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RESUMO

A adulteracdo ocorre em diversas areas, e pode ser dividida em dois tipos a adulteracdo de
alteracdo e a intencional, na qual a primeira ocorre pelo ambiente e a segunda é geralmente
realizada com adig&o de produtos de qualidade inferior ao produto auténtico, assim gerando um
produto de baixa qualidade. Os 6leos obtidos por prensagem a frio sdo suscetiveis a adulteracao
intencional devido ao baixo volume de producdo e seu alto valor agregado, isso ocorre
utilizando 6leos vegetais provenientes de extracbes com solvente. Por esta razdo, o objetivo
deste trabalho foi desenvolver e aplicar um método analitico para detectar adulterantes em Oleo
Extra Virgem de Oliva (EVOO), Oleo de Primula (EPO) e Oleo Extra Virgem de Abacate
(EVAO), utilizando a DSC como técnicas juntamente com metodos quimiomeétricos e
univariados. As técnicas de separacdo, espectroscopicas e termoanaliticas foram empregadas
para caracterizagdo dos 6leos. As misturas binarias foram preparadas EVOO com os 6leos de
girassol, milho e soja, EPO com 6leo de soja e EVAO com os 6leos de algoddo, milho e soja
simulando como adulterantes. Para tanto os materiais foram pesados e preparados em
proporcOes que variaram de 5 a 95% (m/m). As amostras foram submetidas a analise de DSC.
Os modelos quimiométricos foram construidos com base nos dados do DSC, as curvas foram
normalizadas pelas respectivas massas iniciais das amostras, de forma a eliminar a influéncia
na variacdo da massa. Os dados das amostras foram pré-processados, normalizados pelos seus
respectivos desvios-padrao e centrados na média. Os resultados da analise multivariada também
foram comparados com a calibracdo univariada usando dados de Tonset. Os modelos PLS foram
construidos propicio para quantificar o nivel de adulteracdo para cada material. Os modelos
univariados demonstraram linearidade sendo também uma estratégia capaz de analise rapida e
facil para detectar adulterantes nos materiais. Além disso, uma estratégia baseada em DSC foi

pertinente para deteccdo de 6leos de sementes como adulterantes em EVOO, EPO e EVAO.

Palavras-chave: Oleo Extra Virgem de Oliva, Oleo de Primula, Oleo Extra Virgem de Abacate,

DSC, Quimiometria.



ABSTRACT

Adulteration occurs in several areas, and can be divided into two types, alteration and
intentional, in which the first occurs through the environment and the second is generally
carried out with the addition of products of inferior quality to the authentic product, thus
generating a product low quality. Oils obtained by cold pressing are susceptible to intentional
adulteration due to the low production volume and their high added value, this occurs using
vegetable oils from solvent extractions. For this reason, the objective of this work was to
develop and apply an analytical method to detect adulterants in Extra Virgin Olive Oil (EVOO),
Evening Primrose Oil (EPO) and Extra Virgin Avocado Oil (EVAO), using DSC as techniques
together with chemometric and univariate methods. Separation, spectroscopic and
thermoanalytical techniques were used to characterize the oils. Binary mixtures were prepared
EVOO with sunflower, corn and soybean oils, EPO with soybean oil and EVAO with
cottonseed, corn and soybean oils simulating as adulterants. For this purpose, the materials were
weighed and prepared in proportions that varied from 5 to 95% (m/m). The samples were
subjected to DSC analysis. The chemometric models were built based on DSC data, the curves
were normalized by the respective initial masses of the samples, in order to eliminate the
influence on the mass variation. Sample data were pre-processed, normalized by their respective
standard deviations and centered on the mean. The results of the multivariate analysis were also
compared with the univariate calibration using Tonset data. PLS models were constructed
conducive to quantifying the level of adulteration for each material. The univariate models
demonstrated linearity and are also a strategy capable of quick and easy analysis to detect
adulterants in materials. Furthermore, a DSC-based strategy was pertinent for detection of seed
oils as adulterants in EVOO, EPO and EVAO.

Keywords: Extra Virgin Olive Oil, Evening Primrose Oil, Extra Virgin Avocado Oil, DSC,

Chemometrics.
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1 INTRODUCAO

A adulteracdo ocorre em diversos produtos, principalmente nos quais apresentam
valores econdémicos elevados, exercida em sua maioria, por meio da utilizacdo de materiais com
valores inferiores aos que estdo sendo adulterados. Existem dois tipos de adulteracdo. A
primeira, denominado de alteragdo, é ocasionado pelo ambiente, em que fatores como luz,
umidade e temperaturas extremas geram modificagdes nas caracteristicas fisicas (tamanho, cor
e textura) e no estado sanitario do produto, podendo ocasionar o surgimento destes problemas
diretamente relacionados a matéria-prima, ou durante o processamento e/ou armazenamento. A
segunda, classificada como intencional, ocorre quando se introduz produtos distintos aos da
matéria-prima, objetivando o aumento da quantidade do produto. Desta forma conduz o
consumidor diretamente ao erro durante a comercializacdo do mesmo (Reis; Franca; Oliveira,
2013). Comumente, ao realizar-se uma adulteragdo intencional, a quantidade de adulterante
presente no produto adulterado encontra-se em um intervalo minimo, contribuindo para que a
fraude venha ser comercialmente vantajosa até um limite que se torne evidente pelo consumidor
(Oliveira et al., 2009).

Mediante a esse problema a quimica analitica tem desempenhado papel fundamental no
desenvolvimento de metodologias para a identificagdo e quantificacdo de adulterantes e, aliada
com as ferramentas quimiomeétricas, fornece informacdes que contribuem no controle de
qualidade dos alimentos (Daniel et al., 2017).

Existem varios procedimentos analiticos propostos na literatura para a determinacao de
adulteracdo em alimentos, tais como: Microscopia Eletronica de Varredura, Espectrometria de
Massas, Espectroscopia Vibracional (Infravermelho, Raman), Ressonancia Magnética Nuclear,
Espectroscopia de Absorcdo Molecular (Visivel, Ultravioleta e Fluorescéncia), Voltametria de
Pulso Diferencial, Eletroforese, Cromatografia Liquida e Gasosa e Técnicas Termoanaliticas
(Termogravimetria, Analise Térmica Diferencial, Calorimetria Exploratéria Diferencial).
Associada a algumas dessas técnicas, a quimiometria vem sendo utilizada na quimica de
alimentos ndo apenas na forma de calibragdo, mas também para construir modelos de anélises
exploratorias e de classificagdo. No entanto, os procedimentos mais utilizados para a
determinacdo de adulteracdo no EVOO sdo: Espectroscopicos (Infravermelho e Raman),
Cromatograficos (Liquido e Gasoso) e Termoanaliticos (Termogravimetria e Calorimetria
Exploratoria Diferencial) (Meenu; Cai; Xu, 2019).

Os 6leos comestiveis sdo regulamentados por normas e/ou por um conjunto de

parametros quimicos aos quais cada 0leo deve se enquadrar para ser considerado puro ou de
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qualidade adequada. Essas normas e parametros sao desenvolvidos pelo CODEX Alimentarius
que é uma agéncia internacional formada pela Organiza¢cdo Mundial da Satde (OMS) e pela
Organizacdo das NacGes Unidas para Agricultura e Alimentagdo (FAO) (Green; Wang, 2023).
Também a Association of Official Analytical Chemists (AOAC), estabelece varios métodos
oficiais, geralmente, esses métodos sdo adotados pelas industrias alimenticias e agéncias de
inspecao, tais como MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento), ANVISA
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) no Brasil, EMA (European Medicines Agency) na
Unido Europeia, FDA (Food and Drug Administration) nos Estados Unidos, dentre outras. Os
métodos cromatograficos sdo os principais, no qual esses métodos sdo desenvolvidos para
avaliacdo da quantidade de Oleos e gorduras em alimentos; a maioria desses métodos s&o
demorados, demandam alto custo, usam reagentes nocivos, geram residuos e dependem
fortemente de seguir com rigor o procedimento padronizado para obter precisdo nos resultados
(Nunes, 2014).

Atualmente, os métodos oficiais utilizados para analisar a pureza de 6leos, sdo aqueles
realizados para medir os perfis de acidos graxos e esterol. No entanto, esses métodos envolvem
extracOes, uso excessivo de solventes e com andlise de dados demorada. Além disso, a medi¢édo
de &cidos graxos e esterdis pode nem sempre refletir a categorizagdo correta do azeite para
determinar adequadamente se um adulterante esta presente (Conte et al., 2020). Com 0 aumento
das importacdes globais de azeites, especialmente em paises onde o azeite € um produto
relativamente novo para consumidores com menos experiéncia e conhecimento, ha uma
demanda urgente por um método eficiente em termos de tempo, custo-beneficio e baixo limite
de deteccdo de adulteracdo para facilitar ou substituir as analises tradicionais de pureza do
azeite.

Por essas razdes, este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de metodologia a
partir da DSC para a deteccdo e quantificacdo de adulterantes em 6leos obtidos por prensagem
a frio, por serem propensos a sofrer adulteracdo mediante a adi¢do de outros tipos de 6leos
vegetais obtidos por diferentes processos de extracdo, para obtencdo de um produto de
qualidade inferior e maior quantidade de produto. Esses foram Oleo Extra Virgem de Oliva
(EVOO), Oleo de Primula (EPO) e Oleo Extra Virgem de abacate (EVAO), utilizando como
simuladores de adulterantes 6leos vegetais como 6leo de girassol, milho, soja e algodao. Esta
metodologia apresenta baixo tempo de analise, sem 0 uso de reagentes nocivos e assim, nao

gerando residuos.
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11 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo Geral

Elaborar uma metodologia empregando a Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC),
associadas aos métodos quimiométricos para a determinacdo de adulterantes em azeite de oliva
extra virgem (EVOO), 6leo de primula (EPO) e azeite de abacate extra virgem (EVAQ), como

técnica alternativa, desta forma, complementando as existentes na literatura.

1.1.2 Objetivos Especificos

Considerando tal propdsito, os objetivos especificos sdo descritos abaixo:

a) caracterizacdo da composicdo dos &cidos graxos do EVOO, EPO, EVAO e dos
6leos vegetais (girassol, milho, soja e algoddo), por meio da CG;

b) caracterizacdo do EVOO, EPO, EVAO e dos 6leos vegetais (girassol, milho, soja e
algoddo), por meio da espectroscopia 1V e de RMN de 'H; 3C e DEPT 135;

c) caracterizacdo dos comportamentos térmicos do EVOO, EPO, EVAO e dos 6leos
vegetais (girassol, milho, soja e algodao), por meio da TG e DSC;

d) utilizacdo dos dados obtidos pela DSC para construcdo dos métodos
quimiométricos (iPLS e PLS) e univariado (calibracéo externa) para a deteccao dos

adulterantes.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 ADULTERACAO

A adulteracdo é um problema conhecido em diversas areas, tais como: alimenticias,
medicamentos, cosmeéticos, bebidas, combustiveis, entre outros. Esses produtos detém altos
valores econdmicos, desta maneira possuem caracteristicas fisicas que favorecem tais préticas,
essas adulteracdes sdo geralmente realizadas, com adicao de adulterantes ao produto auténtico,
gerando dessa forma, uma mistura de qualidade inferior (Santana; Neto; Poppi, 2019). As
adulteragdes sdo feitas com produtos mais baratos e que sdo dificeis de serem detectados pelo
consumidor, sendo entdo, necessaria a utilizacao de técnicas analiticas adequadas. Obviamente,
a quantidade de adulterante estd em um intervalo de um minimo que torna a fraude
comercialmente vantajosa até um limite depois que se torna evidente (Daniel et al., 2017).
Dessa forma, a detec¢do da adulteracdo fraudulenta é de grande interesse para a industria e as
autoridades reguladoras, que exigem métodos laboratoriais adequados para 0 monitoramento
da qualidade e da seguranca dos produtos (Ellis et al., 2015). Nesse sentido, a Quimica Analitica
tem desenvolvido um papel de enorme importancia no desenvolvimento de metodologia para a
identificacdo de adulterantes, e aliada as ferramentas quimiométricas, fornecendo informagdes
para um controle de qualidade eficiente (Oliveira et al., 2009).

A determinacéo da legitimidade alimentar € um quesito muito importante na seguranca
e no controle de qualidade alimenticio. Os testes de autenticidade sdo um critério de qualidade
para os ingredientes alimenticios e os alimentos, isso resulta na protecdo legislativa dos
alimentos. Assim, ha uma grande necessidade de técnicas padronizadas para autenticacdo de
alimentos. Os testes de autenticidade, ndo servem apenas para consumidores; as partes
interessadas incluem industrias de alimentos que estdo buscando a oportunidade de garantir a
conformidade de seus produtos alimentares e a marca. (Danezis et al., 2016).

Existem diversos procedimentos analiticos propostos na literatura para a determinacao
de adulteracdo em alimentos, essas técnicas sdo: Microscopia Eletronica de Varredura,
Espectrometria de Massas, Espectroscopia Vibracional (Infravermelho, Raman), Ressonancia
Magnética Nuclear, Espectroscopia de Absorcdo Molecular (Ultravioleta, Visivel e
Fluorescéncia), Voltametria de Pulso Diferencial, Eletroforese Capilar, Técnicas
Termoanaliticas e Cromatografia Liquida e Gasosa (Danezis et al., 2016).

A seguir sdo apresentadas algumas dessas técnicas para anélise de adulteragcdo em

alimentos.



20

Uysal e colaboradores (2013), determinaram a adulteracdo de manteiga com margarina
analisada por Espectroscopia Raman combinada com métodos quimiométricos: andlise de
componentes principais (PCA), regressdo de componentes principais (PCR), minimos
quadrados parciais (PLS) e redes neurais artificiais (ANN). Diferentes amostras de manteiga e
margarina foram misturadas em concentra¢des variando de 0 - 100% (m/m). A analise de PCA
foi aplicada para a classificacdo de manteigas, margarinas e misturas. Os métodos PCR, PLS e
ANN foram utilizados para a deteccéo das taxas de adulteracdo da manteiga. Os modelos foram
criados usando um conjunto de dados de calibracdo e os modelos desenvolvidos foram
avaliados usando um conjunto de dados de validagdo. Os valores do coeficiente de
determinacdo (R?) entre os valores reais e previstos obtidos para PCR, PLS e ANN para o
conjunto de dados de validacdo foram 0,968, 0,987 e 0,978, respectivamente. Em concluséo, a
combinacéo de espectroscopia Raman com métodos quimiométricos e ANN pode ser aplicada
na analise de adulteracdo de manteiga, uma vez que apresentou rapido tempo de anélise cerca
10 segundos, sem a necessidade de uso de preparo nocivos.

Du e coautores (2018), utilizaram a Espectrometria de Massas por Injecdo de fluxo
(FIMS) combinada com quimiometria para detectar rapidamente a adulteracdo
economicamente motivada (EMA) do leite. Vinte e dois leites puros e trinta e cinco contrapartes
adulterados com soja, ervilha e isolados de proteina de soro de leite em niveis de 0,5, 1, 3,5 e
10% (m/m) foram analisados. Os modelos de classificacdo PCA, andlise discriminantes de
minimos quadrados parcial (PLS-DA) e méaquina de vetor de suporte (SVM) indicaram que 0s
leites adulterados foram classificados com sucesso a partir dos leites puros.

Segundo Nufiez e colaboradores (2020), em seu artigo de revisdo relataram que a
Cromatografia Liquida com deteccéo ultravioleta ou acoplada a Espectrometria de Massa estao
entre as técnicas mais poderosas para abordar questbes de seguranca alimentar e garantir
autenticidade para evitar fraudes. Dentre 0os empregos mais comuns a Cromatografia Liquida,
sdo atribuidas as caracterizacdes e analise de alimentos, incluindo frutas, dleos extra virgem,
oOleos de confeitaria, espumantes e soja.

Fasciotti e colaboradores (2010), utilizaram a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
acoplada a Espectrometria de Massas, juntamente com PCA para quantificar a adulteracdo de
azeite extra virgem com o6leo de soja. Foi usado o perfil de triacilglicerol (TAG) como
marcador, para 6leo de soja, azeite extra virgem e da mistura de ambos. O resultado obtido pelo
PCA dos dados, discriminou claramente entre as amostras de azeite extra virgem argentinos e

europeus e suas adulteragdes com 6leo de soja.
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Outro estudo explorou os compostos polares como marcadores para deteccdo de 6leo de
aveld em azeite extra virgem. O enriquecimento e a caracterizagdo da fracdo polar dos 6leos
foram realizados utilizando micro colunas de Cromatografia Liquida hidrofilica acopladas a
Espectrometria de Massas por Tempo de Voo com lonizacdo por Dessorcdo Assistida por
Matriz (MALDI-ToF-MS). Lisofosfatidilcolina (LPC) (16:0), LPC (18:1) e LPC (18:2) foram
reconhecidos em Oleo de aveld usando Cromatografia Liquida Capilar-lonizagdo por
Eletropulverizacdo-quadrupolo-ToF-MS  (CapLC-ESI-Q-ToF-MS) e empregado como
marcador para deteccao de adulteracdo de azeite extra virgem com 6leo de avela a nivel de 5%
(Calvano et al., 2010).

No trabalho de Jiménez-Carvelo e colaboradores (2017), foi desenvolvido um novo
método analitico para a quantificacdo de 6leo de oliva e de palma em misturas com outros 6leos
vegetais comestiveis (canola, cartamo, milho, amendoim, uva, linhaca, gergelim e soja) usando
Cromatografia Liquida de fase normal e aplicando ferramentas quimiométricas. Foi utilizado
para obtencdo do perfil cromatogréfico, a fracdo metil-transesterificada de cada blend. Os
métodos de quantificacdo multivariada utilizados foram Regressdo de Minimos Quadrados
Parciais (PLSr) e Regressao de vetores de Suporte (SVR). Os resultados da quantificacdo pelos
métodos de regressdo foram avaliados pelos diversos parametros como a raiz do erro quadratico
medio de validagcdo (RMSEV), erro absoluto médio de validacdo (MAEV) e erro absoluto
mediano de validacdo (MdAEV). A concluséo obtida pelos autores foram que os resultados
obtidos mostraram o potencial deste método e permitiram a quantificacdo de misturas de dleo
de oliva e de palma com outros 6leos vegetais.

Presti et al. (2021), elaboraram um método a partir da analise de &cidos graxos que
combinasse a quantificacdo do EVOO e a avaliacdo do tipo de processo a partir do qual o azeite
foi obtido. Foi seguida uma abordagem em duas etapas: a quantificacdo do azeite foi realizada
pelo método de calibragdo multivariada (PLS). A identificacdo do tipo de 6leos nos blends
foram realizadas por meio de uma ferramenta de Modelagem Suave Independente por Analogia
de Classe (SIMCA). Foram analisadas 114 amostras para o presente trabalho, sendo 58 delas
Oleos vegetais puros: 8 de girassol, 6 de soja, 4 de palma, 7 de semente de uva, 9 de milho, 4
de amendoim, 11 EVOO, 4 6leos refinados de oliva e 5 6leos de bagaco de azeitona. Os autores
concluiram que o modelo SIMCA aplicado a 6leos vegetais puros, proporcionou uma separacao
bem definida das amostras de acordo com o tipo de 6leo. Quanto aos blends, a PCA definiu
uma tendéncia na separagdo das amostras de acordo com a sua percentagem de azeite. A
quantificacdo do azeite em blends, feita por PLS, proporcionou um erro de previsdo (no
conjunto de avaliacdo externa, RMSEP) inferior a 5% - através do processamento de um
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conjunto de dados de &cidos graxos e esqualeno - e um erro de previsao inferior a 6% -
processando um conjunto de dados de acidos graxos, esqualeno, ceras, triacilglicerois e esterois
totais esterificados.

Yang e Irudayaraj (2001), compararam trés técnicas espectroscopicas NIR, MIR e
Raman juntamente com o meétodo de PLS para determinagdo de adulteracdo em EVOO com
6leo de bagago de azeitona. Para isso foram adicionados ao EVOO uma faixa de concentragéo
de 0 — 100% de oleo de bagaco sendo incrementado de 5%. Foi considerada um total de 21
concentragdes diferentes, e cada leitura foi realizada quatro vezes.

Guimet, Ferré e Boqué (2005), desenvolveram um método de triagem rapida baseado
em espectroscopia de fluorescéncia de excitagdo-emissdo (EEFS) e métodos de anélise de trés
vias para detectar adulteracGes de OPO no nivel de 5% em EVOO a partir da denominacéo de
origem protegida (DOP) "Siurana". Esta € uma distin¢éo de prestigio dada ao EVOO produzido
em uma area especifica do sul da Catalunha, Espanha. Primeiramente aplicaram a analise de
componentes principais de desdobramento (PCA-desdobramento) e a andlise fatorial paralela
(PARAFAC) para andlise exploratéria. Em seguida, comparam a capacidade de
Hotelling T? e estatistica Q, analise discriminante linear de Fisher (LDA) e regresséo
discriminante de minimos quadrados parciais multiway (N-PLS) para discriminar amostras
EVOO e adulteradas. E a quantificacdo do nivel de adulteracdo usando o método de regressdo
N-PLS.

Outro estudo desenvolveu um método para detec¢do de EVOO adulterado com 6leo de
bagaco de azeitona refinado (ROPO) baseado no método de inversdo de polaridade (PRM).
Esse dispositivo é projetado baseando no PRM para determinar a corrente das amostras de 6leo.
A adulteracdo ¢ detectada de acordo com essa diferenca entre EVOOs e ROPOs causada pela
discrepancia do contetdo de compostos polares. Os componentes fenolicos polares sdo
caracterizados por LC-MS e pelo ensaio de Folin-Ciocalteu para confirmar o principio do
método proposto. Calibracdo, validacdo e validacdo cega da amostra foram realizadas. Os
resultados mostraram que a corrente dos EVOOs € maior que a dos ROPOs devido ao conteudo
mais rico e elevado de compostos fendlicos polares. A calibracdo de 5 — 90% de adulteracdo
apresentou R? = 0,997. O R? de validagdo e validacdo cega de amostra esteve préximo de 1. O
desvio padrdo relativo de 5-90% de amostras adulteradas e ROPO é de 4,76%, indicando boa
exatidao e precisdo (Li et al., 2022).

Torrecilla et al. (2010), desenvolveram um método para quantificar adulteracdes de
EVOO com dleo refinado e dleo de bagaco de azeitona refinado, baseado na varreduras UV-vis
de amostras EVOO adulteradas, formam feitos calculo de parametros caoticos (expoente de
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Lyapunov, coeficientes de autocorrelagdo e duas dimensdes fractais, CPs). Os resultados
coeficiente de correlagdo superior a 0,97 e um erro quadratico médio inferior a 1%. Como
concluséo os autores afirmam que o detector é adequado néo so para detectar adulteragdes, mas
também para medir impurezas quando um 0leo de qualidade superior é armazenado em outro

tanque usado para 6leos qualidade inferior que ndo foi limpo de forma eficiente.

2.1.1 Oleo de Oliva

O o6leo de oliva (OO) é extraido de oliveiras (Olea europaea L.). O 6leo extra virgem
(EVOO) e o 6leo virgem (VOO) sdo definidos como 6leos obtidos a partir do fruto da oliveira,
sem a presenca solventes ou mesmo processos de esterificagdo e qualquer mistura com outros
0leos. O processo de producdo de EVOO é baseado na extracdo a frio (15 - 18 °C) que ocorre
em uma Unica prensagem, enquanto o VOO ocorre em duas ou trés prensagem apos a extragao
do EVOO. Para isso, as azeitonas séo colhidas e os frutos sdo esmagados para reduzi-los a uma
pasta, processo utilizado para favorecer a extracdo de goticulas de 6leo. A fase oleosa obtida é
separada da fase solida exclusivamente por métodos fisicos (centrifugacdo ou prensagem), para
evitar alteracdes na composicdo do 6leo. E importante ressaltar que estes produtos nio podem
ser submetidos a outros tratamentos além de lavagem, centrifugacdo, decantacdo e filtragem
(Meenu; Cai; Xu, 2019; Torrecilla et al., 2013). O EVOO e o VOO sdo considerados um
alimento muito saudavel, devido as suas caracteristicas organolépticas e nutricionais, bem como
a sua composicdo quimica (antioxidantes, gorduras insaturadas, etc.) (Vanstone, 2018).

Os 0leos que ndo exercem 0s requisitos das categorias “extra virgem” e “virgem” sdo
classificados como “lampante” e ndo podem ser destinados ao consumao direto, tendo que serem
refinamentos e misturados com 6leos virgens (Meenu; Cai; Xu, 2019). O refinamento do 6leo
é realizado através do uso de solventes e calor para extrair o maximo de 6leo possivel da polpa
da azeitona que permanece ap0s o final da primeira prensagem ou centrifugacdo. O dleo de
bagaco de azeitona (OPO) e o 6leo refinado de oliva (ROO) séo exemplos destes 6leos obtidos
na prensagem com temperatura e uso de solvente (Foscolou; Critselis; Panogiotakos, 2018). A
mistura desses 6leos lampante com EVOO ou VOO ocorre com uma quantidade de cerca de
10% (Celekli; Gun; Bozkurt, 2021). O OPO é submetido a solventes ou métodos fisicos, exceto
a aplicacdo de processo de reestereficacdo (Meras et al., 2018). Evidentemente, o 6leo mais
desejado comercialmente é o EVOO, pois os 6leos de qualidade inferior, como ROO e OPO,
possuem propriedades nutricionais e caracteristicas organolépticas significativamente menores
(Torrecillaet al., 2013).
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A Figura 1 representa o fluxograma da producgdo do 6leo extra virgem de oliva, 6leo

virgem de oliva e dos 6leos lampante.

