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RESUMO

Titulo: Avaliacdo termo-oxidativa de 6leos vegetais submetidos a temperatura de fritura:
uma abordagem por ressonancia magnética nuclear de hidrogénio.

Orientador(a): Profa. Dra. Antonia Lucia de Sousa

Os oleos de soja, palma, girassol, canola, oliva e milho foram submetidos a avaliacdo do
comportamento térmico a temperatura de fritura (180 °C) durante 24 horas por meio da
técnica de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 1!H). Equacdes
matematicas foram aplicadas as integrais dos sinais de impressao digital no espectro de
RMN 1H dos 6leos para determinar: perfil de acidos graxos, indice de iodo, indice de
saponificacdo e peso molecular médio. O comportamento desses parametros foi avaliado
durante o aguecimento ao longo de 0, 12 e 24 horas, assim como a formacédo de produtos
primarios e secundarios de oxidacdo. Os dados obtidos a respeito da composi¢do de
acidos graxos dos 6leos indicaram uma alta concentracao de acidos graxos saturados no
oleo de palma (44,0% molar) e quantidade significante deste acido graxo no 6leo de soja
(20,5% molar). As maiores concentracdes de &cido oleico (w-9, monoisaturado) foram
encontradas no azeite de oliva (75% molar) e no 6leo de canola (65% molar).
Concentracbes expressivas de acido linoleico (w-6, poliinsaturado) foram encontradas
nos oleos de soja (45% molar) e milho (43,8% molar). Pequenas proporc¢des de acido
graxo a-linolénico (w-3) foram observadas nos 6leos de soja (8,6% molar), canola (8,4%
molar) e palma (4,6% molar). Os tratamentos térmicos indicaram maior estabilidade
térmica dos Oleos de oliva e canola, que mostraram diminuicdo de apenas 19 e 7%,
respectivamente, em seus indices de iodo. Nos 0leos ricos em acidos graxos insaturados
foram detectados majoritariamente aldeidos na configuracdo trans, além de cis-trans-
alcadienais, trans-trans-alcadienais e 4-oxo-alquenais. No Oleo de palma, apesar do alto
teor molar de acidos graxos saturados, observou-se uma tendéncia a formacdo de
alcadienais e aldeidos insaturados, devido a presenca de 4,6% de acido a-linolénico.
Naqueles ricos em &cidos graxos saturados e monoinsaturados, houve uma tendéncia a
formacao de aldeidos saturados. A partir dos resultados prévios observados neste estudo,
recomenda-se que, em longos processos de fritura, os 6leos de canola e o azeite de oliva

sejam empregados por perfomarem maior resisténcia termo-oxidativa.

Palavras-chave: oxidagao lipidica, 6leos comestiveis, estabilidade térmica, acidos
graxos trans



ABSTRACT

Title: Evaluation of thermo-oxidative degradation on selected edible oils submitted to
frying temperature: a proton nuclear magnetic resonance approach.

Adiviser: Profa. Dra. Antonia Lucia de Sousa

Soybean, palm, sunflower, canola, olive and corn oils thermal behavior were evaluated at
frying temperature (180 °C) for 24 hours by nuclear magnetic resonance of hydrogen (*H
NMR). Mathematical equations were applied to integrals of fingerprint signals at the *H NMR
spectrum of oils to determine fatty acid profile, iodine value, saponification value and average
molecular weight. The behavior of these parameters was evaluated during heating throughout
0,12 and 24 hours, as well as the formation of primary and secondary oxidation products. The
fatty acid composition results indicated high concentration of saturated fatty acids in palm oil
(44.0 mol%) and a significant amount of the same fatty acid in soybean oil (20.5% mol). The
oils with the highest amounts of monounsaturated oleic fatty acid were olive oil (75% mol) and
canola oil (65% mol). High levels of polyunsaturated linoleic acid (w-6) were identified in
soybean oil (45% mol) and corn oil (43.8% mol). Small proportions of a-linolenic acid (w-3)
were identified in soybean oil (8.6% mol), canola (8.4% mol) and palm oil (4.6% mol). Heat
treatments indicated greater stability for olive and canola oils, which showed only 19 and 7%
reduction in iodine content. In soybean and corn oil, aldehydes were mainly detected in the
trans configuration, in addition to cis-trans-alkadienals, trans-trans-alkadienals and 4-oxo-
alkanals. Palm oil, despite its high molar content of saturated fatty acids, showed a tendency
to produce alkadienals and unsaturated aldehydes, due to the presence of 4.6% of a-linolenic
acid. Based on the previous results observed in this study, it is recommended canola and olive

oil for frying purposes.

