de um acido graxo conjugado com a configuracdo ctt, que nao
corresponde a X1 e X2, é possivel que X3 corresponda a um isémero do acido alfa-
linolénico com trés duplas ligagbes conjugadas. Além disso, nas condi¢cdes de
isomerizacdo do Oleo de linhaca empregadas por Galvez et al., (2008), foi obtido
alguns isébmeros conjugados 18:3 com duplas ligacdes nos carbonos 9, 11 e 13, que
eluiram na analise por cromatografia gasosa, apos a mistura dos acidos 18:3 (9c,

11t, 15c e 9c, 13t, 15¢), como ocorreu na analise da amostra 3.
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Foi observado também para a fragdo soélida obtida da recristalizacdo com
ureia da amostra 3, que o aumento da concentracdo de X3 na fracdo sélida (87 %)
foi superior ao obtido para o acido oleico (64 %). Este comportamento foi favorecido
pela presenga de duplas ligagbes trans, que conferem ao acido graxo uma estrutura
mais linear, favorecendo a sua inclusédo nos canais dos cristais de ureia (SMALL,
1984). Assim, o acido graxo X3 pode apresentar trés duplas ligacdes conjugadas
sendo duas trans e uma cis.

A isomerizacdo alcalina mostrou ser um meétodo eficaz para producédo de
CLA e CLNA, porém pelo fato da mistura resultante ser composta por muitos
isbmeros diferentes, a identificacdo detalhada destes isbmeros torna-se dificil
(KOBA et al.,2007).0 termo CLNA refere-se ao coletivo e faz referéncia a um grupo
de isbmeros do acido octadecatrienéico (C18:3) com duplas ligagdes conjugadas. As
trés duplas ligagdes presentes nos CLNAs estao principalmente nas posi¢oes [9, 11,
13] e [8, 10, 12] e existem tanto na forma cis quanto na forma trans (SASSANO et al.,
2009).

5.3.1 Grau de isomerizac¢ao do acido linoleico

A Tabela 6 apresenta os resultados obtidos para os efeitos do teor de
catalisador e da temperatura para o grau de isomerizacdo do acido linoleico. Para o
grau de isomerizagdo do &cido linoleico, o efeito linear do teor de catalisador foi um
pouco maior que o efeito linear da temperatura, sendo altamente significativos (p
<0,01). Os efeitos dos termos quadraticos do teor de catalisador e da temperatura
apresentaram valores muito proximos, sendo ambos negativos e com menor
significancia em relagéo aos termos lineares (p < 0,05).

Para os termos quadraticos, os valores dos efeitos foram negativos e
contribuiram para diminuir o grau de isomerizacdao, uma vez que o0 aumento do teor
de catalisador e da temperatura aumentaram o grau de isomerizacao até o limite de
100 %. O efeito de interacdo entre o teor de catalisador e a temperatura foi
significativo (p < 0,05), sendo também negativo. Este efeito resulta do
comportamento distinto para o grau de isomerizacdo quando a temperatura esta no
seu nivel baixo e o teor de catalisador passa do nivel baixo para o alto, em relacédo a
condicdo em que a temperatura esta no nivel alto e o teor de catalisador passa do

nivel baixo para o alto.
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Tabela 6 — Efeitos para grau de isomerizacao do acido linoleico

Fatores Efeito Erro padréao Valor p
Teor catalisador (L) 54,25 10,56 0,002146
Teor catalisador (Q) -35,28 11,81 0,024423
Temperatura (L) 51,17 10,56 0,002871
Temperatura (Q) -35,38 11,81 0,024151
Teor catalisador (L) X Temperatura (L) -36,83 14,94 0,048787
(L): linear; (Q): quadratico.

Fonte: autoria prépria

O modelo de predicdo para o grau de isomerizacdo do acido linoleico foi

obtido a partir da analise de regresséao (Equacao 3), e apresentou o valor de 0,9219
para o coeficiente de determinacéo (R?).

Y = 99,31 + 27,12.A — 17,64.A% + 25,58.B — 17,69.B?— 18,41.A.B 3)

Onde: Y corresponde ao grau de isomerizacdo para o acido linoleico; A

representa o teor do catalisador; B a temperatura da reacdo; com a A e B em termos
das variaveis codificadas.

