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Otimizacado do Método Hartman e Lago de
Preparacado de Esteres Metilicos de Acidos Graxos
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Andrea Madalena Maciel Guedes*
Humberto Ribeiro Bizzo®

Resumo—Aanalise dacomposi¢doem acidos graxos érealizada, praticamente,
para todos os produtos alimenticios, seja por questdes nutricionais ou para
atender a rotulagem nutricional. Em geral, € uma analise realizada por
cromatografia gasosa que requer uma etapa prévia de conversao dos acidos
graxos em ésteres metilicos. Entre os métodos mais utilizados para esta
converséo, destaca-se o método de metilacdo de Hartman e Lago, publicado
em 1973. Trata-se do método mais utilizado no Brasil, pela sua simplicidade,
rapidez e baixo custo. Neste estudo, foi realizada uma otimizagdo do método
original que permitiu aumentar o nimero de amostras analisadas com
reducdo da quantidade de reagentes e do tempo de analise. As condigbes
de analise foram avaliadas a fim de garantir que houve conversdo completa
de acidos graxos em ésteres metilicos. A otimizacdo do método foi avaliada
para diversos tipos de 6leo e os resultados foram comparados com material
de referéncia certificado apresentando resultados satisfatérios.

Termos para indexagao: 6leos; gorduras; cromatografia gasosa; metilacao.
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Optimization of the Hartman & Lago Method
for Converting Fatty Acids to Methyl Esters

Abstract — Fatty acid composition analysis is required for virtually all food
products, either for nutritional reasons or for meeting nutritional labeling. It
is usually performed by gas chromatography that requires a previous step of
converting the fatty acids to methyl esters. Among the methods most used for
this conversion, the Hartman and Lago method, published in 1973, is the most
used in Brazil for its simplicity, speed and low cost. In this study, an optimiza-
tion of this method was carried out in order to increase the number of samples
analyzed with reduction of reagents and time of analysis. The conditions of
the reaction were evaluated to ensure complete conversion of fatty acids to
methyl esters. The method was verified for several types of oil and the results
were compared with certified reference material with satisfactory results

Index terms: oil; fats; gas chromatography; methylation
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Introducao

A quantificagdo dos acidos graxos € importante seja para a determinagao
da qualidade e valor nutricional de alimentos como também para atender a
obrigatoriedade da rotulagem nutricional, quanto a declaragéo de gordura saturada
e de gordura trans ou ainda para os casos de alegagao de propriedades funcionais
dos acidos graxos (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2003, 2012).

Do ponto de vista nutricional, destaca-se a essencialidade dos acidos graxos
linoleico e alfa linolénico, dos beneficios a saide humana atribuidos aos acidos
graxos monoinsaturados e polinsaturados, especialmente da série dmega 3, e a
recomendacao de limite de ingesta de acidos graxos saturados e de acidos graxos
com duplas ligag¢des trans (FAO, 2010).

A composi¢cdo em acidos graxos também é o principal parametro para o
estabelecimento do padrdo de identidade dos dleos e para avaliar possiveis
adulteragdes (Machado et al., 2017a, 2017; Faria-Machado et al., 2017) ou para
determinar a aplicagdo dos 6leos e gorduras. Apresentam ainda influéncia decisiva
na qualidade dos dleos e dos alimentos em virtude da reducao de estabilidade e
consequente deterioragéo (Antoniassi, 2001).

Diversas técnicas podem ser utilizadas para a determinagédo do perfil dos
acidos graxos, como a RMN (Ressonancia Magnética Nuclear), a cromatografia
liquida de alta eficiéncia e a eletroforese capilar. No entanto, a cromatografia de
alta resolugéo (CGAR) tem sido a mais utilizada em virtude da boa resolucéo entre
os acidos graxos, menor custo, simplicidade e disponibilidade de informagéo na
literatura que auxilia na identificagao (Christie, 1989).