Figura 1 - Fluxograma da Producao de Oleo de Oliva
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De acordo com as agéncias regulamentadoras USDA (U.S Department of Agriculture),

IOC (International Olive Council) e Anvisa pela RDC n® 270/05, o OO é classificado em quatro

categorias, de acordo com a acidez expressa em termos de concentracdo de acido oleico: a)
EVOO: maximo 0,8% (m/m); b) VOO: maximo 2.0% (m/m); ¢) OPO: méaximo 1.0% (m/m) e

d) ROO: maxima 0,3% (m/m). Os 06leos que ndo se enquadram nestas classificagdes ndo sao

adequados para consumo humano sem processamento posterior (esta € uma regra limitante),

sendo destinado a refinacdo ou a outros fins que ndo o uso alimentar. As categorias podem ser

estabelecidas sendo elas:

a. 6leo extra virgem de oliva: esse tipo é considerado de altissima qualidade e pode

ser vendido direto ao consumidor. N&o sofre nenhum refino quimico. E o mais

saudavel e completo entre todos e o responsavel pelos efeitos benéficos a saude

humana;

b. o6leo virgem de oliva: apesar de ter uma qualidade inferior ao do extra virgem, esse

tipo de 6leo também pode ser vendido diretamente ao consumidor. Seu uso €

principalmente culinario, sendo comercializado ainda misturado a outros tipos de

6leos;

c. 6leo lampante de oliva: esse tipo de azeite é improprio para 0 consumo, pois seu

odor e paladar sdo inadequados, sendo comercializado apenas quando misturado com

outros azeites ou 0leos de sementes;
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d. 6leo refinado: quando o azeite de oliva lampante é refinado quimicamente,
resultando em perda do gosto, da cor, do aroma e de grande parte das vitaminas (20
- 40%) e apresentado acidez proxima a 0,5%. Esse tipo ndo faz mal a salde, apenas
perde em sabor e tem menos nutriente. Em geral, o azeite refinado é misturado com
outros azeites de oliva (virgem ou extra virgem) para ser comercializado e ser
destinado ao consumo humano;
e. 6leo composto: produto de uso popular e com grande venda no mercado, mas com
baixa qualidade. E resultado da mistura do dleo refinado e 6leo de soja.
A instrugdo normativa n° 24, publicada no Diario Oficial da Unido em 18/06/2018, pelo
MAPA, estabelece a composicdo de &cidos graxos presente no EVOO (TABELA 1), (MAPA,
2020).

Tabela 1 - Composicao de &cido graxos presente no EVOO

Miristico <0,05
Palmitico 7,5-20,0
Palmitoléico 0,3-35
Heptadecandico <0,3
Heptadecendico <0,3
Estearico 0,5-5,0
Oleico 55,0 -83,0
Linoleico 35-210
Linolénico <1,0
Araquidico <0,6
Eicosenoico <04
Behénico <0,2
Lignocérico <0,2

Fonte: MAPA, 2018.

Segundo Foscolou e colaboradores (2018), a composi¢éo quimica do éleo de oliva varia
com o tipo de azeitona e a regido em que é cultivado. O éleo é composto principalmente de
triacilglicerdis e contém pequenas quantidades de acidos graxos livres, glicerol, fosfatideos,
pigmentos, compostos aromaticos e esterois. E caracterizado por uma alta proporcéo de &cidos

graxos insaturados e uma baixa proporcéo de &cidos graxos saturados. Assim, o 6leo de oliva
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contém mais &cidos graxos monoinsaturados do que poliinsaturados (mais &cido oleico e menos
acido linolénico) do que outros 6leos vegetais, além de ser livre de &cidos graxos trans.

Devido a fatores como aroma, sabor, beneficios a saude e seu alto valor econémico, o
EVOO sofre adulteracdo com a adicdo de 6leos vegetais comestiveis de baixa qualidade e custo.
Frequentemente, os adulterantes sdo: éleo de milho, soja, girassol, noz, canola e avela, dentre
outros (Meenu; Cai; Xu, 2019).

A adulteracdo em o6leos extra virgens ocorrem em niveis superiores a 10%, mas niveis
abaixo ndo sdo incomuns, pois ndo é lucrativo para empresas que buscam vantagens econémicas
(Green et al., 2020). Quando a adulteracdo ocorre com adigdo de OPO no EVOO ¢ geralmente

inferior a 15% (‘Yang e lrudayaraj, 2001).

2.1.2 Oleo de Primula

As plantas herbaceas tém sido muito utilizadas para o tratamento de varias doencas e
como fonte de medicamentos naturais em diferentes partes do mundo. Muitas dessas plantas
tem sido estudada devido ao alto teor de acido y-linolénico presentes em 6leos de suas sementes.
Dentre esses 0leos pode ser citado o 6leo de primula (EPO) produzido a partir das espécies
(Oenothera biennis L. e Oenothera paradoxa Hudziok) esta amplamente difundido por todo o
mundo. igualmente conhecido como primula da noite, em razdo de suas flores abrirem ao
entardecer (Hadidi; Ibarz; Pouramin, 2021, Santana et al., 2019; Granica et al., 2013; Masullo
etal., 2015).

O dleo extraido dessas sementes é obtido por prensagem a frio sem a presenca de
solvente ou mesmo processo de esterificacdo. Este 0leo é caracterizado por possuir alto teor de
acidos graxos poliinsaturados, cerca de 25% de &cidos graxos sendo que 7 - 14% sdo
exclusivamente de acido y-linolénico (Masullo et al., 2015; Paciorek-Sadowska et al., 2018;
Rodrigues et al., 2015). E reconhecida como uma fonte potencial de &cidos graxos (Yunusova
et al., 2010; Granica et al., 2013).

Suas sementes sdo amplamente utilizadas na industria farmacéutica principalmente
devido as suas propriedades medicinais e nutricionais. pode ser considerado como um alimento
funcional (Deng et al., 2013). Seu uso tem aumentado consideravelmente como suplemento
dietético, incluindo tratamento de sindrome pré-menstrual, menopausa, de eczema,
asma, artrite reumatoide, diminuir a intensidade das ondas de calor na menopausa, dentre outros
(Montserrat-de la Paz et al., 2014; Rodrigues et al., 2015; Farzaneh et al., 2013).


https://www-sciencedirect.ez37.periodicos.capes.gov.br/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/menopausal-syndrome
https://www-sciencedirect.ez37.periodicos.capes.gov.br/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/eczema
https://www-sciencedirect.ez37.periodicos.capes.gov.br/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/rheumatoid-arthritis
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O EPO deve ser submetido as analises rigorosas como parte de qualquer programa de
controle de qualidade. A cromatografia gasosa é geralmente aplicada a determinacgéo da anélise
do conteudo de acidos graxos (principalmente a teoria do acido linolénico), mas é mais provéavel
que seja estruturalmente comprovado como triacilglicerdis. A analise de triacilglicerol é
comumente usada para 6leo vegetal (Masullo et al., 2015).

A Figura 2 representa o fluxograma da producéo do éleo de primula.

Figura 2 - Fluxograma da Produc&o de Oleo de Primula
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A adulteracdo do EPO, assim como a adulteracdo de outros 6leos de alto valor
econdmico ocorre mediante a utilizagcdo de outros 6leos de semente de baixo valor. Santana e
colaboradores (2019), utilizaram a espectroscopia IV para determinacéo de adulteracdo em EPO
utilizando 6leos de sementes tais como: 0leo de girassol, soja e milho. A determinacdo dos
adulterantes foi através das técnicas quimiomeétricas de (PLS-DA) e a (SIMCA), onde a técnica
de PLS-DA apresentou melhor desempenho.

Pan et al. (2022), utilizaram a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG-MS) e infravermelho médio por transformacéao de Fourier (FT-IR) juntamente com
a quimiometria para determinacdo de adulteracdo em EPO empregando éleo de amendoim e
girassol. A analise quimiomeétrica foi feita a partir da correlacdo de Pearson dos indices fisico-
quimicos e acidos graxos. Também realizou a analise de agrupamento hierarquico (HCA) de
acidos graxos e analise de componentes principais (PCA) de espectros FT-IR de amostras de
6leo. Os autores concluiram que através da CG foi possivel determinar os principais acidos
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graxos do EPO, usando os perfis de acidos graxos como indicadores, foi possivel identificar
adulteracdo no EPO com taxas > 5% de 6leo de amendoim e 10% de 6leo de girassol por HCA.
Além disso, o PCA foi usado para distinguir os espectros FT-IR dos 0leos adulterados e foi
melhor na identificacdo de 6leo de girassol do que 6leo de amendoim incorporado em EPO.

Silva et al. (2018), avaliaram por meio da CG adulteragdo de diversos 6leos tais como:
de coco, de cartamo, EPO e linhaca pelos perfis de &cidos graxos. Eles descobriram que a taxa
de adulteracdo de EPO era a mais alta.

A composicdo quimica em termos de acidos graxos no EPO é regulamentada pela
instrucdo normativa n° 87, de 15 de marco de 2021 estabelecida pela ANVISA, os parametros
estabelecidos, seguem como referéncia o Codex Alimentarius, entretanto ndo apresentam

parametros para o EPO, sdo apresentados na Tabela 2 (ANVISA, 2021).

Tabela 2 - Composicéao de &cidos graxos em EPO

Palmitico 4,0-10,0
Esteérico 1,0-4,0

Oleico 50-14,0
Linoleico 65,0 — 85,0
Linolénico 7,0-14,0

Fonte: ANVISA, 2021.

2.1.3 Oleo de Abacate

O dleo extra virgem de abacate (EVAO) é extraido do abacateiro (Persea americana
Mill.). O abacateiro € uma planta dicotileddnea perene cultivada em climas tropicais ou
subtropicais. O abacate fresco contribui para um grande mercado em todo 0 mundo, juntamente
com seu uso nas industrias de cosméticos, 0leo comestivel e processamento de alimentos
(Green; Wang, 2022; Tan, 2019).

Segundo Green, Wang (2022), o EVAO esta se tornando um produto cada vez mais
popular, é importante estabelecer junto aos 6rgdos regulamentadores padrbes para o produto.
No entanto para desenvolver padrdes adequados, € necessario analisar a composi¢ao quimica

do Oleo de abacate de acordo com varidveis como regido de cultivo, época de colheita,
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maturidade, amadurecimento e processamento. Dependendo da variedade e das condicdes de
crescimento, 0 mesocarpo do abacate possui 8 — 30% de éleo.

Existem diversos beneficios adicionais para a saude especificamente associados aos
oOleos virgens/extra virgens, produzidos exclusivamente por meios mecanicos a partir de frutas
saudaveis, sem calor ou solventes. O 6leo ndo refinado mais comum é o dleo de oliva
virgem/extra virgem, que contém concentragdes mais altas de antioxidantes como compostos
fenolicos do que suas contrapartes refinadas. O interesse pelo 6leo de abacate ndo refinado esta
aumentando. Como os 0leos virgens/extra virgens nao sao processados com solvente nem
passam por nenhum dos processos de refino (branqueamento, desodorizacdo, hibernagédo) que
removem compostos como &cidos graxos livres, 0os 6leos virgens/extra virgens exigem um
conjunto independente de padrdes de qualidade de refinados ou dleos brutos (Green; Wang,
2022).

O 6leo de abacate tem a vantagem, assim como o0 6leo de oliva, que pode ser obtido da
fruta por meio de um método de extracao a frio, que é uma tecnologia facil e de baixo custo que
permite manter no 6leo quantidades significativas dos fitoquimicos bioativos presentes na fruta.
Deve-se mencionar que, quando obtidos por procedimentos de extracdo ndo prensados a frio,
os métodos de extracdo aplicados para a obtengdo do 6leo de abacate podem modificar as
caracteristicas fisicas e quimicas do produto final (Berasategi et al., 2012). A Figura 3

representa o fluxograma da producédo do 6leo extra virgem de abacate.

Figura 3 - Fluxograma da Producio de Oleo Extra Virgem de Abacate
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A polpa do abacate contém teor de dleo variavel, a qual é uma parte fundamental da

qualidade sensorial do fruto e € amplamente utilizado na industria de alimentos (na producao
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de 6leos comerciais semelhantes ao azeite), farmacéutica e de cosmético (Duarte et al., 2017,
Tango; Carvalho; Soares, 2004; Yahia et al., 2017). A qualidade do 6leo extraido da polpa do
abacate ¢ muito semelhante a do 6leo de oliva com uma alta proporcdo do 6leo sendo
aproximadamente 75% monoinsaturados, 15% saturados, e 10% &cidos graxos poliinsaturados
(Tango; Carvalho; Soares, 2004; Yahia et al., 2017).

Portanto, esses 6leos virgens/extra virgens apresentam baixo rendimento de producéo,
assim tornam-se alvo de adicdo de 6leos de baixa qualidade ou misturados com éleo comestivel
mais barato, podendo ser comercializados e vendidos a precos mais baixos do que produtos
auténticos ou de alta qualidade (Woolf et al., 2009).

Sem padrdes disponiveis, ndo ha como garantir que o 6leo de abacate seja seguro. Os
padrdes desenvolvidos para 6leos comestiveis geralmente se enquadram em duas categorias,
qualidade e pureza. A qualidade pode ser controlada pela fruta utilizada para fazer o 6éleo,
processo de extragdo, armazenamento; esté principalmente relacionada ao nivel de hidrélise da
fruta e oxidacdo do 6leo (Woolf et al., 2009). Um éleo é considerado puro ou auténtico se ndo
houver outros aditivos ou 6leos presentes além dos listados no rétulo.

A Tabela 3 apresenta a composi¢édo de &cidos graxos de EVAO, com base nos padroes

estabelecidos pelo Codex Alimentarius (Green; Wang, 2023).

Tabela 3 - Composicao de 4cidos graxos presente no EVAO

Miristico <0,3
Palmitico 11,0-26,0
Palmitoleico 40-17,1
Heptadecandico <0,3
Heptadecendico <0,1
Estearico 01-13
Oleico 42,0-75,0
Linoleico 7,8-19,0
Linolénico 05-21
Araquidico <0,7
Eicosendico <0,3
Behénico <0,5
Lignocérico <0,2

Fonte: Green; Wang, 2023.
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O EVAO é extraido principalmente através do mesocarpo, a liberacdo do dleo da polpa
ndo é tao facil quanto observada em outros tecidos frutiferos, como exemplo as azeitonas, para
isso a polpa é mantida sob temperatura de 40 — 75 °C. O mesocarpo é entdo moido em uma
polpa usando moinho de martelo ou moedor. Em seguida, adiciona-se dgua a essa polpa para
obter uma pasta de menor viscosidade que é entdo misturada em um tanque horizontal com
temperatura controlada com um misturador de fita. Durante o processo de homogeneizacéo o
0leo é liberado das células. A temperatura durante a homogeneizacgéo é mantida entre 40 — 50°C.
Apos a homogeneizacéo, a pasta é bombeada para o decantador horizontal operando a 3.000—
4.000 rpm. Muitas vezes, a agua é adicionada durante 0 bombeamento, pois a pasta pode ser
muito viscosa. No decantador, a fase liquida (agua e 6leo) é separada da fase sélida (bagaco).
A agua e o 6leo sdo entdo passados por centrifugas de disco de polimento para separar a agua
do éleo (Woolf et al., 2009; Flores et al., 2019).

O EVAO por apresentar um preco relativamente alto, entdo sempre existe a
possibilidade de ocorréncia de praticas ilegais, como diluicdo com 6leos mais baratos, como
6leo de palma, canola, girassol, milho, algodéo, etc. é importante controlar a qualidade do
EVAO para evitar fraudes e garantir sua originalidade e qualidade contra adulteracées (Rohman
etal., 2016).

2.1.4 Principais Adulterantes

A definigdo proposta para 6leos vegetais pela RDC n° 270/05, define 6leo como produto
constituido principalmente de glicosideos de acidos graxos de espécies vegetais, onde podem
conter pequenas quantidades de outros lipideos como fosfolipidios, constituintes
insaponificaveis e acidos graxos livres.

Oleos e gorduras naturais sdo compostos principalmente por triacilglicerdis, e a
composicao e a estrutura molecular desses triacilglicerois determinam as propriedades fisico-
quimicas, funcionais e quantidade nutricional de lipideos. Acidos graxos saturados (SFAS),
acidos graxos monoinsaturados (MUFAs) e os acidos graxos poliinsaturados (PUFAs) sdo
ligados a trés posicdes (sn-1, sn-2 e sn-3), da molécula de glicerol, e a propor¢do de cada um
desses grupos de acidos graxos variam com a fonte dos lipideos (Sivakanthan; Madhujith,
2020).
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Os 6leos de origem vegetais apresentam diferentes padrdes de substituicdo no decorrer
de suas cadeias de acidos graxos, diferindo também no comprimento de suas porgdes acila, bem
como, no grau e posic¢do de insaturacdo (Maggio et al., 2010).

Os Oleos vegetais representam um dos principais produtos extraidos de plantas da
atualidade e cerca de dois tercos sdo usados em produtos alimenticios. Os 0leos comestiveis
sdo misturas complexas contendo uma ampla gama de compostos, constituidos principalmente
por triacilglicerois ou triglicerideos e em menor quantidade de diacilglicerois, acidos graxos
livres, fosfolipidios e dentre outros. O grupo de compostos nutritivos mais importante é
representado pelos triacilgliceréis (Indelicato et al., 2017).

Devem servir como fonte de energia armazenada nos tecidos adiposos de &cidos graxos
essenciais (por exemplo, acidos oleico, linoleico e linolénico), vitaminas lipossoluveis (A, D,
E e K) e outros compostos ndo polares. Os lipideos, juntamente com as proteinas e 0s
carboidratos, sdo fontes de energia. Eles constituem uma parte importante da dieta humana
(Torrecillaet al., 2013).

Os triacilglicerois sdo os principais componentes dos 6leos vegetais comestiveis e
representam 95 — 98% de toda a composicdo do 6leo. Do ponto de vista quimico, 0s
triacilglicerdis sdo misturas extremamente complexas constituidas por uma molécula de
glicerol ligada a trés residuos de &cidos graxos de cadeia média ou longa. A grande variabilidade
de triacilglicerdis se deve ao nimero de combinagdes possiveis de acidos graxos no esqueleto
de glicerol e um fator complicador adicional é a ocorréncia de isbmeros posicionais de
triacilglicerdis. Estes consistem em triacilglicerdis com pelo menos dois acidos graxos
diferentes que estéo ligados em duas posi¢des diferentes do glicerol, dando origem a compostos
com a mesma férmula quimica, a mesma massa molecular, mas estruturas diferentes (Lerma-
Garcia et al., 2011).

O girassol (Helianthus annuus L.) é uma planta pertencente a familia das Compositae
(Asteraceae). Esta planta apresenta colheita anual, com uma grande inflorescéncia amarela
contendo pequenas flores que ddo origem a aquénicos contendo um caroco rico em 6leo (Salas
et al., 2014). O éleo de girassol é o quarto mais produzido entre os 6leos vegetais.

O dleo de girassol € produzido industrialmente a partir das sementes de girassol, sendo
limpas, secas, descascadas, trituradas e extraidas com solvente. Como todos os 6leos vegetais,
0 6leo de girassol é essencialmente constituido por triacilglicerdis. O girassol € cultivado em
climas temperados. As sementes de girassol sdo produzidas dentro de um aguénio e consistem

de uma concha composta principalmente de lignina e material de celulose e o caroco,
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responsavel por 80% do peso total das sementes € rico em 6leo (até 55% em peso seco). O teor
final de 6leo das sementes de girassol é geralmente em torno de 50% m/m.

Este 6leo é rico em acido linoleico, que representa de 48 — 74% do total de acidos graxos,
conforme disponivel na Tabela 4. Ele contém baixos niveis de &cidos graxos saturados
(principalmente acidos palmitico e estedrico). A quantidade relativa de acido linoleico
comparado ao acido oleico € muito variavel e esté relacionada a regulacdo da temperatura das
desnaturacGes enddgenas (Salas et al., 2014).

O milho (Zea mays L.) é uma planta pertencente a familia das gramineas, sendo um dos
principais cereais cultivados no mundo. O milho é especialmente rico em carboidratos
(acucares), essencialmente o amido, o que o caracteriza como um alimento energético. Essa
fracdo corresponde, em média, a 72% dos gréos, porém outros importantes nutrientes estdo
presentes, como os lipidios e as fibras dietéticas, que constituem 4,5 e 2,0% dos graos,
respectivamente (EMBRAPA, 2022).

O gérmen de milho por ser rico em éleo (> 30%) é a fonte de todo o 6leo de milho
comercial. Por este motivo, 6leo de milho poderia ser chamado mais precisamente de "6leo de
gérmen de milho, que é obtido da semente (EMBRAPA, 2022). A composicdo de &cidos graxos
deste 0leo, é apresentada na Tabela 4.

A soja (Glycine max L.) é uma leguminosa pertencente a familia Fabaceae, é umas das
principais fontes mundial de 6leo vegetal. A composicdo de acidos graxos deste 0leo é um
determinante essencial do valor do 6leo e do uso final (TABELA 4). O éleo de soja apresenta
coloracdo levemente amarelada, limpida, com odor e sabor suave caracteristico. Diferentes
acidos graxos oferecem diversas funcionalidades ao uso de 6leo de soja (Tamagno et al., 2020).

Outras composi¢Oes quimicas da soja sdo proteinas (35,8 — 46%), carboidratos (22,8 —
27,9%) e lipidios (18 — 23%). Além disso, os compostos polifendlicos (0,29 — 0,51%),
como isoflavonas e tocoferol, presentes na soja, sdo considerados responsaveis por seus
beneficios para a satde (Aurelie; Njintang; Mbofung, 2017).

O o6leo composto € uma mistura entre 0 6leo de soja com azeite de oliva, sendo
comercializada por razdes econdmicas e nutricionais, e regulamentada por Orgaos
fiscalizadores, considerada como uma “mistura legal”, sua composi¢cdo real devidamente
rotulada que € comercializada afim de representar um caso diferente de fraude comercial (Presti
et al., 2021). Esse produto deve especificar claramente a composicéo real da mistura, que, em
geral, podem conter 5, 10 ou 15% (v/v) de azeite de oliva.

O dbleo de semente de algodao é extraido das sementes de plantas de algod&do de varias

especies, principalmente (Gossypium hirsutum e Gossypium herbaceum), que é colhido trés
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meses ao ano. O 06leo encontra-se dentro de um gréo, onde é cercado por um carogo externo
duro; durante o processamento, o 6leo é extraido do ndcleo. A améndoa liberada com a quebra
das cascas, possui de 30 — 40% de proteina e de 35 — 45% de lipideo. O 6leo de semente de
algod&o é um subproduto da arvore de algoddo (Martin et al., 2012).

O o6leo de algoddo contém uma mistura de acidos graxos saturados e insaturados,
majoritariamente os acidos palmitico, oleico e linoleico. Em geral, suas propriedades fisico-
quimicas sdo analogas as dos principais 0leos vegetais que contém triglicerideos heterogéneos
(Rashid; Anwar; Knothe, 2009). Os 6leos vegetais sdo processados com solvente e passam por
processos de refino (branqueamento, desodorizagdo, hibernacdo) que removem compostos
como &cidos graxos livres. A composic¢do de &cidos graxos deste 6leo, é apresentada na Tabela
4.

Tabela 4 - Composic¢édo de acidos graxos em 6leo de girassol, milho, soja e algodao

Girassol Milho Soja Algodéo
Laurico <0,1 <0,3 <0,1 <0,2
Miristico <0,2 <0,3 <0,2 0,6-1,0
Palmitico 50-7,6 86-165 80-135 214-264
Palmitoleico <0,3 <0,5 <0,2 <12
Heptadecandico <0,2 <0,1 <0,1 <0,1
Heptadecendico <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
Estearico 2,7-65 <33 2054  21-33
Oleico 140-39,4 20,0-422 17,0-300 14,7-217
Linoleico 483-740 340-656 480-59,0 46,7-582
Linolénico <0,3 <2,0 45-11,0 <04
Araquidico 0,1-0,5 0,3-1,0 0,1-0,6 0,2-0,5
Eicosendico <03 0,2-06 <0,5 <0,1
Eicosadienoico - <0,1 <0,1 -
Behénico 0,3-1,5 <0,5 <0,7 <0,6
Ertico <03 <03 <03 <0,3
Docosadienoico <03 - - <0,1
Lignocérico <0,5 <0,5 <0,5 <0,1

Fonte: CODEX ALIMENTARIUS, 2001.
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A composicao quimica em termos de acidos graxos dos 6leos vegetais € regulamentada
pelo Codex Alimentarius e seguida por agéncias de inspecao, tais como MAPA, EMA, FDA,
dentre outras.

O EVOO, EPO e EVAO por serem extraidos por meio da prensagem a frio apresentam
baixo rendimento e alto valor econdmico, tornam-se muitas vezes alvo de atividades
fraudulentas. Isso representa um risco para o consumidor ndo apenas financeiramente, mas
também porque essas atividades podem ter consequéncias relacionadas a saude. Em geral, 0
EVOO, EPO e EVAO sdo submetidos ao processo de adulteracdo com oéleos vegetais
comestiveis para obter, principalmente, um maior volume de produto. Os principais
adulterantes sdo 0Oleos de soja, milho, girassol, algoddo, canola dentre outros. No caso do
EVOO, subprodutos do dleo de qualidade inferior, incluindo ROO ou OPO, também s&o
utilizados. Estes Gltimos sdo, geralmente, mais dificeis de detectar, pois sdo provenientes da
mesma fruta, ao contrario dos Gleos de diferentes origens botanicas (Downey; Mcintyre;
Davies, 2002; Torrecilla et al., 2013; Green et al., 2020).

2.2 CROMATOGRAFIA GASOSA

A cromatografia gasosa (CG) é uma técnica utilizada para separacdo de compostos
volateis, semivolateis e termicamente estaveis e suas quantificacdes (Aslani; Armstrong, 2022).
A CG tem sido frequentemente utilizada para analise de compostos em 06leos vegetais
principalmente seus perfis de &cidos graxos. Em termos de tipo de composto a serem analisados,
0 GC é mais adequado para a analise de compostos menores e volateis. Compostos que
apresentam maiores volatilidade as vezes pode ser analisados por GC, geralmente exigindo
derivatizacdo antes da analise, resultando em produtos mais volateis e estaveis, embora aumente
a complexidade do método e prolongue a preparacdo da amostra. A disponibilidade de grupos
derivatizaveis e seu impedimento estéreo no analito, e a estabilidade dos compostos
derivatizados também devem ser considerados (Mota et al., 2021).