Figura 15 — Superficie de resposta para grau de isomeriza¢ao do 4cido 18:2n-6.
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Fonte: autoria propria

O gréafico de superficie de resposta para grau de isomerizacdo do acido
linoleico (Figura 15), apresentou os maiores valores para a regiao compreendida

entre 0,3 e 1,0 (21,5 a 25 %) para o catalisador, e 0 a 1,0 (160 e 185 °C) para a

temperatura. A medida que se eleva a temperatura e o teor de catalisador, ocorre o
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aumento do grau de isomerizacdo, sendo este aumento mais evidente quando um
dos fatores esta no seu nivel baixo e o outro fator passa do nivel baixo para o nivel

intermediario.

5.3.2 Grau de isomerizacao do acido alfa-linolénico

Os resultados obtidos para os efeitos do teor de catalisador e da
temperatura sobre o grau de isomerizacdo do &cido alfa-linolénico (Tabela 7),
indicam que para os termos lineares o efeito da temperatura foi maior que o efeito do
teor de catalisador, sendo ambos significativos (p < 0,01) e positivos. Os efeitos dos

termos quadraticos e de interac@o foram negativos e menos significativos (p < 0,05).

Tabela 7 — Efeitos para grau de isomerizacdo 18:3n-3

Fatores Efeito Erro padréo Valor p

Teor catalisador (L) 41,10 8,37 0,002694
Teor catalisador (Q) -24,12 9,36 0,042054
Temperatura (L) 44,25 8,37 0,001862
Temperatura (Q) -28,99 9,36 0,021264
Teor catalisador (L) X Temperatura (L) -35,50 11,84 0,024113

(L): linear; (Q): quadratico.
Fonte: autoria propria

O modelo para o grau de isomerizacdo do acido alfa-linolénicodado pela

equacao 4, em termos dos fatores codificados.
Y = 99,84 + 20,55.A — 12,06.A* + 22,12.B — 14,49.B*— 17,75.A.B (4)

Onde: Y corresponde ao grau de isomerizagcdo para o acido alfa-linolénico; A

representa o teor do catalisador; e B a temperatura da reacéo.

O valor de R? para este modelo foi 0,9255, o que significa que 92,55 % da
variacdo total das respostas pode ser explicado pelo modelo obtido a partir da
analise de regressao, assim quanto maior o valor do coeficiente de determinacao,
melhor sera o ajuste do modelo as respostas observadas (OLIVEIRA, 2013).

A Figura 16 apresenta a superficie de resposta para o grau de isomerizacao
do &cido alfa-linolénico. O grau de isomerizacdo aumenta com a elevacdo da
temperatura e do teor de catalisador. A regido em que o aumento do grau de

isomerizacdo € maior esta situada entre -1 e 0, tanto para a temperatura como para
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o teor de catalisador. Quando o teor de catalisador esta no nivel baixo, e a
temperatura varia do nivel baixo para o alto, o grau de isomerizacdo predito pelo
modelo passa de 12,9 para 92,6%. De forma semelhante, quando a temperatura

esta no nivel baixo e o teor de catalisador passa do nivel baixo para alto, o grau de

iIsomerizagcdo varia de 12,9 para 89,5%, demonstrando um comportamento

semelhante. Os maiores valores para o grau de isomerizagéo foram encontrados na

regido compreendida entre -0,8 e 1,4 (16 a 27 %) para o catalisador, e - 0,8 a 1,4
(140 e 195 °C) para a temperatura.

Figura 16 — Superficie de resposta para grau de isomerizacao 18:3n-3.
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Fonte: autoria propria

5.3.3 Formacéo de CLA

O efeito do termo linear do teor de catalisador foi mais importante que o
efeito correspondente da temperatura (Tabela 8), indicando que o teor de catalisador
teve uma influéncia maior sobre a formagao de CLA (18:2 9c, 11t e 18:2 10t, 12c)
que a temperatura. Os efeitos lineares foram significativos (p < 0,01) e tiveram maior
importancia que os efeitos dos termos quadraticos, que foram negativos e com uma
menor significancia (p < 0,05). O efeito de interacdo entre o teor de catalisador e a

temperatura ndo foi significativo (p < 0,05), podendo ser levado em consideragéo

como sendo apenas marginalmente significativo (p < 0,10).
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Fatores Efeito Erro padréao Valor p

Teor catalisador (L) 72,88 15,60 0,003429
Teor catalisador (Q) -46,78 17,44 0,036470
Temperatura (L) 64,30 15,60 0,006207
Temperatura (Q) -43,99 17,44 0,045201
Teor catalisador (L) x Temperatura (L) -48,05 22,06 0,072286
(L): linear; (Q): quadratico.