Para analise por CGAR é necessaria uma etapa prévia de tratamento dos
6leos ou dos lipidios (compostos principalmente de triacilglicerdis, acidos graxos
livres, fosfolipidios, ésteres de esterdis, tocoferois, glicolipidios e lipoproteinas),
para conversao dos acidos graxos em ésteres de acidos graxos. Este tratamento
permite romper as ligagdes dos acidos graxos esterificados em diversas moléculas
€, a0 mesmo tempo, converté-los em um derivado que permite que a analise seja
realizada em temperatura mais baixa em relacéo aos acidos graxos originais.

Embora os acidos graxos ou os ésteres metilicos, etilicos ou propilicos possam
ser analisados por CGAR, em geral é preferivel converter os acidos graxos para
ésteres metilicos de acidos graxos (FAME em inglés), que apresentam ponto de



8 BOLETIM DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO 33

ebulicdo menor, como também, em virtude da grande disponibilidade de padrées
existentes no mercado para sua identificacao.

Existem diversos métodos para a produgdo de ésteres metilicos, tanto por
transesterificagéo direta quanto pela saponificagdo do dleo, seguida de esterificagao,
que estao sintetizados por Christie (1989, 1993). Embora exista uma gama de
métodos disponiveis, problemas tanto em relagdo a estes procedimentos, quanto
em relagao a quantificagao e identificagéo dos acidos graxos tém sido relatados na
literatura (Gama et al., 2017; Antoniassi et al., 2017). Especificamente em relagéo a
reagdo, dependendo das condigbes, a transesterificagdo acida (H,SO,) e a alcalina
(NaOH/KOH) n&o promovem conversao completa dos acidos graxos a FAME.
Além disso, algumas condigbes de analise podem ocasionar isomerizagao ou
degradagao dos acidos graxos, pois alguns métodos utilizam temperaturas muito
altas como 90 °C e tempo de, até, 4 horas.

Por outro lado, existem métodos de transesterificacao realizados a temperatura
ambiente, por exemplo, com metdxido de sddio. Este é o preferido para gordura
de leite, mas requer amostra livre de umidade e com baixa acidez, pois os acidos
graxos livres ndo sao convertidos por este método. Além disso, a reacdo € mais
lenta para fosfolipidios e ésteres de colesterol e, como o procedimento é rapido,
nao ha conversao completa (Christie, 1982).

Para a hidrélise de todos os acidos graxos (presentes nos lipidios neutros e
lipidios ligados), a solugéo € promover uma saponificagao, seguida de acidificagcdo e
esterificagdo, como ocorre nos métodos oficiais da Association of Official Analytical
Chemists ( 2010) e da American Oil Chemists’ Society (2009) com BF, e para o
método proposto por Hartman e Lago (1973). Apos estas etapas, adiciona-se um
solvente organico para recuperar os ésteres metilicos e lavagem para remover o
acido e sais formados. Estes métodos ndo apresentam restricbes para a presencga
de acidos graxos livres e sdo menos exigentes quanto a presenga de agua nas
amostras e reagentes.

O método Hartman e Lago (1973) é o mais utilizado para prepara¢do de FAME
no Brasil e uma busca no Google Académico indicou 1471 citagdes do artigo
publicado até 04/10/2018. As razdes para isto devem-se a utilizagao de reagentes
de baixo custo, simplicidade e rapidez, sem utilizar altas temperaturas. Além disso,
o BF, utilizado nos métodos oficiais € um reagente toxico.
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Neste estudo, a fim de aumentar o nimero de amostras por analise, 0 método
foi otimizado para ser realizado em tubos do tipo falcon, com redugdo do volume
de reagentes e de solventes.

Material e Métodos

Preparacdo da solugcdo de potassa metandlica 0,5 M: Pesar 14
g de hidréxido de potassio P.A. em lentilhas e transferir para almofariz de
porcelana. Triturar rapidamente com vigor, utilizando-se bastéo de porcelana,
para se obter um pé fino. Transferir o pé para béquer e utilizar 500 mL de
metanol para lavagem do almofariz e solubilizagdo do KOH.

Preparo do Reagente de esterificagdao: Em um baldo de fundo redondo
de 500 mL, em capela de exaustao, adicionar 240 mL de metanol, seguido de
8 gramas de cloreto de amonio. Adicionar gota a gota 12 mL de &cido sulfurico
concentrado. Apds conectar baldo a condensador e manta aquecedora, a
mistura deve ser mantida sob refluxo por 15 minutos, apés a condensacgao
de solvente.