Keywords: lipid oxidation, edible oils, thermal stability, trans fatty acids.
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1. INTRODUCAO

A fritura € um procedimento culinario e industrial amplamente utilizado. O seu
objetivo € melhorar as propriedades sensoriais dos alimentos, mergulhando-os em
gordura animal ou Gleos vegetais a temperatura de aproximadamente 180 °C. Nestas
condicOes térmicas, a agua presente nos alimentos e 0 oxigénio disponivel, favorecem
a oxidacao lipidica, levando a perda das propriedades nutricionais e formacao de
substancias toxicas, de consumo nocivo ao organismo humano (ABD RAZAK et al.,
2021; XU et al., 2020).

Os Oleos vegetais sdo compostos principalmente de &cidos graxos
monoinsaturados (MUFAS), que apresentam apenas uma insaturagcdo na cadeia
carbdnica, e acidos graxos poli-insaturados (PUFAS), que possuem duas ou mais
ligacdes olefinicas na cadeia carbbnica. Quanto ao aspecto nutricional, os PUFAS séo
0S mais recomendados para 0 consumo regular pois contribuem para a saude
cardiovascular (PUFAs) (RAUF; HASSAN, 2017). Acido oleico, um &cido graxo MUFA
também denominado w-9, € o principal acido graxo presente no azeite de oliva e no
6leo de canola. Ja o acido graxo linoleico, um PUFA w-6 é o principal acido graxo dos
Oleos de soja, girassol e milho. Estes 6leos, juntamente com o 6leo de palma séo 0s
mais utilizados na fritura de alimentos. Os 6leos ricos em PUFAS possuem
propriedades funcionais privilegiadas em relacdo aos constituidos por MUFAS e
acidos graxos saturados, mas sdo mais propensos a degradacdo oxidativa, uma vez
que as ligacbes duplas aumentam a reatividade dos triacilglicerdis com o oxigénio
atmosférico, diminuindo a energia de ativacdo (Ea) da reacdo global (RAFAEL et al.,
2018).

A importancia do conhecimento do comportamento térmico dos 6leos durante
os procedimentos de fritura requer o uso de técnicas que permitam uma avaliacao in
situ e/ou na propria amostra, evitando etapas de derivatizagdo com risco de perda de
informacdes relevantes. A determinacdo da composicéo de acidos graxos de 6leos e
gorduras € determinada por Cromatografia Gasosa (CG) (AOCS, 2011). A
determinacao € indireta, é feita a partir da quantificacédo e identificacdo dos ésteres
metilicos dos acidos graxos. A técnica é robusta e possui alta sensibilidade, contudo

a esterificagdo € um procedimento em multiplas etapas que pode proporcionar a perda
15



de informacgdes. Se tratando de 6leos ndo utilizados, as possiveis perdas nao chegam
a ser relevantes. Na avaliagdo dos 6leos em procedimentos de frituras, a composi¢ao
de acidos graxos nédo é o parametro mais importante. A identificacdo de substancias
oriundas da degradacao oxidativa dos acidos graxos e a alteracao das propriedades
fisico-quimicas como os indices de iodo, de acidez, de perdxido e de saponificacdo

sao parametros a ser considerados.

A Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN H) é a técnica mais
utilizada na caracterizacdo de compostos organicos. O uso da RMN 'H na
caracterizacdo da composicdo de Oleos vegetais baseia-se no uso dos sinais
integrados do espectro do 6leo aplicados em equacdes matematicas, sendo possivel
obter o perfil de &cidos graxos saturados e insaturados, além de compostos
minoritarios como tocoferdis e compostos da degradacdo de acidos graxos como
peroxidos organicos entre outros (ALEXANDRI et al., 2017).

Nos trabalhos desenvolvidos por Guillén e colaboradores (2009) e Reda e
colaboradores (2006) foram utilizadas equacdes na determinacéo do perfil de acidos
graxos de Oleos vegetais, utilizando a integral dos sinais caracteristicos no espectro
de RMN !H, chamados de sinais de impresséao digital na determinacéo da razdo molar
dos &cidos graxos dos 6leos, dos indices de iodo e de saponificacdo, além do peso
molecular médio. Além da RMN 'H ser uma técnica robusta e versatil, é pratica e

rapida e ndo destréi a amostra permitindo a contraprova.