Fonte: autoria propria

O modelo obtido para formacdo dos CLA foi dado pela equagéo 5 e

apresentou coeficiente de determinacao igual 0,901.

Y =121,89 + 36,44.A — 23,39.A% + 32,15.B — 21,99.B%~ 24,02.A.B

()

Onde: Y = somatdrio das concentracfes dos isbmeros 18:2 9c,11t e 18:2

10t,12c; A =teor do catalisador; B = temperatura da reacdo; com A e B em termos

dos fatores codificados.

A superficie de resposta (Figura 17) apresentou uma regido em que foi

possivel obter concentracdes proximas do valor maximo previsto pelo modelo (138,9

mg g*; 22 % de catalisador e 174 °C) para a concentracéo total de CLA. Esta regido

esté situada entre 0,4 e 0,8 (22 e 24 %) para o teor de catalisador e -0,1 e 0,8 (158 a

1

g

Figura 17 — Superficie de resposta para concentragao total de CLA (mg g'l)
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Fonte: autoria propria

180 °C) para a temperatura, cujos valores da resposta variam de 130,3 a 136,7 mg
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5.3.4 Formacéo do isdbmero X1

Os resultados obtidos a partir da analise de variancia para os efeitos do teor
de catalisador e da temperatura sobre a formacdo do isdmero conjugado X1,
mostraram que foram significativos (p < 0,05) apenas o efeito do termo linear da
temperatura e o efeito do termo quadratico da temperatura (Tabela 9). O efeito

negativo do termo quadratico da temperatura significa que em temperaturas
elevadas ocorre a diminui¢do da formacéo de X1.

Tabela 9 — Efeitos para formagéo do isbmero X1

Fatores Efeito Erro padréao Valor p

Teor catalisador (L) 35,10 36,54 0,373772
Teor catalisador (Q) -77,672 40,86 0,106034
Temperatura (L) 91,97 36,54 0,045469
Temperatura (Q) -120,07 40,86 0,025997
Teor catalisador (L) x Temperatura (L) -102,36 51,67 0,094896
(L): linear; (Q): quadratico.

Fonte: autoria propria

Figura 18 — Superficie de resposta para concentragao do isbmero X1 em mg g'1
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Fonte: autoria propria

O modelo de predicdo dado pela equagao 6 nao teve um bom ajuste aos
dados experimentais (R? = 0,783) e o gréafico de superficie (Figura 18) de resposta

indicou que a regido do ponto central estd relacionada com a formacdo de
concentracOes elevadas de X1.

Y = 228,29 + 17,55.A — 38,83.A%+ 45,98.B — 60,03.B°- 51,18.A.B (6)
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Onde: Y = concentracdo do isbmero X1; A = teor do catalisador; B =
temperatura da reagédo; com A e B em termos dos fatores codificados.

5.3.5 Formacéo do isdbmero X2

A partir dos resultados da ANOVA (Tabela 10) foi verificado que os efeitos
dos termos linear e quadratico para a temperatura foram significativos (p < 0,05) e
que a interacdo entre o teor de catalisador e a temperatura foi marginalmente
significativa (p < 0,10). O modelo obtido (Equacéo 7) apresentou o valor de 0,793
para R? e indicou que o ajuste do modelo aos dados experimentais resultou em uma

capacidade preditiva limitada.
Y =53,19 + 5,91.A — 9,81.A%+ 13,78.B — 15,29.B°— 14,84.A.B )

Onde: Y = concentracdo do isbmero X2; A = teor do catalisador; B =
temperatura da reagcédo; com A e B em termos dos fatores codificados.

Tabela 10 — Efeitos para formag&o do isdmero X2

Fatores Efeito Erro padréo Valor p

Teor catalisador (L) 11,83 9,88 0,276557
Teor catalisador (Q) -19,62 11,05 0,126242
Temperatura (L) 27,56 9,88 0,031677
Temperatura (Q) -30,58 11,05 0,032614
Teor catalisador (L) x Temperatura (L) -29,68 13,98 0,077986

(L): linear; (Q): quadratico.
Fonte: autoria prépria

Considerando que os acidos graxos ciclicos podem ser facilmente
absorvidos pelo sistema digestorio e constituem uma preocupacdo em relacdo a
toxicidade alimentar (MOSSOBA et al., 1995), e que X2 muito provavelmente seja
um &cido graxo ciclico, torna-se adequado minimizar a sua formacao na reacédo de
isomerizacao. Nesse sentido, o grafico de superficie de resposta (Figura 19) permite
identificar que a menor formacdo de X2 ocorre na regido em que o teor de
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catalisador e a temperatura variam -1 a -0,8, que corresponde, respectivamente a

15-16% e 135-140 C, em que a concentracéo de X2 foi inferior a 12,0 mg g™.