Preparacdo da amostra: Fundir a amostra, se necessario, homogeneizar
e pesar 0,1 grama de 6leo em tubo falcon de 50 mL em posi¢ao vertical,
de modo que o 6leo ndo escorra pelas paredes. Manter o tubo na vertical
utilizando-se a estante de tubos, de modo a obter-se 24 tubos com amostra e
outro tubo sem amostra para o branco. Se necessario, utilizar fita teflon para
garantir a vedacgéo do tubo.

Reacgéo: Adicionar 1,5 mL de potassa metandlica 0,5 M, fechar o tubo e
colocar a estante de tubos em banho termostatico a temperatura de 60 °C
(Figura 1), em capela de exaustdo, de modo que a altura do reagente no
tubo fique abaixo do nivel do liquido de aquecimento. Manter por 5 minutos.
Retirar dois tubos de cada vez e agitar em vortex por 15 segundos e retornar
ao banho, de modo que todos os tubos sejam submetidos a agitacdo. Repetir
esta operagdo mais duas vezes para se obter saponificagdo completa. Retirar
a grade do banho e esperar esfriar para adicionar 4,5 mL do reagente de
esterificacao. Colocar a estante de tubos em banho a 60 °C, por 5 minutos.
Repetir a agitagdo, conforme esta citado acima, em duas etapas, para
esterificacao completa. Retirar a estante do banho e esperar esfriar. Adicionar
10 mL de hexano e agitar com ajuda do vortex em duas etapas de contato de
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15 segundos cada tubo. Adicionar 10 mL de agua e agitar em duas etapas de

contato de 15 segundos cada (Figura 2). Transferir 2 mL de hexano para o vial

de cromatografia gasosa (Figura 3).

Figura 2.Agitacéo do tubo em vortex, apds a reacéo e adicdo de solvente e agua
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Figura 3. Transferéncia da fase de hexano para vial de cromatografia gasosa

Andlise por cromatografia gasosa para avaliagdo de sintese
incompleta: Analise realizada em Cromatografo Agilent 7890 em coluna da
Thermo TG 5HT (15 m x 0,25 mm x 0,10 ym) — 5 % fenil 95 % metil silicone,
com programacao de temperatura de 50 °C a 180 °C com taxa de 15 °C/min.,
de 180 °C a 230 °C a 7 °C/min., de 230 °C a 350 °C a 10 °C/min, mantendo-se
por mais 25 minutos. Injetor a 320 °C, detector de ionizagado de chama a 380
°C, taxa de split de 1:50 e injecdo de 1 pL.

Analise por cromatografia gasosa de FAME: Analise realizada em
equipamento Agilent 7890, equipado com detector de ionizacdo por chama
operado a 280 °C. Utilizou-se coluna capilar HP FFAP (25 m x 0,2 mm x 0,30
um) e a seguinte programacgao de temperatura: temperatura inicial de 150
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°C por 1 min; de 150 a 180 °C com taxa de 30 °C/min; de 180 a 200 °C a 20
°C/min; de 200 a 230 °C a 3 °C/min e na temperatura final de 230 °C por 10
min. Utilizou-se variacdo de pressao conforme descrito: pressao inicial 15
psi por 10 min; de 15 a 25 psi com taxa de 5 psi/min e presséao final de 25
psi por 11 min. Foi injetado 1 pL de amostra em injetor aquecido a 250 °C
operado no modo de divisdo de fluxo de 1:50. Realizou-se a identificagao por
comparacgao dos tempos de retengdo com os padroes da NU-CHEK PREP,
Inc, (Elysian, MN) e a quantificagao foi realizada por normalizac¢ao interna.