No presente trabalho o azeite de oliva e dos 6leos de soja, palma, girassol,
canola, e milho foram submetidos ao aquecimento intermitente a temperatura de 180
°C e as alteracGes na composicao de 4cidos graxos, bem como os parametros fisico-
qguimicos indicadores da estabilidade térmica e oxidativa destes foi avaliada a partir

dos dados obtidos pela técnica RMN *H.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Empregar a ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H) como
ferramenta alternativa na avaliagcdo e monitoramento dos impactos da degradacéo
termo-oxidativa na composicdo e nos parametros de qualidade de 6leos vegetais

comerciais submetidos a aguecimento na temperatura de fritura.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

»= Determinar os parametros fisico-quimicos dos 6leos vegetais, utilizando RMN

'H como ferramenta;

= Avaliar a eficiéncia da RMN *H como ferramenta na avaliagdo da composicéo

de acidos graxos de 6leos vegetais;

= Avaliar o comportamento térmico de 6leos vegetais submetidos a tratamento

térmico a temperatura de fritura utilizando RMN 1H.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 OLEOS VEGETAIS: ASPECTOS QUIMICOS, REACIONAIS E IMPORTANCIA

Oleos vegetais s&o essencialmente misturas liquidas de triacilglicerois (< 95%),
com uma pequena concentracdo de diacilgliceréis (> 5%). Também contém
quantidade minoritarias de fosfolipidios, esterdis, tocoferdis, tocotriendis, vitaminas e
acidos graxos livres (pouco mais de 1%) (GARCIA; MARIA; MENDOZA, 2021). Séo
extraidos de diversas espécies de plantas, principalmente de sementes e frutos.
Possuem amplo uso no processo de fritura agindo como um meio de transferéncia de
calor, melhorando o sabor e a textura do alimento. Oleos vegetais convencionais como
o de soja, girassol, milho, palma, oliva e canola sdo os mais utilizados para a fritura
de alimentos, seja em estabelecimentos comerciais, industriais ou residenciais. Entre
2014 e 2020 o consumo anual global de 6leos vegetais convencionais aumentou 6,14
mil toneladas (Statista, 2019?%), conforme esta apresentado na Figura 1.

Figura 1: Consumo anual global de 6leos vegetais de fritura convencionais ao longo dos anos
de 2013 e 2021.
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Fonte: https://www.statista.com/statistics/263933/production-of-vegetable-oils-worldwide-
since-2000/ (Adaptado). Acesso em 15/10/2021.
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Quimicamente, o0s Gleos vegetais sao caracterizados pela composicdo rica em
acidos graxos, que sdo hidrocarbonetos saturados ou insaturados com um grupo
metila (CHs) chamado de 6mega (w) em uma extremidade e uma funcdo acido
carboxilico (CO2H) na extremidade oposta (Figura 2). Naturalmente, sédo encontrados
na forma de lipidio que séo constituidos de moléculas chamadas de triacilglicerdis, a
associagao entre trés acidos graxos esterificados em um esqueleto de glicerol (Figura
3). Lipidios e acidos graxos livres possuem baixa polaridade devido ao grande numero
de carbonos na cadeia hidrocarbbnica, o que consequentemente confere a eles

insolubilidade em solventes polares, como a dgua (RUSTAN, 2005).

Figura 2: Representacdo genérica de um acido graxo.

Cadeia hidrocarbénica (4 a 28 carbonos)

i il o
:H—(IL'—:C—(Can)—CHC: . —  Grupo carboxila
. HuH H! OH

Grupo metila terminal

Fonte: autor.

Figura 3: Representagdo genérica de uma molécula de triacilglicerol.

Acido graxo esterificado

Porc¢ao glicerol

R1

Ri1, Rz e R3; = Cadeia hidrocarbbnica longa (4-28 Carbonos); Fonte: autor.
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Quanto a classificacdo, os acidos graxos sdo divididos de acordo com a
guantidade de ligacdes duplas na cadeia hidrocarbdnica: saturada (nenhuma ligacéo
dupla), monoinsaturada (uma ligacéo dupla) ou poli-insaturada (duas ou mais ligagdes
duplas); e o tamanho da cadeia carbbnica: cadeia curta (< 12 atomos de carbono),
cadeia longa (> 12 atomos de carbono) ou cadeia muito longa (> 22 atomos de
carbono) (RUSTAN, 2005).