Figura 19 — Superficie de resposta para concentracso do isdmero X2 em mg g™
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Fonte: autoria propria

5.3.6 Formacéo do isémero X3

Para a formacao de X3, foram significativos (p < 0,05) os efeitos dos termos

linear e quadratico da temperatura e a interacdo entre o teor de catalisador e a

temperatura (Tabela 11). Os efeitos dos termos linear e quadratico do teor de

catalisador foram marginalmente significativos (p < 0,10). A temperatura teve um
efeito maior sobre a formacao de X3 que o teor de catalisador. O efeito negativo do

termo quadratico da temperatura significa que em temperaturas elevadas a

formacéo de X3 foi menor.

Tabela 11 — Efeitos para formacéo do isdmero X3

Fatores Efeito Erro padréo Valor p

Teor catalisador (L) 29,22 13,34 0,071129
Teor catalisador (Q) -29,88 14,92 0,092082
Temperatura (L) 35,56 13,34 0,037274
Temperatura (Q) -46,70 14,92 0,020332
Teor catalisador (L) X Temperatura (L) -562,17 18,87 0,032665

(L): linear; (Q): quadratico.
Fonte: autoria propria
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O modelo para X3 (Equacdo 8) apresentou o valor de 0,839 para R? e teve

um ajuste ligeiramente melhor que os modelos obtidos para X1 e X2. A andlise da

superficie de resposta (Figura 20) indica que a regido do ponto central (20%

catalisador e 160 °C) resulta na obtencdo de concentracées elevadas de X3.
Y = 78,67 + 14,61.A — 14,94.A° + 17,78.B — 23,35.B° - 26,08.A.B

Onde: Y = concentracdo do isomero X3; A = teor do catalisador; B
temperatura da reacédo; com A e B em termos dos fatores codificados.

Figura 20 — Superficie de resposta para concentracdo do isbmero X3 em mg g'1
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Fonte: autoria prépria

5.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Um dos métodos mais utilizados para medir a atividade antioxidante tem
sido através da captura do radical

2,2 -azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico) (ABTS),que pode ser

gerado através de uma reacdo quimica,
eletroquimica ou enzimatica. Essa metodologia tem sido utilizada para medir a

atividade de compostos de natureza hidrofilica e lipofilica (KUSKOSKI et al., 2005).
Segundo Re et al., (1999), embora existam varios métodos para verificacdo da
capacidade antioxidante, o método ABTS se destaca por proporcionar boa

solubilidade, permitindo a analise de compostos hidrofilicos e lipofilicos, com um
tempo de analise relativamente curto.

de

8)
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Mekni et al.,, (2014), testaram atividade antioxidante de extratos de
variedades de semente de roma (Punica granatum L.), contendo o &cido punicico,
principal CLNA encontrado nesta espécie. Os métodos aplicados neste estudo foram
o DPPH e o ABTS, sendo que em todas as amostras avaliadas, o0 método ABTS
apresentou valores maiores para a quantidade de equivante trolox. Segundo estes
autores, além do CLNA contido nas amostras testadas, a presenca de compostos
fendlicos também contribuiu para a atividade antioxidante.

Assim, foi utilizado o método ABTS para determinar a atividade antioxidante
do oleo de linhaca ndo isomerizado e isomerizado. Os resultados foram expressos
em termos de equivalente trolox (6-hidroxi-2,5,7-tetrametilcromam-2-carboxilico), o
que facilita a comparacao dos resultados da atividade antioxidante. Para isso, foi
obtida a curva de calibragao relacionando absorbancia da solugdo de ABTS em 734
nm versus a concentragao de trolox (Figura 21).

