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RESUMO

A espectroscopia por ressonancia magnética nuclear de *H de alta resolucdo (RMN de 'H) é uma
ferramenta util para monitorar os produtos de oxidacdo em 6leos comestiveis. O método é rapido,
relativamente simples e preciso, permitindo o acompanhamento e a caracterizacéo da formacao de
produtos primarios de oxidacdo, como os hidroperéxidos e os dienos conjugados. Neste trabalho,
Oleos de canola, azeite de oliva e de macadamia foram objetos de oxidacao acelerada por 30 dias e 0s
produtos de oxidacdo avaliados por RMN de H. Os resultados indicaram uma maior estabilidade
(resisténcia ao estresse térmico), para o 6leo de oliva > macadamia > canola, respectivamente.

Palavras-chaves: Oleos comestiveis, Oleos vegetais, Produtos de oxidacdo, RMN de *H.
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ABSTRACT

The hydrogen magnetic resonance spectroscopy (*H NMR) is a powerful tool for monitoring oxidation
products in edible oils. This method is fast, simple and reliable, useful for evidencing and identifying
primary oxidation products such as hydroperoxides and conjugated dienes. In this study, canola, olive
and macadamia oils underwent accelerated oxidation along 30 days and the oxidation products analy-
sis by *H NMR. The results show higher stability (resistance to thermal stress) to the olive oil > macad-

amia > canola respectively.

Keywords : Edible oil; Vegetable oil, Oxidation products, *H NMR.

INTRODUCAO

A industria de éleos vegetais comestiveis
consiste em um dos maiores segmentos do setor
alimenticio no mundo. A produ¢&o mundial, a partir
das principais oleaginosas (soja, girassol, oliva,
canola e milho, entre outras), estava prevista em
120,5 milhdes de litros para 2009 (FERROSTAAL,
2010), sendo que no Brasil a producao de 6leos
vegetais refinados gira em torno de 2,4 milhGes
de litros anuais (DATAMARK, 2004).

Os oOleos comestiveis sdo, contudo,
produtos sujeitos a degradacao por oxidagao, cujas
principais consequéncias séo a alteracao de aroma
e sabor, o escurecimento e areducao dos valores
nutricionais. Essas mudancas reduzem a vida-de-
prateleira e levam a rejeicdo do produto. A oxidacao
lipidica, auto-oxidacdo, ou rancidez oxidativa como
também é conhecida, ndo € apenas produto da
interacdo simples com o oxigénio, mas o resultado
de uma série de reacfes quimicas como hidrélise,
isomerizacdo e polimerizacdo que ocorrem
simultaneamente ou sequencialmente gerando
subprodutos que alteram significativamente as
caracteristicas originais dos 6leos vegetais.

Os métodos analiticos geralmente
empregados para quantificar o grau de oxidacéo
de 6leos podem ser divididos em dois grupos: i)
aqueles que medem o consumo de O,, pela
deteccao de produtos primarios de oxidacao, como
os peroéxidos (SILVA et al. 1999); e i) aqueles que
medem os produtos secundarios, volateis e ndo-
volateis, como aldeidos, dimeros e polimeros
(MISTRY & MIN, 1992). Os primeiros sdo 0s mais
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usuais e geralmente aplicados na determinagéo
dos chamados “indices”, que sédo na realidade
expressdes de propriedades fisicas ou quimicas e
nao necessariamente das porcentagens dos seus
constituintes. No outro caso, o do monitoramento
por formacdo de produtos primarios, a
determinacao da-se pelo indice de peréxidos,
seguido pelo indice de anisidina (que indica a
presenca de produtos secundarios como 0s
aldeidos) e do indice de carbonila, que permite
um nivel estimativo de produtos carbonilados
produzidos durante o processo de oxidacao
(FRITSCH, 1981; SILVAet al. 1999).

A determinacdo dos hidroperoéxidos
(produtos iniciais da oxidag&o) pode ser conduzida
por meio da extracdo em solventes organicos como
0 4cido acético e o cloroférmio, sendo normalmente
expressa em termos de miliequivalentes de
oxigénio ativo por quilograma de éleo.

