(L)

a4

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE
ESCOLA DE QUIMICA E ALIMENTOS

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA
TECNOLOGICA E AMBIENTAL

ESTUDO CINETICO DO BRANQUEAMENTO DO
OLEO DE CARPA (Cyprinus carpio L.).

MESTRE EM QUIMICA

Mauricio Legemann Monte

Rio Grande - RS, Brasil
2010




ESTUDO CINETICO DO BRANQUEAMENTO DO
OLEO DE CARPA (Cyprinus carpio L.).

por

Mauricio Legemann Monte

Dissertacao apresentada ao Curso de Mestrado do Programa de P6s-Graduacao em Quimica
Tecnoldgica Ambiental, da Universidade
Federal do Rio Grande, (FURG, RS), como requisito parcial para
obtencédo do grau de Mestre em Quimica

Orientador: Luiz Antonio de Almeida Pinto

Rio Grande - RS, Brasil.
2010



Universidade Federal do Rio Grande
Escola de Quimica e Alimentos
Programa de Pos-Graduacdo em Quimica Tecnoldgica e
Ambiental-PPGQTA

A Comissédo Examinadora, abaixo assinada, aprova a Dissertacao
de Mestrado

ESTUDO CINETICO DO BRANQUEAMENTO DO OLEO DE
CARPA (Cyprinus carpio L.).

elaborada por

Mauricio Legemann Monte

como requisito parcial para obtencao do grau de Mestre em Quimica Tecnoldgica e Ambiental

Comissao Examinadora

Prof. Dr. Luiz Antonio de Almeida Pinto
(Presidente-Orientador)

Profa. Dra. Leonor Almeida de Souza Soares

Prof. Dr. Paulo Henrique Beck

Rio Grande, Julho de 2010.



Dedico aos meus pais, irmé& e a minha noiva

pelo apoio e atengéao.



AGRADECIMENTOS

A Deus pela forca e paz em todos os momentos;

Aos meus pais, Nilton e Leila pela e confianca que depositaram em
mim;

A minha irma Micheli pelo incentivo e ajuda na realizacdo do
trabalho;

A minha noiva Kellen pela compreenséao e carinho;
Os meus familiares pelo incentivo;

Ao meu orientador Luiz Antonio de Almeida Pinto pelo aprendizado,
dedicacao e conselhos;

Aos amigos Arthur, Rodrigo, Valéria, Guilherme, Sidney, Jaques;

A Universidade Federal do Rio Grande, pela oportunidade de
realizar este trabalho;

Ao CNPq pela bolsa de mestrado, apoio fundamental para a

realizacéo deste trabalho.



vi

Quando a gente acha que tem todas as respostas,
vem a vida e muda todas as perguntas...

Luis Fernando Verissimo



vii
RESUMO

Dissertacédo de Mestrado
Programa de Pés-Graduagcdo em Quimica Tecnologica e Ambiental
Universidade Federal do Rio Grande

ESTUDO CINETICO DO BRANQUEAMENTO DO OLEO DE
CARPA (Cyprinus carpio L.).

AUTOR: MAURICIO LEGEMANN MONTE
ORIENTADOR: Prof. Dr. LUIZ ANTONIO DE ALMEIDA PINTO
Data e local da defesa: Rio Grande, junho de 2010

O dleo de pescado € caracterizado por ser uma fonte rica de 4cidos graxos
poliinsaturados w-3, desde modo a sua oxidagdo lipidica se torna mais
favoravel quando comparado com outros 6leos de origem vegetal. O objetivo
do presente trabalho foi a otimizagdo da etapa de branqueamento através da
metodologia de superficie de resposta, sendo utilizado misturas de carvéo
ativado e terra ativada (Tonsil) para a remogéo da cor e dos produtos de
oxidacgdo, procurando-se preservar o contetdo total de carotendides no 6leo de
carpa. O 6leo bruto de carpa (Cyprinus carpio L.) para a realizacdo do
trabalho foi obtido a partir da realizacdo de ensilagem &cida, passando
posteriormente pelas etapas de refino: degomagem, neutralizagéo, lavagem,
secagem e branqueamento. A otimizacdo da etapa de branqueamento foi
realizada através de um planejamento fatorial composto central, com os fatores
de estudo: a quantidade de adsorvente (Ads) e a quantidade de carvéo ativado
(Ca), sendo consideradas como respostas o contetido total de carotendides e o
valor de TBA. Na melhor condicdo do branqueamento do 6leo de carpa foi
realizado um estudo cinético, e para o calculo das constantes cinéticas foram
utilizados os modelos de Brimberg modificado e de Langmuir-Hinshelwood, A
condicdo 6tima do branqueamento foi com 2% de adsorvente e 10% de carvao
ativado, onde ocorreram menores perdas de carotendides (44,40%), com
reducdo da cor escura presente no 6Oleo de (85,62%) e reducdo do valor de
TBA (73,10%), obtendo-se um O6leo branqueado de carpa com qualidade
oxidativa e melhor aspecto em relagdo a cor. Os dois modelos cinéticos
representaram de forma satisfatdria os dados experimentais do branqueamento
do Oleo de carpa, pelos altos coeficientes de determinacdo e baixos erros
médios relativos apresentados. Foi possivel observar que ocorreu uma rapida
adsorgcdo dos pigmentos carotendides, e apds 30 min a adsorcdo foi menos
eficiente. Nos O6leos bruto e branqueado de visceras de carpa néo foi
identificada diferenca significativa entre as concentragfes de acidos graxos,
demonstrando que as etapas de refino utilizadas néo alteraram o perfil de
acidos graxos do 6leo bruto.

Palavras chave: Branqueamento; Carpa; Ensilagem;Oleo de pescado.
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ABSTRACT
Master’s Thesis
Post-Graduate Program in Chemistry and Environmental
Technology
Federal University of Rio Grande

KINETICS STUDY OF BLEACHING OF OIL CARP (CYPRINUS
CARPIO L.)

AUTHOR: MAURICIO LEGEMANN MONTE
ADVISOR: Prof. Dr. LUIZ ANTONIO DE ALMEIDA PINTO
June th, 2010, Rio Grande, RS, Brazil

The fish oil is characterized as a rich source of polyunsaturated fatty acids w-3,
from how its lipid oxidation becomes more favorable when compared with other
vegetable oils. The aim of this work was the optimization of the bleaching step
by response surface methodology, it used mixtures of activated carbon and
activated earth (Tonsil) for the removal of color and oxidation products, leading
to preserve the content of total carotenoids in the oil of carp. The crude oil of
carp (Cyprinus carpio L.) for the study was obtained from the ensilage acid,
subsequently passing through the steps of refining: degumming, neutralization,
washing, drying and bleaching. The optimization of the bleaching step was
carried out by central composite experimental design, with the factors studied
the amount of adsorbent (Ads) and the amount of activated carbon (Ca),
responses were considered as the total content of carotenoids and the value of
TBA. In the best condition of bleaching was carried out kinetic study of the
bleaching oil carp, to calculate the kinetic constants were used Brimberg and
modified Langmuir-Hinshelwood models. In this bleaching condition (2% of
adsorbent and 10% activated earth), was showed smaller losses of carotenoids,
with reduction of dark color present in the oil and reducing the value of TBA,
resulting in a bleached oil carp quality and oxidative best aspect of color., where
it was observed that there is a rapid adsorption of carotenoids and thirty
minutes to move from the adsorption is less efficient. In the crude and bleached
oils of carp viscera significant difference was not identified for the
concentrations of fat acids, showing that the steps of refine not changed the
profile of fat acids of the crude oil.

Keywords: Bleaching; Carp; Fish oil; Silage.
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1. INTRODUCAO

Os residuos gerados durante o processamento do pescado podem
totalizar 60% da matéria-prima (KOLODZIEJSKA et al, 2008). Umas das
alternativas para o aproveitamento desses residuos é a extracdo do 6leo das
visceras, apos realizando as etapas de refino do 6leo de pescado.

O 6leo oriundo do pescado € rico em cadeias graxas essenciais que 0
ser humano néo sintetiza, como os acidos eicosapentaendico (EPA — C20:5) e
docosahexaenodico (DHA — C22:6) além de vitaminas lipossoluveis A, D e E. Os
EPA’'s e os DHA’s respondem de forma positiva as ac¢des bioquimicas e
fisiologicas das células e membranas, atuando assim na funcionalidade dos
organismos (SALAS et al., 2003).

Um dos aspectos negativos com relagdo ao 6leo é a sua facilidade a
oxidagdo, devido ao seu alto carater de instauracBes, porém o Oleo contém
compostos menores em sua composi¢cao, como 0s carotenoides, que possuem
caracteristicas poliinsaturadas e fazem parte dos principais grupos de
pigmentos naturais ricos em duplas ligagbes conjugadas, com a principal
funcdo de seqlestrar e destruir radicais livres, que sdo os responsaveis pelo
envelhecimento precoce, (FONTANA, et al., 2007) sendo um poderoso

antioxidante.

A etapa de branqueamento é uma das mais importantes no processo de
refino de Oleos vegetais ou animais, proporcionando Oleos de qualidade
aceitavel (MA & LIN, 2004; PROCTOR & GNANASAMBANDAM, 1997). O
objetivo principal dessa etapa é obter Oleos com coloracdo mais clara,
ocorrendo também a remocdo de &cidos graxos livres, sabdes, tracos de
metais, fosfolipidios e produtos de oxidag&o, através da utilizagdo de materiais
adsorventes como terras ativadas, carvao ativado e silica sintética (SABAH,
CINAR & CELIK, 2007).



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estudar a etapa de branqueamento do 6leo de carpa (Cyprinus carpio),
avaliando a menor perda dos pigmentos carotendides e sua influéncia

antioxidante na qualidade do 6leo.

2.2 Objetivos especificos

1. Produzir o 6leo de pescado dos rejeitos de carpa a partir do

processo de ensilagem &cida;

2. Realizar o refino do 6leo bruto até a etapa de neutralizacao;

3. Estudar a etapa de branqueamento do refino do 6leo bruto utilizando

a Metodologia das Superficies de Respostas (MSR).

4. Estudar a cinética da etapa de branqueamento através modelos

empiricos.

5. Caracterizar os Oleos obtidos nas etapas de refino através dos
seguintes parametros: Acidos Graxos Livres (AGL), indice de Perdxido
(IP), indice lodo (ll), indice de Saponificacdo (IS), teste do Acido
Tiobarbiturico (TBA) e Cor.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Oleo de pescado

Os oOleos refinados de origem vegetal e animal sdo constituidos por
aproximadamente 98% de trigliceridios ou triacilglicerdis, sendo estes a forma
esterificada de seus &cidos graxos com o glicerol (VIANNI & BRAZ-FILHO,
1995).

O ¢leo oriundo do pescado é rico em acidos graxos essenciais que nao
séo sintetizados por seres humanos. Os &cidos graxos (Figura 1), linoléico (a)
(w-6) e linolénico (w-3) (b), pertencem a dois grupos diferentes de acidos
graxos poliinsaturados que ndo sao sintetizados pelo organismo, mas s&o
indispensaveis para manter a salde humana e por isso tém que serem
complementados na alimentacdo (AHMED et al., 2009). Esses acidos graxos
sdo considerados precursores dos é&cidos graxos poliinsaturados de cadeia
longa (Figura 1): &cido araquidénico (c) (AA — C20:4), &cido eicosapentaendico
(d) (EPA - C20:5), e acido docosahexaenoico (e) (DHA - C22:6) (CREXI et al.,
20009).
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Figura 1. Estrutura quimica dos principais acidos graxos presentes no
6leo de pescado: (a) linoléico (w-6); (b) linolénico (w-3); (c) &cido araquidbnico
(AA — C20:4); (d) 4cido eicosapentaendico (EPA - C20:5); (e) acido
docosahexaendico (DHA - C22:6) (AHMED et al., 2009).