Embora a composi¢do de acido graxos livre estdo em baixa concentracdo, para analise
em CG, eles geralmente sdo derivados dos triacilglicerdis. Geralmente os acidos graxos nos
6leos vegetais contém um namero par de carbono com uma cadeia de hidrocarbonetos que pode
variar de 8 a 24 carbonos; sendo que de 14 a 24 sdo os mais prevalentes, e variam em seu grau
de saturacdo como a modificagdo mais comum. A composicdo de acido graxo € normalmente
determinada ap0s derivatizagdo para seus ésteres metilicos de &cidos graxos (FAME),
transformando-os em uma forma volatil adequada para andlise CG. A esterificacdo e
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transesterificacdo catalisada por &cido e a transesterificacdo catalisada por base sdo métodos
amplamente aplicaveis para a derivatizacdo (Mota et al., 2021).

A seguir, alguns trabalhos que abordam a técnica CG na determinacao de acidos graxos.
Li e colaboradores (2016), utilizaram a CG para monitoramento de adulteracdo em dGleo de
camélia com 6leos vegetais. Para isso eles derivatizaram os 6leos transformando-os em ésteres
metilicos antes das inje¢cdes no cromatografo.

Jafari, Kadivar e Keramat (2009), utilizaram a CG para determinacdo da composic¢éo de
acidos graxos em azeite de oliva iraniano, eles derivatizaram os azeites transformando-os em
ésteres metilicos. Segundo os autores a caracterizacdo de &cidos graxos € a primeira a ser feita
para determinacdo da pureza de azeites virgens, em conformidade os dleos ou gorduras
apresentam similaridade nos perfis de &cido graxos e triacilglicerois, sendo a principal variacdo
é 0 comprimento da cadeia e o grau de insaturacdo do componente. De fato, 0 azeite virgem
contém uma quantidade elevada de acido oleico, baixo nivel de &cido linoleico e nivel muito
baixo de &cido linolénico.

Yang et al. (2013), utilizaram o0 CG-MS para detecc¢éo e identificacdo de adulteracdo de
EVOO combinado com quimiometria. Os &cidos graxos foram derivatizaram através da
transmetilacdo alcalina em ésteres metilicos. Os ésteres metilicos de acidos graxos foram
identificados a partir do tempo de retencdo e comparacdo dos espectros de massa com 0s dos
padrdes correspondentes. Finalmente, 22 ésteres metilicos de acidos graxos (FAME) foram
identificados. As razles das areas dos FAMESs para o padrdo interno foram calculadas para a
analise quantitativa. Além do componente Unico, acidos graxos saturados totais (SFAS), acidos
graxos poliinsaturados (PUFAS), acidos graxos monoinsaturados (MUFAS) e as proporcdes de

acido oleico/linoleico, acido linoleico/linolénico e MUFASs/PUFAs também foram avaliados.

2.3 ESPECTROSCOPIA VIBRACIONAL NA REGIAO DO INFRAVERMELHO

A espectroscopia vibracional é baseada na interacdo da radiacdo eletromagnética e
estados vibracionais das ligagdes quimicas. E um termo coletivo usado para descrever duas
técnicas analiticas: a espectroscopia infravermelha (IV) e a espectroscopia Raman. O IV e
Raman sdo ferramentas ndo destrutivas e ndo invasivas que fornecem informacdes sobre a
composicao molecular, estrutura e interacGes dentro de uma amostra. Essas técnicas medem os
niveis de energia vibracional, que estdo associados as ligagdes quimicas da amostra. O espectro
de uma amostra é caracteristico, como uma impresséo digital, sendo usado para identificagéo,

caracterizagdo, elucidacdo da estrutura, monitoramento de reacdo, controle de qualidade e
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garantia de qualidade. A espectroscopia IV e Raman fornecem informagdes complementares
sobre a estrutura molecular. E importante enfatizar, que a espectroscopia 1V e Raman séo
amplamente usadas na andlise da qualidade de alimentos (Ropodi; Panagou; Nychas, 2016;
Meenu; Cai; Xu, 2019).

A espectroscopia IV é dividida em trés regides de acordo com o nimero de onda que
compreende a radiacdo eletromagnética entre 12.800 a 10 cm™*: infravermelho préximo (NIR
do inglés, Near Infrared) (12.800 —4.000 cmt), médio (MID do inglés, Middle Infrared) (4.000
— 200 cm™) e distante (FAR do inglés, Far Infrared) (200 — 10 cm™). Tanto a regido do
infravermelho préximo e médio tem sido amplamente utilizadas no desenvolvimento de
procedimentos analiticos, alternativos aos tradicionais, para o controle de qualidade de
alimentos. Em particular, a regido do MID fornece uma anélise mais completa em aplicacGes
envolvendo identificacdo de compostos organicos, pois nessa regido ocorrem essencialmente
transicOes permitidas e existe uma faixa espectral conhecida como regido de impresséo digital
(1650 - 500 cmt). Como cada composto organico tem seu espectro de absorc¢do IV especifico,
a espectroscopia IV é uma ferramenta poderosa para analise qualitativa (Zhang et al., 2011,
Squeo et al.,2019).

Uma vez que cada frequéncia vibracional esta relacionada a um grupo funcional
especifico, os espectros no 1V oferecem informacgdes sobre a estrutura de um determinado
composto. Modificacdes no perfil do espectro podem significar transicdo polimorfica ou uma
degradacdo quimica, causando modificacbes das bandas referentes as interacdes
intermoleculares (Ayala et al., 2006).

Koca e coautores (2010), avaliaram adulteracdo de manteiga como um sistema alimentar
lacteo, para isso foi usado a espectroscopia de refletancia total atenuada no infravermelho médio
(ATR-MIR) controlada por temperatura combinada com analise multivariada. Amostras
comerciais de gordura de manteiga foram adulteradas com gordura de margarina em niveis
variando de 0 a 100% (v/v). Os modelos de regressao dos minimos quadrados parciais (PLSR)
forneceram erro de validacdo cruzada (SECV) <1,2% (v/v) e coeficientes de correlacédo (r) >
0,99. Excelentes capacidades de previsdo foram obtidas usando um conjunto de validagédo
externa que consiste em manteiga adulterada com margarinas nas proporgdes de 2,5%, 13% e
45%. Os autores demonstraram a viabilidade desta técnica na analise rapida de produtos lacteos.

Maggio e colaboradores (2010), desenvolveram um procedimento util para a
determinacdo qualitativa e quantitativa de 0leos vegetais (canola, aveld, bagaco de azeitona e
girassol) como adulterantes em amostras comerciais de azeite extra virgem. O PLS foi
empregado para a analise dos dados de espectroscopia no infravermelho por transformada de
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Fourier (FT-IR) das amostras de 6leo da mistura. O método desenvolvido mostrou-se muito
adequado para a determinacdo de adulterantes modelados, mas também pode revelar uma

adulteracdo mesmo que ndo seja derivada dos adulterantes empregados neste estudo.

2.4 ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

A espectroscopia de ressonancia magnetica nuclear (RMN), é uma ferramenta poderosa
que permite a investigacdo de estruturas quimicas complexas e suas interacfes (Siudem;
Zienlinska; Paradowska, 2022).

A utilizacdo da RMN, era limitada apenas a estudos de estrutura de compostos organicos
separados. O fato de ter sensibilidade relativamente baixa, e ainda aliada ao alto custo do
equipamento, tornava limitante a aplicacdo da mesma em modelos mais complexos como
amostras de alimentos. No entanto, houve melhorias na sensibilidade fazendo-a predisposta a
ser utilizada em anélises ambientais e de alimentos. No caso de 6leos, a principal vantagem da
RMN é a possibilidade de testar toda a amostra sem a necessidade de separacéo, derivatizacao,
purificacdo ou uso de padrdes especificos (Siudem; Zienlinska; Paradowska, 2022).

Segundo Garcia et al. (2019), o RMN de préton é a primeira ferramenta a ser utilizada,
devido a maior sensibilidade e 0 menor tempo de relaxamento dos ndcleos de prétons quando
comparado ao RMN de carbono 13C que sdo nucleos menos sensiveis. Para aumentar a
compreensdo foi desenvolvido um método mais moderno chamado distortionless enhancement
by polarization transfer (DEPT), sendo divido em trés angulos RMN 3C DEPT 45, DEPT 90
e DEPT 135, trata-se do uso de uma sequéncia de pulsos que transfere a polarizacao dos nucleos
de carbono-13 para a populacdo de nucleos de prétons aos quais estdo acoplados, tornando a
taxa de repeticdo mais rapida, pois depende dos tempos de relaxacdo mais curtos dos nucleos
de prétons em relacdo aos nucleos de carbono-13. Esta técnica mostra-se muito promissora
devido a um aumento da sensibilidade dos ndcleos de carbono-13 que é promovido pela
aplicacdo de um experimento de sequéncia de pulso RMN DEPT. Concretamente, 0 RMN 3C
DEPT desempenha um papel crucial na atribuicdo de &tomos de carbono primarios, secundarios
e terciarios, diferenciando entre os grupos —CH, —CH e —CHj3 pela variacdo do parametro do
angulo de selecdo: o angulo de 135° fornece todos os -CH e —CH3 em fase oposta ao CHy; 0
angulo de 90° fornece apenas grupos —CH, sendo os outros suprimidos; O angulo de 45° fornece
todos os carbonos com protons ligados (independentemente do nimero) em fase. De fato, a
transferéncia de polarizacdo de 'H para 3C tem a vantagem secundaria de aumentar a

sensibilidade sobre o espectro normal de 13C.
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Os espectros de RMN de *3C de alta resolugdo fornecem informacdes estruturais de
natureza quimica. Os espectros, que aparecem como uma série de linhas, sdo acompanhados
por dois numeros para cada sinal: seu deslocamento quimico (em ppm, medido a partir de um
padrdo comumente utilizado geralmente o tetrametilsilano (TMS) = 0) e sua intensidade ou
altura do pico. O primeiro deles fornece informagfes qualitativas sobre a estrutura quimica e o
segundo, quando obtido a partir de um espectro coletado fornece informagdes quantitativas
(Gunstone, 1994).

As técnicas de RMN de préton e 3C tem sido aplicada para analise de 6leos vegetais
(CAl, 2019). Fornecem informacdes diretas sobre a composi¢do molecular de acidos graxos em
matrizes de triacilglicerol sem nenhuma preparacao quimica prévia (Merchak et al., 2018). Por
exemplo, 0 método RMN de proton fornece porcentagens de acidos graxos saturados (SFA),
acidos graxos monoinsaturados (MUFA), &cidos graxos poliinsaturados (PUFA), acidos
linoleico e linolénico (Unicos acidos graxos que podem ser quantificados individualmente por
este método) e permite identificar componentes menores em 6leos. A RMN de 3C pode
fornecer informacdes adicionais sobre as quantidades individuais de acidos graxos, com base
em sua ampla faixa de frequéncias de ressonancia (Merchak et al., 2015; Merchak et al.,2017).

A utilidade da RMN ¢ reforcada pelas vantagens que esta técnica oferece no que diz
respeito a simplicidade de preparacdo da amostra, a rapidez da analise e a grande quantidade de
informacao que se obtém em pouquissimos minutos (Ibargoitia; Sopelana; Guillén, 2014).

Alonso-Salces e colaboradores (2010), por meio da RMN de proton acoplada a
Espectrometria de Massas de razdo isotopica (IRMS), autenticou azeite de oliva virgem de sete
paises do mediterraneo em trés periodos de colheita (2004/2005, 2005/2006 e 2006/2007),
totalizando 963 azeites de oliva virgem auténticos da Italia, Espanha, Grécia, Franca, Turquia,
Chipre e Siria. Foram analisados por PCA, LDA e PLS-DA, para avaliar a melhor abordagem
para identificar a origem geogréfica em nivel nacional e regional. Outras analises IRMS de §'3C
e 8'H foram realizadas em amostras para alcancar a discriminacéo geogréafica de azeites de oliva
virgem. Os resultados foram classificacdo adequada através das ferramentas multivariadas
utilizadas.

Lopes et al. (2016), descreveram que uma das principais desvantagens do RMN de 3C
é que ndo distingue entre acidos graxos saturados como exemplo palmitico ou esteéarico, ou
acidos graxos insaturados como oleico e palmitoléico, mas apesar disso a técnica tem sido
aplicada com sucesso para analise de acidos graxos.

Popescu e colaboradores (2015), utilizaram o RMN de préton e de *3C juntamente com

0 método quimiométrico PCA, para analisar 44 amostras puras ou combinadas em misturas
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binérias de 6leos vegetais com diferentes origens botanicas e geograficas. A analise de *H e 13C
foi usada para determinar os &cidos graxos saturados, acido oleico, &cido linoleico e acido
linolénico. As amostras de 6leo foram separadas de acordo com a origem botanica por meio de
PCA. Os resultados apresentam a capacidade das técnicas de RMN e da quimiometria para
serem usadas na avaliacdo da qualidade de 6leos vegetais em termos de sua origem botanica.

Nascimento et al. (2021), utilizaram as técnicas espectroscopicas (FT-IR, RMN de
préton e 13C) para andlise de fraudes de 6leos vegetais. As técnicas foram aplicadas para
determinar os perfis quimicos de 23 6leos vegetais comerciais brasileiros obtidos de cinco
diferentes matrizes de alto valor (andiroba, babagu, baru, mamona e 6leos de améndoas doces),
e investigado a sua adulteracdo, por comparagdo com as amostras de referéncia
correspondentes. A partir dessas técnicas os autores concluiram a vantagem no uso das técnicas
no fornecimento de informaces precisas para uso na autenticacdo da qualidade dos 6leos.

A espectroscopia de RMN de *3C foi usada em uma primeira tentativa de diferenciar
amostras de azeite pelas categorias de comercializagdo. Foram obtidos espectros de RMN de
13C de alta resolucdo, 137 amostras de azeite das quatro categorias de comercializagdo. Os
dados relativos as intensidades de ressonancia (variaveis) dos carbonos das cadeias insaturadas,
foram analisados por analise discriminante linear. Os autores concluiram que o RMN
juntamente com analise discriminante linear € uma estratégia possivel para classificar os quatro
grupos de azeite, que foram utilizadas para realizar a pesquisa (Vkahov, 2006).

Lopes et al. (2016), utilizaram a RMN de 3C para diferenciar triacilgliceréis e
diacilglicerois saturados e insaturados e as posi¢des das insaturacfes sn-1,3 e sn-2. Ambos 0s
deslocamentos quimicos ocorrem em ~170 ppm. As diferencas nos deslocamentos quimicos
dos grupos acila dos &cidos graxos saturados e insaturados, consequentemente 0s sinais sdo
deslocados em 0,410 ppm. Os sinais obtidos pelos autores de acila foram claramente
discriminados em acido graxo insaturado (170,88 ppm) e &cido graxo saturado (170,91 ppm)
esterificado na posicdo sn-2 e &cido graxo insaturado (171,29 ppm) e acido graxo saturado
(171,32 ppm) esterificado nas posicdes sn-1,3 glicerol. Essas diferencas sdo causadas pelos

efeitos indutivos de dupla ligagdo no grupo carbonila da cadeia do glicerol.
2.5 TECNICAS TERMOANALITICAS
De acordo com Confederacdo Internacional de Analise Térmica e Calorimetria

(International Confederation of Thermal Analysis and Calorimetry, ICTAC) e reconhecida em
2014, pela Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (International Union of Pure and
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Applied Chemistry, IUPAC) a andlise térmica € o estudo da relacdo entre uma propriedade da
amostra e sua temperatura, enquanto a amostra € aquecida ou resfriada de maneira controlada
(lonashiro; Caires; Gomes, 2014). Definicdo esta que é adotada pela Associacdo Brasileira de
Analise Térmica e Calorimetria (ABRATEC). Dentre as técnicas de analise térmica as mais
difundidas e utilizadas sdo: Termogravimetria (TG), Termogravimetria Derivada (DTG),
Anédlise Térmica Diferencial (DTA) e Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) (lonashiro;
Caires; Gomes, 2014).

2.5.1 Termogravimetria

A termogravimétrica (TG) € uma técnica na qual se determina a perda ou ganho de
massa e/ou percentual de massa em funcdo da temperatura de maneira controlada. Na TG
existem trés modos de programa de temperatura que sao normalmente utilizados: a) isotérmica,
em que a massa da amostra é registrada como uma fungdo do tempo mantendo a temperatura
constante; b) quasi-isotérmica, em que a amostra é aquecida enquanto a massa da amostra
permanece constante ou a variacdo da massa ndo alcanga um valor maximo preestabelecido;
atingindo esse valor a temperatura permanecera constante até ndo haver mais variagdo de massa
ou até que um valor de variacdo de massa minimo preestabelecido seja atingido; e c) dindmica,
em que a amostra é aquecida em um ambiente no qual a mudanca de temperatura ocorre de
maneira pré-determinada, numa razao de aquecimento linear (lonashiro; Caires; Gomes, 2014).

Os instrumentos comerciais modernos empregados nesta técnica consistem de uma
microbalanca analitica sensivel, também chamado termobalanc¢a; um forno; um sistema de gas
de purga para proporcionar uma atmosfera inerte ou, por vezes, reativa, e um sistema
computorizado para o controle do equipamento e aquisi¢do e processamento de dados.

Na TG, a massa da amostra € continuamente registrada como func¢éo da temperatura ou
do tempo. Portanto, nas curvas TG, os desniveis em relacdo ao eixo das ordenadas
correspondem as variagdes de massa sofridas pela amostra e permitem obter dados que podem
ser utilizados com finalidade quantitativas (lonashiro; Caires; Gomes, 2014).

Na termogravimetria derivada (DTG), a derivada primeira da variacdo de massa em
relacdo ao tempo € registrada em funcdo da temperatura ou do tempo. Desta forma, nestes
métodos sdo obtidas curvas que correspondem a derivada primeira da curva TG e nas quais 0S
degraus sdo substituidos por picos que delimitam areas proporcionais as alteracfes de massa

sofridas pela amostra (lonashiro; Caires; Gomes, 2014).
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As vantagens da DTG sdo: a) as curvas indicam com precisdo as temperaturas
correspondentes ao inicio e ao instante em que a velocidade de reacdo € maxima; b) os picos
agudos permitem distinguir exatamente uma sucessao de reagcdes que muitas vezes ndo podem
ser claramente distinguidas nas curvas TG; e c¢) as areas dos picos correspondem a perda ou
ganho de massa podem ser utilizadas em determinagdes quantitativas (lonashiro; Caires;
Gomes, 2014).

Através dessas vantagens, Pereira et al. (2022), quantificaram a adulteracao do café pela
termogravimetria derivada e analise quimiométrica. Foram utilizadas duas atmosferas (inerte e
oxidante) para realizar a quantificacdo. Os dados foram analisados por minimos quadrados
parciais (PLS), obtendo resultados para ambas as atmosferas. Entretanto, a analise com
atmosfera de nitrogénio apresentou menores erros quadraticos médios (RMSE) em comparacéo
ao gas de ar sintético limite de deteccéo inferior a 0,36% e coeficiente de determinacéo (R?)

superiorem 0,9274; 0,9786 e 0,9925 para palha de café, milho e casca de café, respectivamente.

2.5.2 Andlise Térmica Diferencial

A anélise térmica diferencial (DTA) é uma técnica na qual a diferenca de temperatura
entre a amostra e 0 material de referéncia é medida. Essas medi¢fes de temperatura sao
diferenciais, pois se registra a diferenca entre a temperatura da referéncia, Tr, e a da amostra,
Ta, ou seja, (AT = Tr - Ta), em funcdo da temperatura ou do tempo, dado que o aquecimento
ou resfriamento é sempre feito em raz&o linear (dT/dt = Cte) (lonashiro; Caires; Gomes, 2014).

A DTA permite detectar reagcdes endotérmicas (a temperatura da amostra diminui em
relacdo a referéncia) e exotérmicas (a temperatura da amostra aumenta em relacéao a referéncia)
em funcéo da temperatura sendo frequentemente aplicada para a determinacéo de diagramas de
fase e estudo de decomposicdo. A por¢do da curva na qual AT ¢ aproximadamente zero ¢é
considerada a linha base. Pontos na curva com AT méximo sdo chamadas de temperaturas de
pico, mas se as reacdes endotérmicas e exotérmicas ocorrem simultaneamente e tém magnitude
semelhante, elas ndo poderao ser distinguidas pela DTA e a curva aparece como uma linha base
(Plante; Fernandez; Leifeld, 2009).

Por meio dessa técnica, podem-se acompanhar os efeitos de calor associados a
alteracdes fisicas ou quimicas da amostra, tais como transi¢bes de fase (fusdo, ebulicéo,
sublimacéo, condensacéo e inversfes de estruturas cristalinas) ou reages de desidratacao,
dissociagdo, decomposicéo, oxidacdo-reducédo, entre outras, capazes de causar variagdes de

calor. Em geral, transicfes de fase, desidratacdes e redugdes produzem efeitos endotérmicos,
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enquanto cristalizacbes e oxidagfes produzem efeitos exotérmicos. Essa técnica permite
também estudar transi¢Ges que envolvem variagGes na entalpia (transi¢cdes de segunda ordem),
das quais a mais comum € a transicao vitrea (lonashiro; Caires; Gomes, 2014).

A analise simultanea TG/DTA permite registrar a perda de massa e a resposta térmica
de qualquer material submetido a uma rampa de aquecimento sob condi¢des controladas de um
fluxo de gés (Vuataz; Meunier; Aandrieux, 2010). Entretanto, ha auséncia de trabalhos na
literatura envolvendo alimentos objetivando determinacdo e quantificacdo de adulterantes

através das técnicas TG/DTA.

2.5.3 Calorimetria Exploratoria Diferencial

Em relacdo ao equipamento de DSC existem dois tipos: DSC por compensacdo de
poténcia e DSC por fluxo de calor (Craig; Reading, 2007). O DSC por compensacao de poténcia
possui sensores de temperatura e aquecedores separados para a amostra e a referéncia. Ao
ocorrer uma diferenca de temperatura entre a amostra e a referéncia, ocorre o fornecimento de
energia térmica aos aquecedores para assim manté-los na mesma temperatura. A poténcia
térmica é a fonte do sinal do instrumento, estando assim, relacionado com a energia dos
processos endotérmicos ou exotérmicos (Haines, 2002).

As aplicacbes da DSC sdo diversas, como na caracterizacdo de materiais organicos,
inorganicos, bioldgicos, poliméricos, farmacos, adulteracdo de alimentos, entre outros (Yu et
al., 2017; Herman-Lara et al., 2017; Raimo, 2015; Haines, 2002). Podem ser obtidas também,
medidas quantitativas como capacidade calorifica, entalpia de transi¢Bes, pureza, cinética
quimica, pressdo de vapor e condutividade térmica (Haines, 2002).

A calorimetria exploratdria diferencial por fluxo de calor (hf-DSC), por definicdo é a
medic&o da diferenca de calor fornecida a substancia e ao material de referéncia, em funcéo da
temperatura e/ou tempo de resfriamento/aquecimento enquanto elas sdo submetidas a um
programa controlado de temperatura (Gallagher, 1998; lonashiro; Caires; Gomes, 2014).
Existem inumeros beneficios associados a técnica, como a necessidade de uma baixa
quantidade de amostra, ampla faixa de temperatura geralmente de (-150 a 600 °C), simplicidade
e rapidez de medicgéo (Craig; Reading, 2007).

O DSC hf-DSC recebe o sinal advindo da diferenca de temperatura entre a amostra e a
referéncia que sdo aquecidas no mesmo forno. Essa diferenca de temperatura é entdo obtida a

partir de sensores, 0s termopares contidos em um dnico forno (Haines, 2002).
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Os resultados obtidos em uma anélise por DSC sdo exibidos na forma de curvas, na qual
a diferenca de temperatura entre a amostra e a referéncia serve de base para o calculo do calor
absorvido ou liberado pela amostra. O resultado, para transi¢cdes de primeira ordem (exemplo,
fusdo de substancias) € registrado na forma de picos, sendo negativo (AT < 0) para os eventos
endotérmicos, e positivo (AT > 0) para os exotérmicos (Canevarolo Jr, 2003; Craig; Reading,
2007). A area do pico é diretamente proporcional a entalpia (J g**) envolvida no processo.
TransicOes vitreas, que sdo classificadas como transi¢Ges de segunda ordem, geram degraus na
linha de base, pois ndo ha variacdo de entalpia, e sim, uma mudanca na capacidade calorifica
da amostra (Craig; Reading, 2007).

As aplicac@es utilizando as técnicas termoanaliticas para a determinagdo de adulterantes
tém crescido nos ultimos anos, pois sdo técnicas rapidas. Na literatura encontram-se muitos
trabalhos utilizando a técnica de DSC na determinacdo de adulterantes em alimentos. Alguns
exemplos desses trabalhos envolvendo determinacgéo de adulteracdo em alimentos, séo descritos
a sequir.

No trabalho de Escriche e colaboradores (2017), foi determinada a adulteracdo de mel
(seis tipos) com xarope de acgUcar (10 tipos) empregando trés proporcdes (mel/xarope: 80/20;
90/10 e 95/05 m/m). Neste trabalho, cerca de 10 mg de amostras desidratadas foram avaliadas
por DSC utilizando o seguinte ciclo de temperatura: 25 a -40 °C e de -40 a 110 °C (ambos a
razdo de 10 °C mint). Depois disso, uma varredura de resfriamento foi aplicada de 110 a -40
°C e, finalmente, as amostras foram aquecidas até 120 °C. Os resultados obtidos tanto dos
diferentes tipos de mel e xaropes puros quanto das misturas foram avaliados por andlise de
componentes principais (PCA). Foi possivel observar que a presenca dos xaropes de agucar
afetou as propriedades térmicas do mel. Nas amostras adulteradas, a temperatura de transicdo
vitrea do mel foi modificada de acordo com o tipo e a quantidade do xarope de acgucar
empregado na adulteragéo.