Esses indices, assim como os produtos
secundarios de oxidagdo, também podem ser
obtidos de forma indireta por técnicas como a
espectroscopia na regido do UV/Visivel, pela
andlise da absorcao nos comprimentos de onda
de 232 e 270 nm (VIEIRA & REGITANO-D’ARCE,
1999), e pelas cromatografias gasosa e liquida
(BIRD & EVANS, 1984; BAUER-PLANK &
STEENHORST-SLIKKERVEER, 2000). A
ressonancia magnética nuclear (RMN) também tem
sido empregada como uma metodologia rapida e
precisa para o monitoramento da deterioracdo de
Oleos comestiveis, quantificando a presenca de



produtos oriundos da oxidacdo (GUILLEN & RUIZ,
2001; KNOTHE, 2003).

Assim, neste trabalho empregamos a
Espectroscopia de Ressonancia Magnética
Nuclear de *H em alta resolucdo (RMN de *H) para
caracterizacdo e comparacao dos produtos
priméarios de oxidacdo em 06leos de canola,
macadamia e azeite de oliva.

Bases da Oxidacéo Lipidica

Os lipidios presentes nos d4leos
comestiveis sdo misturas de tri, di e
monoglicerideos, esterois, glicolipidios,
fosfolipidios e &cidos graxos livres, sendo a maior
parte destes constituintes susceptiveis a oxidagao
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em diferentes intensidades (SILVA et al. 1999). Os
triglicerideos sdo ésteres formados a partir da
condensacao de glicerdis e acidos graxos (Fig. 1)
e a sua oxidacao é a principal causa das alteracées
organolépticas dos alimentos.

A oxidacéo lipidica se d& naturalmente ao
longo do tempo, mas pode ser favorecida se o0s
produtos forem armazenados de forma inadequada.
[luminacdo, umidade e temperatura sao
determinantes para o aumento da reatividade dos
lipidios (MORETTO & FETT, 1998) e, de um modo
geral, a estabilidade oxidativa, ou seja, o tempo
em que os lipidios permanecem inalterados diminui
com o aumento da umidade e da temperatura, bem
como a incidéncia de luz (PRADO FILHO, 1994;
KAIJSER et al. 2000).
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FIGURA 1 - Estruturas do (a) acido graxo, (b) glicerol e (c) triglicerideo. Sendo R
uma cadeia hidrocarbdnica com nimero de carbonos e de insaturacdes
diferentes para cada 4cido graxo. A numeracédo 1, 2 e 3 refere-se a
posicdo de cada acido graxo no triglirerideo, sendo as posi¢des 1 e 3

equivalentes

Comparativamente, os 6leos vegetais
possuem niveis mais elevados de ésteres de
acidos graxos insaturados que aqueles de origem
animal, o que faz com que esses, em principio,
sejam mais susceptiveis a oxidacao, considerando
gue as interagcdes com oxigénio ocorrem nas
insaturacdes presentes na molécula (QUINN &
TANG, 1996).

Contudo, os 6leos vegetais tendem a oxidar
mais lentamente, em funcdo das quantidades
significativas de antioxidantes naturais, como
tocoferdis e compostos fendlicos presentes em sua
composicao (QUINN & TANG, 1996).

Nos &cidos graxos insaturados a
degradacao oxidativa pode ocorrer por diferentes
vias, seja por acdo do meio, de agentes
catalisadores como a fotoxidagao, ou ainda por
atividade enzimatica por meio da acédo da

lipoxigenase. A atividade da lipoxigenase em
lipidios esté estreitamente ligada as condi¢bes de
atividade da 4gua nos substratos em que estéo
contidos. Uma diminui¢cao na quantidade de agua
disponivel geralmente conduz a uma diminuicéo
nas reacdes deterioradoras devido a limitacdo da
mobilidade dos reagentes (PRADO FILHO, 1994).
Além disso, diminui a possibilidade de crescimento
microbiano, fermentacdes indesejadas e outras
alteracdes bioquimicas (VENKATACHALAM &
SATHE, 2006).

Como ja comentado, os produtos primarios
de oxidagcdo de 6leos comestiveis sao os
hidroperoxidos e os dienos conjugados (Figura 2),
que podem ser degradados ou polimerizados via
radicais livres, gerando produtos secundarios
como aldeidos, alcoois, cetonas, acidos graxos
livres, lactonas e hidrocarbonetos (HASENHUETTL
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& WAN, 1992; GUILLEN & RUIZ, 2001; GUILLEN
& CABO, 2002), de forte influéncia sensorial,