As familias de &cidos graxos 6mega-3 e 6mega-6 (Figura 2) consistem
de acidos graxos poliinsaturados (AGPs) contendo de 18 a 22 carbonos. A
designagcdo de 6mega tem relagdo com a posi¢ao da primeira dupla ligacéo,
contando a partir do grupo metilico final da molécula de acido graxo. Os é&cidos
graxos w-3 apresentam a primeira dupla ligagdo entre o terceiro e o quarto
atomo de carbono, enquanto os é&cidos graxos w -6 tém a primeira dupla
ligac&o entre o sexto e o sétimo atomo de carbono (CORREA, 2003; SUAREZ-
MAHECHA et al., 2002)
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Figura 2. Estrutura quimica dos acidos graxos das séries w-3 e w-6: acido

eicosapentaendico (EPA - C20:5); 4cido araquidbnico (AA — C20:4).

O acido linoléico (w-6) e o acido linolénico (w-3) sdo &cidos graxos
poliinsaturados essenciais porque as duplas ligagdes, situadas no terceiro e
sexto &tomos de carbono, ndo podem ser produzidas pelo organismo humano,
logo precisam ser adquiridos através da dieta. A partir destes séo sintetizados
no organismo outros AGPs de fundamental importancia para o corpo: o acido
araquidonico a partir do acido linoléico (w-6) e os acidos eicosapentaendico e
docosahexaendico ambos formados a partir do &cido linolénico (EL-BADRY et
al, 2007; CORREA, 2003; SUAREZ-MAHECHA et al., 2002). Embora possam
ser produzidos pelo organismo, estudos revelam que apenas 10-15% do acido
linolénico é convertido em EPA e a sintese de DHA é limitada, sendo
insuficiente para suprir as necessidades do organismo (CORREA, 2003).

Além desses compostos, o 6leo de pescado contém componentes
minoritarios em sua composi¢cdo, como vitaminas lipossoliveis A, D e E. Os
EPA’'s e os DHA’s respondem de forma positiva as ac¢des bioquimicas e
fisiologicas das células e membranas, atuando assim na funcionalidade dos
organismos (SALAS et al., 2003).

A ingestdo de DHA por criangas ajuda no desenvolvimento mental e
visual, o consumo de w-3 diminui a possibilidade de doencas cardiacas, pelo
fato de controlarem a sintese de colesterol, podendo também ser convertidos
em substéncias vasodilatadoras sendo assim diferenciado de outros Oleos
vegetais (VIANNI & BRAZ-FILHO, 1995).



Em grande parte da Europa e em paises onde ndo ha disponibilidade de
grédos para obtencdo de Oleos vegetais, o 0leo de pescado é utilizado com a
finalidade na alimentacdo, como por exemplo, em margarinas, 6leo de mesa,
linha de produtos farmacéuticos como concentrados em w-3, entre outras.

No Brasil, grande parte ainda é destinado a curtumes, indlstrias de
tintas, racao animal ou até mesmo descartado no meio ambiente. (MORAIS,
2001). O perfil de acidos graxos nos Oleos de pescado varia quando
relacionado com os de origem vegetal. Isto depende da dieta de cada espécie,
sexo, habitat e estacdo do ano, (GULER et. al.2008). Esses é&cidos graxos
poliinsaturados, principalmente EPA e DHA s&o originalmente provenientes de
algas marinhas as quais sdo fontes de alimento para 0s peixes tipicos de
adguas frias. A alta quantidade de AGPs w-3 presente nestes peixes €

conseqiiéncia da adaptacdo destes a aguas frias (CORREA, 2003).

3.2 Pescado da piscicultura

A produgdo de pescado de &gua doce no pais apresentou um
crescimento acentuado, elevando-se de 179.746 t (2005) para 191.183,5 t
(2006), um crescimento de 6,4%, o que corresponde a 18,2% da producédo
brasileira total de pescado. A aquicultura continental apresentou crescimento
na regiao Norte de 12,1%, na Nordeste de 2,1%, na Sudeste de 13,2%, na Sul
de 6,1% e na Centro-Oeste de 1,3% em 2006. As principais espécies de peixes
utilizadas na aquicultura dessas regides séo: tilapia, carpa, tambaqui, tambacu
e curimaté (IBAMA, 2008).

A regido Sul produziu, através da aquicultura continental, 62.823,5 t de
pescado em 2006, e continua contribuindo com a maior parcela na producéo
nacional com 32,9%. A carpa e a tildpia séo as espécies mais representativas,
tendo suas maiores produc¢des concentradas nos estados do Rio Grande do
Sul e Parana. A producdo total de pescado no Rio Grande do Sul em 2006 foi
de 65.062,0 t, representada por 60,1% da pesca marinha, 37,3% do cultivo
continental e 2,6% da pesca continental. Da producéo de pescado cultivado em
adgua doce na regido sul do Brasil, o estado do Rio Grande do Sul foi o mais
produtivo, com 24.245,0 t, sendo esta producdo atribuida a piscicultura
(IBAMA, 2008).



O Brasil é considerado um dos paises com maior potencial para a
expanséao da aquicultura principalmente pela extenséo dos recursos hidricos. O
pais apresenta a maior riqueza de espécies de peixes de agua doce do mundo,
com mais de 3000 espécies, 0 que € superior em dez vezes ao numero de
peixes de todos os rios e lagos da Europa, que é cerca de 320 espécies
(CARNEIRO et al., 2004).

3.3 Carpa comum (Cyprinius carpio)

Existem diferentes tipos de carpas, embora todas facam parte de um
grande grupo de peixes chamados Ciprinideos. No Brasil as Carpas de maior
importancia comercial sdo: carpa comum (Cyprinius carpio) (Figura 3), carpa
capim e carpa cabeca grande (MOREIRA et al., 2001).

Figura 3. Carpa comum (Cyprinius carpio).
Fonte: http://www.usgs.gov/

De origem asiética, a carpa é criada na China ha mais de 2.000 anos.
Em 1258, ja se faziam referéncias a essa espécie na Franca. Ela marcou o
inicio da piscicultura na Europa, a partir da Ildade Média, em criacdes
desenvolvidas nos conventos, pelos monges, que necessitavam de peixes
frescos nos dias de abstinéncia. Em 1877, veio para a América, sendo
aclimatada nos Estados Unidos. No Brasil, onde se adaptou com grande

facilidade, foi introduzida no Estado de S&o Paulo, em 1904. As criacdes



intensivas, contudo, sO tiveram inicio na década de 30 (GALLI & TORLONI,
1986).

Diversas razbes contribuem para que as carpas sejam consideradas
excelentes peixes para a piscicultura e explicam a sua distribuicdo por todo o
planeta: toleram baixos niveis de oxigénio dissolvido na &gua, apresentam
grande tolerancia a variagbes de temperatura, desde 4°C até 35°C (MELO &
STIPP, 2001), sao rusticas, possuem rapido crescimento, em um ano de cultivo
atinge peso médio de 1,0kg, facilidade de manejo e os custos para sua criagao
n&o s&o muito elevados (ECHEVENGUA et al., 2007).

3.4 Processamento de pescado

Os residuos gerados durante o processamento do pescado podem
totalizar 60% da matéria-prima (KOLODZIEJSKA et al., 2008). Esses residuos
podem ser constituidos por cabecas, carcacas, pele, visceras, barbatanas,
além de aparas antes do enlatamento, carne escura, peixes fora do tamanho
ideal para consumo (VISENTAINER et al., 2003).

A estimativa € que nas regifes sul e sudeste de 30 a 40% das capturas
de pesca sejam rejeitadas nos barcos, mesmo antes de chegar as inddstrias de
processamento (PESSATTI, 2001).

Em busca de alternativas viaveis tecnologicamente para aproveitar os
residuos gerados durante o processamento de pescados, varios produtos
podem ser obtidos, como por exemplo: recuperacdo enzimética (HEU et al.,
1995); producdo de hidrolisados protéicos (LIASET et al., 2000); extracdo de
Oleos (CREXI et al., 2010); extracdo de colageno (MONTERO et al., 1999); e
extracdo de gelatina (ALFARO, 2004), no entanto, a maior parte se destina a
producgéo de subprodutos como ingredientes para ragéo animal.

A criacdo de alternativas tecnolégicas, com valor agregado que
permitam o gerenciamento dos residuos de pescado, podem trazer como
resultado o combate a fome, a geracdo de empregos e o desenvolvimento
sustentavel (ESPINDOLA FILHO, 2001).



O aproveitamento dos residuos de pescado tende a contribuir para o
aumento do consumo de proteina animal, j& que diversas tecnologias tém
surgido com possiveis utilizagbes dos residuos como fontes alimentares e com
boa aceitabilidade (STORI et al., 2002). Além disso, o problema de baixo
consumo de pescado pode ser solucionado com a inclusdo de novos produtos
obtidos de diferentes formas de processamento, dando ao residuo uma
aparéncia mais aceitavel pelo consumidor (STEVANATO, 2006).

Nas industrias de beneficiamento de pescado, o0s rejeitos s&o
normalmente utilizados para a producdo de farinha de pescado, a partir do
processo termomecanico, obtendo-se como produtos a farinha e licor de
prensa que ao passar pela etapa de centrifugagdo pode ser extraido o Oleo
bruto de pescado (CREXI et al., 2010).

Constatando o crescimento da piscicultura e de pequenos criadores de
peixe, 0 processo termomecanico se torna inviavel economicamente, ja que é
necessario equipamentos de alto valor, desta maneira uma das alternativas € o
processo de ensilagem acida que posteriormente serd possivel verificar que é

de facil manuseio e de equipamentos e processo de baixo custo.

3.5 Extrac&o do 6leo de pescado

3.5.1 Processo termomecanico

Industrialmente os residuos de pescados ou até mesmo pescados
inteiros de menor valor comercial sdo as matérias primas para a producéo de
farinha e como subproduto a Agua de cola, que posteriormente pode-se obter o
6leo de pescado (MORAIS, 2001; CREXI, 2005)

O processo consiste em quatro etapas principais apresentadas na Figura
4, gerando trés componentes: sélido, 6leo e 4gua. As etapas de operacionais
sdo: trituragdo, cocgdo, prensagem, secagem e moagem. Para a obtengédo do
Oleo bruto é realizada a etapa de tratamento do licor de prensa, que é
constituido aproximadamente 78% de &gua, 6% de soélidos e 16% de Oleo
(MORAIS, 2001; CREXI, 2005).

Etapa de trituragdo
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O objetivo desta etapa consiste em reduzir o tamanho dos rejeitos,
facilitando assim a etapa posterior de cocgdo. A trituragcdo normalmente é
realizada em triturador industrial, é importante ressaltar que ndo se deve
adicionar agua durante a realizacdo da etapa, pois facilita a formagdo de
emulsdes durante a cocgédo (WINDSOR & BARLOW, 1984).

Etapa de coccéo

Quando os rejeitos de pescados (visceras, cabegcas e outros) séo
aquecidos a aproximadamente 100°C, suas proteinas coagulam promovendo a
ruptura da membrana celular e liberacdo do 6leo e 4gua fisiologica ligada. Na
maior parte dos processos de coccdo os rejeitos de pescados ou até mesmo o
proprio pescado inteiro € submetido a temperatura de aproximadamente 100°C
em um periodo de 20 a 30 min (WINDSOR & BARLOW, 1984; CONTRERAS,
1994).

Etapa de prensagem

Esta etapa possui como finalidade separar o licor de prensa (4gua e
6leo) dos compostos sélidos (torta), que posteriormente ao passar pelos
processos de secagem e moagem se obtém a farinha de pescado. A torta
resultante da prensagem contém cerca de 55% de umidade e 3 a 4% de Oleo
(WINDSOR & BARLOW, 1984).