No trabalho de Gras (2016), utilizou-o DSC para determinar adulteracdo de manteiga
com oOleo de palma, empregando diferentes concentracfes de 6leo: para a calibracdo 0 - 35%
(m/m), e para previsao 5 - 38% (m/m), As analises, utilizando cerca de 10 mg e atmosfera de
gas N, foram submetidas ao seguinte programa: (1) aquecimento isoterma por 5 min a 60 °C;
(2) resfriado a5 °C min para -40 °C; (3) isoterma de 3 min a -40 °C; e (4) aquecido a 5°C min-
! para 60 °C. Os resultados obtidos foram avaliados por analise de variancia unidirecional
(ANOVA) e teste de diferenca significativa de Tukey a nivel de confianca de 95%. Para analisar
a relacdo entre os parametros termodindmicos foram realizadas anélises de regresséo linear

simples e multipla, sendo calculados os coeficientes de correlagdo de Pearson (r) e coeficiente
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de correlacédo (R?). O autor concluiu que a presenca do 6leo houve alteragdo no formato pico
de fusdo, resultando em alteracGes nos parametros termodinamicos de fuséo (temperatura, area
e altura dos picos). Desta forma, considerando a metodologia foi adequada para avaliacao
quantitativa de adulteracdo de manteiga com 6leo de palma.

No trabalho de Brondi e coautores (2017), foi utilizado a DSC e IV com analise
quimiométrica para a determinacgdo de adulteragdo de café com milho. Foram realizados trés
niveis de torra para o café, a torra clara, média e escura. Ja o milho, utilizado para a adulteracéo
do café também foi torrado. Ap0s a torra e a moagem foi feita a mistura dos graos de café com
os de milho, 10 amostras para cada nivel de torragem; em seguida foi analisada em DSC com
a seguinte metodologia: as massas de amostras (aproximadamente 3,0 mg) foram colocadas em
cadinho de aluminio hermeticamente fechados e aquecidas com temperatura inicial de 50 - 600
°C (razéo de aquecimento de 10 °C min') sob atmosfera dindmica de nitrogénio (100 mL min-
1). O DSC em conjunto com a andlise quimiométrica (PCA e PLS) foi capaz de detectar a
adulteracdo com o milho, mesmo em concentracbes menores que 1%. J& 0os modelos PLS
mostraram boa concordancia entre os valores das concentracdes estimadas e referéncia, com
erro quadratico médio de 3,4%. Assim, concluiram que técnica de DSC acoplados as anélises
quimiomeétricas sdo boas alternativas para serem utilizadas na deteccéo de fraude e no controle
de qualidade do cafe.

Aktas e colaboradores (2001), utilizaram a curva de cristalizacdo do DSC para deteccao
de adulterantes em manteiga, como adulterantes gorduras animais: gordura de frango, sebo e
banha bovina e gordura vegetal: margarina. Os resultados encontrados mostraram que a gordura
animal apresentou curvas de fusdo no DSC em um pico endotérmico na faixa de 10 — 50 °C; ja
a margarina e a manteiga apresentaram fusdo completa em 40 °C. As curvas de fusdo da
manteiga e da margarina apresentaram algumas diferencas que podem ser atribuidas a
composi¢do distinta de triglicerideos. Nas curvas de cristalizacdo, as gorduras animais
comecaram a cristalizar em 27 °C, enquanto a manteiga e a margarina em 15 °C. Os autores
concluiram que essas diferencas nas propriedades térmicas forneceram base para determinacgéo
de adulteracdo de manteiga.

Dahimi e colaboradores (2014), avaliaram a contaminacdo cruzada causada pela
concentracdo de banha (LD) de 0,5 - 5% nos sistemas de mistura contendo sebo bovino (BT) e
gordura de frango (CF) separadamente. Espécies de TAGs de lipidios puros e adulterados em
relacdo a seus parametros de cristalizagdo e fusdo foram estudadas usando PCA. Os resultados
mostraram que, usando os perfis de aquecimento, a discriminacdo de LD de BT e CF foi muito

clara, mesmo em concentracGes inferiores a 1%. A mesma observacao foi descrita a partir dos
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perfis de cristalizacdo de BT adulterados por doses de LD variando de 0,1 a 5%. Além disso,
CF adulterado com LD ndo apresentou mudancas claras em seus perfis de cristalizacao.
Consequentemente, 0 DSC acoplado ao PCA pdde utilizada para monitorar e diferenciar os
niveis minimos de adulteracdo causados por LD em diferentes gorduras animais.

2.6 METODO QUIMIOMETRICO

O termo quimiometria foi proposto no final da década 1970 para descrever as técnicas
e operacgdes associadas ao tratamento matematico e a interpretacdo de dados quimicos. Foi
dentro da area de Quimica Analitica que a Quimiometria, provavelmente, causou mais impacto.
Com o avango da instrumentacdo e automacgdo nas andlises laboratoriais, uma enorme
quantidade de dados comegou a ser gerada muito rapidamente. A area para qual a quimiometria
mais contribuiu foi a espectroscopia: como (UV/visivel), no IV médio ou proximo, Raman e
fluorescéncia molecular (Sena; Trevisan; Poppi, 2005).

A Quimiometria tem sido empregada na Quimica de alimentos ndo apenas para
calibracdo, mas também para a realizacdo de analise exploratoria e construcdo de modelo de
classificacdo (Marquetti et al., 2016).

Entre os métodos de calibracdo existentes, os mais conhecidos sdo 0s métodos
univariados, também chamados de calibracdo de ordem zero. Neste caso, tem-se apenas uma
medida instrumental por amostra, ou seja, apenas um escalar para cada amostra. Nos métodos
de calibracdo multivariada, duas ou mais medidas instrumentais sdo relacionadas com a
propriedade de interesse. Métodos de calibracao de primeira ordem fornecem um vetor de dados
para cada amostra, enquanto os de segunda ordem fornecem uma matriz de dados por amostra.
Em situacdes onde a determinacéo de um analito é dificultada ou impedida devido a presenca
de interferentes, o uso de calibragdo multivariada permite a modelagem desses interferentes
junto com o analito de interesse. As vantagens potenciais da determinacéo direta sdo rapidez,
reducdo de uso de reagentes, baixo custo e simplificacdo no preparo da amostra, diminuindo as
possibilidades de erro causada pela manipulacdo (Callao; Ruisanchez, 2018).

Os métodos qualitativos multivariados sdo uma estratégia analitica para abordar
problemas relacionados a fraude alimentar que ndo podem ser resolvidos com apenas uma
variavel. Alguns exemplos sdo de autenticacdo quando a concentracdo de adulterante ndo é
procurada. O estabelecimento de um método qualitativo multivariado envolve varias etapas:
coleta de dados, pré-tratamento, técnicas de exploracéo, técnicas de classificacdo e validacao
de métodos. Quando mais de uma fonte de dados estiver disponivel, a fusdo de dados pode ser
aplicada para melhorar os resultados de uma unica técnica (Callao; Ruisanchez, 2018).
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A abordagem da quimiometria baseia-se na aplicagdo de métodos matematicos,
estatisticos e outros, a fim de obter uma avaliacdo objetiva dos resultados, alcangando
informacdes essenciais, ou seja, significativas, dos resultados de conjuntos de dados quimicos,
estando relacionados e ndo relacionados. Com base na analise multivariada, varios métodos
guimiométricos sdo aplicados em medidas quantitativas ou qualitativas. A quimiometria mostra
beneficios inestimaveis na analise de calibracdo de dados espectrométricos/espectroscopicos,
aplicados em técnicas direcionadas e ndo direcionadas para identificar a contaminacgéo/fraude

ou a autenticacéo de sua origem geogréfica e bioldgica (Reinhols et al., 2015).

2.6.1 Regressao por Minimos Quadrados Parciais

O método de regressdo minimos quadrados parciais (Partial Least Squares, PLS) é o
método quimiométrico mais robusto e utilizado em regressées de dados multivariados. Os
modelos PLS ndo requerem o conhecimento exato de todos os componentes presentes nas
amostras, porém estas informac6es podem ajudar na construcéo e interpretacdo do modelo. PLS
é um método usado para relacionar uma matriz descritiva X a um vetor/matriz de previsao Y
com o objetivo de identificar um modelo de regresséao linear projetando as variaveis previstas
e as variaveis observaveis para um novo espaco. O PLS é um poderoso método de regressao
linear, capaz de lidar com varidveis colineares e aceitar um grande numero de variaveis. Os
dados para a construcdo do modelo PLS séo organizados em dois blocos: a matriz X, com os
vetores de resposta instrumentais, € a matriz Y, com os vetores referentes as propriedades de
interesse. As matrizes X e Y sdo decompostas simultaneamente em uma soma de h variaveis

latentes, como nas EquacOes de 1 a 4 (Braga; Poppi, 2004; Sena; Trevisan; Poppi, 2005):

X=TP’+E (1)
X=Y tmpn+E (2)
Y=UQ’+F 3)
Y=Y uhgn+E 4)

T e U sdo as matrizes de escores das matrizes X e Y, respectivamente; P e Q sdo as
matrizes dos pesos das matrizes X e Y, respectivamente; e E e F sdo os residuos dos conjuntos
X e 'Y, respectivamente, que correspondem aos dados que ndo puderam ser modelados.

As correlacdo entre os dois blocos X e Y é simplesmente uma relacéo linear obtida pelo
coeficiente de regressao linear, tal como descrito na Equacdo 5:

Un=Dbnty (5)



48

para h varidveis latentes, sendo que os valores de by sdo agrupados na matriz diagonal
B, que contém os coeficientes de regressdo entre a matriz de escores U de Y e a matriz de
escores T de X.

A melhor relacéo linear possivel entre os escores desses dois blocos € obtida através de
pequenas rotacOes das varidveis latentes dos blocos de X e Y.

A matriz Y pode ser calculada de U, na Equacéo 6:

Y=TBQ’ +F (6)

e a concentracdo de novas amostras previstas a partir dos novos escores T*, substituidos
na Equacéo 7:

Y = T*BQ’ (7)

Nesse processo, e necessario achar o melhor numero de variaveis latentes. A precisdo
dos modelos € avaliada em termos dos erros quadraticos médios (RMSE) para calibracao
(RMSEC), validacdo cruzada (RMSECV) e predicdo (RMSEP) (Catelani et al., 2017). As
variaveis latentes (LVs) sdo dire¢cdes ortogonais no espaco dos preditores caracterizados pela
covariancia maxima com a variavel de resposta selecionada. A complexidade ideal, ou seja, 0
namero de LVs a serem usados para construir os modelos € estimado por um procedimento de
validagdo cruzada (Ebrahimi-Najafabadi et al., 2012). Deve ser mencionada ainda, a
diferenciacdo entre PLS1, em que a regressdo € feita para uma variavel dependente de cada vez
(a matriz Y é um vetor coluna), e PLS2, onde todas as variaveis dependentes sdo calculadas
simultaneamente (Rocha, 2011).

O modelo resultante permite prever uma propriedade da amostra a partir das variaveis
independentes originais, sua impressao digital. Deve ser mencionado que o PLS também pode
ser usado para discriminacdo atribuindo resultados qualitativos a y, por exemplo. Esta
abordagem é chamada de andlise discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-DA)
(Reinhols et al., 2015).

Os dados mais comumente analisados por esse método sdo obtidos instrumentalmente.
O PLS é muito empregado em dados quimicos por ser um método de respostas rapidas e pela
facilidade de insercdo dos dados e processamento. Também foi estabelecido que o uso de
ferramentas quimiométricas, como a analise estatistica multivariada, é eficiente para a
classificacdo e discriminacdo de amostras com caracteristicas semelhantes (Herman-Lara et al.,
2017).

A andlise multivariada de dados das curvas termogravimétricas pode ser um método Util
para interpretagOes e previsdes aprimoradas. A abordagem multivariada neste estudo inclui a
projecéo de PLS para criar modelos preditivos. Este método estatistico tem sido frequentemente
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utilizado em combina¢do com outras técnicas analiticas, tipicamente para o tratamento de dados
espectroscdpicos complexos. No entanto, existem apenas algumas publicacdes relatando
analises multivariadas combinando dados envolvendo anélise termogravimétrica (TG)
(Strandberg; Holmgren; Brostom, 2017).

Segundo relato de Cerretani et al. (2011), é amplamente relatado na literatura o
acoplamento de estratégias quimiométricas quantitativas, o PLS em particular, para avaliar a
qualidade dos oOleos comestiveis por métodos fisicos, como 0s espectrometricos. Essa
combinacdo permitiu mesclar informacdes espectrais e analiticas, levando a construcdo de
modelos preditivos muito Uteis para propriedades de interesse, geralmente baseadas em valores
de concentragéo.

No trabalho de Cerretani et al. (2011), foi proposto um método DSC/PLS para
quantificacdo e validacdo de acidos graxos presentes em 6leos, uma matriz composta de 63
amostras em triplicata totalizando 189 de 6leos vegetais, onde 58 deles eram EVOO, 1 6leo de
oliva, 1 OPO e 3 6leos vegetais (aveld, girassol e canola). As amostras de 6leos (8 - 10 mg)
foram submetidas a analises por DSC usando cadinho de aluminio hermeticamente selados e
nitrogénio como gas de arraste e isoterma a 30 °C a 3 min e entdo resfriada até -80 °C numa
razdo de 2°C min (mantida nessa temperatura por 3 min) e depois aquecida de -80 a 30 °C.
Apos a realizacdo das andlises o processamento dos dados foram realizados utilizando rotina
de calibragdo multivariada escrita para Matlab e os modelos PLS foram calculados sobre um
conjunto geral de calibracdo para todos os parametros das amostras. Os dados foram centrados
(MC) antes da realizagdo dos célculos. Cerca de 30% das amostras foram selecionadas
aleatoriamente sendo utilizada como conjunto de validacdo externa para a determinacdo de
parametros, enquanto o restante foi utilizado para construcdo do modelo de calibragdo. As
réplicas foram usadas individualmente para levar em consideracdo a variacdo da amostra no
modelo de calibragdo. Pode-se concluir que o modelo foi satisfatorio para a quantificacdo dos
acidos graxos presentes nos 6leos, ja que os resultados obtidos para o acido palmitico e os
acidos saturados mostraram coeficientes de correcdo muitos bons e baixos valores de RMSE
para calibracdo e validagdo, e resultados satisfatérios para os acidos mono e poliinsaturados,
acidos estearicos e linoleicos. Portanto, os autores classificam como uma nova abordagem

semelhante aos processos oficiais tradicionais.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 OLEOS E PREPARO DAS MISTURAS

Neste trabalho, os 6leos foram adquiridos em supermercado e farméacia local. Esses
6leos foram EVOO, EPO, EVAO e 6leos vegetais de girassol, milho, soja e algoddo
empregados como simuladores de adulterantes. Também foi adquirido 6leo composto, de dleo
de soja e azeite de oliva na proporc¢édo de 90/10%, que foi empregado no método Spiking. Todas
as amostras e materiais usados nas analises estavam dentro do prazo de validade.

As misturas binarias foram preparadas na faixa de concentracdo de 5 a 95% (m/m). Para
isso, 0os componentes das misturas foram pesados usando balanca analitica (Shimadzu,
AUW220D), em frasco plastico de 1,5 mL. Amostras com 0% de adulterante e 100% de
adulterante foram usadas como controle negativo e positivo, respectivamente. As misturas

binérias foram agitadas em vortex por 90s para homogeneizacéo.

3.2 EXTRACAO DO OLEO EXTRA VIRGEM DE ABACATE

Os abacates foram cortados e seus carogos foram retirados, a polpa foi colocada em um
liquidificador e batida até a total homogeneizacdo, em seguida foi levada para a estufa com
temperatura de aproximadamente 50 °C por cerca de 90 minutos para que a polpa liberasse seu
o6leo, posteriormente colocada em tubo de centrifuga de 20 mL com tampa, adicionado 5 mL
de &gua e centrifugado por 10 min a 10.000 rpm. Apds a observacdo do surgimento de trés fases
onde existia a polpa, a 4gua e o 6leo. A porcédo da polpa foi centrifugada na presenca de agua
até a extracdo total do 0leo. Na fracao oleosa foi centrifugada até a completa remocéo da agua.
O EVAO foi rotulado e armazenado em geladeira apds a extracdo. Adaptado de Tan, (2019),

conforme a Figura 4.
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Figura 4 - Esquema da Extragdo do Azeite de Abacate Extra

Centrifuga
Armazenamento 10 min
10.000 rpm

Fonte: Autor.

3.3 PREPARACAO DOS ESTERES METILICOS DE ACIDOS GRAXOS

Os oleos foram derivatizados em ésteres metilicos de &cido graxos (FAME), a partir da
metodologia da apostila do Instituto Adolf Lutz, 2008. Foram pesados cerca de 100 mg de cada
amostra em tubo de centrifuga de 20 mL com tampa. Adicionou-se 2,0 mL de n-hexano e em
seguida 0,2 mL de solucéo metandlica de hidroxido de potassio 2 M. A solucdo sofreu agitagdo
em vortex por 30 segundos. Adicionou-se 3,0 mL de solucéo saturada de cloreto de sodio. Apds
a separacdo das fases, a fase superior (organica) foi analisada por cromatografia gasosa,

conforme a Figura 5.

Figura 5 - Preparo dos Esteres Metilicos de Acido Graxos
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Fonte: Autor.
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Figura 6 - Reacéo de Transesterificacdo
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3.2 METODOS
3.2.1 Anélise por Cromatografia Gasosa

Os cromatogramas foram adquiridos em um cromatografo gasoso Shimadzu CG-2010
(Shimadzu Scientific Instruments) detector de FID (Flame lonization Detector), pertencente a
Central de Analise e Prospec¢do Quimica — (CAPQ), UFLA-MG.

As amostras de EVOO, EPO, EVAO, EVAO ex. e 0s 6leos vegetais (girassol, milho,
soja, algod&o), nas seguintes condic¢Ges de acordo com Samia et al. (2022): temperatura inicial
140 °C por 5 min, rampa de aquecimento de 4 °C min até 240 °C por 30 min, temperatura do
injetor e detector a 260 °C, modo de injecdo split 1:50, coluna SP 2560
(polybiscyanopropylsiloxane) de 100 m, diametro interno 0,25 mm, espessura do filme 0,20
um, fase mével de hélio, fluxo 20 cm s, volume de inje¢do de 1 pL. O padrdo utilizado foi

uma mistura de 37 ésteres metilicos (Supelco 37 Component FAME Mix).

3.2.2 Andlise por Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho

Os espectros de 1V foram adquiridos usando equipamento Nicolet iS50 FT-IR (Thermo
Scientific) equipado com médulo de Refletancia Total Atenuada (ATR) de diamante monolitico
de reflexdo Unica e dispositivo de alta pressao. As medidas foram realizadas no Laboratério de
Anélise e Caracterizacdo de Farmacos — (LACFar), localizado na Universidade Federal de
Alfenas — UNIFAL-MG.
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As amostras de EVOO, EPO, EVAO e os 6leos vegetais (girassol, milho, soja, algod&o),
cada espectro gerado foi resultante da média de 64 varreduras no intervalo de 4000 a 400 cm™,
com resolucéo de 4 cm™, e submetido a subtracdo de fundo. As medicdes foram normalizadas

e registradas em transmitancia.

3.2.3 Anélise por Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de RMN de H, 3C e DEPT 135° foram adquiridos em espectrometro
BRUKER modelo AC-300 operando para 'H a 300 MHz. As medidas foram realizadas no
Laboratdrio de Ressonancia Magnética Nuclear, localizado na Universidade Federal de Alfenas
— UNIFAL-MG.

As medidas das amostras de EVOO, EPO, EVAO e os 6leos vegetais (girassol, milho,

soja, algodéo), foram realizadas utilizando-se capilar de D20.

3.2.4 Termogravimetria

As curvas TG foram obtidas em um analisador termogravimeétrico modelo TG/DTA
Q600 (TA instrument). As medidas foram realizadas no Laboratdrio Interdisciplinar de Quimica
— LabiQ, localizado na Universidade Federal de Alfenas — UNIFAL-MG.

As amostras de EVOO, EPO, EVAO e 6leo vegetais (girassol, milho, soja e algodao),
foram analisadas por TG/DTA usando parametros de acordo com Wetten et al. (2015): para a
atmosfera dindmica de N2 (vazdo de 50 mL mint); razdo de aquecimento de 10 °C min; faixa
de temperatura de 40 — 600 °C; cadinho de a-Alumina; massa aproximadamente de 15,000 mg
de amostra. Para a atmosfera ar sintético (vazéo de 100 mL mint); razdo de aquecimento de 20
°C mint; faixa de temperatura de 50 — 700 °C; cadinho de a-Alumina; massa aproximadamente
de 15,000 mg de amostra.

3.2.5 Calorimetria Exploratéria Diferencial

As curvas DSC foram obtidas em um calorimetro modelo DSC Q20 (TA instrument),
acoplando um sistema de resfriamento LNCS (Liquid Nitrogen Cooling System) com nitrogénio
liqguido. As medidas foram realizadas no Laboratério Interdisciplinar de Quimica — LabiQ,
localizado na Universidade Federal de Alfenas — UNIFAL-MG.
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As misturas binarias de EVOO com 06leo de girassol, milho e soja foram preparadas,
para a realizacdo das analises de DSC usando parametros de acordo com Cerretani et al. (2011):
atmosfera dindmica de N (vazéo 50 mL min-t); ciclo de 30 a -80 °C e de -80 a 30 °C com razéo
de resfriamento e aquecimento de 5 °C min; cadinho de aluminio e massa aproximadamente
8,0000 mg de amostra.

As misturas binarias de EPO com 6leo de soja foram preparadas, e analisadas usando
parametros: atmosfera dinamica de N2 (vazdo 50 mL min?); ciclo de 10 a-75°C e de -75 a 10
°C com razdo de resfriamento e aquecimento de 2 °C min; cadinho de aluminio e massa
aproximadamente 25,0000 mg de amostra.

As misturas binarias de EVAO com 6leo de algodao, milho e soja foram preparadas, e
analisadas usando parédmetros de acordo com Yanty, Marikkar e Long (2011): atmosfera
dindmica de N2 (vazdo 50 mL min); ciclo de 20 a -80 °C e de -80 a 20 °C com razdo de
resfriamento e aquecimento de 5 °C min%; cadinho de aluminio e massa aproximadamente

15,0000 mg de amostra.

3.2.6 Construcéo dos Modelos Multivariados

Ap0s o processamento de normalizacdo pelas respectivas massas iniciais, as curvas DSC
das amostras de EVOO/6leos vegetais, EPO/6leo de soja e EVAO/Gleos vegetais, foram
exportadas no formato ASCIl e os dados foram utilizados para construir os modelos
multivariados. A andlise dos dados de calorimetria exploratoria diferencial e a construcdo dos
modelos de calibragdo multivariada (iPLS e PLS) foram realizados no software Matlab R2015a
(Mathworks, Natick, EUA).

3.2.6.1 Construgédo dos Modelos iPLS

A construcdo dos iPLS foi realizada, utilizando toda a curva DSC. A curva foi dividida
em 20 intervalos equidistantes. Em cada curva foi realizada um pré-tratamento.

A cada intervalo foi construido um modelo PLS, que por validacdo cruzada identifica o
intervalo de menor erro médio. Apds a selecdo desse intervalo, um novo modelo PLS foi
calibrado e validado contendo essa faixa de varidveis selecionadas. O intervalo utilizado foi
selecionado ap6s os dados serem dispostos no software Matlab R2015a e construido os
modelos. O nimero de variaveis latentes (Lv) foi determinado a partir do nimero de indicados

para o intervalo selecionado. Os métodos de pré-processamento que sao possiveis na construcao
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dos modelos iPLS sdo nenhum (‘none'); centralizagdo média (‘mean’); escalonamento
automatico (‘auto"); correcdo de sinal multiplicativo (MSC) + centralizacdo média (‘'mscmean’)
e MSC + escalonamento automatico (‘mscauto’).

Todos os pré-processamento mencionados foram testados para cada modelo construido,
0s modelos que apresentam melhores RMSECV foram utilizados, desta maneira para a curva
de EVOO/dleo de girassol foi centrado na média; para a curva de EVOO/dleo de milho ndo
houve pré-processamento e para a curva de EVOO/dleo de soja, foi centrado na média e tambem
feita a correcdo de sinais multiplicativo. Para a curva de EPO/6leo de soja foi escalonamento
automatico. Para a curva de EVAQO/6leo de algodao foi escalonamento automatico; ja as curvas

de EVAO/bleo de milho e EVAO/6leo de soja, foi centrado na média.

3.2.6.2 Construcdo dos Modelos PLS

A construcdo do modelo PLS do EVOO/ o6leos vegetais foram realizados com a
construcdo de dois blocos X e y utilizando toda a curva obtida pelo DSC, compreendendo um
conjunto de Xcar. (17 x 13152) € Ycar. (17 X 1) € Xpred. (4 X 13152) € Ypred. (4 x 1) para cada
adulterante. As amostras continham 21 concentracdes (5 a 95%) para cada adulterante, de 30 a
-80 °C e de -80 a 30 °C.

A construcdo do modelo PLS do EPO/ dleo de soja foi realizado a partir da construcéo
de dois blocos X e y utilizando a curva de aquecimento obtida pelo DSC, compreendendo um
conjunto de Xcar. (17 X 6998) € Ycar. (17 X 1) & Xpred. (4 X 6998) € Ypred. (4 X 1). As amostras
continham 21 concentracdes (5 a 95%) para cada adulterante, de 10 a-75 °C e de -75 a 10 °C.

A construcdo do modelo PLS do EVAO/ oleos vegetais foram realizados com a
construcdo de dois blocos X e y utilizando toda a curva obtida pelo DSC, compreendendo um
conjunto de Xcai. (17 X 11952) € Year. (17 X 1) € Xpred. (4 X 11952) € Ypred- (4 X 1) para cada
adulterante. As amostras continham 21 concentracdes (5 a 95%) para cada adulterante, de 20 a
-80°C e de -80 a 20 °C.

Para eliminar a influéncia na variacdo de massa das amostras, as curvas foram
normalizadas pelas respectivas massas iniciais. Os dados foram pre-processados, normalizados
pelos respectivos desvios padrdo e média centralizada. As concentracfes de calibracdo e
predicdo foram selecionadas aleatoriamente através do préprio programa.

As quantidades de adulterante para cada vetor de resposta foram centradas na média e
também feita a correcédo de sinal multiplicativo. O nimero de varidveis latentes foi determinado

por validacdo cruzada usando 0 método de excluséo.
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3.2.7 Construcgéo da Curva de Calibragdo Univariada

Para a construcdo da curva de calibracdo univariada foram utilizados os dados obtidos
através das curvas de DSC. Apos a normalizacdo das massas, as curvas foram construidas
utilizando os dados de Tonset. FoI utilizada faixa de concentragdo que obteve a melhor
linearidade.