Oleos vegetais convencionais e ndo convencionais tem atraido cada vez mais
a atencdo da comunidade cientifica por conta das diversas aplicabilidades nas
industrias alimenticia, cosmética e medicinal (AYERZA, 2019; HUANG; WANG;
YANG, 2018; SAINI; KEUM, 2018; SAXENA et al., 2017). Tanto na forma livre como
na forma de lipidio, os &cidos graxos desempenham diversos papéis biolégicos
importantes no organismo humano. Além de serem fontes de energia das células,
atuam também na manutencédo, construcdo, estabilidade e fluidez das membranas
celulares (DE CARVALHO; CARAMUJO, 2018). Diante disso, a ingestao equilibrada
de acidos graxos é de suma importancia para o funcionamento adequado do

organismo.

3.1.1 Acidos graxos saturados

Os é&cidos palmitico e estearico sdo os acidos graxos saturados mais
abundantes na natureza (Figura 4). O 6leo de palma € a maior fonte de acido palmitico
dentre os 6leos convencionais de fritura, com concentragdo que varia de 39 a 47%
(AOCS, 2013). Ja o &cido esteéarico € comumente encontrado na manteiga de cacau
e na carne bovina, sendo geralmente minoritario em 6leos vegetais de cozinha, com

concentracfes que variam de 2 a 8% (DUBOIS et al., 2007).
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Figura 4: Representacdo molecular de acidos graxos saturados.

/\/\/\/\/\/\/\)\OH

Acido palmitico (C16:0)
o]

/\/\/\/\/\/\/\/\)\OH

Acido estearico (C18:0)
Fonte: do autor

Grande parte dos produtos ricos em &cidos graxos saturados possuem
elevados pontos de fuséo, e, consequentemente, sdo solidos ou semissolidos a
temperatura ambiente; além disso, possuem alta estabilidade oxidativa, devido a
auséncia de ligacfes duplas e, portanto, baixa reatividade com o oxigénio atmosférico
(L1U,2020).

O consumo excessivo de alimentos ricos em acidos graxos saturados acarreta
em uma série de consequéncias a saude como o aumento dos niveis de colesterol
LDL (lipoproteina de baixa densidade). Niveis altos desse tipo de colesterol conhecido
também como “colesterol ruim” desencadeia complicagdes cardiacas, obesidade e

qguadros inflamatérios (L1U,2020).

Ao longo dos anos, 6leos e gorduras ricos em acidos graxos saturados tém feito
cada vez mais parte da dieta da populacdo mundial, principalmente devido a
popularizacdo acentuada dos fast foods, alimentos fritos por imersédo utilizando
geralmente o6leo de palma ou gordura animal. De acordo com BEZERRA e
colaboradores (2017) (BEZERRA et al., 2017), “a aquisi¢éo de alimentos fritos fora de
casa foi reportada por 41% dos individuos brasileiro”.

Diante de todos os riscos associados ao consumo excessivo de alimentos fritos,
a Organizacado Mundial da Saude (OMS) tem recomendado a substituicdo de oOleos e
gorduras ricos em acidos graxos saturados por 6leos vegetais mono e poliinsaturados
como o azeite de oliva e o 6leo de girassol para a preparacédo de frituras, como forma

de diminuir os niveis de colesterol LDL e consequentemente combater a alta
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incidéncia mundial de doencgas cardiacas e do considerado “mal do século”, a
obesidade (MENSINK,2016).

3.1.2 Acidos graxos monoinsaturados (MUFAS)

Também chamados de MUFAs (do inglés, monosaturated fatty acids),
geralmente possuem entre 16 e 22 atomos de carbono. Esse tipo de acido graxo
apresenta-se em duas possiveis conformacgdes diastereocisoméricas, cis e trans. A
configuracéo cis € a mais comum, onde ambos os ligantes da insaturacdo estao no
mesmo lado do plano da molécula, ou seja, orientados na mesma direcdo. A
configuracdo trans consiste na diferente orientacdo espacial de ambos os ligantes da
insaturacdo, sendo obtida através da isomerizacdo de um monoeno de configuracdo
cis. Os isdbmeros trans tém maior ponto de fusdo em relacdo ao seu equivalente cis
por apresentar um formato similar a um &cido graxo saturado (RUSTAN, 2005;
WASSEL,2007). Na Figura 5 mostra a estrutura molecular do acido oleico, o mais

encontrado na maioria dos 6leos vegetais.