Etapa de centrifugagéo

Nesta operagdo visa-se obter o 6leo bruto de pescado a partir da agua
de cola obtida na etapa de prensagem. A composicéo tipica do licor de prensa
é de 78% de &gua (conhecida como &gua de cola), 6% de solidos e 16% de
Oleo. Para facilitar a operagdo de centrifugacdo € ideal que o licor de prensa
esteja aquecido, ou entdo € recomendavel a adicdo de agua a
aproximadamente 95°C (WINDSOR & BARLOW, 1984).



11

Residuo de Pescado

l

Trituracgéo
l
Coccdo
l
Torta € Prensagem
: l
Secagem Licor de prensa
i l
Moagem Centrifugacdo [— Aguade cola
l l
Farinha Oleo bruto

Figura 4. Fluxograma da elaboragéo de farinha de pescado e obteng&o do 6leo

bruto através do processo termomecanico.

3.5.2 Ensilagem

A silagem de pescado é um produto liquido preservado pela acédo de
acidos, ou por fermentacdo microbiana induzida por carboidratos quando a
ensilagem é bioldgica (SEIBEL & SOUZA-SOARES, 2003). Durante o processo
de ensilagem ocorre a hidrolise das proteinas através das enzimas enddgenas
ou adicionadas ao meio, tornando o produto solGvel, 0 método mais utilizado
para o preparo de ensilagem é o &cido, no qual se adiciona a matéria-prima, o
crescimento microbiol6égico € inibido pelo decréscimo do pH, que deve ficar
abaixo de 4,0 (WINDSOR & BARLOW, 1984; SEIBEL & SOUZA-SOARES,
2003).

O aproveitamento dos residuos do pescado pela ensilagem é uma fonte

rica de proteinas e de alto valor bioldgico, podendo a farinha ser utilizada como
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racdo animal, além de se obter o 6leo de pescado bruto que apds passar pelas
etapas de refino pode ser comercializado (CREXI, 2005)

A ensilagem &cida pode ser realizada com varios acidos isolados ou em
misturas, Goddard & Perret (2004) utilizaram uma mistura de &cido férmico e
acido propridnico, Vidotti R. M. et al. (2003) utilizaram &cido formico e 2% de
acido sulfarico, Barroga A. J. et al. (2000) adicionou &cido fosforico, sulfurico e
formico e Maia Jr. et. al. utilizou &cido acético.

Na preparacdo da ensilagem &cida, ocorre a trituragdo da matéria prima
e adicao de 10% (v/p) de acido acético e 250 ppm de antioxidante para evitar a
oxidacao lipidica, apds quinze dias a ensilagem deve ser peneirada obtendo-se
uma fracdo solida e uma liquida (6leo, agua e &cido acético). As etapas
completas do processamento de ensilagem utilizando &cido acético séo

observadas abaixo na Figura 5.

Residuos de Pescado

|

Trituracdo

'

Acidificacéo

!

Acondicionamento

!

Peneiramento

- = Fracdo solida (silagem)e
Centrifuaac&o agua e acido acético

!

Oleo Bruto

_’Residuos (espinhas)

Figura 5. Fluxograma das etapas de obtencéo do 6leo bruto a partir de
residuos de pescado através da ensilagem &cida.
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3.5.3 Diferengas entre os processos termomecanico e ensilagem acida

O processo de ensilagem quando comparado com o0 aproveitamento dos
residuos de pescado pelo processo termomecanico, é nitidamente mais
simples e adequado para pequenas produgdes, ndo exigindo altos custos com
equipamentos e requer um gasto menor de energia, além do mais seu
processo ndo gera odores desagradaveis (SEIBEL & SOUZA-SOARES, 2003).
A avaliacdo da diferenca entre os dois processos pode ser avaliada analisando

os indices de caracterizacdo para 6leos (Tabela 1).

Acidos graxos livres (AGL)

A presenca de acidos livres (AGL) em um 6leo representa a extenséo da
hidrdlise quimica, fisica ou enzimética dos lipidios. Para esta determinacéo se
dissolve o 6leo em solvente apolar neutro e se titula os AGL com uma solugéo

de hidroxido de sédio padronizado.

indice de peroxidos (IP)

Este indice indica o estado de oxidagdo dos 6leos, muito importante por
definir a deterioracdo dos lipidios, principalmente pela presenca de compostos
de baixa massa molar proveniente de sua degradagéo. O indice de perdxido
vai determinar a oxidac&o priméaria de 6leos, ou seja, um baixo IP n&o significa
que o Oleo ndo esteja oxidado. Logo outras analises podem ser realizadas a fim

de determinar os niveis de oxidacdo secundaria em 6leos.

Valor de TBA

O valor de TBA é extensamente usado como um indicador do grau de
oxidacdo lipidica, com decomposicdo de hidroperoxidos e formagédo de
produtos secundarios de oxidagdo como aldeidos, cetonas e &lcoois (BORAN
et al., 2006).

O teste de TBA quantifica o malonaldeido (MDA), um dos principais
produtos de decomposicdo dos hidroperoxidos de acidos graxos
poliinsaturados, formado durante o processo oxidativo. O MDA é um dialdeido

de trés carbonos, com grupamentos carbonilas nos carbonos C-1 e C-3. A
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reacao envolve a reacdo o TBA com malonaldeido (Figura 6), produzindo um
composto de cor vermelha, medido por espectrofotometricamente a 532 nm de
comprimento de onda (OSAWA, 2005)

\T;I ey . ‘1’
Ny cu—c_m -

Malonaldeido
Cromoginio

Figura 6. Reacdo do TBA com o malonaldeido formando um composto
cromogénio.
indice de iodo (ll)

E uma medida da insaturagdo das cadeias graxas dos Oleos, um ||

elevado significa elevado grau de insaturagéo.

indice de saponificacéo (IS)

E a quantidade de &lcali necessaria para saponificar uma quantidade
definida de 6leo. E expresso em mg de hidroxido de potassio (KOH) necessario
para saponificar 1,0 g de 6leo. Este valor indica a massa molar média dos

acidos graxos (tamanho da cadeia).

Cor Lovibond

Utilizando-se o método Lovibond, se fixa a cor amarelo em 30 unidades
e se varia a cor vermelho, conforme descrito por Windsor & Barlow (1984). O
Oleo é colocado em uma cubeta e inserida no espago dentro do tintbmetro. A
cor dos Oleos refletida é determinada combinando diferentes variagcdes de
vermelhos e amarelos, até que a cor refletida seja igual a combinacdo das

variagoes.
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Tabela 1. Caracterizagéo dos 6leos brutos de carpa obtido por ensilagem &cida
e termomecanico.

Indices Processo Processo
Termomecanico Ensilagem

% AGL 3,35 6,63

IP (meq peroxido kg™) 3,38 3,68

TBA (MQmalonaideido K™ 6leo) 6,69 1,17

ll(cgl2g™ 115 114

IS (mg KOH g™¥) 204 205

Cor vermelho (30 amarelo) 5,0 16

Fonte: Crexi (2009).

Com relagéo as caracteristicas dos 6leos brutos obtidos se observa na
Tabela 1, que o 6leo proveniente da ensilagem &cida apresenta acidez mais
elevada quando comparado com 0 processo termomecéanico. Grande parte da
acidez livre inicial esta relacionada com a a¢do das enzimas enddgenas
presentes nas visceras antes da acidificagdo. Zhou et. al. (1995) estudaram o
conteddo de AGL dos lipidios durante o processo de ensilagem &acida de
arenque; neste estudo, o nivel maximo de AGL foi de aproximadamente 6%. O
aumento do conteudo de AGL no 6leo recuperado da silagem de pescado esté
associado a liberagdo dos acidos graxos livres do material sélido durante a
liguefacéo das visceras do pescado (REECE, 1981).

Mesmo se tratando de Oleos brutos, antes das etapas de refino onde
ocorre a remogdo de impurezas dos Oleos, o IP esta dentro do recomendado
pela literatura. O Oleo de pescado refinado requerido para a qualidade e
aceitabilidade para consumo humano nao deve apresentar IP maior que 8 meq
kg0 (BORAN et al., 2006).

O valor de TBA é extensamente usado como um indicador do grau de
oxidacao lipidica secundaria, com decomposi¢éo de hidroperdxidos e formagéo
de produtos secundérios de oxidagdo como aldeidos, cetonas e &lcoois
(BORAN et al., 2006). O uso de altas temperaturas durante 0 processo

termomecénico de farinha de pescado potencializa a oxidacdo lipidica como
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também a alta porcentagem de AGL apresentado no 6leo bruto derivado da
ensilagem. Porém, o valor de TBA se mostra de acordo com o requerido para
consumo humano que néo deve ultrapassar a faixa de 7 a 8 de Mg maonaldeido Kg°
! sieo (BORAN et al., 2006).

A cor elevada no processo de ensilagem &cida é maior devido a
liberagé@o dos produtos da hidrdlise 4cida como a hemoglobina (REECE, 1981).
A cor dos Oleos obtidos através do termomecénico pode ser atribuido a maior
remocgdo de volateis, destruicdo de pigmentos e baixa porcentagem de AGL,
que acontece devido as altas temperaturas empregadas durante este processo.

Os indices de iodo e saponificacdo, por se tratarem da composi¢do
quimica dos trigliceridios, ndo apresentaram diferenca significativa. Isto pode
ser atribuido ao fato de que estes Oleos sdo originados da mesma matéria-
prima. Desta maneira, 0s processos utilizados para obter os 6leos de carpa ndo
afetam a composicéo de &cidos graxos (CREXI, 2009).

A Tabela 2 mostra o perfil de &cidos graxos dos 0leos brutos extraidos
pelos processos termomecéanico e de ensilagem acida, os resultados foram
apresentados por Crexi et al., (2009) para 6leo de carpa e por Morais (2001)
para o 6leo bruto obtido pelo processo termomecéanico de diferentes espécies
de pescados processados pela industria Pescal S.A, localizada em Rio Grande
R/S.
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Tabela 2. Perfis de acidos graxos dos 6leos brutos de carpa e de pescados
marinhos obtidos pelos processos termomecéanico e ensilagem 4cida.

Acidos graxos Termomecéanico* Ensilagem* Termomecanico
marinho**
C16:0 16,19 16,14 19,60
C18:0 3,15 3,17 5,0
Cl6:1lw7 8,08 8,04 11,45
C18:109 26,05 26,01 22,43
C20:109 1,83 1,85 -
C24:1 09 3,99 3,99 -
C18:2 w6 9,48 9,47 0,94
C18:3 ®3 7,16 7,17 3,31
C20:3w3 1,43 1,44 -
C20:406 (AA) 1,24 1,22 0,64
C20:503 (EPA) 3,82 3,81 10,53
C22:603 (DHA) 1,20 1,20 8,42
> ni 5,73 571 9,41

Fonte: Crexi (2009)*; Morais (2001)**

A exigéncia nutricional nos peixes estéd definida como a capacidade de
sintetizar ou ndo os diferentes grupos de moléculas. Nos lipidios, os &cidos
graxos linoléico (AL) e linolénico (ALN) ndo podem ser sintetizados pelos
peixes e, portanto, devem ser incorporados na dieta (BELL, 1998). Estes
acidos graxos essenciais sdo encontrados, sobretudo em 6leos vegetais, sendo
precursores de muitos outros derivados por acréscimo de carbono na cadeia e
por introducdo de duplas ligagGes, formando as familias émega-6 (w-6) e
O0mega-3 (w-3), respectivamente (OLSEN, 1998).

A composicgéo, a distribuicdo e a relagdo entre as séries w-3 e w-6 nos
peixes sao influenciadas basicamente por trés fatores: genéticos (espécie,
etapa de desenvolvimento, entre outros), ambientais (temperatura e salinidade)

e, fundamentalmente nutricionais (JUSTI et al., 2003). A composigao corporal
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do peixe € um fiel reflexo da dieta consumida pelo animal (VISENTAINER et
al., 2005).