Figura 21 — Curva de calibracdo em termos de equivalente trolox utilizada na determinagéo da
atividade antioxidante.
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Fonte: autoria prépria

A atividade antioxidante para o 6leo de linhaga ndo isomerizado foi 7,41
pumol de equivalente troloxg”' de 6leo (Tabela 12). Para a isomerizacdo nas
condi¢cbes do ponto central e dos pontos axiais (-1,414, 0) e (0, -1,414) ocorreu a

diminuicdo da atividade antioxidante, passando respectivamente para 6,24, 6,16 e
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5,47 umol de equivalente troloxg™ de 6leo. Nas condicdes dos pontos fatoriais (1, -1),
(-1, -1) e (-1, 1) a atividade antioxidante teve valores proximos a do 6leo de linhaca.
Em condi¢des de isomerizacdo mais severas, que incluiu os pontos axiais (0, 1,414)
e (1,414, 0) e o ponto fatorial (1, 1), ocorreu 0 aumento de 29, 39 e 45 %,

respectivamente, em relacdo atividade antioxidante do 6leo de linhaca.

Tabela 12 — Atividade antioxidante pelo método ABTS para o 6leo de linhaca isomerizado e nao

isomerizado.

_Condigéo de Concentracédo de Condicao de Concentracdo de

isomerizagéo Trolox (umol g isomerizacéo Trolox (umol g%
(-1, -1) - (15 %, 135 °C) 7,51 +0,15 (0, -1,414) - (20 %, 125 °C) 5,47 £ 0,10
(-1,1) - (15 %, 185 °C) 7,94 £0,13 (0, 1,414) - (20 %, 195 °C) 9,58 + 0,17
(0,0) - (20 %, 160 °C) 6,24 £ 0,25 (-1,414, 0) - (13 %, 160 °C) 6,16 £ 0,15
(1, -1) - (25 %, 135 °C) 7,43 £0,15 (1,414, 0) - (27 %, 160 °C) 10,33 £ 0,11
(1,1) - (25 %, 185 °C) 10,74 £ 0,06 ndo isomerizado 7,41 + 0,15

Fonte: autoria propria

Ao avaliar o teor de antioxidantes pelo método ABTS para a sementes de
linhaca marrom e dourada, Sargi et al., (2013), encontraram os teores de 3,70 e 3,38
umol de equivalente trolox g de semente. Prescha et al., (2014), determinaram a
atividade antioxidante pelo método DPPH para diversos 0leos vegetais extraidos por
prensagem a frio. Para o 6leo de linhaca os valores variaram de 1,30 a 1,72 umol de
equivalente trolox g* de 6leo. Dhavamani et al., (2014), avaliaram a atividade
antioxidante do Oleo de linhaca por fotoguimioluminescéncia e encontraram 0s
valores de 243,7 e 41,2 pmol de equivalente trolox g de 6leo, respectivamente,
para o 6leo antes e apGs a remocado dos seus constituintes ndo saponificaveis.

Com relacao aos compostos responsaveis pela atividade antioxidante no 6leo
de linhaca Cisneros et al.,, (2014), determinaram a presenca de delta e gama
tocoferdis e compostos fendlicos. Tanto tocoferdis como compostos fendlicos tem a
sua atividade antioxidante diminuida com o aumento da temperatura (REBLOVA,
2012; AL-ATTAR, 2013).

Assim, com o aquecimento do Oleo de linhaca provavelmente tenha ocorrido
a degradacao dos antioxidantes presentes no 6leo de linhaga, tais como tocoferéis e
compostos fendlicos, o que diminuiria a atividade antioxidante. Por outro lado,
conforme Fagali e Catala (2008), acidos graxos conjugados tem o efeito de

aumentar a atividade antioxidante. Em decorréncia desse comportamento pode
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ocorrer uma pequena variacdo da atividade antioxidante ou a sua diminuicdo em
condicbes de isomerizagdo mais brandas, com o aumento da atividade para as
condicBes mais severas.

A Tabela 13 apresenta os resultados da ANOVA para a atividade
antioxidante. Foram significativos (p < 0,05) os efeitos dos termos linear e quadratico
do teor de catalisador e da temperatura, sendo que para o efeito linear os valores
foram préximos. O efeito de interacédo entre o teor de catalisador e a temperatura foi

marginalmente significativo (p < 0,10).

Tabela 13 — Efeitos para atividade antioxidante.