(a)
QOH
CH3 W)\mOCHz
o |

CHg e~ O —CH

CHj

|
. OCH 3 ‘
3\/WW\”/O—CH2

o

responsdaveis pelas caracteristicas organolépticas
e fisico-quimicas associadas com a rancificacéo.
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FIGURA 2 - Férmula estrutural do (a) mono-hidroperéxido de trioleina (os trés acidos
graxos do triglicerideo séo &cido oléico), (b) bis-hidroperéxido de trioleina,
(c) tris-hidroperéxido de trioleina e (d) mono hidroperoxido de dieno

conjugado

MATERIAIS E METODOS

Amostras de Oleos e Oxida¢do Acelerada

Amostras de 6leos comerciais analisadas
foram de canola e de azeite de oliva extra-virgem,
enquanto que de macadamia, o 6leo foi obtido
através da extracdo de nozes fornecidas pela
Queen Nut (Dois Corregos/SP). Para a extracao
deste 6leo, as nozes foram maceradas e deixadas
sob agitacdo por 2 h em cloroférmio. A separacao
das fases se deu por centrifugacdo e apos a
retirada do sobrenadante deixou-se 0 solvente
evaporar-se naturalmente.

Para acelerar a oxidag&o, as amostras fo-
ram acondicionadas em frascos dentro de um
reator metalico, o qual foi evacuado levemente e
preenchido a pressdo de oxigénio a 3,0 atm
constante por um periodo de 30 dias. O reator foi
mantido em banho-maria a 60° C para favorecer a
circulacdo convectiva no interior da camara.
Aliquotas para analise foram retiradas apos 10 e
30 dias de experimento.
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Analise da Oxida¢ao dos 6leos por RMN  de *H

Empregou-se um espectrometro Varian
INOVA 400 operando a de 9,4 T, observando os
nucleos de *H a 400MHz. Sonda para analise de
liqguidos da marca Doty (5mm) foi utilizada. Os
espectros de 'H foram adquiridos com 32
transientes, pulsos de excitacdo de /2 de 10,5 ?s
e janela espectral de 6,4 KHz. As amostras foram
preparadas com 200 pL de 6leo dissolvidos em
400 pL de cloroférmio deuterado CDCI, contendo
tetrametilsilano (TMS), utilizado como referéncia
interna aos deslocamentos quimicos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analise dos 6leos pré-oxidagéo

Os espectros de RMN de 'H dos trés 6leos
analisados mostraram que 0S mesmos sao



similares apresentando sinais de hidrogénios
alilicos em 2,0 ppm, presentes nos acidos oléico,
linoléico e linolénico; e em 2,7 ppm (hidrogénios
dialilicos) presentes nos acidos linoléico e
linolénico, respectivamente (sinais 4 e 6, Tabela
1). Na Fig. 3 temos o espectro de RMN de H para
0 azeite de oliva com as atribuicdes dos sinais de
hidrogénio. O sinal em 0,9 ppm (sinal 1 na Fig. 3),
é referente aos hidrogénios do grupo metila (-CH,)
de todas as cadeias acila, com excecédo do acido
linoléico, o de numero 2, entre 1,4 e 1,2 ppm é
atribuido aos hidrogénios de grupos metileno das
cadeias alifaticas de todos os grupos acila (-CH,),
o de ndimero 3, entre 1,7 e 1,5 ppm aos hidrogénios
de grupos metileno como indicados em italico: —
CO-CH,CH,. O sinal 4, em 2,1 ppm é atribuido
aos hidrogénios alilicos a olefinicos (=CHCH,CH,),

H 5 2 9 2 a 9

que € o caso dos hidrogénios em C-8 no 4cido
oléico. O sinal 5, em 2,3 ppm é atribuido aos
hidrogénios a-carboxilicos do ester (-COCH,); o
sinal 6 em 2,7 ppm ¢é atribuido a hidrogénios
dialilicos, grupos metileno entre olefinas
(=CHCH_CH=) presentes nos acidos linoléico e
linolénico; o sinal 7, entre 4,3 e 4,1 ppm sao
referentes aos hidrogénios metilénicos do glicerol
(-CH,0CO).

O sinal 8 corresponde ao metino (CHOCO)
do glicerol e finalmente o sinal 9, entre 5,4 € 5,3
corresponde aos hidrogénios olefinicos (-CH=),
ligados aos carbonos de duplas ligacdes. Essas
atribuicbes podem ser melhor visualizadas na Fig.
3 e Tab. 1, com os deslocamentos identificados
com base no trabalho de RUTAR (1989) e
GUILLEN & RUIZ (2001).