Geralmente, acidos graxos w-3 dominam sobre acidos graxos w-6,
numa proporgdo de 5-20 em alimentos marinhos (OLSEN, 1998). Por isso,
peixes marinhos carnivoros dependem de uma dieta rica em acidos graxos w-
3, particularmente EPA e DHA, para seu rapido crescimento (SARGENT et al.,
2002). Com a evolucdo, esses peixes foram perdendo sua capacidade de
alongar e dessaturar os AGPs, devido a reducdo das enzimas que realizavam
este trabalho, pois os AGPs provinham diretamente da dieta (OLSEN,1998).
Por outro lado, a composi¢do de Acidos graxos dos peixes de agua doce, é
caracterizados por altas propor¢cbes de w-6, especialmente acido linoléico e
acido araquidénico. Para tanto, a razdo total w-3 para w-6 de acidos graxos é
inferior para peixes de agua doce que para peixes marinhos, estendendo-se de
1 (um) para aproximadamente 4 (quatro) (STEFFENS, 1997). Isto se deve a
eles se alimentarem de fitoplancton de &gua doce, crustaceos e larvas de
insetos, que séo ricos em LA w-6, ALN w-3 e EPA w-3, (STEFFENS, 1997).
Algas de 4gua doce apresentam, em geral, grandes quantidades de ALN e AL;
entretanto, as espécies Oscillatoria (Cyanophyta) e Cladophora (Chlorophyta)
demonstram um comportamento “atipico”, onde foram encontrados, além dos
precursores, altos niveis de w-3, como EPA e DHA (NAPOLITANO, 1998). Em
geral, peixes de 4gua doce demonstram ter uma maior capacidade de alongar
e dessaturar os AGPs de cadeia curta. Com isso, convertem alimento de menor
valor nutricional em alimento com maior valor nutricional (MOREIRA et al.,
2001). Em geral, considera-se que peixes cultivados de agua doce contém
menor quantidade de acidos graxos da série w-3 e maior quantidade de w-6
(SUAREZ-MAHECHA et al., 2002).

A Tabela 3 apresenta o somatdrio dos A&cidos graxos saturados,
monoinsaturados, poliinsaturados, % de w-3, w-6 e relagcdo w-3/ w-6 para
Oleos brutos de carpa obtidos pelos processos termomecanico e ensilagem

acidos apresentados por Crexi (2009).
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Tabela 3. Somatdério das classes de acidos graxo de 6leo bruto de carpa.

Acidos graxos Termomecanico Ensilagem
2 AGS (%) 26,86 26,87
> AGM (%) 41,89 41,88
% AGPs (%) 25,54 25,50
®3 (%) 13,61 13,62
®6 (%) 11,93 11,88
®3/w6 1,14 1,15

¥ AGS: somatorio de saturados ; ¥ AGM: somatério de monoinsaurados; ¥ AGPs: somatoério de
poliinsaturados.

O contetdo de AGPs pode variar em extensas faixas: 11,6 a 15,7%
(BIENIARZ et al., 2000) e 32,3 a 34.5% (GERI et al., 1995) do total de 4cidos
graxos. Os conteudos de AGM e AGPs da farinha de pescado e da ensilagem
representam aproximadamente 67,4% do total de acidos graxos, o que faz
estes Oleos uma rica fonte de &cidos graxos insaturados e poliinsaturados.

A relacdo w3/w6 é sugerida como um Uutil indicador de valores
nutricionais relativos para 6leo de pescado (GULER et al., 2008). Neste estudo,
os conteudos de w3 e w6 na farinha de pescado e na ensilagem foram de
13,61%, 13,62% e 11,93%, 11,88%, respectivamente. A relacdo w3/w6 na
farinha de pescado e na ensilagem foi de aproximadamente 1,14 e 1,15
respectivamente, superior a relacéo citada por Guler et al. (2008) para 6leos de

carpa, de aproximadamente 1,06.

3.5.4 Refino do 6leo bruto de pescado

O oleo bruto de pescado é similar aos outros 6leos e gorduras brutos, ou
seja, necessitam passar por um processo de refino, que visa remover
impurezas tornando o 6leo com caracteristicas desejadas para consumo
(BIMBO & CROWTHER, 1991).

O refino do Oleo ndo afeta a composicdo de Acidos graxos dos
triacilglicer6is, mas remove fosfolipidios, acidos graxos livres, pigmentos,
produtos de oxidagdo lipidica entre outras impurezas que afetam as

caracteristicas desejaveis do produto de maneira adversa (FERRARI, 1997).
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Levando em conta a similaridade dos 6leos de pescado e vegetal, pode-
se chegar a um 0leo de pescado com caracteristicas comerciais aplicando o
mesmo processo de refino utilizado em refino de Oleos vegetais. Por ser um
Oleo rico em fosfolipidios, o refino quimico utilizando acido fosférico para a
remocgdo das gomas € o mais apropriado (MORAIS et. al., 2001) as etapas do

refino quimico pode ser observada na Figura 7.

OLEO BRUTO DE PESCADO

DEGOMAGEM

!

NEUTRALIZACAO

'

LAVAGEM
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BRANQUEAMENTO

!

WINTERIZACAO

o

DESODORIZACAO

l

OLEO REFINADO DE PESCADO

Figura 7. Etapas do processo de refino do 6leo bruto de pescado.
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Etapa de Degomagem

Dentre os componentes menores que fazem parte dos 6leos brutos,
estdo os fosfolipidios, que sdo lipidios complexos, pois possuem além de
acidos graxos, também um composto de fésforo, a maior concentracdo de
fosfolipidios esta no cérebro (FEDDERN & SOUZA-SOARES, 2009).

A degomagem ¢ a etapa do refino que visa a remocé&o dos fosfolipidios e
substancias afins, onde ocorre a hidratacdo dos fosfolipidios hidrataveis e
decomposicdo daqueles ndo hidrataveis, tornando-os insoliveis no o6leo,
permitindo assim a sua separagéo (CREXI, 2005).

Dentre os fosfolipidios, a fosfatidilcolina (Figura 8) € a mais abundante
em planta e animais chegando freqientemente a aproximadamente 50% do
total sendo o bloco de construgdo fundamental das biocamadas das
membranas, sendo também o principal fosfolipidio que circula no plasma
sanguineo, sendo um componente integrante das lipoproteinas, especialmente
a lipoproteina de alta densidade (HDL) (FEDDERN & SOUZA-SOARES, 2009).

(8]
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Figura 8. Estrutura molecular da fosfatidilcolina.
R representa longa cadeia hidrocarbonada que pode conter insaturaces
Fonte: Mertins et al. (2005)

Etapa de Neutralizagéo

Nesta etapa ocorre a neutralizagcdo dos &cidos graxos livres, e também o
excesso de acido fosférico utilizado na etapa de degomagem, por solucéo
aquosa de alcali em excesso (MORAIS et. al., 2001). O teor de Alcali a ser
adicionado é equivalente a quantidade estequiométrica necesséria para
neutralizar os acidos graxos livres, com certa quantidade em excesso

(RITTINER, 1996; NORRIS, 1982).
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Etapa de Lavagem

A lavagem do O6leo neutralizado tem por objetivo remover sabdes
dissolvidos, o excesso de alcali que nado reagiu e os residuos de fosfolipidios
(RITTINER, 1996; NORRIS, 1982). A etapa pode ser conduzida com o 6leo a
temperatura de 90-95°C e adicionar agua fervente na propor¢édo de 10%, com

agitacdo por 5 min e sob vacuo de 710 mm Hg (CREXI et. al, 2010)

Etapa de Secagem

Para posterior branqueamento do 6leo, o0 mesmo deve estar seco, pelo
fato que nessa etapa quando menor for o teor de umidade mais efetiva a
mesma serd. Para isso, o teor de umidade deve estar em torno de 0,1%. A
secagem pode ser realizada aquecendo- se 0 6leo neutralizado até 90°C, sob
vacuo de 710 mmHg por 10 min em média (CREXI et. al, 2010).

Etapa de Branqueamento

Na etapa do branqueamento ocorre & remocgdo ou destruicdo dos
pigmentos que conferem cor ao 6leo, com essa finalidade s&o utilizados
adsorventes (Tabela 4), para fins industriais sdo utilizadas misturas de terras
ativadas com carvao ativado, isso se deve ao alto valor comercial do carvao
ativado em comparagdo com as terras ativadas, ou seja, com a mistura o
processo se torna com um custo operacional mais baixo. Para definir-se o que
constitui um tempo de contato adequado entre Oleo e adsorvente, deve-se
pressupor agitacao suficiente. Agitagdo excessiva desperdica energia e pode
aumentar a incorporac&o de ar. E provavel que os pigmentos sejam adsorvidos
nos primeiros 5 min. e que apds 15 min. o efeito adicional seja pequeno.

Um aumento na temperatura acelera a adsorgo inicial. E interessante
observar que um tempo de contato no branqueador superior a 30 min.
favorece a reverséao da cor (PATTERSON, 1992). O adsorvente ndo deve ter
efeito negativo sobre o meio ambiente. O nivel de 6leo retido deve ser
reduzido ao minimo possivel (ZANOTTA, 1999)

A etapa de branqueamento é muito importante no processo de refino de
Oleos. A remocgédo da cor € a meta mais significante nessa etapa do processo,
durante esta etapa do refino pode ocorrer remocédo de fosfolipidios, rastros de

metais, sabdes residuais e mudanca no estado de oxidagdo do dleo. A
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remocdo destas impurezas requer o uso de materiais com alto poder de

adsorcgdo, para agregar qualidade ao 6leo (KAYNAK et al., 2004).

Tabela 4. Utilizag&o de terras ativas comerciais no branqueamento de 6leos.

Terra ativada Oleos indicados
Tonsil ACC - FF Soja, Girassol, Palma, Pescado
Tonsil L80 - FF Oleos vegetais e animais
Tonsil Optimum FF Oleos dificeis de branquear
Tonsil Supreme FF Linhaca, Palma, Arroz e pescado
Fulmont 300C Oleos faceis de branquear
Fulmont 700C Soja e Palma
Fulmont AA Oleos dificeis de branquear (pescado e soja)
Fulmont Premiere Oleos de baixa qualidade

Fonte: MORAIS (2001)

3.6 Oxidacéo lipidica, carotendides e antioxidantes

A oxidagdo lipidica € responsavel pelo desenvolvimento de sabores e
odores desagradaveis tornando os alimentos impréprios para consumo, além
de também provocar outras alteracdes que irdo afetar ndo s6 a qualidade
nutricional, devido & degradacéo de vitaminas lipossoliveis e de acidos graxos
essenciais, mas também a integridade e seguranca dos alimentos, através da
formacdo de compostos poliméricos potencialmente téxicos (RAMALHO &
JORGE, 2005), a seguir sdo apresentadas as diferentes formas que ocorrem

as oxidacdes lipidicas.
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Oxidag&o enzimética

A oxidacdo por via enzimtica ocorre pela ac¢do das enzimas
lipoxigenases que atuam sobre os acidos graxos poliinsaturados, catalisando a
adicdo de oxigénio a cadeia poliinsaturada. O resultado é a formacdo de
perdxidos e hidroperoxidos com duplas ligacdes conjugadas que podem
envolver-se em diferentes rea¢des degradativas (RAMALHO & JORGE, 2005).

Fotoxidacao

O mecanismo de fotoxidacdo de gorduras insaturadas é promovido
essencialmente pela radiagdo UV em presenca de fotossensibilizadores
(clorofila, mioglobina, riboflavina e outros) que absorvem a energia luminosa de
comprimento de onda na faixa do visivel e a transferem para o oxigénio triplete
(*0.), gerando o estado singlete (*O,) (RAMALHO & JORGE, 2005).

O oxigénio singlete reage diretamente com as ligagbes duplas por
adicdo formando hidroperéxidos diferentes dos que se observam na auséncia
de luz e de sensibilizadores, e que por degradacédo posterior originam aldeidos,
alcoois e hidrocarbonetos (RAMALHO & JORGE, 2005).