Figura 5: Representagdo da estrutura molecular dos estereoisémeros do acido oleico.

\/\/\/\/:\/\/\/\)J\OH

Acido cis-oleico (C18:1)

Acido trans-oleico (C18:1)
Fonte: do autor

Naturalmente, os isdbmeros trans sdo praticamente inexistentes em 6leos
vegetais ndo-refinados. Os mamiferos em geral sdo incapazes de produzir isbmeros
trans por via enzimatica, exceto aqueles da subordem artiodatilos chamada de
ruminantes (Ruminantia), capazes de biohidrogenar lipidios por intermédio de

bactérias. Portanto, a presenca de &cidos graxos insaturados trans no organismo so
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€ possivel mediante ingestdo de fontes exdgenas, como carnes e laticinios, que
possuem 2-8% de acidos graxos trans (MARTIN,2004).

O processo de isomerizagao € endotérmico, ou seja, a molécula de acido graxo
monoinsaturada absorve energia para modificar a posicdo dos ligantes da ligacao
dupla. Tendo isso em vista, processos industriais e culinarios que elevam o Oleo
vegetal rico em acidos graxos monoinsaturados a altas temperaturas como a fritura,
hidrogenacéo catalitica e desodoriza¢do industrial, podem desencadear 0 processo
de isomerizagdo cis-trans, dessa forma, tornando-os potenciais fontes de isbmeros
trans quando ingeridos (WASSEL,2007).

Os efeitos dos &cidos graxos trans em nosso organismo tém sido objeto de
diversos estudos ao longo dos anos, associando-os a doencas cardiovasculares e
processos inflamatérios (AHMED et al., 2018; ALBUQUERQUE et al.,, 2018;
HRADKOVA et al., 2013; MAZIDI et al., 2017). Devido a ac&o hipercolesterolémica
dos isbmeros trans, as quantidades de colesterol total e lipoproteina de baixa
densidade (LDL-c) sdo aumentadas, o que consequentemente diminui a concentracao
da lipoproteina de alta densidade (HDL-c), promovendo um desequilibrio na razao
LDL-c/HDL-c, sendo este o progndstico mais comum para doencas coronarias. A
recomendacdo diaria de acidos graxos trans é de no maximo 1% do somatdério

energético diario consumido (UAUY et al., 2009).

O &cido oleico (acido octadec-9-endico; 18:1n-9) e palmitoleico (acido delta-9-
cis-hexadecénico; 16:1n-7) sdo os &cidos graxos mais comuns do grupo de
monoinsaturados. Com sua Unica insaturacdo localizada a uma distancia de nove
carbonos da terminacdo metilica, o acido oleico € também conhecido pela
nomenclatura 6mega-9 (w-9). O azeite de oliva € a maior fonte de acido oleico, com
concentragdes que variam entre 55 e 83%, no entanto, também pode ser encontrado
nos 6leos de canola (8-60%) e girassol (14-39%) (AOCS, 2013). Estudos reportam
gue Oleos ricos em MUFAs sdo 6timos substitutos para as gorduras saturadas no
preparo de alimentos, mostrando ainda que uma dieta rica em azeite de oliva pode
diminuir a concentracdo de colesterol no plasma sanguineo e o0s niveis de
triglicerideos (LIAN et al., 2020).
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O acido palmitoleico é encontrado principalmente no 6leo de macadamia
(Macadamia integrifolia). E geralmente minoritario nos 6leos vegetais convencionais

de fritura, presente em concentracdes entre 0 e 3% (AOCS,2013).

3.1.3 Acidos graxos poliinsaturados

O grupo composto pelos acidos graxos com duas ou mais insaturacoes é
denominado poliinsaturado (PUFA). Com origem vegetal, os acidos linoleico (acido 9-
12-octadecadienoico; 18:2n-6) e linolénico (ou a-linolénico, ALA) (acido cis, cis, cis-
9,12,15-octadecatriendico; 18:3n-3), sdo popularmente conhecidos como émega-6 e
Omega-3, respectivamente. Como mostra a Figura 6, a nomenclatura 6mega é dada
de acordo com a distancia da uUltima insaturacao em relacéo ao grupo metila terminal,
a numeracao seguinte é respectiva a quantidade de carbonos entre esses dois grupos
(RAUF; HASSAN, 2017).