Para as misturas EVOO/Gleos vegetais foram usados os eventos de cristalizagcdo do
EVOO. Assim a mistura EVOO/Gbleo de girassol utilizou de 30 a 80%, a mistura com milho e
com soja, de 10 a 65%.

Para as misturas EPO/6leo de soja, a curva foi construida utilizando o evento de fusao
do EPO. Assim a mistura EPO/6leo de soja, de 15 a 80%.

Para as misturas EVAO/bleos vegetais foram usados os eventos de fusdo para
EVAOQ/6leo de algodao e os eventos de cristalizacdo para EVAO/6leo de milho e EVAO/6leo
de soja. Assim a mistura EVAO/6leo de algodao utilizou de 15 a 95%, a mistura com milho de
5 a 95% e com soja, de 5 a 90%.

3.2.7.1 Método Spiking

Para a curva de calibracéo a partir do método de Spiking foram feitas seis concentracdes
de 6leo composto/ EVOO e seis de 6leo de soja/EVOO de 0 — 50% (m/m). As analises foram
realizadas em DSC nas mesmas condi¢des descritas para EVOO. Através dos dados de Tonset
do evento de cristalizacdo do EVOO, das curvas de DSC do 6leo composto/EVOO e 6leo
s0ja/EVOO, a curva foi construida.

Este procedimento foi proposto com o intuito de analisar se o valor de Tonset d0 evento

de cristalizacdo do EVOO, era capaz de dosar amostras reais.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nessa sec¢do serdo apresentados os resultados para cada 6leos empregados nesse estudo,
EVOO, EPO, EVAO e oleo vegetais (girassol, milho, soja e algoddo). Foram utilizadas as
técnicas de cromatografia gasosa (CG), espectroscépicas na regido do infravermelho (1V) e de
ressonancia magnética nuclear (RMN) e termogravimetria (TG) e calorimetria exploratéria
diferencial (DSC), em particular a DSC juntamente como os modelos quimiométricos (iPLS e
PLS) e modelos univariados (Calibracdo Externa e Método Spiking) foram utilizados para

quantificacdo dos adulterantes.

4.1 CROMATOGRAFIA GASOSA

De acordo com Xue et al. (2023), os 6leos sdo constituidos principalmente triglicerideos de
acidos graxos. A composicdo de acidos graxos desses 0leos influéncia nos valores nutricionais
para a saude humana. Esses acidos podem ser classificados pelas saturacGes, assim podem ser
divididos em acidos graxos saturados (SFA), acidos graxos monoinsaturados (MUFA) e acidos
graxos poliinsaturados (PUFA). Esta € a razdo pela qual os acidos graxos sdo selecionados
como indices de qualidade dos 6leos comestiveis. Os acidos graxos palmitico, estearico, oleico,
linoleico e linolénico séo os importantes acidos dos 6leos vegetais, no quais sdo beneficios para
a saude.

A Figura 7, mostram 0s cromatogramas gasoso das amostras de EVOO, EPO, EVAO,
EVAO ex. e os 0leos vegetais (girassol, milho, soja e algod&o).

Os teores dos ésteres metilicos de acidos graxos (FAME) presentes nas amostras estao
dispostos na Tabela 5. As concentracdes dos FAMESs foram obtidas a partir da comparacdo dos
tempos de retencdo com os padrdes previamente analisados. Foi calculada a porcentagem de
area de cada pico dos acidos graxos em relacdo a area total sob os picos, de modo que, os 6leos
foram caracterizados com base em sua composicao de acidos graxos.

E conhecido que ha uma diferenca na composicao no teor de acidos graxos entre os 6leos
investigados, devido ao cultivo, maturacdo, altitude, clima e varios outros fatores (INMETRO,
2015).



Figura 7 — Cromatograma Gasoso das amostras
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Tabela 5- Concentracio dos Esteres Metilicos de Acido Graxos dos 6leos

Girassol

Miristico 0,05 0,63
Palmitico 14,14 10,28 24,31 24,02 5,86 11,69 10,26 21,94
Palmitoleico 1,30 0,13 13,69 2,59 0,09 0,13 0,10 0,41
Heptadecanoico 0,09 0,07 ND ND 0,04 0,07 0,08 0,07
Heptadecendico 0,19 0,06 0,09 0,07 ND 0,04 0,06 0,09
Esteérico 2,23 4,40 0,51 0,55 3,62 2,11 3,69 2,49
Oleico 70,70 12,95 47,72 57,92 36,72 35,95 28,15 16,39
Linoleico 9,52 65,50 12,59 13,52 51,77 47,84 50,21 56,66
Linolénico 0,61 5,16 0,06 0,07 0,79 1,87 6,75 0,25
Eicosenoico 0,58 0,18 0,81 1,02 ND ND 0,09 ND
Eicosatriendico 0,11 0,68 ND ND 0,66 0,17 0,41 0,11
Eicosapentaendico 0,05 0,30 0,05 0,04 0,24 0,19 ND 0,11
Heneicosanoico ND 0,08 ND ND ND ND ND ND
Tricosandico ND 0,05 ND ND ND ND 0,04 ND
Lignocérico 0,40 ND ND ND ND ND ND ND

Fonte: Autor.
Nota: ND — N&o detectado, definido como 0,04%.
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Alguns acidos estdo presentes em maiores concentracées, tais como: acido palmitico,
oleico e linoleico, que sdo os que integra a maior por¢éo dos &cidos presente. Outros acidos em
menor propor¢do foram identificados em alguns Oleos, sdo estes: miristico, heptadecandico,
linolénico e eicosapentaendico.

Rodriguez-Carpena, Mourcuende e Estévez (2012), determinaram a composi¢do de
acido graxo de 6leo de oliva, 6leo de abacate e 6leo de girassol detectando 18 4cidos graxos,
sendo que os acidos: miristico (0,06, 0,00 e 0,06%), palmitico (9,62, 12,87 e 6,48%),
palmitoléico (0,66, 3,86 e 0,11%), heptadecanoico (0,06, 0,03 e 0,04%), heptadecendico (0,10,
0,07 e 0,03%), estearico (2,95, 1,45 e 3,62%), oleico (76,83, 57,44 e 24,70%), linoleico (5,39,
18,70 e 61,99%), linolénico (0,60, 0,92 e 0,28%), araquidico (0,56, 0,31 e 0,42%), eicosendico
(0,38, 0,31 e 0,24%), eicosadienoico (0,03, 0,10 e 0,14%), heneicosandico (0,00, 0,04 e 0,00%),
araquidénico (0,00, 0,09 e 0,00%), behénico (0,15, 0,16 e 0,67%), erucico (0,00, 0,04 e 0,08%)
e lignocérico (0,04, 0,11 e 0,14%), respectivamente.

Cicero et al. (2018), caracterizaram por meio da CG diversos 06leos obtidos por
prensagem a frio disponiveis no mercado brasileiro. Sendo esses 6leos de oliva, pequi, palma,
abacate, castanha do Para, uva e canola. Os resultados obtidos para os 6leos de oliva e abacate
mostram que os acidos detectados foram: acido palmitico (13,45 e 14,21%), palmitoléico (2,04
e 7,06%), heptadecandico (0,14 e 0,01%), heptadecendico (0,32 e 0,08%), estearico (2,13 e
2,15%), oleico (67,91 e 59,46%), linoleico (11,72 e 14,66%), linolénico (1,01 e 1,30%),
araquidico (0,91 e 0,41%), eicosendico (0,27 e 0,51%), behénico (0,09 e 0,08%) e lignocérico
(0,01 e 0,06%), respectivamente.

Yang et al. (2013), determinaram através da CG, a composicdo de &cidos graxos de
EVOO e de dleos vegetais, como: 6leo de milho e girassol. Os autores detectaram os principais
acidos: palmitico (1,2046, 1,5218 e 0,6897), estearico (0,3239, 0,205 e 0,5253), oleico (4,0339,
1,6202 e 1,2163), linoleico (0,2909, 2,7993 e 3,3801), linolénico (0,0364, 0,0394 e 0,0085),
respectivamente.

Silveira et al. (2017), determinaram através da CG, a composic¢éo de acido graxo de EVOO
e do Oleo de soja. Os autores detectaram 0s seguintes acidos: palmitico (7,89 e 11,23%),
palmitoléico (0,32 e 0,01%), heptadecandico (0,05 e 0,09%), heptadecendico (0,05 e 0,05%),
estearico (0,05 e 4,86%), oleico (82,54 e 26,25%), linoleico (5,08 e 48,57%), linolénico (0,54
e 3,80%), araquidico (0,28 e 0,36%) e lignocérico (0,22 e 0,01%), respectivamente.

Jafari, Kadivar e Keramat (2009), determinaram através da CG, a composi¢éo de 4cidos
graxos de EVOO e de 0leos vegetais, como: 6leo de soja, girassol e canola. Os autores
detectaram os seguintes acidos: palmitico (8,79, 10,89, 5,02 e 5,88%), estearico (2,08, 4,29,
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1,87, 2,77%), oleico (69,44, 28,63, 50,87, 26,11%), linoleico (7,21, 44,72, 23,19, 60,12%),
linolénico (1,35, 7,4, 7,0, 0,68%), respectivamente. Os autores relatam que uma forma de
identificar adulteracdo em 6leo extra virgem através da técnica € a identificacdo do nivel de
acido linolénico, quando se tem um alto nivel desse acido graxo na composicao dos azeites é
um indicativo da adi¢do de 6leos de sementes.

Vergara-Barberan et al. (2011), determinaram a composicéo de acidos graxos de 6leos
vegetais a partir da técnica de eletroforese capilar com detector de ultravioleta (EC-UV), onde
o0s Oleos analisados foram: EVOO, abacate, milho e soja. Os autores detectaram 0s seguintes
acidos: palmitico (11,90, 19,80, 10,80 e 6,80%), estearico (2,20, 1,20, 2,30 e 4,80%), oleico
(71,70, 55,70, 25,10 e 19,20%), linoleico (14,30, 16,30, 61,00 e 68,10%), linolénico (0,80, 0,90
0,80 e 1,10%), respectivamente.

Eskin (2008), determinou a composicéo de acido graxo do EPO, os resultados obtidos
mostram que a composicao sdo: palmitico 5,8%; estearico 2,8%; oleico 6,6%; linoleico 71,6%,
y-linolénico 12,6%, a-linolénico 0,2% e araquidico 0,3%, esses acidos linoleicos e y-linolénico
sdo importantes para a saide humana como citados anteriormente.

Pan et al. (2022), determinaram a composicao de acido graxo do EPO através da CG,
detectando 19 acidos graxos, sendo que os acidos palmiticos (8,25%), estearico (2,39%), oleico
(5,20%), linoleico (66,95%) e y-linolénico (12,31%) foram 0s que apresentaram maior
proporcdo, mas também foram detectados &cidos em menor proporcdo tais como: acidos
palmitoléico, eicosatriendico, erucico, tricosanoico, lignoceérico.

Zhao et al. (2019), determinaram a composi¢do de acido graxo do EPO através da CG,
detectando 6 &cidos graxos, sendo que os acidos palmiticos (6,75%), estearico (1,90%), oleico
(7,19%), linoleico (73,06%), y-linolénico (10,01%) e eicosendico (1,09%).

Paciorek-Sadowska et al. (2018), determinaram a composicdo de acido graxo do EPO
por meio da CG, detectando 12 &cidos graxos, sendo que os &cidos: palmitico (5,32%),
palmitoléico (0,08%), estearico (1,55%), oleico (14,19%), vacénico (1,50%), linoleico
(67,15%), araquidico (0,30%), octadecatrico (7,32%), eicosendico (1,56%), a-linolénico
(0,73%), behénico (0,13%) e ertcico (0,16%).

Amorim et al. (2019), determinaram e comparou a composi¢do dos principais acidos
graxos do EPO e abacate por CE e CG. Os autores encontraram para o EPO o palmitico (12,23
e 10,50%), estearico (5,40 e 3,70%), oleico (29,02 e 26,38%), linoleico (64,98 e 50,50%) e
linolénico (9,73 e 8,92%) para o abacate o palmitico (7,81 e 7,54%), estearico (3,95 e 2,82%),
oleico (47,26 e 49,42%), linoleico (38,54 e 36,66%) e linolénico (4,56 e 3,56%),
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respectivamente. Segundos 0s autores 0 método de EC apresentou tempo de analise inferior a
9 min, sendo considerado um método exato, preciso e mais simples que o método classico CG.

Prescha et al. (2014), determinaram por meio de CG a composicao de EVAO, sendo
detectados os seguintes acidos: miristico (0,10%), palmitico (17,50%), palmitoléico (8,10%),
heptadecandico (0,60%), estearico (0,70%), oleico (61,00%), linoleico (10,50%), linolénico
(0,80%), araquidico (0,10%) e eicosendico (0,30%).

Flores et al. (2014), determinaram por meio de CG a composi¢do de EVAO, sendo
detectados os seguintes acidos: palmitico (12,79%), palmitoléico (3,34%), estearico (0,98%),
oleico (67,69%), linoleico (13,54%), linolénico (1,21%), araquidico (0,18%) e eicosendico
(0,28%).

Green e Wang (2023), determinaram por meio de CG a composi¢do de EVAO, sendo
detectados os seguintes acidos: miristico (0,03 — 0,11%), palmitico (9,90 — 23,19%),
palmitoléico (3,32 — 10,03%), heptadecanoico (< 0,09%), heptadecenodico (0,08 — 0,11%),
estearico (0,29 — 0,68%), oleico (49,74 — 71,41%), linoleico (9,25 — 22,46%), linolénico (0,94
—1,53%), araquidico (0,08 — 0,17%), eicosendico (0,17 — 0,23%) e behénico (< 0,08%).

Rueda et al. (2014), determinaram através da CG a composi¢cdo de 6leo de oliva e
abacate e alguns 6leos vegetais (girassol e soja), sendo detectados 0s seguintes acidos: miristico
(ND, 0,14, 0,05 e 0,06%), palmitico (13,60, 16,30, 4,98 e 9,17%), palmitoléico (0,50, 4,59, 0,10
e 0,08%), heptadecandico (ND, 0,34, 0,04 e 0,08%), estearico (3,28, 1,50, 3,24 e 3,81%), oleico
(75,40, 60,61, 53,11 e 24,44%), linoleico (5,50, 14,70, 37,80 e 54,00%), linolénico (0,78, 0,73,
0,28 e 8,03%), eicosendico (0,42, 0,09, 0,04 e ND%), behénico (ND, 0,11, 0,03 e 0,05%) e
lignocérico (0,03, 0,50, 0,22 e 0,24%), respectivamente.

Manaf et al. (2019), determinaram os acidos graxos do 0leo de abacate da Indonésia,
observando variacdes de 21,69 a 55,64% para o acido graxo oleico, um forte contraste com as
amostras neste estudo e com os padrdes propostos pelo Codex Alimentarius. Isso destaca por
que é necessario avaliar a importancia de algumas dessas variaveis naturais e analisar 6leos de
novas regides, cultivares etc.

Xing et al. (2019), determinaram a composicao de alguns 0Oleos através da CG, esses
6leos foram de gergelim, canola, soja, girassol e milho. Os resultados obtidos para os 6leos de
soja, girassol e milho foram que ambos apresentam maior proporcao de acido graxos referente
ao linoleico na faixa de (49,94 — 56,44%, 52,28 — 62,30% e 51,31 — 56,02%), a segunda maior
porcao é de &cido oleico (17,70 — 25,64%, 24,61 — 35,87% e 28,39 — 31,68%) respectivamente.
Os 0leos de soja e milho apresentam concentracdes elevadas de &cido palmitico. O éleo de soja
também apresentou concentracgdo de acido linolénico na faixa de (5,81 — 10,55%).
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Salas et al. (2014), determinaram a composi¢do de &cido graxo do 6leo de girassol. Os
autores detectaram o0s seguintes acidos: palmitico (3 - 5%), esteérico (2 - 3%), oleico (30 —
50%), linoleico (40 - 60%), araquidico (0,5 - 1%) e behénico (0,5 — 1,5%).

Rezanka e Rezankova (1999), determinacdo a composicdo de varios Oleos através da
CG, sendo esses 6leos de oliva, girassol, milho, soja e algoddo. Os resultados obtidos para esses
6leos foram: miristico (0,0, 0,1, 0,2, 0,0 e 0,8%), palmitico (10,2, 5,5, 13,0, 11,6 e 27,3%),
palmitoléico (0,7, 0,1, 0,0, 0,3 e 0,8%), esteéarico (2,5, 4,7, 2,5, 4,2 e 2,0%), oleico (78,1, 19,5,
30,5, 21,6 e 18,3%), linoleico (7,1, 68,5, 52,1, 53,7 e 50,5%), linolénico (0,6, 0,1, 1,0, 7,5 e
0,0%), araquidico (0,5, 0,3, 0,5, 0,8 e 0,3%), eicosendico (0,3, 0,1, 0,2, 0,3 e 0,0%), behénico
(0,0, 0,9, 0,0, 0,0 e 0,0%) e lignoceérico (0,0, 0,2, 0,0, 0,0 e 0,0%), respectivamente.

Os resultados obtidos neste trabalho estdo dentro dos padrbes estabelecidos pelos
orgaos de fiscalizacdo tais como MAPA, ANVISA e Codex Alimentarius, que estdo citados nas
tabelas de 1 a 4. Os autores supracitados corroboram com estes resultados determinados,
entretanto podem apresentar variagfes na faixa de concentracdo dos teores de acidos graxos,

devido a fatores que ja foram citados anteriormente.

4.2 TECNICAS ESPECTROSCOPICAS
4.2.1 Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho

De acordo com Rohman e Che Man (2010), a espectroscopia 1V é importante na
identificacdo de estruturas moleculares, devido ao grande nimero de informagfes que s&o
obtidas e da possibilidade de atribuicdo de certas bandas de transmitancia relacionadas aos
grupos funcionais.

A Figura 8, mostra os espectros de IV das amostras de EVOO, EPO, EVAO e os 6leos
vegetais (girassol, milho, soja e algoddo). Ambos os espectros apresentam semelhancas nas
bandas caracteristicas, na posicdo e na forma, isso ocorre devido a composicdo quimica
semelhante referente aos acidos graxos e dos triglicerideos. Os grupos funcionais e seus

respectivos nimeros de onda estdo detalhados na Tabela 6.



Figura 8 - Espectro na regido do infravermelho das amostras
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Tabela 6 - Namero de onda, grupo funcional e modo vibracional no espectro FT-IR dos 6leos

=C-H (cis) Estiramento

2921 —CH-(CH3) Estiramento axial assimétrico
2851 —CH-(CHy) Estiramento axial simétrico
1743 —C=0 Estiramento axial assimétrico
1653 —C=C— Deformacéo axial
1464 —CH-(CHy) Deformacéo angular
1376 —CH-(CHy) Deformacéo angular
1238 —CH— Estiramento axial assimétrico
1161 —C—O (éster) Estiramento axial assimétrico
1097 —C—0 Estiramento axial simétrico
% —(CH2)r—, Deformac&o angular assimétrica
—HC=CH— no plano

Fonte: Autor.

Diversos trabalhos utilizando a IV para identificacdo das bandas dos dleos estéo
disponiveis na literatura. Rohman e Che Man (2012), discorrem que esses espectros sao
semelhantes e mostraram uma caracteristica tipica nas bandas de transmitancia para os acidos
graxos e triglicerideo que sdo os componentes principais das gorduras e 6leos comestiveis.

As Bandas atribuida a vibracdo estiramento axial de grupo C-H. As vibragdes de
ligagBes dos grupos metileno (—CH>-) e metil (—CHz) podem ser observadas em numeros de
onda de 3030 - 2853 cm™ que séo atribuidas a vibracdo de estiramento axial assimétrico e
simétrico, respectivamente. Na regido em torno de 1740 cm™ é devido a vibragéo de estiramento
da ligacdo dupla (C=0). Bandas fraca em 1654 cm™ atribuida a vibracdo de estiramento de
grupo C-O. Na regido da impressdo digital em 1465 — 1379 cm™ surgem da vibragdo
estiramento em tesoura CH> e CHs dos grupos éteres, enquanto aquelas em torno 1163 — 1034
cm™! estdo associadas a vibracdo de estiramento C-O. Um pequeno pico em 723 cm™!
corresponde a deformacgdo angular assimétrica no plano de grupamento CH,. Grupos de
metileno e metil também sdo observados em 1465 cm™ e 1377 cm™ devido as suas vibracoes
de deformacdo angular. Deformacdo axial e estiramento de grupo C-H e vibracdo de
estiramento de grupo C-O resultam em picos na regido de 1500 cm e por Gltimo em 723 cm™!

deformac&o angular assimétrica no plano de CHz (Rohman e Che Man, 2012; Islas et al., 2013;
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Lumakso et al., 2015; Sun et al., 2015; Squeo et al., 2019; Uncu, Ozen e Tokatli 2019; Santana
etal., 2019; Pan et al. 2022).

Lumakso et al. (2015), relatam a observagdo de banda relacionada a estiramento
vibracional de grupo -OH em 3468 cm! caracteristico do B-sitosterol para o 6leo de abacate,
enquanto os 6leos de milho e soja ndo apresentaram vibragdes nesse nimero de onda.

Os resultados obtidos pela espectroscopia na regido do infravermelho, mostrou-se que
pelos 6leos apresentarem semelhancas na posicao das bandas e na intensidade detectada devido
a composicdo de acido graxos presente na amostra, assim dificultando a diferenciacdo dos
mesmos. Segundo Sun e coautores (2015), esta semelhanca esta relacionada com a presenca
dos principais acidos graxos insaturados, tais como: acido oleico e linoleico que sdo comuns

aos oOleos vegetais.

4.2.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Conforme demonstrado, tanto os espectros RMN de préton (FIGURA 9), 0s espectros
RMN de *C (FIGURA 10) e RMN de 3C DEPT 135 (FIGURA 11) parao EVOO, EPO, EVAO
e os 6leos vegetais (girassol, milho, soja e algodao), os 6leos apresentam semelhancas entre si
relacionado aos seus deslocamentos quimicos, para *H (regido de 0 — 7,0 ppm), e 3C (regido
de 0 — 200 ppm). Esta sobreposicédo dos sinais ocorre devidos as semelhancas na composicédo
qguimica em termos de composicdo de acidos graxos livres ou como ésteres de glicerideos.
Devido a isso ndo é possivel discriminar por completo a composicao unitaria do &cido graxo
presente.

Nos espectros de RMN de proton (FIGURA 9), foi possivel observar sinais nos
deslocamentos quimicos entre 0 0,90 — 2,25 ppm que sdo atribuidos aos atomos de hidrogénio
que estdo ligados a carbono sp® de grupos metil e de metilenos. Na regido entre 2,25 — 4,40
ppm, sdo observados sinais caracteristicos de &tomos de hidrogénios ligados a carbono sp® que
estdo funcionalizados proximos de duplas ligacdes e/ou heterodtomos. Em 4,70 ppm é atribuido
ao sinal do solvente HDO. Na regido proximo ao 5,25 ppm estao presentes 0s sinais de atomos
de hidrogénios ligados a carbono do tipo sp?. Os prétons com seus grupos atribuidos e seus
respectivos deslocamentos quimico estdo detalhados na Tabela 7.



Figura 9 - Espectro de RMN de prdton das amostras
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Tabela 7 - Deslocamentos Quimicos e Atribui¢des dos Sinais no espectro RMN de préton dos

oleos

CH>-CH>—CH>—-CH3 Todos os &cidos graxos exceto linolénico

1,18 CH=CH-CH>—CH3 acidos graxos linolénico

1,52 CH>—CH(OH) Todos da cadeia acila

1,81 CH2CH>—COOH Todos da cadeia acila

2,27 CH>—CH=CH Todos os acidos graxos insaturados
2,47 CH,-COOH Todos da cadeia acila

2,98 CH=CH-CH>—CH=CH> Acido linolénico e linoleico
4,40 CH>-OCOR Glicerol

5,43 CH-OCOR Glicerol

5,54 CH=CH Todos os acidos graxos insaturado

Fonte: Autor.

De acordo com Popescu et al. (2015), em seu trabalho os deslocamentos quimicos de
préton observados para 0 EVOO ocorrem em: CH>—CH>—CH>—CH3 (8 = 0,88 ppm); (CH2)n (8
= 1,26 - 1,30 ppm); CH>-CH(OH) (& = 1,46 ppm); CH>CH>—COOH (6 = 1,60 ppm); CH>—
CH=CH (6 =2,02 ppm); CH(OH)-CH>—CH=CH2 (& = 2,20 ppm); CH>-COOH (6 =2,31 ppm);
CH=CH-CH>-CH=CH> (8 = 2,76 ppm); CH-OH (3 = 3,60 ppm); CH,-OCOR (CHa: 4 = 4,14
ppm; CHa'": 6=4,30 ppm); CH-OCOR (6= 5,26 ppm); (OH)CH-CH,—CH=CH (6 = 5,38 ppm);
(OH)CH-CH2>-CH=CH (5 = 5,54 ppm); CH=CH (& = 5,34ppm).

De acordo com Jafari, Kadivar e Keramat (2009), os sinais dos deslocamentos das
amostras de 6leos sdo similares, na regido préximo ao 5,25 ppm onde sdo caracteristicos de
atomos de hidrogénio ligados a carbono tipo sp? pode se evidenciar que os 6leos vegetais
apresentam maior intensidade quando comparado ao azeite, uma vez que é sabido da presenca
de duas insaturacdes no esqueleto do triacilglicerol dos dleos vegetais. Na regido entre 2,75
ppm, sdo observados sinais caracteristicos de &tomos de hidrogénios ligados a carbono sp® que
estdo funcionalizados proximos de duplas ligagcdes, sendo que os Oleos vegetais por
apresentarem maior quantidade de acido linoleico (prétons metilénicos na posigdo a em relacdo
as duas ligacdes duplas) apresentam maior intensidade nessa regido, os Unicos acidos graxos
presentes nesses 6leos que possuem esse grupo de protons sdo os acidos linolénico e linoleico.

Os deslocamentos quimicos observados nos sinais neste estudo foram ligeiramente diferentes
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daqueles observado pelos autores, essa diferenca pode estar relacionada ao tipo de solvente
utilizado e outras condigdes instrumentais.