Autoxidacao

E o principal mecanismo de oxidacdo dos 6leos e gorduras, 0 processo
de autoxidac&o dos lipidios é demonstrada na Figura 9. A autoxidacdo dos
lipidios esta associada a reagdo do oxigénio com acidos graxos insaturados e
ocorre em trés etapas (RAMALHO & JORGE, 2005):

Iniciagdo — ocorre a formagdo dos radicais livres do &cido graxo devido a
retirada de um hidrogénio do carbono alilico na molécula do acido graxo, em

condi¢des favorecidas por luz e calor.

Propagacédo — os radicais livres que sdo prontamente susceptiveis ao ataque
do oxigénio atmosférico, sdo convertidos em outros radicais, aparecendo 0s

produtos primarios de oxidagdo (peréxidos e hidroperdxidos) cuja estrutura
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depende da natureza dos acidos graxos presentes. Os radicais livres formados
atuam como propagadores da reacdo, resultando em um processo
autocatalitico.

Término — dois radicais se combinam com a formacgdo de produtos
estaveis (produtos secundarios de oxidacdo) obtidos por cisdo e rearranjo dos
perdxidos (epéxidos, compostos volateis e ndo volateis).

Iniciagdo RH — R'+H'

Propagacio R*+0, — ROO’

ROO*+RH — ROOH + R®

Término ROO*+R* — ROOR

Produtos

ROO+RO0O"™ — ROOR + 0O, Estaveis

R*+R* — RR

onde: RH - Acido graxo insaturado; R" - Radical livre;

ROO" - Radical peréxido e ROOH = Hidroperoxido

Figura 9. Mecanismo de autoxidacdo dos 6leos e gorduras.

Para evitar a autoxidacdo de Oleos e gorduras ha a necessidade de
diminuir a incidéncia de todos os fatores que a favorecem, mantendo ao
minimo os niveis de energia (temperatura e luz) que séo responsaveis pelo
desencadeamento do processo de formacdo de radicais livres, evitando a
presenca de tracos de metais no 6leo, evitando ao maximo o contato com
oxigénio e bloqueando a formacgéo de radicais livres por meio de antioxidantes,
0S quais, em pequenas quantidades, atuam interferindo nos processos de
oxidacao de lipidios (RAMALHO & JORGE, 2005).
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Acdao dos antioxidantes

Com a finalidade de inibir ou retardar a oxidacao lipidica de 6leos,
gorduras e alimentos gordurosos, sdo empregados compostos quimicos
conhecidos como antioxidantes.

O atomo de hidrogénio ativo do antioxidante é abstraido pelos radicais
livres R e ROOe¢ com maior facilidade que os hidrogénios alilicos das
moléculas insaturadas. Assim formam-se espécies inativas para a reacao em
cadeia e um radical inerte (As) procedente do antioxidante. Este radical,
estabilizado por ressonancia, ndo tem a capacidade de iniciar ou propagar as
reagOes oxidativas (Figura 10) (RAMALHO & JORGE, 2005).

ROO*+ AH — ROOH+ A'

R*+ AH — RH+ A®

onde: ROO" e R" - radicais livres: AH - antioxidante
com um atomo de hidrogénio ativo e A" - radical inerte

Figura 10. Reagé&o dos antioxidante com radicais livres.
Carotendides

Carotendides sé@o pigmentos lipossolluveis e importantes antioxidantes
que sdo sintetizados por plantas, microorganismos e animais adquiridos pela
dieta. Mais de 600 carotendides especificos ja foram identificados. Em peixes
os carotendides mais comuns (Figura 11) s&o: [(-Caroteno, xantofila,
astaxantina, cantaxantina e zeaxantina (HONGXIA, 2005)

Os carotenoides parecem desempenhar alguns papéis fundamentais na
saude humana, sendo essenciais para a visdo. [B-caroteno e outros
carotenoides foram reconhecidos no século XX como as principais fontes de
vitamina A. Mais recentemente, efeitos benéficos de carotendides contra
canceres, doengas de coracdo e degeneragcdo macular foram reconhecidos e
estimularam intensas investigacbes sobre o papel desses compostos como
antioxidantes e como reguladores de resposta do sistema imune (UENOJO,
2007).
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Os carotendides sao pigmentos naturais ricos em duplas ligacdes
conjugadas, com a principal funcdo de sequestro e destruicdo de radicais
livres, que sdo os responsaveis pelo envelhecimento precoce, (FONTANA, et
al., 2007). Pesquisas mostram que esses compostos possuem uma capacidade
de combater os radicais livres (espécies ativas de oxigénio), em duzentas e
cinquenta vezes mais que o a-tocoferol (antioxidante natural encontrado em
Oleos vegetais). Este efeito de sequestro e extingdo dos radicais livres € o
mecanismo mais benéfico que os carotendides desempenham no organismo
humano ou animal (FONTANA et al., 2007).

No refino de 6leos, na etapa de branqueamento, ocorre a remog¢&o dos
carotenoides. Entretanto com a remog&o, séo retiradas substancias com poder
antioxidante. No caso do 6leo de pescado, por ser rico em insaturagfes, o
aumento na concentracdo de carotendides pode aumentar a estabilidade

oxidativa do 6leo.

Astaxantina

Xantofila




Cantaxantina

Zeaxantina

Figura 11. Principais carotendides presentes em peixes.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Matéria prima

A matéria-prima utilizada para a produgéo da ensilagem é&cida foram os
residuos de visceras de carpa (Cyprinus carpio L.) que foram obtidos de
produtores do municipio de Roca Sales/RS localizado a 143 km de Porto
Alegre.

4.2 Obtencédo do 6leo bruto de pescado a partir da ensilagem acida

O dleo bruto de carpa foi obtido segundo descrito por Crexi et al. (2010).
Inicialmente 20 kg de visceras foram descongeladas a temperatura ambiente e
trituradas em moedor elétrico, logo apés foram acondicionadas e acidificadas
com &cido acético 10 % (v/m) adicionando-se 250 ppm de antioxidante
Butilhidroxitolueno (BHT), para evitar a oxidagao lipidica durante o processo.

O periodo de liguefacéo foi de quinze dias sob temperatura entre 20 a
30°C. Apoés o décimo quinto dia foi realizada a separagdo dos residuos em
peneira tyler 14 para remogéo de espinhas e escamas e finalmente a silagem
foi aquecida a 50 °C em banho termostatizado (modelo Quimis Q-103 304-264,
Brasil) e centrifugada (modelo Sigma 6-15, D- 37250, Alemanha) para a

separacédo do 6leo.

4.2.1 Refino do 6leo de pescado

O oleo de carpa passou por quatro etapas de refino, conforme Figura 12,
neste trabalho a dltima etapa de refino foi o branqueamento, onde foi realizado

0 estudo para a condi¢cdo mais adequada de trabalho.
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OLEO BRUTO DE PESCADO

!

DEGOMAGEM

!

NEUTRALIZACAO

!

LAVAGEM

'

SECAGEM

!

BRANQUEAMENTO

!

OLEO BRANQUEADO DE PESCADO

Figura 12. Etapas de refino quimico do 6leo bruto de carpa.

4.2.2 Degomagem

A degomagem foi realizada com adi¢cdo de 1% p/p de acido fosférico
concentrado (85%) com relagdo a massa de 0Oleo, a temperatura de processo
de 80°C, agitagdo de 500 rpm e duragdo de 30 min. Apds o resfriamento do
6leo, o mesmo foi centrifugado (centrifugada modelo Sigma 6-15, D- 37250,

Alemanha) durante 20 min. e 7000xg para a separagéo das gomas.

4.2.3 Neutralizagéo

Para a realizacdo da neutralizacdo, foi primeiramente determinada a
acidez do 6leo degomado, para saber a quantidade de hidroxido de sodio a ser

adicionada ao 6leo.
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A neutralizacdo ocorreu com a adigdo de uma solugdo de hidroxido de
sédio 20% p/p e um excesso de 4%, temperatura do processo de 40°C, por 20
min. Apoés foi cessada a agitagdo e a temperatura elevada para 80°C a fim de
facilitar a separagéo dos sais e 4gua de neutralizacdo (borra de neutralizag&o)
e o Oleo, apds ocorreu a centrifugagéo (centrifugada modelo Sigma 6-15, D-
37250, Alemanha) durante 20 min. a 7000xg, deste modo se obtendo o dleo

neutralizado.

4.2.4 Lavagem

A operagdo de lavagem foi realizada com a adigcdo de 10% de agua
deionizada a 95°C, a etapa foi realizada durante 10 min com agitagdo de 500
rpm e temperatura de processo de 50°C e sob vacuo de 710 mmHg. Apés o
resfriamento do 6leo, o mesmo colocado em um funil de separagéo, onde foi
separado o Oleo da &gua de lavagem, sendo realizadas trés lavagens

consecutivas.

4.2.5 Secagem

Para posteriormente ser branqueado, o 6leo de pescado precisa ser
seco. A secagem ocorreu com o aquecimento do 6leo a temperatura de 90°C e
vacuo de 710 mmHg, com o auxilio de um condensador, o tempo de secagem

em média foi de 10 min, onde se observou o termino de condensado.

4.2.6 Branqueamento

Para a realizagdo dos experimentos de branqueamento utilizou-se 30 g
de dleo neutralizado e seco. O dleo foi aquecido a temperatura de 70°C, com
agitacdo de 40 rpm e adicdo dos materiais adsorventes, por um tempo de
contato de 20 min e vacuo de aproximadamente 710 mmHg. Apos ocorreu a
filtracdo do Oleo em funil de Bichnner com uma pré-capa de terra de
diatomacea.

No branqueamento utilizou-se uma mistura de adsorventes (carvao

ativado e terra ativada (Tonsil), sendo os fatores de estudo a quantidade de
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adsorvente (Ads) adicionada em relagdo a massa de 6leo e a quantidade de

carvao ativado em relagdo a massa de adsorvente (Ca/Ads).

4.3 Metodologia analitica

A matéria-prima foi caracterizada através das analises de umidade
(método 925.10) e proteina (método 960.52), conforme metodologias da
Association of Official Analytical Chemists, AOAC (1995), e de lipidios segundo
metodologia de Bligh and Dyer (1959).

Para o Oleo bruto e neutralizado, e o branqueamento na melhor condigéo
do planejamento experimental, foram determinados os seguintes parametros
conforme metodologias (AOCS 1980);

» Acidos Graxos Livres (AGL, Ca 5a-40);
> Indice de Perdxido (IP, Cd 8-53);

> Indice lodo (Il, Cd 1-25);

> Indice de Saponificagéo (IS, Cd 36-76);

4.3.1 Determinagao da cor

A cor foi determinada, através do método Lovibond (WINDSOR &
BARLOW, 1984), utilizando-se Lovibond (modelo F, Inglaterra) fixando-se a cor

amarelo em 30 unidades e variando-se a cor vermelho.

4.3.2 Valor de TBA

O valor de acido tiobarbitirico (TBA) foi determinado segundo Vyncke
(1970), utilizando-se método espectrofométrico (modelo Quimis Q-108DRM,
Brasil). A curva padréo foi construida a partir da reagdo de TBA com 1,1,3,3

Tetrametoxipropano. Os resultados foram expressos em mg maionaideido Kg™* éieco-
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4.3.4 Total de carotendides

O total de carotendides foi determinado segundo Ezhil, Jeyanthi e
Narayanan (2008), com algumas modificagfes. O dleo de carpa foi dissolvido
em etanol grau P.A na relacdo de 10 mL de etanol por 1 g de 6leo, seguido por
filtragcdo. A absorbancia da solugéo resultante foi registrada nos comprimentos
de onda de 380, 450, 470 e 500nm utilizando espectrofotbmetro (modelo
Quimis Q-108DRM, Brasil). Para a realizacdo dos calculos foi escolhido o
comprimento de onda onde se obteve a absorbancia maxima.