9 4 3 2 1

|
7 H-C-0-CO-CH; -(CH, ), - CH=CH- CH ; -CH=CH-CH 5-CH, -(CH ),,-CH 9

8 H-C-0-CO-CH; -(CH,)y- CHg

o

7 H-C-0-CO-CH, -(CH,) - CH,
|

H
1
9 5 4
TMS
B e
| ! | ! | ! | | ! | ! | ! | !
7 6 5 4 3 2 1 0

3/ppm

FIGURA 3 - Espectro de RMN de 'H do azeite de oliva, mostrando a atribuicdo de
sinais na estrutura dos triacilglicliceréis

TABELA 1 - Atribuicdo dos sinais do espectro de 'H segundo dados de RUTAR,
(1989) e GUILLEN & RUIZ, (2001)

Deslocamento

NuUmero P Atribuicdo
guimico (ppm)
1 0,90-0,80 -CHj3 grupos acil
2 1,40-1,15 -(CHy),- grupos acil
3 1,70-1,50 -OCO-CH,-CH,- grupos acil
4 2,10-1,90 -CH,-CH=CH- metilenos alila
5 2,35-2,20 -OCO-CH,- metilenos a carboxilicos
6 2,80-2,70 =HC-CH,-CH= metilenos dialilicos
7 4,32-4,10 -CH,OCOR- glicerol
8 5,26-5,20 > CHOCOR
9 5,40-5,26 -CH=CH- hidrogénios vinilicos (olefinicos)
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De forma similar a Figura 4 apresenta os
espectros obtidos para o 6leo de canola e de
macadamia, nos quais 0s mesmos sinais
identificados na Figura 3 encontram-se presentes.
Cabe observar a auséncia dos sinais em 0,98 ppm

canola

(4cido linolénico) e em 2,8 ppm (de niumero 6), 0s
hidrogénios dialilicos no 6leo de macadamia,
implicando na possivel auséncia de acido linolénico
e baixos teores de é&cido linoléico
(VENKATACHALAM & SATHE, 2006).

macadamia

s/ppm

FIGURA 4 - Espectros de RMN de *H dos 6leos de canola e de macadamia

Analise dos Oleos apos a Oxidag&o

A formacéo de produtos de oxidacéo se da
de forma bastante lenta, mesmo nas condicdes
forcadas aplicadas neste trabalho. Como os mono-
hidroperéxidos derivados da oxidacao de 6leos e
gorduras tém os deslocamentos quimicos na
regiao de 8,5 ppm, 6,0 ppm e 4,35 ppm (Tabela
2), buscou-se, desta forma, identificar o surgimento
de sinais nesta regido ao longo do tempo de
oxidacao, Figura 5, sendo que no caso do azeite
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de oliva, esses produtos de oxidacdo nédo foram
observados, em func&o de uma maior resisténcia
ao estresse térmico do 6leo de oliva em
comparacao com os 6leo de canola e macadamica.

Cabe salientar que a n&do observacdo de
sinais intensos na regido de 6 ppm (dienos
conjugados) se deve a maior termoestabilidade do
Oleo de oliva (rico em &cido oléico que € tao estavel
guanto o acido estearico a oxidagao), resultando
na formacao de pequena quantidade de produtos
de oxidagao.



TABELA 2 - Deslocamentos quimicos dos sinais de RMN de *H dos mono-
hidroperoxidos, produtos de oxidacdo de dleos e gorduras (com base em
CLAXSON et al., 1994 e GUILLEN & RUIZ, 2001)

Deslocamento Quimico

Atribuic&o
(ppm)
8,9-8,4 -OOH grupo hidroperéxido
6,56; 6,00; 5,58; 5,45 -CH=CH-CH=CH- (sistema dieno conjugado cis,trans)
6,25; 5,75 -CH=CH-CH=CH- (sistema dieno conjugado trans,trans)
4,35 >CH-OOH
() (b)
30 dias 30 dias
WWWWWWWMWWW B N N