Os sinais do espectro de RMN de proton dos triacilglicerideos dos principais
componentes do azeite de oliva, sdo bem conhecidos. Os triacilglicerideos apresentam
diferentes padrdes de substituicdo dependendo do comprimento, grau e tipo de insaturagéo dos
grupos acila. Componentes em menores quantidades sdo observados apenas por RMN de préton
quando seus sinais ndo estdo sobrepostos aos dos componentes principais e suas concentracoes
sdo altas o suficiente para serem detectadas (Alonso-Salces et al., 2021). Para esses
constituintes minoritarios espera-se que produzam sinais de RMN tais como: mono e
diglicerideos, esterdis, tocoferais, alcoois alifaticos, hidrocarbonetos, acidos graxos, pigmentos
e compostos fenolicos (Lia et al., 2020). As ressonancias de protons sdo explicadas em termos
dos efeitos de desblindagem de longo alcance que sdo produzidos pelos grupos funcionais de
acidos graxos cis insaturados e/ou ésteres, ou seja, ligacdes duplas e grupos carboxilicos, sobre
metilenos até cinco ou seis carbonos distantes dos grupos funcionais (Alonso-Salces et al.,
2021).

De acordo com Ozdemir et al. (2018), os compostos fendlicos e suas formas aldeidicas
sdo de dificil deteccdo em experimentos padrdo de RMN de prdton, seus deslocamentos
quimicos estdo em uma regido espectral de 5,60 — 10,00 ppm. Esses compostos sdo importantes,
pois sdo conhecidos por estarem intimamente relacionados com a qualidade organoléptica.

Segundo Dais e Hatzakis (2013), os espectros de 3C podem parecer mais complicados,
mas apresentam maiores informacdes estruturais quando comparado aos espectros de RMN de
préton, que se estende a uma regido mais estreita de alguns ppm.

As principais atribuicdes nos espectros de RMN de °C, disposto na Figura 10, sdo
pertencentes as moléculas dos triacilglicerdis, onde sdo agrupadas em quatro conjuntos de
sinais. A regido entre 10,00 — 35,00 ppm apresentam deslocamentos dos atomos de carbonos
que estdo mais blindados, caracteristicos de grupos alifaticos sp® de grupos metil e metileno.
Na regido entre 60,00 — 72,00 ppm sdo atribuidos os atomos de carbonos carbinolicos referentes
ao glicerol de monocilglicerdis, diacilglicerdis e triacilglicerdis. Na regido entre 124,00 —
134,00 ppm séo observados os atomos de carbonos insaturados sp? devido a presenca de
ligagdes duplas. Os atomos de carbonos do grupo carboxilicos referentes a cadeia dos acidos

graxos sd@o mais desblindados e sdo observados na regido de 172,00 — 174,00 ppm.
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Figura 10 - Espectro de RMN 3C das amostras
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Fonte: Autor.

Legenda: a) EVOO;
b) EPO;
c) EVAO.

E possivel observar na regido entre 124,00 — 134,00 ppm a diferenciagio entre os 6leos

extra virgens e 0 6leos vegetais, para o0 extra virgens é conhecido que sua maior porcéao de acido
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graxo oleio no qual apresenta uma insaturacao, ja os vegetais sua maior porcao de linoleico que
apresentam duas duplas ligagdes.

De acordo com Popescu et al. (2015), em seu trabalho os deslocamentos quimicos para
0 RMN de 3C para EVOO se sobrepde, assim é dificil a discriminacdo completa de
componentes de acido graxo, como é o caso dos grupos metil, metileno e etileno (na faixa de
14, 20, 25, 29 e 34 ppm). Se o nucleo é vizinho ou faz parte de um grupo quimico insaturado
(etileno) ou de um grupo quimico contendo oxigénio (por exemplo, carboxila ou éster), esse
nucleo pode ser atribuido a um determinado acido graxo ou a uma posi¢do na molécula, como
o0s sinais de 31, 62, 68, 127 e 173 ppm.

Segundo Vlahov (2006) e Garcia et al. (2019), os deslocamentos quimicos no RMN de
13C para EVOO, observaram na regido de 172,00 — 174,00 ppm pertencente aos carbonos da
carbonilicos dos acidos graxos, na regido de 124,00 — 134,00 ppm carbonos olefinicos dos
acidos graxos insaturados, na regido de 60,00 — 72,00 ppm carbonos pertencentes a estrutura
do glicerol e por Gltimo na regido de 10,00 — 35,00 ppm carbonos alifaticos.

Como continuidade a caracterizacdo por RMN, realizou-se experimentos DEPT 135
(FIGURA 11). Nos espectros de DEPT 135 € possivel distinguir os atomos de carbono
constituinte, uma vez que sao observados sinais em fase positiva para 0s atomos de carbono do
tipo CH e CHs e em fase negativa para os &tomos de carbono do tipo CH>. 1sso pode ser muito
atil para discriminar os diferentes tipos de carbonos. A partir da composic¢ao quimica dos acidos
graxos livre ou na forma de ésteres de glicerideos, observou-se que na regido de 15,00 ppm séo
atribuidos ao atomo de carbono caracteristicos de grupos metil (CHjs alifatico sp?), bem como
na regido entre 20,00 — 35,00 ppm estdo relacionadas a presenca de CH.. Na regido de 60,00 —
70,00 ppm pode-se observar a presenca de atomos de carbonos CH com sinal de fase positivo
gue pode ser atribuido a posi¢do sn-2 do esqueleto do glicerol, e CH2 como sinal negativo
atribuidos a posicdes sn-1,3 do esqueleto do glicerol. J& na faixa entre 125,00 — 135,00 ppm
atribuiu-se a CH de carbonos sp? insaturados devido a presenca de ligacdes duplas.
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Figura 11 - Espectro de RMN de *3C DEPT 135 das amostras
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Legenda: a) EVOO;
b) EPO;
c) EVAO.

Quando comparado os espectros de *H com os de 13C, observa-se que os espectros de
carbono sdo mais complexos, em contra partida fornecem informag6es mais completa da
composicdo quimica dos dleos. Vale ressaltar que os dados de ressonancias apresentadas neste

trabalho estdo bem difundidos na literatura conforme comentado anteriormente.
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O uso da integracdo nos sinais dos espectros de *H sdo comumente realizados pois 0s
numeros de hidrogénios sdo estritamente proporcionais aos hidrogénios presentes em cada
grupo funcional correspondente aos acidos graxos de cada amostra. De acordo com Bao et al.
(2023), discorrem sobre a dificuldade em notar certos sinais nos espectros de *H, uma vez que
estd dificuldade, estd relacionada com a sobreposicdo de alguns sinais de &cidos graxos
insaturados e também pode ser devida a sensibilidade limitada obtida pelo nimero selecionado
de varreduras e pelo campo magnético do instrumento utilizado, pois apresenta uma menor
resolucdo espectral.

Alguns autores relatam o uso da integral para relacionar com a concentragdo de alguns
acidos graxos, nos estudos de Popescu et al. (2015) e Vigli et al. (2003), utilizaram a integrac@es
dos sinais dos espectros de *H para determinar as concentrac6es dos principais acidos graxos
presentem em amostras de 6leos (&cido oleico, linoleico e linolénico), acido graxo saturado
(SFA) e o valor de iodo (1V). O nivel de insaturacdo do 6leo é indicado pelo 1V e é consequéncia
da composi¢do dos acidos graxos. Alto teor de &cido linolénico (com 3 ligacdes duplas)
aumentara o IV, enquanto alto teor de SFA ou &cido oleico (contendo apenas uma ligacao
insaturada) sera refletido em baixos IV, essa determinacéo é através da combinacao dos valores

das integrais e das formulas apresentadas na Tabela 8.

Tabela 8 - RelagGes para determinagdo de composicao de &cidos graxos

2
2+1)

3x(7)—4%*(2)
2x(2+1)

3 % (5)

m — Linolénico — Linoleico

) — Linolénico — Linoleico — Oleico
(10)/2

2+ 1)/3 " 8°

Fonte: Popescu et al., 2015; Vigli et al., 2003.

Como o sinal (2) é caracteristico apenas para o acido linolénico (os prétons metil) sua

concentragdo pode ser calculada reportando o sinal (2) aos sinais totais dos grupos metil [(2) +
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(3)]. As demais concentracdes de acidos graxos (&cidos graxos linoleico, oleico e SFA) sdo
calculadas utilizando-se adicionalmente os sinais (7) e (5). Todas as relagcdes levam em
consideracdo o numero de nuacleos equivalentes no grupo funcional que da o sinal de
ressonancia de RMN e calculam os &cidos graxos como concentra¢fes molares. O indice de
iodo dos Gleos ndo é uma medida quantitativa; € um numero empirico Util para definir a
quantidade total de insaturacdo, onde 86 representa o IV do &cido oleico.

Os resultados das integracGes de cada sinal e das concentracGes dos acidos graxos
(oleico, linoleico e linolénico), SFA e do valor de iodo, para cada material utilizado estdo nas
Tabelas 9 e 10.

Tabela 9 - Integrais dos principais grupos de ressonancia de RMN H para todos os tipos de

6leo (% da area total dos sinais)

Fonte: Autor.

Tabela 10 - Composicédo das amostras de 6leo (%)

Fonte: Autor.
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Com a avaliacdo dos valores obtidos, pode-se observar que 0s azeites extra virgem
apresentam como ja é sabido uma maior composicéo € o acido oleico com 56,5 e 57,6 para 0
EVOO e EVAO, respectivamente. Ja os Oleos vegetais (girassol, milho, soja e algodao)
apresentaram valores entre 24,5 — 40,4% para o0 &cido oleico e entre 34,7 — 51,2% para 0 acido
linoleico. Em relagdo ao SFA o EVAO foi o que apresentou maior teor de 30%, enquanto o
6leo de soja apresentou maior teor de 1V 115%.

Popescu et al. (2015), encontraram valores de 80,27 + 2,07% para acido oleico e 2,42 +
1,27% para acido linoleico para amostra de 6leo virgem de oliva. Para 6leo de girassol 0s
valores foram de 33,91 + 2,14 e 50,91 + 2,06% para os acidos oleico e linoleico,
respectivamente.

Vigli et al. (2003), encontraram valores de 77,13 + 2,48 e 7,89 + 1,36% para 0s acidos
oleico e linoleico, respectivamente, para amostra de éleo de oliva, outros 6leos estudados como
6leo de girassol de 26,06 + 1,79 e 60,78 + 2,65%, 6leo milho 31,14 + 1,18 52,51 +1,91% e
6leo de soja apresentou valores de 24,63 + 1,68 e 50,11 + 0,94%.

Santos et al. (2018), encontraram valores de 51,84 + 0,04% para acido oleico e 24,77
0,04% para acido linoleico para amostra de 6leo de abacate. Para 6leo de girassol os valores
foram de 27,54 £+ 0,02 e 49,38 + 0,13% para os acidos oleico e linoleico, respectivamente.

Os resultados obtidos neste trabalho estédo de acordo com os autores supracitados. Em
comparacdo os resultados obtidos por meio da CG mostraram-se como melhor técnica para
determinacdo da composicéao de acidos graxos de 6leos vegetais. Entretanto o uso do RMN para
este fim como jéa foi citado anteriormente a técnica apresenta dificuldade em obter certos sinais
devido a sensibilidade limitada do instrumento utilizado.

4.3 TECNICAS TERMOANALITICAS

4.3.1 Termogravimetria

A Figura 12, mostra as curvas da termogravimetria (TG) e termogravimetria derivada
(DTG) das amostras de EVOO, EPO, EVAO e 6leo vegetais (girassol, milho, soja e algodéo)
realizadas em atmosfera de gas nitrogénio. As curvas TG indicam que a decomposicao térmica
das amostras, mas foi dificil detectar onde a velocidade de decomposicdo é maxima (ponto de
inflexdo da curva). Deste modo, utilizou-se a DTG para observar onde ocorre essa
decomposicao.

A perda de massa nas curvas TG das amostras ocorreu em Unica etapa, correspondendo

a aproximadamente 99% de perda de massa. Todas as curvas termogravimétricas obtidas
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indicam a auséncia de metais (sem residuos a 600 °C), agua e de outros compostos liquidos nas
amostras, além de possuirem estabilidade térmica. As temperaturas de decomposigao inicial e
final estdo dispostas na tabela 11.

Por meio da curva derivada primeira (DTG), é possivel observar a etapa de
decomposigdo. Nota-se que em todas as amostras, 0 evento é representado por um pico de perda
consecutiva de massa. Foi possivel verificar a faixa inicial e final da temperatura, assim como
as respectivas temperaturas de pico.

Figura 12— Curva TG e DTG em N3
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Figura 12 — Curva TG e DTG em N>
(concluséo)
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Fonte: Autor.

Legenda: a) Curva de TG de EVOO;
b) Curva de DTG de EVOO;
c¢) Curva de TG de EPO;

d) Curva de DTG de EPO;
e) Curva de TG de EVAOQ;
f) Curva de DTG de EVAO.

Tabela 11 - Temperatura inicial e final de decomposicao dos 6leos em atmosfera
de nitrogénio

Fonte: Autor.

A Figura 13, mostra os resultados de TG e DTG das amostras de EVOO, EPO, EVAO
e Oleo vegetais (girassol, milho, soja e algoddo) realizadas em atmosfera de ar sintético.
Verifica-se que as perdas de massa nas curvas TG ocorreram em trés etapas, em todas

as amostras, todas as curvas obtidas nesta atmosfera também indicam auséncia de metais, agua
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e outros compostos liquidos e estabilidade térmica. As temperaturas de decomposicdo inicial e
final para cada etapa estdo dispostas na tabela 12.

Por meio da curva da derivada primeira (DTG), € possivel observar as etapas de
decomposic¢do, comprovando assim a inferéncia da ocorréncia de trés etapas na curva TG. Nota-
se que em todas as etapas de decomposic¢édo das amostras ocorrem de forma sobrepostas.

As perdas de massa de cada amostra estdo relacionadas a composi¢do quimica dos
acidos graxos.

Figura 13 — Curva TG e DSC em ar sintético
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Figura 13 — Curva TG e DTG em ar sintético
(concluséo)
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Fonte: Autor.

Legenda: a) Curva de TG de EVOO;
b) Curva de DTG de EVOO;
c¢) Curva de TG de EPO;

d) Curva de DTG de EPO;
e) Curva de TG de EVAQ;
f) Curva de DTG de EVAO.

Tabela 12 - Temperatura inicial e final de decomposicéo dos 6leos em atmosfera de ar sintético

T inicial T final T inicial T final T inicial T final

(°C) (°C) (°C) (°C) (°C) (°C)
203,80 37838 38579 452,78 472,34 618,46
242,04 410,69 41543 469,97 484,79 625,87
250,20 41953 42751 439,48 459,59 591,58
242,04 405,65 402,98 464,93 477,38 608,68
234,63 41069 413,06 472,32 475,01 621,13
232,26 405,65 419,28 469,97 494,87 616,09
243,50 41953 426,24 454,17 464,86 548,81

Fonte: Autor.

Alguns estudos sobre andlise termogravimétrica em atmosfera de ar sintéticos de dleos
disponiveis na literatura.

Santos et al. (2002), analisaram o comportamento de alguns 6leos vegetais atras do TG-
DTG com atmosfera de ar sintético a 20 mL min™* e verificaram a ocorréncia de trés eventos
térmicos, que correspondem a perda de massa da fracdo de &cidos graxos poliinsaturados na

faixa de 200 — 380 °C, monoinsaturados na faixa de 380 — 480 °C e saturados na faixa de 480
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—600 °C, devido as respectivas estruturas serem mais ou menos resistentes a altas temperaturas.
A estabilidade térmica dos 6leos vegetais comerciais mostrou dependéncia da composicao de
acidos graxos, sendo influenciada também pela presenca de antioxidantes naturais e artificiais.
Em geral, quanto maior o grau de insaturacdo dos acidos graxos dos 6leos vegetais, mais esses
Oleos serdo suscetiveis & deterioracdo térmica. Apesar disso, observou-se que Vvarios 0leos
vegetais comerciais, com menor grau de insaturacdo, apresentaram estabilidade térmica
equivalente ou menor do que outros com maior grau de insaturacdo, indicando que outros
fatores estdo envolvidos na estabilidade térmica do Oleo vegetal, principalmente quando
expostos a condicOes inadequadas de armazenamento.

De acordo com Santos et al. (2009), em seu trabalho no qual foi estudado a pir6lise do
Oleo de soja, a TG e DTG demostraram uma etapa de decomposic¢éo na faixa de 300 — 500 °C,
independente das variacdes nas razfes de aguecimento empregadas, chegaram a concluséo que
esse parametro ndo influencia no perfil de decomposicao, mas afeta as temperaturas de inicio e
final do evento. Um aumento na razéo de aquecimento provocou um deslocamento do evento
de decomposicdo para maiores temperaturas, como ja era esperado. Assim como esta bem
difundido na literatura, a diminuicdo nesta razdo prova uma diminuicdo nas temperaturas
aparentes das reagdes de decomposic¢édo, bem como na temperatura na qual a reacdo se completa.
As reacOes rapidas e irreversiveis sdo bem menos afetadas que as reagdes lentas e irreversiveis.

Segundo Santos e Ferreira (1998), o processo de pirdlise de 6leos vegetais inicia-se a
350 °C. Nessas condicdes o triglicerideo é decomposto, levando a formacdo de acidos
carboxilicos, acroleina e cetenos. Os cetenos e a acroleina, por serem menos estaveis que o
acido carboxilico, sdo facilmente decompostos levando a formacdo de ésteres, acidos
carboxilicos e hidrocarbonetos. Na sequéncia, a decomposicdo térmica dos acidos pode
acontecer descarbonizacdo ou descarboxilacdo. Na descarbonizacdo tem-se a formacao de agua
e CO e um hidrocarboneto com uma nova insaturacdo terminal. Na descarboxilagéo sdo gerados
CO2 e um hidrocarboneto, sem a formagédo de novas insaturagoes.

Qiao et al. (2019), analisaram a pirolise do 6leo de palma através da TG/DTG utilizando
atmosfera de N, 0s autores observaram que o material é estavel até atingir a temperatura de
385 °C, um evento de perda de massa com inicio em 385 — 488 °C, sendo que a temperatura
maxima do pico de DTG foi em 440 °C. Desta maneira os autores concluiram que o 6leo de
palma apresenta decomposicdo em unica etapa com perda de massa de aproximadamente de
98,35%.

Segundo Garcia et al. (2004), é possivel correlacionar as temperaturas inicial e final de
decomposicéo e/ou volatilizacdo obtidos por TG com o tamanho e o grau de instauracdo dos
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triacilglicerideos presentes nessas amostras. Podendo, assim, sugerir de maneira relativa, o
comprimento da cadeia do triacilglicerideo presente num determinado 6leo em comparacao a
outro. Nesse sentido, estima-se que o 6leo de milho, por apresentar maior temperatura de
estabilidade térmica, deve apresentar menor teor de triacilglicerideos de cadeia curta e maior
teor de triacilglicerideos de cadeia longa.

Forero-Doria et al. (2017), relataram em seu trabalho que as amostras de azeite de oliva
e de abacate sofrem processo de decomposicao oxidativa na faixa entre 200 — 600 °C ocorrendo
em varias etapas consecutivas e simultaneas, apresentando perda de massa de 99,7 e 99,6%
respectivamente. Outra observagao feita pelos autores foi que o azeite de abacate apresenta

estabilidade térmica até 176 °C, enquanto o azeite de oliva apresenta estabilidade até 222 °C.

4.3.2 Calorimetria Exploratoria Diferencial

A DSC ¢é uma técnica adequada para caracterizagdo de mudangas fisicas ou quimicas de
transicdo de fase, como cristalizacdo e fusdo de 6leos vegetais, que requerem o consumo ou
liberacdo de calor, principalmente quando se consideram curvas de resfriamento. Essas curvas
sdo facilmente interpretaveis do que aquelas obtidas apenas por aquecimento, pois o conhecido
fendmeno de recristalizacdo por fusdo pode ocorrer facilmente para amostras de 6leos. No
entanto, a cristalizacdo de 0Oleos pode ser influenciada por sua composi¢do quimica e por
condicdes instrumentais, como a razdo de resfriamento, de modo que o estado cristalino inicial
n&o desempenha um papel no desenvolvimento da transi¢do (Cerretani et al., 2011).

Os Oleos vegetais quando submetidos ao ambiente de baixa temperatura, sofrem
solidificacdo através da cristalizacdo, que surgem do aparecimento de cristais cerosos que
rapidamente se aglomeram resultando na solidificacdo do 6leo. O éleo vegetal é um sistema
molecular complexo e, portanto, a transi¢éo do estado liquido para o s6lido ndo ocorre em uma
determinada temperatura, mas em uma ampla faixa de temperatura envolvendo varias formas
polimorficas (a, B, Pt) contribuindo para a aparéncia da cera e o processo de cristalizacéo
(Adhvaryu; Erhan; Perez, 2003).

4.3.2.1 Calorimetria Exploratéria Diferencial do EVOO

A Figura 14, mostra as curvas de resfriamento e aquecimento ciclico de DSC para

EVOO e oleos vegetais (girassol, milho e soja), realizada em atmosfera de nitrogénio. Nesta
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figura pode-se observar que a amostra de EVOO possui trés eventos térmicos principais e 0s
demais 0Oleos vegetais estudados apresentam apenas dois eventos principais.

Na faixa de temperatura de aproximadamente (-10,0 °C) existe uma mudanca na linha
base que pode ser evidenciado em todos os 6leos testados que é caracteristico de transicdo vitrea
(Tg). Para a amostra EVOO, foram observados trés eventos caracteristicos, sendo o primeiro
evento exotérmico de cristalizacdo na faixa (-38,9 a -65,2 °C) e dois eventos endotérmicos
consecutivos caracteristicos de fusdo (-25,3a 0,4 °C e 0,4 a 14,5 °C). Para as demais amostras
de 6leos vegetais (girassol, milho e soja), os eventos caracteristicos de cristalizacdo mostraram
mudancas de temperatura. Nestes Oleos, os eventos de cristalizacdo apresentaram menor
intensidade em relagdo ao EVOO, sendo observados na faixa de (-59,7 a -78,0 °C) para 6leo de
girassol, (-58,2 a -78,8 °C) para 6leo de milho e (-60,2 a - 78,5 °C) para 6leo de soja. Foram
observados eventos de fusédo: (-43,6 a -29,3 °C e -29,3 a 0,2 °C) para 0leo de girassol, (-43,6 a
-28,8 °C e -28,8 a 8,6 °C) para 6leo de milho e (-45,6 a -30,5 °C e -30,5 a 0,7 °C) para Gleo de
soja. A cristalizagdo é comumente usada para caracterizar o comportamento térmico de

amostras de 6leo como um evento fisico que requer a liberacdo de calor na forma de entalpia

térmica.
Figura 14 - Curva de DSC ciclica das amostras
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Figura 14 — Curva de DSC ciclica das amostras
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Fonte: Autor.

Legenda: a) EVOO,;
b) Oleo de Girassol;
¢) Oleo de Milho;
d) Oleo de Soja.

A Tabela 13 mostra os valores de entalpia e Tonset para cada evento das amostras

isoladamente.

Tabela 13 - Parametros da curva de DSC ciclica para EVOO, 6leo de girassol, 6leo de milho,

6leo de soja

. Tonset Tonset Tonset

391 (°C) (3.9 (°C) J.gh (°C)

-10,66 23,46 -41,59 34,35 -13,92 10,75 1,70
-11,81 2,62 -60,84 3,21 -38,92 40,05 -27,93
-11,12 2,94 -60, 11 3,19 -39,76 46,65 -27,36
-10,90 0,61 -64,55 2,64 -40,59 20,32 -28,54

Fonte: Autor.

Cerretani et al. (2011), relataram que 0 EVOO apresentou evento exotérmico em T onset
a aproximadamente -40 °C. A uma pequena diferenca de Tonset encontrada neste trabalho (-41,59
°C), essa diferenca pode ser atribuida a alteracbes na composicdo quimica dos acidos graxos

nas amostras de EVOO utilizados em ambos os trabalhos e também & varia¢do das condicGes
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experimentais utilizadas. Por exemplo, neste trabalho a relagdo resfriamento e aquecimento
utilizados foi de 5 °C min* enquanto em Cerretani et al. (2011), empregou-se 2 °C min™,

Laddomada et al. (2013), observaram na curva de aguecimento, apresentou dois eventos
endotérmicos na faixa de -30 a 15 °C. O primeiro pico na faixa de -10 a -1 °C esta relacionado
a transicao de formas cristalinas polimorficas instaveis para formas mais estaveis de numerosos
triacilglicerdis (TAGSs) (Ferrari et al., 2007).

Jafari, Kadivar e Keramat (2009), observaram trés eventos exotérmicos na curva de
resfriamento, sendo dois de menor intensidade e um de maior intensidade estando na faixa de
temperatura de (-45,5, -75,5, -73,5 e -55,2 °C) para amostras de dleo de oliva, soja, girassol e
canola respectivamente. Os autores atribuem esses eventos como cocristalizacdo de
triacilglicerdis altamente insaturados.

Chiavano et al. (2009), apontam a presenca de dois eventos exotérmicos, um
caracteristico da transicdo vitrea (Tg) que ocorre em torno de -15 °C, o outro com maior
intensidade referente ao evento de cristalizacdo ocorrido a -38,5 °C para EVOO. Na curva de
aquecimento, dois eventos caracteristicos de fusdo ocorrendo na faixa de -3,5 a 8,3 °C. Todas
as interpretacfes desses eventos ja foram citadas acima. Outros trabalhos também fornecem
caracterizagdes por DSC quanto aos eventos exotérmicos e endotérmicos de amostras de EVOO
e resultados semelhantes foram obtidos (Chiavano et al., 2008a; Angiuli et al., 2007; Angiuli
et al., 2009; Angiuli et al., 2006; Chiavano et al., 2008b; Che Man; Tan, 2002; Chiavano et al.,
2010; Maggio et al., 2014).