O contetdo total de carotenéides em pg g™ 6leo foi calculado segundo a

Equacéo 1.

Méxima absorg¢&o no comprimenb deonda %10 (1)

Conteldo total carotendices = -
(0,25* amostra dleo(g))

onde, 10 é o fator de diluicdo e 0,25 é o coeficiente de extin¢ao.

4.3.5 Perfil de &cidos graxos

Para a identificacdo e quantificagdo dos acidos graxos, foi realizada a
andlise cromatogréafica do 6leo bruto e branqueado. Essa andlise foi realizada
em cromatografo gasoso capilar com detector de ionizacdo de chama (Varian
3400 CX, Palo Alto, CA) equipado com coluna capilar DB - 17 AGILENT (50% -
fenil metilpolisiloxano) coluna capilar (60 m x 0,25 mm, 0,25 pum de espessura),
a analise dos FAMEs foi realizada, em duplicata, injetando 1,0 pL na relacdo de
1:50).

As condigBes foram as seguintes: temperatura de inje¢cdo de 215°C,
temperatura do detector de ionizacdo de chama de 215°C, vazdo do gas de
arraste hélio 1,0 mL/min e a velocidade linear 24 cm/s, a temperatura do forno
realizado em 110°C para 5 min, depois aumentou para 215° C a 5° C/min e
mantida mantendo esta temperatura por 24 min.

Os ésteres metilicos de acidos graxos foram identificados por

comparagao direta dos seus tempos de retengdo com padrdes (NU CHEK-
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GLC-87), e foram quantificados como area percentual de cada mistura de
ésteres metilicos de acidos graxos.

Os &cidos graxos serdo identificados pela comparacdo direta dos
tempos de retengdo com padrées (NU-CHEK GLC-87), e quantificados por
normalizacdo de areas. Para injecdo no equipamento, na forma de ésteres

metilicos, seguiu a metodologia Metcalfe e Schimitz (1966).

4.4 Metodologia estatistica

Os valores dos indices de caracteriza¢do dos 6leos bruto, neutralizado,
e dos parametros de cor foram comparados usando o teste de Tukey HSD de
diferencas de médias (BOX, HUNTER E HUNTER, 1978), considerando um
nivel de 0,05 de significancia, com auxilio do programa Statistica 6.0 (Stasoft,
USA).

Para analisar os fatores significativos na etapa de branqueamento e
definir a condicdo adequada de trabalho realizou-se um Planejamento
Composto Central (PCC), conforme apresentado em Myer (1976). Este
planejamento foi realizado, com dois fatores de estudo totalizando onze
experimentos. Os niveis de variacé@o utilizados para os fatores de estudo foram
trés (-1, 0 e +1) e mais dois pontos axiais + a (alfa) e trés pontos centrais (0,0).

As variaveis independentes (fatores de estudo) e os valores dos niveis
destas variaveis foram determinados a partir de testes preliminares e de
referéncias bibliograficas (SABAH, CINAR & CELIK, 2007; MORAIS et al.
2001). As variaveis independentes estudadas foram a quantidade de
adsorvente (X;) em relacdo & massa de 0Oleo e a quantidade de carvéo ativado
(X2) usado nas misturas com terra ativada em relagdo a massa de adsorvente.

O planejamento experimental foi realizado utilizando-se o programa
Statistica 6.0 (StatSoft Inc., USA). A matriz do planejamento experimental é
apresentada na Tabela 5. Os ensaios experimentais da matriz do planejamento
foram realizados em duplicata.

As respostas dos experimentos foram tratadas estatisticamente através

de analise de regresséo para verificar a significancia dos fatores (95%) das
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respostas analisadas e determinar as condi¢cbes Otimas de trabalho para a
etapa de branqueamento, através da superficie de resposta.

A partir da analise de regressdo usando método dos minimos
quadrados, obteve-se o modelo estatistico de segunda ordem na forma
codificada para o branqueamento do 6leo de carpa, considerando-se os efeitos
e suas interagbes para as respostas conteldo total de carotendides, cor
Lovibond e valor de TBA, sendo este representado na Equagéao 2.

Y, =by +b, X, + b, X? +b,X, +b,,X5 +b,,X, X, (2

onde by, representam os coeficientes de regressdo do modelo estatistico de
segunda ordem; X; e X, as variaveis de estudo na forma codificada
(quantidade de adsorvente em relagdo a massa de 6leo e quantidade carvéo
ativado usado nas misturas com terra ativada em relagdo a massa de
adsorvente, respectivamente); e Yn, as respostas consideradas (conteudo total

de carotendides, cor Lovibond e valor de TBA) nos seus valores reais.

Tabela 5. Niveis codificados e valores reais (entre parénteses) para o
planejamento experimental composto central rotacional utilizado na etapa de

branqueamento.

Experimento X1 (% Ads) X2 (% Ca/Ads)
1 -1 (2,0) -1 (5,0)
2 -1(2,0) 1(10,0)
3 1(5,0) -1(5,0)
4 1(5,0) 1(10,0)
5 0 (3,5) -1,414 (4,0)
6 0 (3,5) 1,414 (11,0)
7 -1,414 (1,4) 0 (7.,5)
8 1,414 (5,6) 0 (7.,5)
9 0 (3,5) 0 (7,5)
10 0 (3,5) 0 (7,5)
11 0 (3,5) 0 (7.,5)
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Para a melhor condicdo determinada pelo planejamento experimental,
foram calculadas as constantes cinéticas (Ki), sendo determinadas através dos
modelos de Brimberg modificado e de Langmuir-Hinshelwood, que estéo
representados nas Equagbes 3 e 4, respectivamente. Estas equagdes
relacionam a perda de carotendides com a variagdo da cor Lovibond (C/Co) em

relacdo ao tempo durante os ensaios de branqueamento.

C/Co=—exp(K,t") (3)
C/Co=1+[(K,*t)/(1+ K, *1)] (4)

onde C é a concentracao de pigmento no 6leo de pescado no tempot, Co é a
concentracdo inicial e Ki é as constantes da velocidade de adsorcdo e N € o

parametro de ajuste da Equagéao 3.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracteristicas da matéria-prima

A matéria-prima (visceras de carpa) usada no processo de ensilagem
apresentou contetdos (em base Umida) de umidade de 74 + 1%, de proteina
de 14 + 2% e de lipidios de 12 + 1%.

Valores similares para a composicdo das visceras de carpa foram
encontrados por Crexi et al. (2009) que estudaram as caracteristicas dos 6leos
obtidos através do processo de ensilagem &cida e do processo termomecanico
de elaboracgéo de farinha de pescado. Neste trabalho os autores caracterizaram
as visceras de carpa utilizadas em ambos 0s processos, sendo a composi¢ao
para umidade, proteinas e conteddo de lipidios de 75%, 12% e 13%,
respectivamente.

A Tabela 6 apresenta os valores para o contetdo total de carotendides,
cor Lovibond, valor de TBA, indice de peroxido, percentual de acidos graxos
livres (%AGL), indices de iodo (Il) e de saponificagéo (IS) para a matéria-prima
(6leo bruto de carpa) e para o 6leo neutralizado.

Na Tabela 6 verifica-se que houve diferenga significativa (P<0,05) entre
os Oleo bruto e neutralizado de carpa para o contetdo total de carotendides,
cor Lovibond, valor de &cido tiobarbitirico (TBA), indice de perodxido (IP) e
percentual de acidos graxos livres (%AGL).

Os valores dos indices de iodo e de saponificagdo ndo apresentaram
diferenca significativa (P>0,05) ap0s a neutralizagdo, pois esta etapa ndo afeta
a composicao de acidos graxos dos triacilglicerdis.

Os valores encontrados para o total de carotendides no 6leo de pescado
extraido de visceras de carpa (Tabela 6) estdo de acordo com os citados por
Zhong, Madhuijith, Mahfouz e Shahidi (2007) em torno de 19 ug g™ ¢eo para o
Oleo extraido de visceras, na etapa de neutralizagdo observa-se uma perda de
13,46 % do total de carotendides.
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Tabela 6. Caracterizagdo dos 6leos bruto e neutralizado de carpa.

indices de caracterizagéo Oleo Oleo Norma
Bruto* Neutralizado*

Total de carotendides 19,46 + 0,02® 16,84 + 0,01°

(g g-l 6leo)
Cor Lovibond 16,0+0,22% 11,4+0,3"° 5,0*
(30 A, V)
indice de Peréxido(IP) 4,0+ 0,32 25+0,2° <10,0%*
(meq peréxido kgl)
TBA 4,2+0,2° 1,5+0,1° 7 — gre
( Mg malonaldeido kg-l 6leo)
% Acidos Graxos Livres 7,30 +0,02% 0,90 + 0,02 b <],20%***
(%AGL)
indice de lodo (I1) 115 + 32 114 + 32 140 — 205%%*
(cgl2g™)
indice de saponificacéo (IS) 203+2° 205+ 3% 170 — 195%+**
(mg KOH g™

* Valor médio + desvio padréo (em duplicata).

Médias seguidas por letras diferentes (linha) diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

*. Cor comercial maxima para 6leo de pescado; ** Ministério da Saude do Brasi; *** BORAN et
al., 2006;**** |legislacdo da ANVISA para 6leo de figado de bacalhau e cacao.

Em relagdo ao indice de Perdxido (Tabela 6), verifica-se que ocorreu
uma reducdo de 35,29% no 6leo neutralizado. O IP do 6leo de carpa bruto
apresentou valor similar ao 6leo de sardinha citado por Ganga et al. (1998) de
4,02 meq kg*. O elevado valor de TBA no 6leo bruto esté relacionado com a
acidez do processo de ensilagem, pois os acidos graxos livres favorecem as
reacbes de oxidacdo do O6leo. Na etapa de neutralizacdo, houve um
decrescimento de 64,3 % no valor de TBA. O contetdo de &cidos graxos livres
no 6leo bruto da ensilagem é devido & acdo das enzimas enddgenas presente
nas visceras antes da acidificacdo (REECE, 1981). Entretanto, verifica-se que
apés a etapa de branqueamento ocorreu uma reducdo de 87,67% no
percentual de acidos graxos livres.

A reducéo do valor de TBA, indice de peroxido e percentual de &cidos

graxos livres apOs a etapa de neutralizacdo é esperado, pois esta etapa tem



39

por objetivo melhorar as caracteristicas do 6leo de pescado, ou seja, retirar
impurezas, &cidos graxos livres e produtos de oxidacdo lipidica. Para cor
Lovibond, verifica-se na Tabela 6 que no éleo neutralizado ocorreu reducéo da
cor. Entretanto, a cor do 6leo neutralizado ficou acima da cor comercial sendo
necessaria a etapa de branqueamento.

Os indices de iodo (Il) e saponificacdo ficaram fora dos limites
estabelecidos pela ANVISA, porém esta referéncia de norma é destinada a
Oleos extraidos de figado de bacalhau e cacédo, ou seja, pescados de origem
marinha. Os valores encontrados neste trabalho para Il e IS estdo de acordo
com os resultados encontrados por Crexi et al., (2009) para o 6leo de carpa

bruto.

5.2 Planejamento Composto Central (PCC)

Com a realizacdo do planejamento experimental (Tabela 7) foi possivel
estabelecer a faixa oOtima da quantidade de adsorvente e da relagdo de
carvao/terra a ser utilizada, para a obtencdo de uma menor remogao de
carotenoides e um valor adequado de TBA.

Em relacdo a cor Lovibond, em todos os experimentos da matriz do
planejamento experimental, verificou-se que este valor ficou abaixo do
estabelecido comercialmente. Dessa maneira, a etapa de branqueamento foi
eficiente para todas as condi¢des utilizadas na matriz do planejamento.