Resultados e Discussao

Comparagao entre condigoes de analise entre o método Hartman &
Lago original e o método reduzido em tubos

No método Hartman e Lago (1973) original como também no método
oficial com BF,, a reacdo € realizada em vidrarias que permitem que sejam
conectadas a um condensador, para evitar perdas de metanol. Neste tipo
de operacao, é necessario instalar diversos condensadores, o aquecimento
depende de placas ou mantas de aquecimento que exigem espacgo e a reagao
requer agitagdo manual ou por meio magnético. A etapa de extragdo de FAME
com solvente apolar e as etapas de lavagem, em geral, sao realizadas em funil
de separacao, para promover agitagéo e contato entre as fases, o que consome
maior quantidade de solvente. Além disso, é necessario filtrar o extrato etéreo
utilizando-se sulfato de sédio anidro (o éter etilico é o solvente recomendado
no método original) e, logo apds, deve-se concentrar em rotaevaporador, para
ajustar a diluicdo da amostra. Nestas condic¢des, € possivel preparar por dia,
no maximo, trés amostras em triplicata, com consumo de, pelo menos, 400 mL
de solvente.

Na otimizagao proposta neste trabalho, com a realizagdo da reagao em tubos
de plastico de fundo cdnico (tipo falcon), o tempo de analise de 8 amostras em
triplicata (uma estante), foi reduzido para, no maximo, 2 horas, consumindo
250 mL de hexano. Assim, considera-se ser possivel preparar 24 amostras/dia.

O hexano foi selecionado como solvente, entre outras caracteristicas, pela
capacidade de extrair o FAME da mistura de reagentes e metanol, promover
boa separagdo na etapa de lavagem com agua (Figura 3), ser solvente
compativel com o material plastico, ndo arrastar umidade e ser adequado para
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injecdo na analise por CGAR. Nao ha necessidade da etapa de concentragdo
porque a amostra esta na concentracéo de 1% (100 mg de 6leo/10 mL de
solvente), que é compativel com a taxa de divisao de fluxo do injetor de 1:50,
selecionada no método por CGAR. Outra caracteristica distinta € que a adicao
de 10 mL de agua com duas etapas de contato foi eficiente para lavagem da
fase de hexano.

No método Hartman e Lago (1973) e nos métodos oficiais com BF,, a
temperatura de reagao € controlada pela condensagéo do metanol. Assim, no
método usando tubos € necessario manter a temperatura do banho para que
nao exceda 60 °C, por razbes de seguranga. Porém, como nao ocorre imersao
total do tubo no banho (imerso numa altura de 3 cm contra altura total de 12
cm), a parte superior deste tubo esta mais fria, permitindo a condensacao de
metanol. Nao se observou perda de metanol nas condi¢gdes de aquecimento
citadas. Adicionalmente, ha vantagem da menor temperatura de reagédo em
relagéo ao método original.

Apesar do tempo total de andlise ser muito reduzido, ha diferenca em
relagdo ao método original quanto ao tempo de aquecimento da amostra. O
método foi otimizado para 25 tubos na estante, compativel com a abertura
do banho termostatico. Para se garantir saponificagao do 6leo e esterificagao
completa dos acidos graxos, agita-se com auxilio de vortex e o tubo de reagéo
deve retornar ao banho de aquecimento para manter a temperatura. Assim, o
tempo de permanéncia da amostra no banho de aquecimento apds o inicio da
agitacdo nas etapas de saponificagao e esterificagéo, foi respectivamente de
10 e 7 minutos.

Para o sucesso da otimizagao considera-se, também, como critica a etapa
de pesagem. Residuos de 6leo nas paredes do tubo podem levar a reacao
incompleta, em virtude da redugao do volume dos reagentes, especialmente na
etapa inicial de saponificagdo. Aquantidade de dleo de 100 + 20 mg é compativel
com 1,5 mL de potassa metandlica mas o vortex formado na agitagdo nao
atinge a parte mais alta do tubo. Recomenda-se que o tubo de amostra seja
pesado em posicao vertical e permanecga nesta posicao até o final da analise.