Fatores Efeito Erro padréo Valor p

Teor catalisador (L) 2,15 0,45 0,003315
Teor catalisador (Q) 2,26 0,51 0,004492
Temperatura (L) 2,39 0,45 0,001992
Temperatura (Q) 1,54 0,51 0,023518
Teor catalisador (L) x Temperatura (L) 1,44 0,64 0,067882

(L): linear; (Q): quadratica.
Fonte: autoria propria

O modelo de predigéo para a atividade antioxidante (Equacao 9) foi obtido a
partir da andalise de regressédo, e apresentou o valor de 0,929 para o coeficiente de

determinacao (R?).
Y=6,24+1,07.A+1,13.A*+1,19.B + 0,77.B°+ 0,72. A.B (9)

Onde: Y corresponde a atividade antioxidante em pumol de equivalente trolox
g’ de 6leo; A representa o teor do catalisador; B a temperatura da reacdo; com a A
e B em termos das variaveis codificadas.

A Figura 22 apresenta a superficie de resposta para atividade antioxidante.
A menor atividade antioxidante foi obtida no ponto (-0,27, -0,65), cujo teor de
catalisador foi 18,7 % e a temperatura 144 °C.Com o aumento do teor de catalisador
e da temperatura ocorreu 0 aumento da atividade antioxidante, que atingiu o seu

maior valor para a condicéo (1,1), que corresponde a 25 % de catalisador e 185 °C.
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Figura 22 — Superficie de resposta para atividade antioxidante (umol g™).
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Fonte: autoria propria

5.5 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Os testes realizados para confirmar a viabilidade das cepas microbianas, por
meio de incubacdo dos microrganismos no meio de cultura, confirmaram que todos
os in6culos estavam em condi¢cdes adequadas para crescimento nas microplacas.
Para verificar se o diluente DMSO causaria alguma interferéncia sobre o crescimento
dos microrganismos, foi realizado o teste para confirmar que este nao inibiria o
crescimento microbiano.

De acordo com os resultados obtidos pela técnica microbioldgica empregada,
de microdiluigdo em caldo, a atividade antibacteriana dos isomeros foi evidenciada
sobre as cepas do microrganismo gram-positivo Staphylococcus aureus, que
apresentou maior susceptibilidade as misturas de &cidos graxos isomerizados
(Tabela 14). Contudo os resultados obtidos ndo seguiram um padrdo de
proporcionalidade em relagdo a concentracdo de CLA, X1, X2 e X3.

Kelsey et al., (2006), verificaram por meio de testes de CIM, a
susceptibilidade de cepas de S. aureus diante de diversos acidos graxos, sendo que
dois destes se tratavam de acidos graxos conjugados: CLA 9c, 11t e 10t, 12c.
Verificaram que o CLA 9c, 11t apresentou o melhor resultado dentre todos os acidos

graxos avaliados, que correspondeu a CIM de 0,1 mg mL™.
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Tabela 14 — Concentragédo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima (CBM) em mg

mL™
Gram-Positivos Gram-Negativos
Microrganismo S.aureus B. cereus E. coli Salmonellatyphi
Amostra CM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM
1(-1;-1) 1,25 25 20 >20 20 >20 20 >20
2 (-1;+1) 1,25 1,25 20 >20 20 >20 20 >20
3(0;0)* 1,25 >20 20 >20 >20 - >20 -
4 (+1;-1) 1,25 2,5 20 >20 >20 - >20 -
5 (+1;+1) 1,25 >20 20 >20 >20 - >20 -
nao >20 - >20 - >20 - >20 -
isomerizada**
ampicilina 0,125 - 4,8 x - 4.8 x - 9,7x 10
10° 10°

(-) ndo houve inibicao do crescimento

*Corresponde a média de quatro repeti¢cdes do ponto central
**4cidos graxos livres do dleo de linhaga nao isomerizado
Fonte: autoria propria

Parsons et al., (2012), propuseram o mecanismo pelo qual &cidos graxos de
cadeia longa podem provocar inibicdo e morte de alguns microrganismos, indicando
que possa ser por meio da desestabilizacdo da fluidez das membranas, que
promoveria a liberacdo do conteudo intracelular, causando sua morte.

E possivel verificar na Figura 23, os resultados obtidos em uma microplaca
para 0 microrganismo S. aureus, apos aplicar o corante CTT foi possivel confirmar a

atividade inibitoria nas cavidades em que ndo houve desenvolvimento de coloragéo.