A mudanga na linha base que ocorre na amostra de EVOO, pode ser atribuido a transicéo
de fase da fracdo de acidos graxos saturados do 6leo contendo principalmente acido palmitico
e acido estearico. O evento exotérmico de maior intensidade observado pode estar relacionado
a transicdo de fase da fracdo altamente insaturada do O6leo de baixo ponto de fusdo.
Considerando a distribuic&o tipica de triacilglicerol no EVOO, este evento térmico envolveu o0s
triacilglicerdis mais abundantes que séo trioleina, dioleoil-linoleoilglicerol e dioleoil-palmitoil-
glicerol. Conforme amplamente divulgado na literatura, esses triacilglicerdis representam cerca
de 60% do total de triacilglicerdis no EVOO (Barba; Arrighetti; Calligaris, 2013).

Outras atribui¢cBes encontradas estdo relacionadas aos eventos endotérmicos das
amostras de EVOO, que apresentam dois eventos simultaneos que podem ser atribuidos ao
rearranjo molecular dos cristais em formas polimdrficas mais estaveis que sofrem cristalizacéo.
Esses eventos estdo relacionados a fusao de lipidios cristalizados (Cerretani et al., 2011). De

acordo com Barba e colaboradores (2013), os eventos endotérmicos podem estar atribuidos com
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a fusdo de triacilglicerol altamente insaturados e triacilglicerol mais saturados para o evento de
maior e menor intensidade detectados, respectivamente.

Conforme mostrado na Figura 15, as curvas ciclicas DSC para misturas de EVOO com
Oleos vegetais mostram um evento de cristalizacdo caracteristico para EVOO, ja tendo sido
relatado anteriormente. Ambas as curvas foram realizadas correcdo de linha de base na faixa de
temperatura de 20 a -15 °C e de -0,5 a 30 °C. Também € possivel observar que com o0 aumento
da concentragdo do adulterante, ha um deslocamento do evento de cristalizacdo do EVOO para
temperaturas mais baixas, independente do adulterante utilizado. Essa alteracdo pode estar
relacionada a composigdo de acidos graxos da amostra.

Os 6leos vegetais possuem alta concentracdo de acido linoleico, enquanto no EVOO o
acido oleico é predominante. A diferenca entre os dois tipos de acidos é o nuimero de
insaturacdo. Enquanto o &cido oleico tem apenas uma insaturacdo na cadeia carbénica, o acido
linoleico é caracterizado por duas insaturag@es na cadeia carbénica (Barros et al., 2021a).

Em relacdo aos eventos endotérmicos, foi possivel verificar a modificacdo em Tonset
(menor temperatura) do primeiro evento de fusdo e também o desaparecimento do segundo
evento de fusdo para EVOO. Esse comportamento ficou mais evidente quando a concentracédo
de adulterante aumentou em ambas as misturas. O inicio desse deslocamento ocorre a partir da
concentracdo de 40% de 6leo de girassol (FIGURA 15a), 50% de 6leo de milho (FIGURA 15b)
e 25% de oleo de soja (FIGURA 15c). Os eventos de fusdo do EVOO permaneceram

sobrepostos aos dos 0leos vegetais.

Figura 15 - Curva de DSC ciclica das misturas binarias
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Figura 15 — Curva de DSC ciclica das misturas binarias
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Fonte: Autor.

Legenda: a) EVOO com Oleo de Girassol;
b) EVOO com Oleo de Milho;
¢) EVOO com Oleo de Soja.

4.3.2.2 Calorimetria Exploratéria Diferencial do EPO

A Figura 16 mostra as curvas de resfriamento e aquecimento ciclico de DSC para EPO
e Oleo de soja, realizadas em atmosfera de nitrogénio. Nesta figura pode-se observar que ambas
as amostras possuem trés eventos térmicos principais, sendo eles um evento caracteristico de
cristalizacdo e dois eventos simultaneos caracteristico de fuséo.

Na faixa de temperatura de aproximamente (-9,8 °C) existe uma mudanca na linha base
que pode ser evidenciado em todos os 0leos testados que é caracteristico de transi¢do vitrea
(Tg). Para a amostra de EPO, apresentou evento exotérmico caracteristico de cristalizacéo,
sendo observado na faixa de (-58,2 a -79,1 °C) e dois eventos endotérmicos caracteristicos de
fusdo na faixa de (-52,0 a -32,2 °C e -32,2 a 4,2 °C). Para a amostra de 0leo de soja, 0 evento
exotérmico de cristalizacdo foi observado na faixa de (-48,6 a -69,9 °C) e dois eventos
endotérmicos na faixa de (-46,3 a-29,2 °C e -29,2 a 6,2 °C).

As atribuicGes sobre o0s eventos exotérmicos e endotérmicos que ocorrem nas amostras
de EPO e dleo de soja, sdo simulares as ja discutidas na sec¢do anterior. Podendo ser atribuido a
transicdo de fase da fracdo de acidos graxos saturados. O evento exotérmico pode estar
relacionado a transicdo de fase da fracdo altamente insaturada de baixo ponto de fus&o. Aos
eventos endotérmicos, que apresentam dois eventos simultaneos que podem ser atribuidos ao

rearranjo molecular dos cristais em formas polimarficas mais estaveis que sofrem cristalizacao.
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Figura 16 — Curva de DSC ciclica as amostras
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Fonte: Autor.
Legenda: a) EPO;
b) Oleo de Soja.
A Tabela 14 mostra os valores de entalpia e Tonset para cada evento das amostras

isoladamente.

Tabela 14 - Parametros da curva de DSC ciclica para EPO, 6leo de soja

AH AH Tonset

AH

Tonset Tonset

°C

(-g%) °C) | (Qgh) | (O (-g%) (°C)
-9,97 12,00  -58,16 36,56 -31,02  0,3522 -4,00
9,07 41,65  -52,62 5906 -2814 13,69 -10,49

Fonte: Autor.

Conforme é observado na curva ciclica da mistura (FIGURA 17), apresenta
deslocamento no evento de fuséo, esse deslocamento é correspondente ao segundo evento de
fusdo. Esse comportamento ficou mais evidente quando a concentracdo de adulterante
aumentou na mistura, o inicio desse deslocamento ocorre a partir da concentracdo de 25%.

Segundo Barros et al. (2021a), ja é conhecido que alguns éleos possuem alta
concentracdo de acido linoleico, ambos EPO e 6leo de soja apresentam este tipo de acido graxo

majoritario.
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Figura 17 — Curva de DSC ciclica das misturas binarias
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Fonte: Autor.

Legenda: a) Curva de DSC ciclica das misturas binérias;
b) Ampliagdo do evento de cristalizacdo das misturas binarias;
c¢) Ampliacdo do evento de fusdo das misturas binarias.

4.3.2.3 Calorimetria Exploratoria Diferencial do EVAO

A Figura 18, mostra as curvas de resfriamento e aquecimento ciclico de DSC para
EVAO, oleo de algodéo, milho e soja, realizadas em atmosfera de nitrogénio.

Na faixa de temperatura de aproximadamente (-6,1 °C) existe uma mudanca na linha
base que pode ser evidenciado em todos os 6leos testados que é caracteristico de transi¢éo vitrea
(Tg). Para a amostra EVAO, foram observados trés eventos caracteristicos, sendo um evento
exotérmico caracteristico de cristalizacdo na faixa (-50,1 a -78,4 °C) e dois eventos
endotérmicos consecutivos caracteristicos de fusdo (-22,6 a -7,2 °C e -7,2 a 17,6 °C). Para as
demais amostras de 6leos vegetais (algoddo, milho e soja), os eventos caracteristicos de
cristalizacdo foram observados na faixa de (-30,6 a -71,8 °C) para 6leo de algodao, (-56,3 a -
79,5 °C) para 6leo de milho e (-59,1 a -80,2 °C) para 06leo de soja. Foram observados eventos
caracteristicos de fusdo: (-38,2 a -15,0 °C e -15,0 a 14,5 °C) para 6leo de algodao, (-55,3 a -
29,3 °Ce-29,3a4,5 °C) para 6leo de milho e (-51,6 a -29,9 °C e -29,9 a 7,4 °C) para Gleo de
soja. A cristalizacdo é comumente usada para caracterizar o comportamento térmico de
amostras de 6leo como um evento fisico que requer a liberacao de entalpia térmica.

As atribuicBes sobre 0s eventos exotérmicos e endotérmicos que ocorrem nas amostras
de EVAO, dleo de algoddo, milho e soja, sdo simulares as ja discutidas nas se¢des anteriores.
Podendo ser atribuido a transicdo de fase da fracdo de acidos graxos saturados. O evento

exotérmico pode estar relacionado a transicao de fase da fracao altamente insaturada do 6leo de
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baixo ponto de fusdo. Aos eventos endotérmicos, que apresentam dois eventos simultaneos que

podem ser atribuidos ao rearranjo molecular dos cristais em formas polimdérficas mais estaveis

que sofrem cristalizagdo.

Figura 18 - Curva de DSC ciclica das amostras
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Legenda: a) EVAO
b) Oleo de Algodéo;

¢) Oleo de Milho;
d) Oleo de Soja.
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A Tabela 15 mostra os valores de entalpia e Tonset para cada evento das amostras
isoladamente.
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Tabela 15 - Parametros da curva de DSC ciclica para EVAO, dleo de algod&o, 6leo de milho e

6leo de soja

Tonset TOﬂSGt Tonset

°C) °C) °C)

-53,60 -21,24 -6,72
255 4660  -31,74 10,19 -2840 1692  -12,35
930 3554  -5802 4726 -3921 4353  -27,31
6,93 3442  -60,86 7,077 -4054 4818  -28,28

Fonte: Autor.

Yanty, Marikkar e Long (2011), utilizaram a DSC para caracterizar 0s eventos térmicos
de quatro amostras EVAQ, sendo elas trés amostras locais e uma importada, e todas obtidas a
partir da espécie Hass, ambas as amostras locais apresentaram eventos exotérmicos
caracteristico de transicéo vitrea (Tg) na faixa de (22,6 a 29,3 °C) e a amostra importada em (-
13,7 °C). Sobre o evento exotérmico caracteristico de cristalizacéo as amostras locais iniciaram
em 0,0 °C, enquanto a amostra importada ocorreu a partir de (-40,0 a -65,0 °C). Para o0 evento
endotérmico caracteristico de fusdo as amostras locais ocorreram até (45,7 °C), enquanto a
amostra importada sua temperatura final dos eventos de fusdo foi até (2,3 °C). Segundo 0s
autores, as diferencas de comportamento térmico entre as cultivares locais e a importada, podem
ser devido as diferencas em suas composi¢des de acidos graxos e triacilglicerois.

Manaf et al. (2019), determinaram o comportamento térmico de cinco amostras de
azeite de abacate cultivados na Indonésia, os autores observaram diferentes temperaturas
iniciais para o evento exotérmico de cristalizacao variando da faixa de 14,77 a -5,78 °C. Outras
amostras apresentam o mesmo evento de cristalizacdo a cima de -50 °C. Os perfis de fusdo
também apresentaram variacdo na temperatura na faixa de -4,64 a 36,68 °C. Esse
comportamento foi justificado devido a composicdo de &cido graxo e triacilglicerol das
amostras.

No trabalho de Indrayani, Rohman e Riyanto (2016), os pontos iniciais do evento de
cristalizacdo dos 6leos de abacate de diferentes variedades estudos foram 7,82, 12,21 e 23,40°C,

respectivamente.
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Conforme sdo observados nas curvas ciclicas das misturas (FIGURA 19), apresentam
deslocamentos nos eventos de cristalizacdo e no de fusdo. Esse comportamento ficou mais
evidente quando a concentracdo de adulterante aumentou nas misturas, o inicio desse
deslocamento ocorre a partir da concentracdo de 60% de 6leo de algodao (FIGURA 19a), 40%
de 6leo de milho (FIGURA 19b) e 40% de 6leo de soja (FIGURA 19c).

Figura 19 - Curva ciclica DSC das misturas binarias
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Fonte: Autor.

Legenda: a) EVAO com Oleo de Algodio;
b) EVAO com Oleo de Milho;
¢) EVAO com Oleo de Soja.

As atribuicfes de acidos graxos a partir das curvas ciclicas de DSC sdo sempre dificeis
de detectar por analise univariada, portanto, o uso de uma abordagem mdltipla para obter esses
dados é mais viavel. Em particular, o PLS é um meétodo mais completo para este tipo de
abordagem. Cerretani et al. (2011), propuseram uma aplicacdo da curva ciclica de DSC com



92

PLS para atribuir os principais acidos graxos e suas somas percentuais, bem como, indices de
qualidade. Para isso, varios modelos de calibragdo multivariada foram construidos pelo
algoritmo PLS, usando dados DSC pré-processados.

A partir desta abordagem, foram propostos modelos multivariados (iPLS e PLS) e
univariados (calibragéo externa) utilizando dados DSC para determinar a adulteracdo em
EVOO com o6leos vegetais (girassol, milho e soja), EPO com 6leo de soja e para EVAO com
oOleos vegetais (algodédo, milho e soja), sdo apresentados a seguir.

Em particular para o EVOO foi proposto a calibrac¢do univariada pelo método Spiking,

para validacdo do modelo.

4.4 MODELOS MULTIVARIADOS E UNIVARIADOS
441 ModeloiPLS

Nessa secdo, serdo apresentados os modelos iPLS construidos a partir dos dados binarios
das misturas obtidos a partir dos resultados das analises DSC, de EVOO com 06leos vegetais
(girassol, milho e soja), EPO com 6leo de soja e de EVAO com 6leos vegetais (algoddo, milho
e soja).

Os modelos foram divididos em 20 intervalos equidistantes, outros intervalos menores
também foram testados, mas sem apresentar éxito uma vez que apresentam elevados RMESCV.
A linha pontilhada vermelha representa 0 RMSECYV para 0 modelo global, as barras indicam o
valor de RMSECYV para cada intervalo, dentro das mesmas os numeros em italico indicam o
namero de LV otimizado. Os intervalos foram selecionados por meio da avaliacdo do RMSECV
do algoritmo iPLS para cada intervalo. Os intervalos selecionados para cada modelo foram
aqueles em gue apresentaram menores valores de RMSECV.

As melhores capacidades de previsdo dos modelos foram alcangadas quando foram
realizados os seguintes pré-processamento, para a curva de EVOO/6leo de girassol foi centrado
na média; EVOO/6leo de milho ndo houve pré-tratamento; EVOO/6leo de soja, foi centrado na
média e também feita a correcdo de sinal multiplicativo (MSC); a curva de EPO/6leo de soja
foi escalonamento automatico; a curva de EVAO/6leo de algoddo foi escalonamento
automatico; de EVAO/6leo de milho e EVAO/6leo de soja, foi centrado na média.
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4.4.1.1 Modelo iPLS do EVOO

Na Figura 20, os modelos iPLS foram construidos usando dados das misturas binarias
de EVOO com adulterantes 6leos vegetais (girassol, milho e soja). Para os modelos os
intervalos selecionados foram: 12° com LV = 3 que corresponde a faixa de temperatura de (-
71,92 a -61,95 °C) para o dleo de girassol; 17° com LV = 3 na faixa de temperatura de (-13,20
a -4,28 °C) para o 6leo de milho e 18° com LV = 2 na faixa de (-3,77 a 9,28 °C) para o 6leo de
soja, as correces R? obtiveram valores a partir de 0,689. Os valores de RMSECV foram

maiores do que aqueles obtidos pelos modelos PLS desenvolvidos que estdo apresentados na
proxima secao.

Figura 20 - Ajuste do modelo de regressdo iPLS das misturas
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Figura 20 — Ajuste do modelo de regresséo iPLS das misturas
(concluséo)
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Fonte: Autor.

Legenda: a) EVOO com Oleo de Girassol;
b) EVOO com Oleo de Milho;
¢) EVOO com Oleo de Soja.

Barros e coautores (2021a), construiram o modelo iPLS com dados obtidos por Raman
de misturas binarias de EVOO com o0leo de soja (% m/m). Para o0 modelo iPLS, os intervalos
foram selecionados por meio da avaliagdo do RMSECYV apresentado pelo célculo de validagao
cruzada do algoritmo iPLS para cada intervalo. Neste caso, obteve-se RMSECV de 2,17% e R?
0,9967 com LV de 4.

Lietal. (2018), utilizaram a espectroscopia Raman em conjunto com a quimiometria para
determinar adulteracdo de azeite de oliva com 6leo de cozinha residual, nesse estudo foram
obtidos 96 espectros das amostras em niveis de adulteracdo de (2,5%, 5%, 10%, 20%, 30% e
50%), para a quantificacdo foi utilizado o iPLS, foram escolhidos 25 subintervalos onde
apresentou a melhor modelagem com RMSECV 0,117 na regido de 1218 — 1262 cm™ com
correlacdo R? de 0,9613. A concluséo dos autores foram que o modelo estabelecido pode fazer
uma analise quantitativa eficaz no contetdo de 6leo de cozinha residual. O modelo proposto
fornece um método rapido e preciso para detectar a adulteracdo do 6leo de cozinha residual no
azeite.

Mata-Espinosa, Bosque-Sandra e Cuadros-Rodriguez (2011), utilizaram a CL-CAD
juntamente com a quimiometria para estudo da eficacia do uso dos triacilglicerdis para
quantificacdo de azeites em misturas com 6leos vegetais. Para o modelo foi utilizado 4 LV
onde o modelo apresentou RMSECV de 7,79 com correlacdo R? de 0,92. Os resultados

revelaram que os modelos iPLS podem prever as concentra¢@es de azeite com erros razoaveis.
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Revelando informagdes quimicas importantes no cromatograma para quantificar o azeite em

misturas de 6leos vegetais.

4.4.1.2 Modelo iPLS do EPO

Na Figura 21, o modelo iPLS foi construido usando dados das misturas binérias de EPO
com oOleo de soja. O intervalo selecionado foi 0 17° com LV = 3 que corresponde a faixa de
temperatura de (-24,02 a -19,67 °C) com correlacdo R? de 0,996. O valor de RMSECV ainda
foi menor do que aquele obtido pelo modelo PLS desenvolvido que esta apresentado na proxima

secao.

Figura 21 - Ajuste do modelo de regressédo iPLS das misturas
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Legenda: EPO com Oleo de Soja

Kaufmann et al. (2022), utilizaram a espectroscopia NIR juntamente com a quimiometria
para identificar adulteracdo em 6leo de coentro utilizando 6leos vegetais de palma, canola e
soja. Os resultados obtidos através do iPLS apresentaram coeficiente de determinacéo (R?) de
0,95, 0,88 € 0,86 e RMSECV de 15,42, 18,32 e 24,82%, para 0 Gleo de coentro adulterado com

6leo de palma, soja e canola, respectivamente.
4.4.1.3 Modelo iPLS do EVAO
Na Figura 22, os modelos iPLS que foram construidos usando dados das misturas binarias

de EVAO com adulterantes 6leos vegetais (algodao, milho e soja). Os intervalos selecionados
foram: 18° com LV = 6 que corresponde a faixa de temperatura de (-8,08 a 5,76 °C) para o 6leo
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de algodao; 15° com LV = 3 na faixa de (-40,75 a -32,58 °C) para o 6leo de milho; 12° com LV

= 7 na faixa de (-74,89 a -59,61 °C) para o 6leo de soja, as corre¢des R? obtiveram valores a

partir de 0,995. Os valores de RMSECV ainda foram maiores do que aqueles obtidos pelos

modelos PLS desenvolvidos que estdo apresentados na proxima secao.

Figura 22 - Ajuste do modelo de regressdo iPLS das misturas
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Figura 22 — Ajuste do modelo de regresséo iPLS das misturas
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Legenda: a) EVAO com Oleo de Algodao;
b) EVAO com Oleo de Milho;
¢) EVAO com Oleo de Soja.

4.42 Modelo PLS

Nessa secdo serdo apresentados os modelos PLS construidos a partir dos dados binarios
das misturas de EVOO com 6leos vegetais (girassol, milho e soja), EPO com 6leo de soja e de
EVAO com 6leos (algodao, milho e soja), obtidos a partir das analises realizadas por DSC.

Os modelos foram construidos usando (19 niveis para cada mistura), aos modelos foram
incluindo uma mistura em triplicada (a 50% m/m) de forma que foram usados 21 niveis, com
LV=2, 3 e 4 sendo observados valores adequados para RMSE tanto para calibracéo, validacéo
e predicao esses parametros de erro avaliam a qualidade dos ajustes de dados. O nimero de LV
foi determinado apos analisar graficamente o numero de LVs versus os valores de RMSEC e
RMSECV, foi possivel observa-se uma diminuicdo inicial acentuada, seguida de um
decréscimo menos evidente, seguido de uma continuagdo ou até mesmo um crescimento. Assim
0 numero de LV escolhido foi onde os valores dos erros deixam de cair de forma brusca e
comegam a apresentar valores mais estaveis, assim diminuisse os riscos de escolher-se um
numero excessivo de fatores conduzindo a um modelo superajustado ou um numero de fatores
insuficiente levando a um modelo subajustado.

As melhores capacidades de previsdo de ambos os modelos foram alcangadas quando
0s pré-tratamentos realizados nos dados, foram a correcdo multiplicativa de sinal (MSC) e

centrados na média (mean center) nas amostras.
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Segundo Islas et al. (2013), os modelos séo satisfatérios quando os RMSE estdo em
torno da faixa de + 5%, entretanto, idealmente esses erros serem reduzidos para a faixa de + 1
ou * 2%, se esses erros foram maiores que 10%, as chances de obtengdo de um modelo confiavel
sdo reduzidas. Todavia, essa ndo é uma regra absoluta. Os erros de predicdo sdo indicativos da
capacidade do modelo de prever com precisdo amostras desconhecidas. Quando o modelo
apresenta um alto RMSEP indica que o modelo ndo é adequado ou eficaz na previsdo. Deste
modo, alto valores de R? e baixo valores de RMSEP indicam o sucesso do modelo PLS.
Modelos aceitaveis devem possuir erros baixos, R? alto e pequenas diferencas entre os valores
de RMSEC e RMSEP, grandes diferencas entre os valores de RMSEC e RMSEP indicam a
introducdo de muitos fatores (variaveis latentes) nos modelos, incluindo ruido. O R?, que
descreve a qualidade do ajuste das concentracGes preditas, quanto mais proximo estiver da
unidade, melhor o modelo linear explica as variagcdes de y. Portanto a regra geral é: se 0s erros
nas determinacOes da propriedade de interesse sdo aproximadamente 0s mesmos para todas as
amostras do conjunto de calibracdo, o modelo deve prever essa propriedade com

aproximadamente a mesma preciséo.

4.4.2.1 Modelo PLS do EVOO

Na Figura 23, os modelos PLS foram construidos usando dados binarios EVOO com
adulterantes 6leos vegetais (girassol, milho e soja). Os modelos usaram LV = 3 e 4 sendo
observado valores adequados para RMSE tanto para calibracgdo, validacédo e predicdo. Para estes
modelos o R? foi maior para todos os parametros sendo acima 0,954. Pode-se observar que os
modelos apresentam uma tendéncia linear. O RMSE também apresentou valores abaixo de 5%.

Todos os residuos apresentaram comportamento homocedastico.



Previsto % (m/m)

Previsto % (m/m)

Previsto % (m/m)

Figura 23 - Ajuste do modelo de regressao PLS e Residuos das misturas.
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Nota: No modelo de regressdo PLS, os conjuntos de calibracdo e validagdo sdo indicados por
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Para comparar o modelo proposto, alguns estudos sobre a determinagdo de adulteracéo
em EVOO que abordam o uso de quimiometria estdo disponiveis na literatura. Jiang, Zheng e
Lu (2015), realizaram uma modelagem quimiométrica (regressdo PLS) usando dados
espectrofotométricos de UV para a determinacdo de adulteracao de azeite com 6leo vegetal. A
partir dessas analises foi possivel obter menor RMSE (0,001 - 0,710%) e maior R? (0,853 - 1,0).

Li et al. (2016), monitoraram a adulteracéo de 6leo de camélia com 6leo vegetal usando
DSC combinado com o método de regresséo linear maltipla stepwise (SMLR) para avaliar a
deteccdo de adulteracdo. As curvas de resfriamento e aquecimento DSC combinando o SMLR
foi um método eficaz para detectar 6leo de camélia adulterado com o limite inferior de deteccao
de 5% e R? superior em 0,999. Enquanto isso, 0 SMLR médio atingiu apenas 1,26%.

Jiménez-Carvelo e colaboradores (2017), usaram dados de cromatografia liquida para
quantificar azeite e 6leo de palma em misturas com outros 6leos vegetais comestiveis
empregando PLS e Suporte Vector Regresséo (SVR). Os modelos de quantificagdo propostos
mostraram melhores resultados para o azeite de oliva, do que para o azeite de dendé. A partir
dessas analises foi possivel obter RMSEV (5,7 e 8,4%) e R? (0,99) para o azeite e RMSEV (9,0
e 9,2%) e R? (0,99), para o 6leo de palma.

Yang e lrudayaraj (2001), comparam técnicas espectroscopicas NIR, MIR e Raman para
quantificar a adulteracdo do 6leo de bagaco de azeitona (0 - 100%, em incrementos de 5%).
Entre as técnicas avaliadas, a espectroscopia Raman apresentou o melhor R? de 0,997 para erro
padrdo de predicdo de 1,72%. No entanto, os modelos NIR e MIR apresentaram R? de 0,990 e
erro padrdo de predicdo de 3,27% e R? de 0,991 e erro padrdo de predicdo de 3,28%,
respectivamente.

Oussama et al. (2012), detectaram e quantificaram adulteracdes de 6leo de soja e girassol
em EVOO por MIR e PLS. Um modelo de regressao PLS foi capaz de prever a concentracao
de adulterantes no EVOO na faixa de 1 - 24% com R? de 0,996 e erros de calibragdo de 0,57%.

Rohman e Che Man (2010), usaram FT-IR para analisar 6leo de palma extra virgem com
R? de 0,998 e erro de validagéo de 0,453%.