Por outro lado, como beneficio da redu¢gdo de amostra, os volumes de
potassa metandlica e do reagente de esterificagéo foram reduzidos a metade,
produzindo excelente economia de insumos.
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Condigdes de analise necessarias para promover conversao completa
de acidos graxos para FAME

Para se avaliar a eficiéncia de conversdo dos acidos graxos a ésteres
metilicos utilizou- coluna capilar de silica fundida termoestabilizada compativel
com altas temperaturas de analise por CGAR que permite a separagdo de
FAME, de triacilgliceréis, mono e diacilglicerdis. Na amostra analisada na
Figura 4, observa-se a presenca de 6leo (triacilglicerdis) e de gliceridios parciais
confirmando que nao houve saponificagdo completa do 6leo. Para evitar esta
ocorréncia, no método proposto a saponificagdo completa é atingida apds trés
etapas de contato no vortex.

Para avaliar a eficiéncia da etapa de esterificacao, utilizou-se analise por
CGAR em coluna de FFAP que permite a separagao de acidos graxos dos
ésteres metilicos. No método proposto, a esterificagdo completa dos acidos
graxos a FAME foi atingida apds duas etapas de contato em vortex.

A otimizag&o proposta foi avaliada com diferentes 6leos de cadeia média
rico em acidos graxos de comprimento de cadeia variando de C8 a C14 e
6leos com acidos graxos de cadeia normal de C16 a C24, conforme pode ser
observado nas Figuras 5 e 6.
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Figura 4.Cromatograma de FAME obtido em condi¢ges de hidrdlise incompleta do
Oleo: Coluna TG 5HT (15 m x 0,25 mm x 0,10 ym) — 5% fenil 95% metil silicone. Temp.
50 °C a 180 °C / 15°C/min., de 180 °C a 230 °C/7 °C/min., de 230 °C a 350 °C/10 °C/
min, por mais 25 minutos. Injetor a 320 °C, detector a 380 °C, 1:50 e 1 pyL
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Comparacao de resultados do método otimizado com material de
referéncia certificado e ensaio de repetitividade

Para avaliar a exatiddo do estudo, foi analisado um material de referéncia
certificado cujos resultados estdo apresentados na Tabela 1.

Os resultados obtidos encontram-se dentro das faixas certificadas indicando que
0 método apresentou preciséo satisfatoria para os acidos avaliados. A otimizagéo
foi avaliada também em ensaio de proficiéncia do PRIDAA CITA para paté de
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Figura 5.Cromatograma de FAME de 6leo de améndoa de palma em coluna de HP
FFAP (25m x 0,2mm x 0,30um) e programagéao de temperatura de 150 °C a 230 °C;
detector a 280 °C e injetor a 250 °C; injecéo de 1uL de solugédo 1% em split 1:50
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Figura 6. Cromatograma de FAME de 6leo de polpa de palma em coluna de HP FFAP
(25 m x 0,2 mm x 0,30 pym) e programagédo de temperatura de 150 °C a 230 °C;
detector a 280 °C e injetor a 250 °C; injegédo de 1 pL de solucdo 1% em split 1:50.

carne apresentando resultados satisfatorios, de acordo com o critério z score na
faixa de + 2 para todos os acidos graxos. De acordo com as normas internacionais
e documentos nacionais relacionados a validagdo de métodos, a participagao
em ensaio de proficiéncia e a andlise de material de referéncia certificado sao
requisitos para a validagdo de métodos de analise (INMETRO, 2018).

Tabela 1. Comparacéo dos resultados de composicdo em acidos graxos para o
material de referéncia certificado (BCR 162 R) com a otimizag&o proposta

Acido graxo  Valor obtido (%)* Faixa certificada
C16:0 10,61 10,580 - 10,900
C18:0 2,83 2,780 - 2,860
C18:1 26,83 26,100 - 26,900
C18:2 53,96 53,880 - 54,380
C18:3 3,34 3,300 - 3,400
C20:0 0,39

C20:1 0,33

C22:0 0,30

* média de oito repeticdes
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Em relacdo a repetitividade da analise foi analisado o éleo de palma cujos
resultados estao apresentados na Tabela 2.

Os desvios esperados na analise de acidos graxos estdo relatados na
AOCS (2009), como a Diferenga Absoluta (DIF ABS) que é a diferenga
entre o valor minimo e o maximo, que deve ser menor que 1% para acidos
graxos com teor maior que 5%. Ja a Diferenca Relativa (DIF REL) que é a
diferenca entre o maior e o menor valor dividido pela média e multiplicada
por 100, deve ser menor que 3% para acidos graxos com teor maior que 5%.