Figura 23 — Confirmacéao de atividade inibitéria com corante CTT

Fonte: autoria propria
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Ja para o microrganismo Bacillus cereus, todas as amostras das misturas de
isbmeros apresentaram CIM de 20 mg mL™, porém ndo apresentaram atividade
bactericida nas concentracdes testadas. Klan¢nik et al.,, (2011), testaram a
susceptibilidade de B. cereus frente a extratos de plantas e obtiveram resultados de
CIM de 5 mg mL™* para extrato de folhas de oliveira.

Para E. coli, as amostras 1 e 2 apresentaram atividade inibitoria igual a 20
mg mL™, e ndo apresentaram atividade bactericida nesta concentracdo.' As demais
amostras nao apresentaram inibicdo do crescimento deste microrganismo na maior
concentracéo testada, sendo assim, considera-se a CIM para estas como maior que
20 mg mL™. Estes resultados estdo de acordo com o estudo de Parsons et al.,
(2012), no qual concluiram que 0s microrganismos gram-negativos como E. coli,
foram mais resistentes que 0s gram-positivos, sugerindo-se que o mecanismo de
defesa foi o de incorporar alguns acidos graxos exégenos e ndo desestabilizar suas
membranas. Klan¢nik et al., (2011) obteve resultados com extrato de semente de
uva com CIM de 2,5 mg mL™ para E. coli.

Salmonella typhi teve maior susceptibilidade as amostras isomerizadas 1 e 2,
que apresentaram CIM de 20 mg mL™? e as demais amostras ndo apresentaram
inibicAo do crescimento na maior concentracdo testada. Rani e Khullar (2004),
testaram a atividade de extrato de roma, que contém &acido punicico, que se trata de
um CLNA, e verificaram por meio de difusdo em agar que houve inibicdo do
crescimento de S. typhi, porém néo testaram a CIM neste estudo.

Os resultados do presente estudo estédo de acordo com Byeonet al., (2009),
que testaram por meio de difusdo em &gar, a atividade antimicrobiana de acidos
graxos conjugados (CLA), e demonstraram que CLA promoveu inibicdo do
crescimento de cepas de S. aureus, B. cereus e Salmonella typhi, sendo mais
evidente a atividade bactericida sobre os microrganismos gram-positivos.

A demonstracdo de atividade contra espécies gram-positivas e gram-
negativas sugere que possa ser algum ou alguns dos isébmeros presentes nas
amostras o responsavel pelo potencial efeito inibitério e bactericida observado, pois
promoveu uma melhor atividade antimicrobiana em comparacdo com a amostra nao
isomerizada que nao apresentou inibicdo do crescimento na maior concentracao

testada que foi de 20 mg mL™.
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Observou-se que a capacidade inibitéria avaliada neste estudo foi maior
sobre o crescimento das bactérias gram-positivas do que das gram-negativas. A
parede celular dos gram-negativos € mais complexa sendo constituida pelos
componentes: camada delgada de peptideoglicano, lipoproteina, proteina,
fosfolipidio e lipopolissacarideo, enquanto que a parede celular das bactérias gram-
positivas € composta de uma camada espessa de peptideoglicanos (WATANABE et
al., 2013). Sugere-se a hipétese de que as misturas dos isbmeros pode ter causado
algum dano sobre a estrutura da membrana e parede celular de gram-positivos,
afetando seu crescimento, conforme observado com as cepas de S. aureus e B.
cereus, que foram os mais susceptiveis dentre 0s microrganismos testados.

A acdao inibitéria de alguns acidos graxos, de acordo com Burt (2004), pode
estar associada a membrana celular, como o transporte de elétrons, gradiente de
ions e translocacdo de proteinas, uma vez que a difusdo exagerada de ions e
moléculas vitais pode levar a célula a morte.

Calsamiglia et al., (2007), confirmou que a hidrofobicidade esta relacionada
a acao antimicrobiana. Os acidos graxos conjugados sao substancias hidrofobicas, e
esta caracteristica Ihes confere capacidade de interagir com lipidios da membrana
celular, alterando a estrutura, tornando-as mais permeaveis, o que permite o
extravasamento de ions e outros contetdos citoplasmaticos (LAMBERT et al., 2001).