A Tabela 8 apresenta a andlise estatistica dos efeitos para as respostas

total de carotendides e valor de TBA do 6leo branqueado de carpa.
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Tabela 7. Resultados do planejamento experimental composto central para o
total de carotendides, valor de TBA e cor Lovibond do 6leo branqueado de

carpa.

Experimento  Adsorvente Carvao/Terra Carotenoides* TBA™ Cor
(%) %) (¥2) 2

-1 -1 9,94+0,02 3,3+0,2 1,80

-1 1 10,82 +0,02 1,1+0,1 2,30

3 1 -1 8,94 +0,01 1,7 £0,2 1,50

4 1 1 8,64 0,02 2,140,121 1,50

5 0 -1,414 9,76 £0,03 2,0+0,3 1,70

6 0 1,414 9,30 +0,02 1,8+0,3 1,80

7 -1,414 0 10,76 +0,01 1,6 +0,2 2,10

8 1,414 0 8,36 +0,02 3,740,2 1,20

9 0 0 9,26 +0,02 3,4+0,2 1,30

10 0 0 9,36 £0,01 3,5+0,1 1,40

11 0 0 9,30 +0,02 3,3+0,2 1,30

Valor médio * erro padréo (n=2); * ug/g 6leo; ** mg malonaldeido/kg 6leo
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Tabela 8. Andlise estatistica dos efeitos para as respostas consideradas do
6leo branqueado de carpa no planejamento experimental.

Total de Carotendides( (ug/g oil) TBA(MQg malonaldeido/ KG sleo)
(Y1) (Y2)
Desvio Desvio
Efeito Padrao P Efeito ~ P
Padrao
bo 9,306 0,029 <0,001 8,726 0,069 <0,001
b, -1,643 0,035 <0,001 1,175 0,084 0,005
b1 0,273 0,042 0,023 -2,24 0,101 0,002
b, -0,017 0,035 0,669 0,981 0,084 0,007
b,o 0,243 0,042 0,028 -4.107 0,101 <0,001
b1, -0,590 0,050 0,007 2,790 0,120 <0,001

bo: média; b,: efeito linear quant. adsorv.;b;; : efeito quadratico quant. adsov.; b,: efeito linear
relacdo carvao/adsorv.; b,,: efeito quadratico relacdo carvdo/adsorv,; by,: efeito de interacdo

entre os fatores.

A andlise estatistica (Tabela 8) mostra que para a resposta do total de
carotenoide, o efeito principal da quantidade de adsorvente(b;), expresso em %
p/p com relacdo a massa de 6leo, sua interag@o(bs2) e o efeito quadratico(bi1)
foram significativos a um nivel de 95% (valores de significancia menores do
que 0,05). Entretanto, o efeito linear da quantidade de carvao ativado (b2) néo
foi significativo a um nivel de 95%, porém este fator permaneceu na analise,
pois sua interacdo (b;2) e o efeito quadratico (b,,) foram significativos, sendo
sua interagdo com a quantidade de adsorvente a mais significativa.

Em relagdo aos valores de TBA verifica-se que todos os fatores de
estudo (adsorvente e carvao ativado) foram significativos ao nivel de 95% (P <,
0,05), tiveram um forte efeito linear e quadratico sobre essa resposta.

No estudo para as respostas total de carotendides, observa-se na
Tabela 8, que o efeito principal da quantidade de adsorvente apresentou maior
influéncia sobre essa resposta, afetando-a negativamente. Em relagdo aos
adsorventes utilizados o carvao € altamente seletivo aos fosfolipidios, deixando

assim os locais de adsorcdo da terra livres para 0sS pigmentos
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(GNANASAMBANDAM, MATHIAS & PROCTOR, 1998). Dessa maneira, em
maiores concentracdes de carvdo ocorre a menor remogdo de carotenoides,
uma vez que, na mistura adsorvente (carvdo ativado/ terra ativada) a
concentracdo de terra ativada ser4 menor.

Para o valor de TBA o efeito quadrético da quantidade de carvéo ativado
quadrético apresentou maior influencia, afetando a resposta negativamente. A
maior reducdo do valor de TBA deve-se ao fato de que o carvé@o ativo também
possui alta capacidade de adsor¢do de compostos de oxidagao
(GNANASAMBANDAM, MATHIAS & PROCTOR, 1998). Assim, quanto maior a
quantidade percentual de carvdo ativado em relacdo a massa total de
adsorvente maior sera a remog&o dos produtos de oxidagdo secundaria.

Gnanasambandam e Proctor (1998) no estudo sobre o branqueamento
do oleo de soja relatam que a afinidade do carvédo pelos componentes do 6leo
é da ordem de fosfolipidios maior do que os produtos de oxidacao. Isto ocorre
devido a polaridade relativa de adsor¢do dos grupos funcionais fosfato ser
maior do que os peroxido. A adsorcédo do fésforo na superficie polar acontece
principalmente pelo grupo fosfato, para os peroxidos a superficie do carvédo
atua como um catalisador decompondo estes compostos de oxidagao.

A validade do modelo estatistico para o ajuste dos dados experimentais
foi verificada através da analise de variancia. Sendo observado que para a
resposta valor de TBA o modelo néo foi preditivo (Fcacuado N80 foi cinco vezes
menor que 0 Frapelado)-

A Tabela 9 apresenta os resultados da analise de variancia para o ajuste

do modelo para a resposta total de carotendides.
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Tabela 9. Analise de variancia para o ajuste do modelo estatistico para a etapa

de branqueamento do dleo de carpa.

Soma Graus Média Fcaiculado  Ftabelado® Fe/F**
Efeito Quadréatica Liberdade Quadratica
Total de Carotendides (ug/g 6leo) (Y1)
Regresséo 5,91 4 1,47 49 4,53 10,81
Residuo 0,19 6 0,03 - -
Total 6,10 10 - - R?=0,96

*Distribuicdo de Fisher para probabilidade de 5% (P < 0,05).
** Modelo Preditivo Fc/Ft =25

O F-teste de Fischer foi usado para avaliar a significancia da regressao
do modelo. Na Tabela 9 verifica-se que para a resposta total de carotendides o
modelo € significativo, ou seja, os dados preditivos se aproximam dos
experimentais.

Com a equacéo de regressao foi obtido o coeficiente de regressao de
R?=0,96% para o conteudo total de carotendides. Estes valores asseguraram
um ajuste satisfatério do modelo quadrdtico aos dados experimentais,
indicando que 96% da variabilidade nas respostas podem ser explicadas pela

equacado do modelo apresentado na Equagéo 5.

Y1 = 9,30-0,82X1 +0,13X% +0,12X5 -0,29X1X2 (5)

Onde Y; é o conteudo total de carotendides pg g™sieo , X1 € a quantidade de
adsorvente na forma codificada e X; € a quantidade de carvéao ativado.
A Figura 13 apresenta a superficie de resposta para o contetdo total de

carotendides.
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Figura 13. Superficie de resposta para o total de carotendéides do 6leo de carpa
apos a etapa de branqueamento.

Na Figura 13, observa-se que com 0 uso de maiores quantidades de
carvdo ativado e menores concentracbes de adsorvente, obteve-se maior
contelido total de carotendides. Assim, a melhor condicdo de trabalho para a
etapa de branqueamento do 6leo de carpa foi com a utilizacdo de 2% de
adsorvente em relacdo a massa de 6Oleo e quantidade de carvdo ativado de
10% em relacdo a massa de adsorvente.

Os resultados obtidos indicam que a adsorcdo das misturas de carvao
ativo e terra ativada acontecem na seguinte ordem: carotendides maior do que
o valor de TBA, sendo a reducgéo do conteudo total de carotendides de 35,7% e
do valor de TBA de 64,3% em relacdo ao 6leo neutralizado (Tabela 7), com
consequente reducdo da cor de 79,8%. Nestas condicbes obteve-se um 6leo
branqueado (Tabela 7) com conteudo final destes compostos de 10,82 pug g
oeo, 1,1 mg malonaldeido kg™ se0 € cor Lovibond de 30 Amarelo e 2,3

Vermelho, respectivamente.

Os carotendides fazem parte da fracdo minoritaria da composicao
quimica de 6leo e gorduras, contribuem para a qualidade de O6leos,

especialmente ricos em AGPs, pois aumentam a estabilidade oxidativa
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(ZHONG et al., 2007; LUTEROTTI, FRANKO & BICANIC, 1999), o que justifica
a escolha da regido de trabalho onde ocorreu a menor perda destes
compostos.

O valor de TBA é utilizado para indicar a degradacdo dos Oleos por
oxidacao lipidica quantificando os produtos de oxidagdo secundéria, para dleos
destinados ao consumo humano estes valores variam na faixa de 7 — 8 mg
malonaldeido KO 6leo, (BORAN et al., 2006). Dessa maneira, obteve-se um 6leo
branqueado com qualidade oxidativa.

Em estudos sobre a utilizagdo de misturas de carvédo ativado e terra
ativada em Oleo vegetal Ferreira-Dias et. al (2000) obtiveram contetdo de
carotendides em torno de 12%, utilizando quantidade de adsorvente de 1,5%
(p/v) e percentual de terra ativada maior que 40%. Estes autores relatam que
com o0 aumento de carvéo ativado na mistura de adsorventes ocorre a remogao

maior de clorofila enquanto a adsorcéo de carotendides é mantida.

5.3 Céalculo das constantes cinéticas

Para o calculo das constantes cinéticas foram utilizados os modelos de
Brimberg modificado e de Langmuir-Hinshelwood. A Figura 14 apresenta os
dados cinéticos de remogé&o de TBA e Carotendides.

Os dados cinéticos de remocédo de TBA e carotendides foram analisados
mediantes ao ajuste dos dados experimentais aos modelos de Brimberg e
Lamgmuir. A Tabela 11 apresenta os valores dos coeficientes cinéticos, o
coeficiente de determinacdo, a significAncia e o erro médio relativo para o
ajuste dos dados experimentais aos modelos de Brimberg e lamgmuir. Os
dados permitem observar que apds 30 min. de branqueamento a remoc¢é&o dos
carotendides jA& ndo se mostra significativa, esse resultado foi

semelhantemente encontrado por Brimberg (1982).
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Figura 14. Cinética de adsorcdo do branqueamento de 6leo de carpa.
Tabela 10.Valores dos coeficientes cinéticos, coeficiente de determinacéo,

significancia e o erro médio relativo para o ajuste dos dados experimentais aos
modelos de Brimberg e Lamgmuir.

Brimberg K P, N P, R E(%)
TBA 0,247 0,0004 0,59 0,00001 0,99 3
Carotendides 0,010 0,08 1,34 0,0005 0,98
Langmuir-Hinshelwood
TBA 0,16 0,002 0,15 0,009 098 5
Carotenoides 0,023 0,0004 0,0065 0,312 0,96

Para o TBA os dois modelos representaram de forma satisfatoria os
dados experimentais, representados pelos altos coeficientes de determinagéo e
baixos erros médios relativos. Também os valores dos carotendides
representaram de forma satisfatéria os dados experimentais, pelos altos
coeficientes de determinacdo e baixo erro médio relativo. Os valores do
parametro k do modelo de Brimberg e o parametro ko do modelo de Langmuir
ndo foram significativos, entretanto foram mantidos no modelo para melhorar a

qualidade do ajuste.
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5.4 indices de caracterizagdo do 6leo branqueado na melhor condigdo do

planejamento experimental e perfil de &cidos graxos.

Para realizagdo de uma avaliagdo mais detalhada da qualidade do 6leo
branqueado na melhor condi¢éo do branqueamento (Tabela 11), realizaram-se
as seguintes analises: indice de perdxido (IP), percentual de acidos graxos
livres (%AGL) e indices de iodo (Il) e de saponificagéo (IS).

Segundo Sathivel, et. al (2003) o nivel aceitavel de acidos graxos livres
no 6leo de pescado refinado esta entre 1,8 e 3,5% . O indice de perdxido do
6leo branqueado esta dentro dos padrdes estabelecidos para um 6leo de boa
qualidade aceitavel para consumo humano ndo sendo superior a 8 meqg/kg oil
(BORAN, KARACAM & BORAN, 2006).