Tabela 2. Avaliagdo da repetitividade dos resultados de acidos graxos de 6leo de
palma (% do total de acidos graxos)

rep1 0,409 34,755 8,266 43,361 11,944 0,289 0,395
rep2 0,395 34,542 8,290 43,507 11,982 0,291 0,399
rep3 0,408 34,805 8,236 43,350 11,944 0,291 0,385
rep4 0,418 35,072 8,166 43,188 11,906 0,290 0,392
rep5 0,406 34,831 8,236 43,248 11,922 0,288 0,390
rep6 0,414 35,022 8,154 43,144 11,917 0,290 0,389
rep7 0,414 35,066 8,162 43,103 11,901 0,289 0,387
rep8 0,419 35174 8,195 43,006 11,870 0,288 0,382
rep9 0,416 35,225 8,168 43,127 11,886 0,289 0,379
rep10 0,404 34,884 8,234 43,338 11,941 0,289 0,389
rep11 0,410 35,088 8,263 43,565 12,004 0,292 0,388
rep12 0,410 35,126 8,212 43,353 11,947 0,290 0,387
rep13 0,410 34,742 8,233 43,390 11,949 0,290 0,392
rep14 0,401 34,473 8,273 43,541 11,986 0,292 0,405
rep15 0,417 35194 8,159 43,088 11,878 0,290 0,382
0,417 35229 8,150 43,072 11,875 0,288 0,381
0,411 34,952 8,212 43,274 11,928 0,290 0,389
0,007 0,240 0,047 0,177 0,041 0,001 0,007
1,645 0,686 0,573 0,410 0,345 0,415 1,753
0,395 34473 8,150 43,006 11,870 0,288 0,379
0,419 35,229 8,290 43,565 12,004 0,292 0,405
0,024 0,756 0,139 0,559 0,133 0,004 0,026
5,82 2,16 1,70 1,29 1,12 1,31 6,80

Rep - repeticdo; DP desvio padrdo; CV coeficiente de variagéo (%); DIFABS (diferenca entre o valor minimo
e o maximo); DIF REL (diferenca entre o maior e o menor valor dividido pela média e multiplicada por 100).
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Adicionalmente, optou-se por utilizar-se coeficiente de variagéo (CV) menor
que 3% para acidos graxos com teor menor que 1% e CV menor que 1%
para os demais acidos graxos. Os resultados obtidos estdo em consonéncia
com os desvios previstos na AOCS (2009) e avalia-se que a repetitividade do
método é adequada, especialmente para este tipo de gordura que € sdlida,
e seria o tipo de amostra mais critica para analise, considerando-se que a
fusdo, homogeneizagdo e pesagem do 0Oleo sédo etapas criticas devido a
rapida cristalizacdo da gordura.

A otimizagao foi também avaliada para 6leos de améndoa de dendé (6leo
do tipo laurico), 6leo de soja (rico em C18:3), hibrido de palma e caiaué
(Elaeis oleifera) e os resultados atenderam aos requisitos de repetitividade
descritos acima.

Conclusoes

A otimizacdo do método Hartman e Lago (1973) para tubos do tipo falcon
permitiu a redugéo do volume de reagentes e de solventes em 50% e 80%,
respectivamente.

O tempo de analise foi reduzido permitindo a execucdo de 24 amostras
por dia em relagdo ao método original de trés amostras/dia (em triplicata).

A otimizagdo do método nas condi¢des relatadas permitiu conversao
completa dos acidos graxos para ésteres metilicos de acidos graxos.

A otimizagao apresentada foi avaliada quanto a precisao, pela analise de
material de referéncia certificado e participagdo em ensaio de proficiéncia,
com resultados satisfatérios de acordo com os critérios de normas nacionais
e internacionais de validagdao. Quanto a repetitividade, a otimizagdo do
método atendeu aos critérios estabelecidos pela American Oil Chemists’
Society (2009).
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