M

e

0 dias

Intensidade Normalizada

9.0 8.8 8.6 8.4 82 8.0
5/ ppm

Intensidade Normalizada

10 dias

TL///

T T T T
6.6 6.4 6.2 6.0 58 5.6

3/ ppm

FIGURA 5 - Expanséo do espectro de RMN de *H do azeite de oliva antes e apds 10 e
30 dias sob ambiente oxidante: (a) regido tipica para sinais de hidroperoxidos e (b) de

dienos conjugados

Os espectros resultantes do éleo de canola
de macadamia (Figuras 6 e 7 respectivamente)
apos 30 dias de estresse térmico evidenciaram a
formacédo de produtos de oxidacdo: perdxidos e
dienos conjugados, principalmente para o 6leo de
canola (Figura 6a,b), 0 mais sensivel ao estresse
térmico e pequenas alteracbes para o 6leo de
macadamia, que se mostrou mais resistente que o
6leo de canola. Os principais produtos de oxidacéo
estdo entre 5,7 e 6,1 ppm, (dienos conjugados),
além do sinal em 8,5 ppm (Fig 6a) observado apos
30 dias e que pode ser atribuido ao hidrogénio do
grupo hidroperéxido (CLAXSON et al. 1994;
GUILLEN & RUIZ, 2001).

Com estes resultados depreende-se que
0leo de canola é mais suscetivel a oxidacdo se
comparado aos 6leos de macadamia e de oliva.

Este aspecto pode ser compreendido com
base na composicao dos acidos graxos insaturados
presentes nos trés 6leos (Tabela 3).

Por esta tabela é possivel observar que o
Oleo de canola possui aproximadamente 23% de
acido linoléico (que contém duas insaturacdes), e
9% de acido linolénico (que contém trés
insaturacdes com dois grupos alilicos terminais),
altamente suscetiveis a formacao de dienos
conjugados (WANASUNDARA et al. 1995) contra
1,8 e 2,6% para o 6leo de macadamiae 9% e 1%
para o azeite de oliva, respectivamente. Deve ser
salientado o baixo teor (1%) de &cido linolénico
no azeite de oliva, o que assim garante uma maior
estabilidade em relacdo ao estresse térmico
gquando comparado aos outros dois 6leos que fo-
ram aqui analisados.
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FIGURA 6 - Expans&o do espectro de RMN de *H para o 6leo de canola antes da
oxidacdo forcada e ap6s 10 e 30 dias. Em (a), regido dos hidroperéxidos
e em (b) sinais de dienos conjugados

(a)

40 dias

10 dias

(b)

30 dias

10 dias

0 dias

0 dias

Intensidade Normalizada

9.0 I 3.8 8.6 8.4 8.2 8.0 6.4 650 5.6
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FIGURA 7 - Expanséo do espectro de RMN de 'H para o 6leo de macadamia antes da

oxidacédo forcada e ap6s 10 e 30 dias. Em (a), regido dos hidroperéxidos

e em (b) sinais de dienos conjugados

TABELA 3 - Composicdo em porcentagem de 4cidos graxos insaturados dos 6leos de
canola, azeite de oliva e de macadamia (WANASSUNDARA et al. 1995;
KAMAL & ANDERSON, 1997; VENKATACHALAM & SATHE, 2006). A
notacdo xiy se refere ao nidmero de carbonos (x) e ao namero de
insaturacdes (y)

% no 6leo de % no azeite % no o6leo de

(x:y) Acido Graxo

canola de oliva macadamia
16:1 Acido Palmitoléico 0,2 1,4 18,6
18:1 Acido Oléico 57,6 71,6 58,5
20:1 Acido Eicosendico 2.0 - -
22:1 Acido Ertcico 0,3 - 0,23
Total de Amdos Graxos 60.2 73.0 77.4
Monoinsaturados
18:2 Acido Linoléico 23,4 9,0 1,8
18:3 Acido Linolénico 9,1 1,0 2,5
Total de Acidos Graxos 325 100 43

Polinsaturados

BioEng, Campinas, v.3 n.3, p.259-268, Set/Dez.,
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CONCLUSAO

De umaforma geral, em todas as amostras,
0s sinais de oxidacao sao de baixa intensidade o
gue ndo permite uma analise quantitativa por
integracdo comparativa de sinais. Contudo, os
estudos conduzidos com 6leos indicaram a
possibilidade de se acompanhar o processo de
oxidacao através da espectroscopia de RMN de
H. Pela analise qualitativa dos sinais de oxidacao,
foi possivel observar que o azeite de oliva
apresentou apenas tracos de dienos conjugados
(Figura 5b) sendo mais resistente ao estresse
térmico se comparado ao 6leo de canola e
macadamia. E possivel concluir que o 6leo de oliva
€ mais resistente a oxidacdo que os 6leos de
macadamia e canola, respectivamente.
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