Os valores dos indices de iodo e saponificagédo estdo fora da faixa citada
por Bernadini (1986) para 6leo de pescado de origem marinha 120-190 cg l,g™*
e 160-190 mg KOHg™, essa diferenca pode estar relacionada com a diferenca
de temperatura e salinidade da agua (DE SILVA, GUNASEKERA & AUSTIN,
1997).

Tabela 11. Caracterizacdo do 6leo branqueado de carpa na melhor condigéo

de trabalho.
indices de caracterizagéo Oleo Neutralizado

Total de carotendides (g g sieo) 10,82
Cor Lovibond (30 A, V) 2,3
indice de Peroxido (IP) (Meq perexido kg™ 1,90
TBA (Mg maionaideido KI™ eleo) 1,1

% Acidos Graxos Livres (%AGL) 0,50
indice de lodo (I1) (cg 12 g™) 116

indice de saponificacdo (IS) (mg KOH g™) 203
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Na Tabela 12 s&o apresentados os perfis de acidos graxos para o 6leo
bruto de visceras de carpa obtido através da ensilagem acida e do Oleo
branqueado na melhor condi¢cdo do processo. A andlise identificou que ndo ha
diferenca significativa entre as concentracdes de acidos graxos nos dois 6leos,
reafirmando que as etapas de refino ndo alteram o perfil de &cidos graxos do
6leo original.

Os 4cidos graxos em maior percentagem foram C 16:0 e C 18:1, que
correspondem cerca de 41,5%. Os acidos graxos da série dos w-3 (C 18:3, C
20:3, C 20:5, C 22:6) representaram cerca de 14,0% dos acidos graxos, ja
entre os w-6 o principal foi o C 18:2 (aproximadamente 10%).

Os valores encontrados estiveram de acordo com a literatura, sendo que
o perfil de acidos graxos depende da variedade do pescado, estagdo do ano,
sexo e alimentacdo (GULER et. al.2008, DRUZIAN, MARCHESI, &
SCAMPARINI, 2007).

Na Tabela 12, se observa que os conteudos de DHA e de AA no dleo
branqueado de Carpa oriundo da ensilagem foram menores que os valores
citados por Rasoarahoma et al. (2004) para o 6leo de carpa, 6,7% e 5,9%
respectivamente; e maiores que os citados por Druzian et al. (2007), de 1,02%
e 1,16% respectivamente. Porém, o contelldo de EPA é maior que os citados
por estes autores de 3,4% e 2,4%, respectivamente.

H& duas séries de &cidos graxos essenciais que ndo podem ser
sintetizados pelos animais e humanos e devem ser supridos pela dieta. A série
w-6 € derivada do &cido linoléico (LA) e a série w-3, do acido alfalinolénico
(ALN). A partir destes &cidos graxos poliinsaturados, sdo sintetizados os 4cidos

araquidonico (AA), eicosapentandico (EPA) e docosaexaendico (DHA).
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Tabela 12. Perfil de &cidos graxos para os 6leos de carpa bruto e branqueado
na melhor condicdo de operacéo.

Acidos graxos Oleo bruto Branqueado
C 14.0 3,66 3,63
C 16:0 15,20 15,19
cle6:1 8,12 8,14
c17.0 1,16 1,17
C 18.0 2,34 2,32
c18:1 25,55 25,57
C 18:2 w-6 9,96 9,94
C 18:3 w-3 7,32 7,33
C20:1 1,16 1,15
C 20:3 w-3 1,65 1,66
C 20:4 w-6 (AA) 1,77 1,76
C 20:5 w-3 (EPA) 3,08 3,97
C 22:6 w-3 (DHA) 1,27 1,28
> nao identificados 5,42 5,44

Em geral, considera-se que peixes cultivados de agua doce contém
menor quantidade de acidos graxos da série w-3 e maior quantidade de w-6
(Tabela 13). Assim, pesquisas sobre fontes lipidicas na nutricdo de peixes de
agua doce, sdo muito importantes para o desenvolvimento da aquicultura, pois
nela esta a possibilidade de se obter melhores resultados nas proporcdes das
relagbes das séries w-3/ w-6.

Esta relagdo é maior em peixes marinhos que em peixes de agua doce.
As relagbes de w-3 e de w-6 nos lipidios totais de peixes de 4gua doce variam

entre 0,5 e 3,8, considerando que para peixes marinhos esta variagédo pode ser
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de 4,7 para 14,4. A relacdo w-3/w-6 é sugerida como um dutil indicador de

valores nutricionais relativos para 6leo de pescado (GULER et al., 2008).

Tabela 13. Somatério das classes de 4cidos graxos e relacdo m3/w6 para 0s
Oleos de carpa bruto e branqueado na melhor condigéo.

Acidos graxos Bruto Branqueado
2 AGS (%) 22,36 22,31
> AGM (%) 34,83 34,86
% AGPs (%) 25,95 25,94
o3 (%) 14,22 14,24
w6 (%) 11,73 11,70
®3/w6 1,21 1,22

Véarios paises como a Alemanha, Canada, Japdo e EUA ja fizeram
recomendagdes da propor¢cdo de dmega-3 6mega-6 para a saude humana. No
Canad4, a proporgéo recomendada de w-3/w-6 deve ser maior que 0,25 para
reduzir a influéncia da competitividade do AL com ALN, para o metabolismo na
producéo de cadeias longas (EPA e DHA) (HOLUB, 2002). Assim, 0 consumo
de peixe que contém uma relacdo adequada das séries dos acidos graxos
(ALN e AL) pode melhorar a saude de pessoas, quando comparadas com as
qgue ndo consomem sendo que para o 6leo de carpa extraido das visceras pelo
processo de ensilagem acida apresentou uma relagdo w-3/w-6 de 1,21-1,22%

estando assim de acordo com a literatura para peixes de agua doce.
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6. CONCLUSOES

Para o branqueamento do 6leo de carpa (Cyprinius carpio) observou-se
atraveés da andlise estatistica que o carvao ativado foi mais eficiente que a terra
ativada na preservacao do conteudo total de carotendides no éleo de carpa.

A melhor condicdo do branqueamento, utilizando a metodologia da
superficie de respostas, foi observada com o uso da quantidade de 2% de
adsorvente em relacdo a massa de 6leo e quantidade de carvdo ativado de
10% em relacdo a massa de adsorvente. Nesta condicdo ocorreu maior
preservacdo de carotendides, redu¢des do valor de TBA e do escurecimento do
6leo, obtendo-se um 6leo branqueado com melhor qualidade oxidativa e melhor
aspecto em relagao a cor, com conteudo final de carotendides de 10,82 pug*g
Yeo , valor de TBA de 1,1mg malonaldeido *kg™ ¢eo, © cor Lovibond (30
Amarelo 2,3 Vermelho), respectivamente.

Foram obtidas constantes cinéticas dos modelos de Brimberg e
Lamgmuir, para o branqueamento do 6leo de carpa na melhor condi¢do
determinada pelo planejamento experimental. Sendo que foi possivel
determinar que ao passar de trinta minutos a remocdo dos carotenoides é
baixa, ocorrendo assim, no branqueamento uma rapida adsorgéo.

O dleo branqueado de Carpa apresentou um somatério de 14,24% de
acidos graxos w-3, sendo os principais os &cidos linolénico (7,33%) e
Eicosapentaendico (3,97%), da série w—6 o principal &cido graxo foi linoléico
com 9,94%, o somatdrio dos acidos graxos monoinsaturados e poliinsaturados
foi de aproximadamente 60 % e a relagdo w-3/ w-6 de 1,22 esteve dentro dos
limites citados na literatura.

Na analise cromatogréfica também se observou que nos 0leos bruto e
branqueado de visceras de carpa ndo foi identificada diferenca significativa
entre as concentragfes de acidos graxos nos dois 6leos, reafirmando que as
etapas utilizadas de refino ndo alteram o perfil de acidos graxos no 6leo bruto

original.
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8. APENDICE

8.1 imagens ensilagem e 6leos bruto, neutralizado e branqueado.

Ensilagem — primeiro dia
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Ensilagem décimo dia



Ensilagem décimo quinto dia
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Oleo bruto (A) 6leo neutralizado (B)

Oleo branqueado
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8.2 procedimento para realizagdo dos indices de caracterizacéo.
indice de acidez e % acidos graxos livres

v Pesar 5,0 g de amostra em erlenmeyer de 250 mL;

v Adicionar 50 mL de solucao alcool — éter etilico (1:2 v/V);
v Adicionar 2,0 ml de solucgéo indicadora fenolftaleina 0,1%;
v

Titular com NaOH 0,1 M até o aparecimento de cor résea.

Célculo

indice de acidez em &cido oléico (g/100g) = V NaOH * 28,2 * N
Massa de amostra

% de &cidos graxos livres = 0,503 * indice de acidez

indice de Saponificacéo

v Pesar 4,0 — 5,0 g de amostra e adicionar 50,0 mL de solugéo
alcodlica de KOH 0,5 M;

v Aquecer em chapa de aguecimento com sistema de refluxo por 1
hora;

v Adicionar fenolftaleina 1,0 %;

v Titular com HCI 0,5 M até o aparecimento da cor rosea.

Célculo

indice de saponificagéo = (Vb — Va) * M HCI * 56,1

Massa de amostra

Onde:

Vb = volume gasto de &cido gasto no branco
Va = volume de 4cido gasto na amostra

H HCI = Molaridade do &cido utilizado
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indice de iodo

v Pesar exatamente 0,1 g de amostra adicionar 10 mL de HCCl;,
tampar e agitar para dissolver a amostra acrescentar 25,0 mL do
reagente Wijs (monocloreto de iodo);

v Tampar e agitar por 30 segundos e repousar no escuro por 30
minutos;

Adicionar 20,0 mL de solugéo de Kl 10%;
Adicionar 100 mL de agua e agitar;

Titular com tiossulfato 0,1 N padronizada;

D N N N

Titular até o aparecimento de coloracdo amarela, depois adicionar
o indicar de amido 1,0% e terminar a titulacdo até o desaparecimento da
cor.

Célculo

indice de iodo = (Vb — Va) * 12,69

Massa de amostra

Onde:
Va = volume gasto de tiossulfato gasto na amostra

Vb = volume gasto no branco

indice de peréxido

v Pesar 5,0 g de amostra e adicionar 30,0 mL de solucdo de acido
aceético — cloroférmio (3:2);

Agitar até completa dissolugéo;
Adicionar 0,50 mL de solugédo de Kl saturada e agitar;
Deixar em repouso no escuro por 1 minuto;

Adicionar 30 mL de agua e agitar;

D N N N N

Titular com solucdo de tiossulfato de sodio 0,01 N até que o
aparecimento da cor amarela tenha desaparecido;
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v Adicionar 0,5 mL de indicador de amido;
v Continuar titulagédo até o aparecimento de cor azul.
Célculo

indice de peroxido = (Va-Vb) * N * 1000

Massa de amostra

Onde:
Va = volume do tiossulfato gasto na amostra
Vb = volume de tiossulfato gasto no branco

N = normalidade do tiossulfato de sddio

TBA

v Pesar 5 g de 6leo e colocar 30 mL da solucédo de TCA 7,5% e
agitar durante 10 minutos;

v Filtrar em algodao e medir 5mL do filtrado em um tubo de ensaio
com tampa de rosca;

v Adicionar 5 mL da solugédo de TBA 0,02 M e colocar em banho
fervente por 40 minutos;

v Resfriar e ler a absorbancia a 530 nm contra um branco
preparado com 0S reagentes puros;

v Construir uma curva padrao segundo a lei de Beer para a faixa de

trabalho a ser analisada, ap6s calcula-se a concentracdo de mg
malonaldeido/ Kg de dleo.