Ao comparar os resultados obtidos para as amostras isomerizadas com 0s
resultados do antimicrobiano ampicilina, que possui amplo espectro de acéao, foi
possivel verificar que as CIM das amostras isomerizadas foram em todos os casos
inferiores a CIM deste padrdo. Porém, como algumas amostras foram capazes de
inibir o crescimento, mesmo sendo em concentracfes maiores que de ampicilina,
este fato ndo descarta a possibilidade de realizacdo de testes complementares para

se propor o uso destes produtos com finalidade antimicrobiana.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

As analises espectroscopicas na regidao do ultravioleta e do infravermelho
permitiram confirmar a isomerizacdo dos acidos linoleico e alfa-linolénico, com a
formacdo de duplas ligacbes trans e ligagdes conjugadas com duas e trés
insaturacoes.

As condicOes de isomerizacdo do 6leo de linhaca avaliadas neste estudo
resultaram na formacdo de acidos graxos conjugados CLA e CLNA. Para as
condi¢gbes mais brandas ocorreu a formacao de poucos isdbmeros conjugados, sendo
que X1 foi o principal isbmero formado. Quando foram empregadas condi¢cdes mais
severas (valores extremos de teor de catalisador e/ou temperatura) ocorreu a
formacdo de diversos isbmeros, constituindo uma mistura complexa que dificulta a
identificagdo da maioria dos isomeros formados.

O grau de isomerizacdo do acido alfa-linolénico foi maior que a do acido
linoleico para as condicbes mais brandas de isomerizacdo. Entretanto, para as
condicBes mais severas ndo houve diferenca entre o grau de isomerizacdo destes
acidos. Em relacdo aos &cidos graxos conjugados formados na reacdo de
isomerizacdo, a condicdo de 20 % de catalisador e 160 °C, resultou em
concentracfes elevadas.

A atividade antioxidante para as condi¢cdes de isomerizacdo mais severas foi
superior a atividade obtida para 6leo de linhaca ndo isomerizado, sendo obtido um
aumento de até 45% na atividade antioxidante. Em condi¢cbes mais brandas e
intermediarias a atividade antioxidante foi préxima do valor obtido para o 6leo de
linhaca n&o isomerizado, sendo menor em algumas condicdes.

A isomerizacdo do 6leo de linhaca resultou no surgimento de atividade
inibitéria principalmente frente aos microrganismos gram-positivos, Staphylococcus
aureus (ATCC 14458) e Bacillus cereus (ATCC 11778), sendo maior para a espécie
S. aureus, correspondendo a 10 vezes a concentragdo inibitéria minima da
ampicilina, que foi utilizada como droga de referéncia.

A isomerizacdo do Oleo de linhaca representa uma alternativa para a
preparacdo de misturas de isébmeros conjugados dos acidos linoleico e alfa-
linolénico, pois utiliza um sistema reacional e uma metodologia de isomerizacéo, que

sao relativamente simples e de baixo custo.
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APENDICE A — Cromatograma de ésteres metilicos de 6leo de linhaga isomerizado
com 20 % de catalisador a 125 °C (0, -1,41)
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Legenda: (1) 16:0; (2) 17:0 (padréo interno); (3) 18:0; (4) 18:1n-9; (5) 18:1n-7; (6) 18:2n-6; (7) 18:3
n-3; (8) X1 (n&o identificado).

Fonte: autoria prépria
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APENDICE B — Cromatograma de ésteres metilicos de 6leo de linhaca isomerizado
com 13 % de catalisador a 160 °C (-1,41, 0);
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Legenda: (1) 16:0; (2) 17:0 (padréo interno); (3) 18:0; (4) 18:1n-9; (5) 18:1n-7; (6) 18:2n-6; (7) 18:3
n-3; (8) X1 (ndo identificado).

Fonte: autoria propria



71

APENDICE C — Tabela de concentracées dos isdmeros formados: CLA, X1, X2 e X3

Amostra Concentragéo (mg g *)
CLA X1 X2 X3

1(-1;-1) 6,65 57,08 5,35 1,04
2 (-1;+1) 103,16 231,93 62,50 81,05
3 (0,0)* 121,90 228,29 53,20 78,67
4 (+1;-1) 131,96 114,20 23,47 53,60
5 (+1;+1) 132,35 84,32 21,23 29,25
6 (0;-1,414) 4,20 36,98 3,01 0,49
7 (0;+1,414) 117,56 194,61 42,15 61,74
8 (-1,414; 0) 9,65 76,53 8,61 6,87
9 (+1,414; 0) 106,52 239,83 58,46 88,99

*Corresponde a média de quatro repeticbes do ponto central

Fonte: autoria propria
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