Mata-Espinosa, Bosque-Sandra e Cuadros-Rodriguez (2011), utilizaram a CL-CAD
juntamente com a quimiometria para quantificar a presenca de 6leos vegetais em amostras de
EVOO, os autores propuseram um modelo para determinar um Unico 6leo vegetal e um Unico
EVOO, assim apresentando R? de 0,99 e RMSECV de 1,76, esse modelo foi classificado como
simples no sentido de que apenas modela a variabilidade de uma mistura de dois 6leos. Portanto,
um modelo mais completo é obtido quando se utiliza uma batelada de diferentes 6leos vegetais
e um azeite, o modelo mostra um R? de 0,96 e um RMSECV de 6,79, o modelo prevé
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concentracfes de EVOO em diferentes amostras de mistura de diferentes éleos vegetais (soja,
canola, sementes, girassol, milho, colza, uva), portanto, esse modelo inclui mais variabilidade.
Um modelo foi também proposto usando 10 amostras diferente de EVOO e 10 amostras
diferente de 6leos vegetais, usando quatro variaveis latentes, embora o modelo apresente um R?
de 0,91 e um RMSECYV 8,64. Assim 0s autores concluiram que é possivel quantificar misturas
de 6leos comestiveis em EVOO usando CL-CAD, aplicando ferramenta quimiométrica, usando
toda a variabilidade e em diferentes concentracdes, 0 modelo mostrou RMSECV menor que
8,6%.

4.4.2.2 Modelo PLS do EPO

Na Figura 24, o modelo PLS foi construido usando dados binarios EPO com 6leo de
soja. O modelo usou LV = 4 sendo observado valores adequados para RMSE tanto para
calibracéo, validagdo e predigdo. Para este modelo o R? foi maior para todos os parametros
sendo aproximadamente 0,985. Pode-se observar que o modelo apresenta uma tendéncia linear.
O RMSE também apresentou valores abaixo de 5%. O residuo apresentou comportamento

homocedastico.

Figura 24 - Ajuste do modelo de regressdo PLS e Residuo das misturas
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Para comparar o0 modelo proposto, estudos sobre a determinacdo de adulteracdo em
6leos de prensagem a frio, que abordam o uso de quimiometria estdo disponiveis na literatura.
Santana et al. (2019), utilizaram o modelo de classificacdo PLS-DA para discriminagéo o 6leo
de primula adulterado com éleo de girassol, milho e soja, durante a construcdo do modelo foram
utilizados LV de 4 uma vez que apresentou o menor valor de RMSE de 0,1121; 0,1143 e
0,1138% para calibracdo, previséo e validacdo cruzada, respectivamente.

Kaufmann et al. (2022), utilizaram a espectroscopia NIR juntamente com a
qguimiometria para identificar adulteracdo em 6leo de coentro utilizando 6leo vegetais de oleina
de palma, canola e soja como adulterantes. Os resultados obtidos através do PLS apresentaram
coeficiente de determinacédo (R?) de 0,98, 0,99 e 0,99 e RMSEP de 4,12, 4,26 e 5,40%, para 0
o6leo de coentro adulterado com 0leo de palma, soja e canola, respectivamente.

Santana et al. (2016), utilizaram o modelo de classificacdo PLS-DA para discriminacao
0 6leo de rosa mosqueta adulterado com 6leo de girassol, milho e soja, durante a construcao do
modelo foram utilizados LV de 4 uma vez que apresentou o menor valor de RMSE (0,2051 e
0,1649%) para previsao e validacao cruzada, respectivamente.

Moreira et al. (2018), utilizaram espectrometro NIR portétil e PLS, no desenvolvimento
e validacdo do método, foram utilizadas 53 amostras de 6leo de copaiba, a adulteragdo foi com
6leo de soja. Dentre as amostras, 15 eram de 6leo de copaiba pura e 31 adulteradas com 6leo
de soja ndo usadas, 6 adulteradas com 6leo de soja usados para fritura e 1 adulterada com 6leo
vegetal desconhecido. Quatro modelos foram desenvolvidos e o melhor deles apresentou
RMSEP 1,5%, R? 0,991 e REP menor que 2,0% e expressou precisdo com desvios abaixo de
0,7%. Estes resultados indicaram que o método foi adequado para analise de controle de
qualidade. Além disso, foi preciso na identificagdo de amostras com que nao estavam presentes
no modelo desenvolvido.

Zhu, Zou e Tan (2022), utilizaram a espectroscopia FT-IR juntamente com a
quimiometria para analisar adulteracéo de 6leo de semente de cominho com dleo de semente
de uva. Para isso 0 modelo foi construido com base na regido completa do espectro (4000 — 500
cm?), obtendo LV =5, RMSECV de 0,0206% e RMSEP de 0,0175%. Segundo os autores o
modelo pode quantificar adulteracdo de 6leo de semente de cominho preto na presenca de 6leo
de semente de uva com alta precisdo em niveis menores que 5%.

Temiz etal. (2021), utilizaram a espectroscopia Raman com PLS-DA para determinagéo
de adulteracdo em 6leos de cominho, améndoas e noz com 6leos de milho e girassol. Os valores
encontrados de RMSE para calibragdo (0,05 — 0,24%), validagéo cruzada (0,03 — 0,15%) e
previsdo (0,05 — 0,25%). Os autores indicaram que a espectroscopia Raman aliada a
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quimiometria pode ser potencialmente Gtil tanto para a discriminagao de 6leos prensados a frio
quanto para a rapida determinacdo de adulteracdo com 6leos mais baratos.

Pan et al. (2022), utilizaram a espectroscopia FT-IR e a cromatografia CG-MS
juntamente com a quimiometria para determinar adulteracdo de EPO com 6leos de amendoim
e girassol, as misturas binarias foram preparadas na faixa de 5 — 40%. A partir dos resultados
0s autores observaram que o modelo teve capacidade para distinguir EPO, 6leo de amendoim,
o0leo de girassol e 6leo adulterado.

4.4.2.3 Modelo PLS do EVAO

Na Figura 25, os modelos PLS foram construidos usando dados binarios EVAO com
oOleo vegetais (algoddo, milho e soja). Os modelos usaram LV = 2 e 3 sendo observado valores
adequados para RMSE tanto para calibracdo, validacéo e predicdo. Para este modelo o R? foi
maior para todos os parametros sendo aproximadamente 0,986. Pode-se observar que o0 modelo
apresenta uma tendéncia linear. O RMSE também apresentou valores abaixo de 5%. Todos 0s

residuos apresentaram comportamento homocedastico.

Figura 25 - Ajuste dos modelos de regressdo PLS e Residuos das misturas
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Figura 25 — Ajuste do modelo de regressdo PLS e Residuo das misturas
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Legenda: a) EVAO com Oleo de Algodao;
b) EVAO com Oleo de Milho;
¢) EVAO com Oleo de Soja.

Referéncia/ %

Nota: No modelo de regresséo PLS, os conjuntos de calibracéo e validagdo sdo indicados por circulos e

tridngulos, respectivamente

Para comparar o0 modelo proposto, estudos sobre a determinacdo de adulteracdo em

EVAO que abordam o uso de quimiometria estdo disponiveis na literatura.

Rohman et al. (2016), utilizou a FT-IR juntamente com a quimiometria para

determinacéo de adulteracdo em azeite de abacate com outros 6leos de preco mais baixo, como

6leo de palma e canola. Os PLS na regido de 1260 — 900 cm™ revelaram os melhores modelos

de calibracdo, tendo o maior coeficiente de determinacdo R? 0,999 e 0 RMSEC 0,80%, RMESP
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0,79%, para analise de 6leo de abacate na mistura com 6leo de palma. Enquanto isso, 0 maior
R20,9995, RMSEC 0,83% e RMSEP 0,64%, obtidos para 6leo de abacate na mistura com 6leo
de canola na regido de 3025 — 2850 e 1260 — 900 cm™.

Islas et al. (2013), utilizaram a FT-IR juntamente com a quimiometria para
determinacdo de adulteragdo em azeite de abacate com outros 6leos de pre¢o mais baixo, como
6leo de girassol, canola e soja. Foram construidos modelo de calibragdo PLS para cada mistura
na faixa de 2 - 50% (v/v), a partir dos dados espectrais e suas respectivas analises quimicas
(peréxido e valor de iodo). Os resultados alcancados pelos autores foram valores de R?
superiores a 0,98 para os conjuntos de dados de calibragdo em todos os pardmetros estudados e
os valores de SEC ficaram na faixa de 0,04-1,47, dependendo do adulterante ou parametro
quimico. Para os valores de predicdo o R? foi superior a 0,97 e os valores de SEP ficaram na
faixa de 0,09-2,81, com LV de 7 — 9 para as misturas de 6leo de soja, girassol e canola,
respectivamente.

Lumakso et al. (2015), quantificaram 6leos de soja e milho em 6leo de abacate usando
a combinacdo da FT-IR com a quimiometria. Para quantificacdo foi realizada usando a
calibracdo PLS sendo feitos algum processamento espectral, tais como: espectros sem
tratamento, suavizacdo e tratamento de derivagdo. Os nlmeros de onda de 1427-779 cm™ com
espectros sem tratamento foram adequados para a quantificacdo de 6leo de soja em dleo de
abacate, que revelou alto coeficiente de determinacdo de 0,9994 e baixo RMSEC 0,86%.
Enquanto isso, R? de 0,9994 e RMSEC de 0,87%, foram obtidos por PLS nos espectros
combinados nas regides de frequéncia de 1477-721, 1728-1685 e 3035-2881 cm™ para
quantificacdo de 6leo de milho em dleo de abacate. O modelo foi posteriormente validado
usando amostras independentes e ofereceu altos valores de R? de 0,9994 para 6leo de milho e
0,9998 para 6leo de soja com RMSEP de 0,88% 06leo de milho e 0,52% o6leo de soja,

respectivamente.

4.4.3 Curva de Calibracgado univariada
4.4.3.1 Calibragéo Externa do EVOO

Como foi observado um deslocamento térmico do evento de cristalizacdo do EVOO (-
42,91 a -57,51 °C) para cada adulterante, decidiu-se testar uma possivel correlacdo entre a
variacdo de Tonset € @ proporgdo de adulterantes nas amostras do estudo. Foram avaliados

também possiveis correlagdes com os valores de entalpia e 0s valores de entalpia € Tonset d0S
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eventos de fusdo, mas sem éxito. Os eventos de fusdo ndo apresentaram correlacdo devido a
sobreposicao.

A Figura 26, mostra as regressdes univariada e seus graficos de residuos dos valores de
Tonset das misturas. Para a mistura com 0leo de girassol, a determinag&o da curva foi construida
na faixa de 30 a 80%, (FIGURA 26a). Valores abaixo de 30% n&o apresentaram linearidade,
portanto, foram retirados da regressdo. Para a mistura com milho (FIGURA 26b) e soja
(FIGURA 26c¢) a faixa construida foi de 10 a 65% pois essa faixa apresentou linearidade, a
partir dessas faixas utilizadas, os residuos demonstraram distribuicdo homocedastico.

Os resultados mostram uma resposta linear nos valores de Tonset dOS eventos de
cristalizacdo a porcentagem dos 6leos de girassol, milho e soja adicionados ao EVOO. Os
gréficos de residuos, que apresentaram comportamento homocedastico e residuos menores que

5%, permitindo concluir que o modelo obteve um bom ajuste.

Figura 26 - Regresséo univariada e grafico dos residuos dos valores de Tonset das misturas
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Figura 26 - Regressdo univariada e grafico dos residuos dos valores Tonset das misturas
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Fonte: Autor.

Legenda: a) EVOO com Oleo de Girassol;
b) EVOO com Oleo de Milho;
¢) EVOO com Oleo de Soja.

Barros e coautores (2011b), utilizaram duas regides no espectro de Raman, para fazer a
calibracdo univariada como forma de determinacédo de adulteragdo de EVOO com 6leo de soja.
Os RMSE encontrado por eles foram maiores (RMSEC 1,44% e RMSEP 1,98%) dos que
encontrado nessa pesquisa que foram de 0,66% e 0,98%, respectivamente. Os autores avaliaram
0 modelo através da organizacdo dos erros, assim a disposi¢do aleatoria dos erros caracteriza a
adequacao do modelo para o conjunto de dados utilizado. Ao avaliar os erros dos diferentes
pontos, 0s erros ndo descrevem um comportamento tendencioso, configurando assim um
arranjo aleatorio (homocedastico).

Zhang et al. (2011), empregaram métodos padréo externos (ESM) e maquina vetorial
de suporte (SVM) para quantificar o azeite de oliva adulterado com 6leo de soja, milho
e girassol, relataram erros relativos absolutos de 7,41, 7,78 e 9,45%, respectivamente, para
ESM, e 5,10, 6,96 e 4,55%, para SVM, respectivamente.

Shi et al. (2019), utilizaram a espectroscopia de absorcdo visivel para analisar
adulteracdo de EVOO com oOleos de sementes. Os autores propuseram uma dispersdo de
Brillouin estimulada (SBS) combinada com o método de espectroscopia de absor¢éo visivel
para autenticagdo de 6leos vegetais e deteccdo de adulteracdo de azeite. Foram apresentados
dois comprimentos de onda no qual os autores perceberam as mudangas do SBS em (455 e 670

nm). Os modelos univariado e PLS demostraram uma correlacdo adequada, sendo assim


https://www-sciencedirect.ez37.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/sunflower-oil
https://www-sciencedirect.ez37.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/stimulated-brillouin-scattering
https://www-sciencedirect.ez37.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/stimulated-brillouin-scattering
https://www-sciencedirect.ez37.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/atomic-absorption-spectroscopy
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possivel a utilizacdo de ambos para determinacdo de adulterantes em EVOO com os 6leos
testados. A partir dos comprimentos de onda usados pelos autores, concluiram que os valores
de absorcdo normalizados de todos os espectros nos dois comprimentos de onda diminuem
linearmente com o aumento da concentracdo de adulteracdo. As mudancas de SBS aumentam
exponencialmente com o aumento da concentragdo de adulteracdo. Devido ao fato de o método
ndo ser destrutivo e ndo ser necessario procedimento de pré-tratamento amostral, ele pode ser
efetivamente empregado para autenticacao e deteccdo de adulteracdo de 6leos.

A Tabela 16 mostra os resultados dos modelos de regressdo DSC-PLS, DSC-IiPLS e
curva de calibracdo univariada para os pardmetros de erros quadrados médios de calibragéo,

validag&o e previséo.

Tabela 16 - Parametros do modelo de regressao PLS e iPLS e curva de calibracdo univariada

para 0 EVOO/éleo de girassol, milho e soja a partir dos dados de DSC

PLS iPLS | Univariado | PLS | iPLS | Univariado

iPLS | Univariado | PLS

2,34 2,61 4,02 0,66
4,19 5,63 18,67 5,29 -
3,36 - 1,34 5,62 - 1,54 9,55 - 0,98
0992 - 0,986 0,990 - 0,975 0977 - 0,983
0,975 0,904 - 0,954 0,689 - 0,960 0,762 -
0992 - 0,986 0,969 - 0,975 0,988 - 0,983
- 12 - - 17 - - 18 -
S - 4 3 - 4 2 -

5-95% 30 - 80% 5-95% 10 — 65% 5-95% 10 - 65%

Fonte: Autor.

Como observado na Tabela 16, através dos valores de RMSE e seus respectivos R? 0s
modelos PLS se mostraram satisfatérios para determinacéo de adulteracdo em EVOO, mediante
0s RMSE apresentarem em torno de + 5% como citado anteriormente.

O modelo univariado também mostrou baixos RMSE para determinacdo de adulterago
em EVOO, porém a faixa de construcao do modelo é menor em relagcdo ao modelo multivariado,
assim os modelos univariados é satisfatorio como analises preliminares para deteccdo de

adulterantes.
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4.4.3.1.1 Curva de Calibracao método Spiking

ApOls a observacdo de que a curva de calibracdo univariada apresentou correlagédo
adequada quando se utiliza os dados de Tonset do evento de cristalizagdo das misturas
EVOO/6leos, foi proposto a construcdo de outro modelo de calibragdo univariado, sendo este
0 método de adicdo de padrdo. Para o desenvolvimento deste método, foi adquirido uma
amostra comercial de 6leo composto, no qual em seu rotulo descrevia que a composi¢do da
mistura era de 6leo de soja com a presenca de 10% de 6leo de oliva. Esta amostra foi adicionada
concentragdes crescentes de EVOO de 10 — 50%. A partir dos dados de Tonset dO evento de
cristalizacéo, foi construida a curva de adi¢do de padréo.

Para a determinacdo da concentracdo de EVOO na amostra do 6leo composto, foi
utilizada a regressao obtida. A partir da equacdo da reta e da extrapolacao foi possivel encontrar
a concentracdo de EVOO na amostra comercial. A curva da adicdo de padrdo pode ser

observada na Figura 27.

Figura 27 - Curva de Calibracédo por
Adigdo de padréo
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Fonte: Autor.

Para que fosse possivel a determinacéo da concentracgdo foi preciso a subtragédo do valor
de Tonset do Gleo de soja puro, com isso foi adquirido uma nova amostra comercial de 6leo de
soja de lote diferente, apresentando um valor de Tonset de -59,66 °C, assim a concentracdo de

EVOO encontrado foi 11,65%, apresentando concentracdo maior que a indicada no rétulo.



110

Posterior a constru¢cdo do modelo da curva de calibracdo de adi¢cdo de padréo, foi
proposto a construgéo de uma nova curva de adi¢do padréo, no qual foi realizada uma simulagao
de uma mistura de 6leo de soja/EVOO na concentragdo 90/10%, para obtencdo de uma amostra
com concentracao similar a do comercial, e em seguida a mesma foi adicionada concentracdes
crescentes de EVOO 10 — 50%, como é apresentada na Figura 28.

Figura 28 - Curva de Adigdo padrdo da
mistura 6leo soja/EVOO
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Fonte: Autor.

A partir dessa nova curva de adicdo de padrdo, foi possivel avaliar o desenvolvimento
desse novo método de adicdo de padrdo para anélise de adulteracdo em EVOO com o6leo de
soja. A partir da equacdo da reta e da extrapolacdo foi possivel encontrar a concentragdo de
EVOO na mistura, apresentando concentragdo de 11,15%.

Devido a auséncia de artigos na literatura voltados para a analise de adulteracéo a partir
do método de adicdo de padrdo com a técnica de DSC foi utilizado como exemplo o artigo a
sequir.

Leyk e coautores (2019), desenvolveram uma metodologia para determinacdo de
paracetamol em amostras comerciais de supositérios, a partir do DSC utilizando o pico de fusdo.
O método de adicdo padrdo multiplo foi escolhido como forma de calibracdo. Com excecao da
formulacéo contendo 50 mg de paracetamol, o desvio padréo relativo de todas as determinacdes
de DSC variou na faixa de 0,27 a 2,64%, enquanto o erro relativo variou entre 0,24 e 12,50%.
Assim o estudo demonstrou que o uso do DSC pode ser empregado com sucesso como método

simples, especifico e confiavel para a determinacdo de paracetamol em supositorios com base
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na medigé@o do seu pico de fusdo. Os resultados séo consistentes, comparando com 0s dados

obtidos por espectrofotometria UV sendo este ultimo um método farmacopeico de referéncia.

4.4.3.2 Calibracdo Externa EPO

Foi construido o modelo de calibracdo externa para as misturas os EPO/6leo de soja,
utilizando o segundo evento de fusdo (-13,5 — 1,5 °C). Para isso, testou-se uma possivel
correlacdo entre a variagcdo de Tonset € @ proporgdo de adulterante na amostra do EPO. Foram
avaliados também possiveis correlagcbes com valores de entalpia e valores de entalpia e Tonset
do evento de cristalizagdo e o primeiro evento fuséo, mas sem éxito.

A faixa de construcdo foi de 15 — 80% valores fora desse intervalo ndo apresentacdo
linearidade. O grafico de residuo, apresentou comportamento homocedastico e residuo menor
que 0,15%, permitindo inferir que o modelo obteve ajuste adequado. A Figura 29 mostra a

regressdo univariada e o grafico de residuos dos valores de Tonset das misturas. Para a mistura
com Oleo de soja.

Figura 29 - Regressdo univariada e gréfico dos residuos dos valores de Tonset das misturas
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A Tabela 17 mostra os resultados dos modelos de regressdo DSC-PLS, DSC-iPLS e

curva de calibracdo univariada para os parametros de erros quadrados médios de calibragdo,

validacao e previséo.
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Tabela 17 - Parametros do modelo de regresséo PLS e iPLS e curva

de calibragdo univariada para o EPO/6leo de soja a partir
dos dados de DSC

Univariado

PLS

2,26 0,60
3,27 -
1,94 = 1,06
0,997 - 0,987
0,985 0,996 -
0,997 - 0,987
- 17 -
4 3 -

5-95% 15 - 80%

Fonte: Autor.

Como observado na Tabela 17, através dos valores de RMSE e seus respectivos R? 0s
modelos PLS se mostraram satisfatorios para determinacdo de adulteracdo em EPO, mediante
0s RMSE apresentarem em torno de + 2% como citado anteriormente.

O modelo univariado também mostrou baixos RMSE para determinacdo de adulteracdo
em EPO, porém a faixa de constru¢cdo do modelo é menor em relagdo ao modelo multivariado,

assim o modelo univariado é satisfatério como analise preliminar para deteccdo de adulterante.

4.4.3.3 Calibragdo Externa EVAO

Foram construidos os modelos de calibracdo externa para as misturas os EVAO/bleos
vegetais, utilizando o evento de fusdo para o 6leo de algodao (-14,7 — 13,7°C); e o evento de
cristalizacdo para o 6leo de milho (-51,6 & -75,5 °C) e soja (-50,8 &4 -77,4 °C), decidiu-se testar
uma possivel correlacdo entre a variagdo de Tonset € @ proporcao de adulterante na amostra do
EVAO. Foram avaliados também possiveis correlagdes com valores de entalpia e Tonset d0S
eventos de cristalizacdo para o 6leo de algodao e dos eventos de fusdo para o 6leo de milho e
soja, mas sem éxito.

A Figura 30, mostra as regressdes univariada e seus graficos de residuos dos valores de

Tonset das misturas. Para a mistura com éleo de algod&o, a determinagdo da curva foi construida
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na faixa de 15 a 95%, (FIGURA 30a). Para a mistura com milho de 5 a 95% (FIGURA 30b) e
soja de 5 a 90% (FIGURA 30c) pois essa faixa apresentou linearidade, a partir dessas faixas
utilizadas, os residuos demonstraram distribuicdo homocedastico. O grafico de residuo,
apresentou comportamento homocedastico e residuo menor que 1%, permitindo concluir que o
modelo obteve um bom ajuste.

Figura 30 - Regresséo univariada e grafico dos residuos dos valores de Tonset das misturas
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Figura 30 - Regressao univariada e grafico dos residuos dos valores Tonset das misturas
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Fonte: Autor.

Legenda: a) EVAO com Oleo de Algodio;
b) EVAO com Oleo de Milho;
¢) EVAO com Oleo de Soja.

A Tabela 18 mostra os resultados dos modelos de regressao DSC-PLS, DSC-iPLS e

curva de calibracdo univariada para os parametros de erros quadrados médios de calibragéo,
validag&o e previséo.

Tabela 18 - Parametros do modelo de regressao PLS e iPLS e curva de calibracdo univariada

para 0 EVAO/Gleo de algoddo, milho e soja a partir dos dados de DSC

PLS | iPLS | Univariado | PLS | iPLS | Univariado | PLS | iPLS | Univariado

1,99 1,37 0,70 0,59
3,18 2,06 0,95 -
1,29 - 3,63 0,39 - 1,38 0,62 - 0,56
0,994 - 0,904 0,997 - 0,985 gl - 0,993
0,986 0,996 - 0,994 0,995 - 0,999 0,999 -
0,998 - 0,904 1,000 - 0,985 1,000 - 0,993
- 18 - - 15 - - 12 -
3 6 - 3 - 2 7 -
5—-95% 15 -95% 5-95% 5-95% 5-90%

Fonte: Autor.
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Como observado na Tabela 18, através dos valores de RMSE e seus respectivos R? 0s
modelos PLS se mostraram satisfatdrios para determinacéo de adulteragdo em EVAO, mediante
0s RMSE apresentarem em torno de + 1% como citado anteriormente.

O modelo univariado também mostrou baixos RMSE para determinacdo de adulteracao
em EVAO, porém a faixa de construcao do modelo é menor em relagcdo ao modelo multivariado,
assim os modelos univariados é satisfatorio como analises preliminares para detec¢do de
adulterantes.

Segundo Barros e coautores (2021a), o modelo univariado com a utilizacdo de eventos
especificos pode indicar mais rapidamente a presenca do adulterante. No entanto, este modelo

sO é capaz de uma analise preliminar, onde a previsdo da concentracdo de adulterantes
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5 CONCLUSAO

Neste trabalho foram utilizadas técnicas de caracterizagdo tais como: cromatografia
gasosa, espectroscopia vibracional na regido do infravermelho, espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear, termogravimetria e calorimetria exploratéria diferencial.

Os resultados obtidos por meio da cromatografia gasosa mostraram as diferentes
concentracdes dos acidos graxos presentes nos 6leos analisados. Com essas diferencas foram
possiveis compreender que os 6leos extraidos por prensagem a frio apresentam maiores
proporcdes de &cido oleico enquanto os 6leos extraidos por solvente apresentam proporcdes de
acido linoleico.

Por meio da espectroscopia vibracional na regido do infravermelho e da espectroscopia
de ressonancia magnética nuclear, os espectros mostraram similaridade nas posi¢oes e formas
sendo dificil a diferenciagdo dos 6leos testados.

A termogravimetria também se mostrou pouco eficiente na caracterizagdo dos 6leos uma
vez que os eventos de decomposic¢édo foram sobrepostos.

Ja a calorimetria exploratoria diferencial associada aos modelos multivariados e
univariados mostraram ser convenientes para avaliacdo da qualidade de 6leos vegetais extraidos
por prensagem a frio que sdo muitos suscetiveis a adulteracdo para fins comerciais.

Dentre os modelos quimiomeétricos propostos para 0 EVOO, EPO e EVAO o modelo
PLS apresentou melhores resultados em relagcdo ao iPLS. Entretanto os modelos univariados
utilizando Tonset, apresentou resultados no qual podem ser utilizados como analise preliminar
para deteccdo de adulterantes em EVOO, EPO e EVAO com os Gleos testados nesta pesquisa.

Outro modelo univariado como o de adi¢do de padrdo também apresentou resultado

aptos para a determinacdo da concentracdo de EVOO em amostra comercial.
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