Figura 6: Representacdo dos acidos graxos insaturados 6mega-3, 6mega-6 e 6mega-9

w-9 O

A

o OH

Acido oleico (C18:1 w-9)

Acido linoleico (C18:2 w-6)

w-3 O

Acido a-linolénico (C18:3 w-3)

Fonte: do autor
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Multiplas insaturacfes na cadeia dos acidos graxos garantem a presenca de
hidrogénios alilicos (imediatamente vizinho a um carbono sp?) e bis-alilicos
(imediatamente vizinho a dois carbonos sp?) (Figura 7). Esses hidrogénios possuem
energia de dissociacéo de ligacdo C-H (BDE) inferior a hidrogénios metilénicos (CH-2)

de cadeias saturadas.

Hidrogénios metilénicos de cadeias saturadas apresentam BDE de
aproximadamente 99 kcal mol, enquanto hidrogénios alilicos e bis-alilicos possuem
BDE de 85 e 65 kcal mol?, respectivamente. Portanto, 6leos ricos em acidos graxos
poliinsaturados apresentam maior susceptibilidade a degradacdo oxidativa
(GROSSHAGAUER; STEINSCHADEN; PIGNITTER, 2019; SCHAICH, 2020).

Figura 7. Localizacdo dos hidrogénios alilicos e bis-alilicos na molécula de um acido graxo

poliinsaturado.

i Hidrogénios alilicos
Hidrogénios bis-alilicos

Fonte: do autor

Os é&cidos graxos poliinsaturados 6mega-3 de cadeia longa conhecidos como
EPA (4cido eicosapentaenoico) e DHA (acido docosahexanoico) sdo estritamente de
origem animal, encontrados principalmente em peixes que habitam &aguas frias e
profundas, como o salmdo e o bacalhau. As baixas temperaturas favorecem a
biosintetizacdo de acidos graxos de cadeia longa e peixes dessa natureza podem
conter de 100 a 300 g kg de acidos graxos poliinsaturados [56]. Estudos mostram
gue esses acidos tém alta capacidade de prevenir doencas cardiovasculares (ARAB-
TEHRANY et al., 2012; KRIS-ETHERTON; GRIEGER; ETHERTON, 2009; RAHMAN;
HAMMAD; SHARMA, 2020). Por ndo serem produzidos naturalmente pelo corpo
humano, sua ingestéo é exclusivamente através de fontes externas, através da dieta
ou por suplementacéo. No entanto, é de amplo entendimento que o acido a-linolénico

(ALA w-3) é naturalmente convertido no corpo humano para EPA e DHA, o que
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ressalta a importancia da ingestdo dietética de Oleos vegetais ricos em PUFAs,
especialmente do tipo w-3 (BRENNA et al., 2009; LI et al., 2017).

O consumo de fontes ricas em acidos poliinsaturados do tipo d8mega-6 de forma
isolada e em excesso ndo é recomendado por induzir quadros inflamatérios,
constricdo de vasos e agregacdo de plaquetas (DENNIS; NORRIS, 2015). Em
contraste, uma dieta rica em alimentos com alto teor de acidos graxos 6mega-3
garante a diminui¢&do do risco de cancer, doencas do coracédo, além de efeitos contra
a diabete, mal de Alzheimer, depresséo, e manutencdo da saude infantil e pré-natal.
Devido apresentarem efeitos opostos, o consumo de uma proporcdo adequada
Omega-6/6mega-3 garante a homeostase do organismo, regulando a dilatacdo e
constricdo dos vasos sanguineos, prevenindo ativamente complicacfes
cardiovasculares e a obesidade (SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2018).

3.2 OLEOS VEGETAIS MAIS USADOS EM FRITURAS

Os Oleos de soja, girassol, palma, canola, oliva e milho sdo os mais
comercializados e utilizados para fins de fritura. Dentre eles, o 6leo de palma se
destaca por ser preferencialmente usado em estabelecimentos comerciais e
industriais, visto que apresenta possui cor e sabor caracteristicos e elevada
estabilidade frente a processos termo-oxidativos, uma vez que apresenta composi¢cao
rica em &cido palmitico, um acido graxo saturado. A Tabela 1 apresenta a composi¢ao
de acidos graxos presente em cada um dos 6leos vegetais citados de acordo com o
orgao regulador AOCS (FIRESTONE, 2006).
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Tabela 1: Concentracdo molar dos principais acidos graxos que compdem o6leos

vegetais usados em frituras.

Concentracdo molar de acidos graxos (%)

(FIRESTONE, 2006)

. Estearico  Palmitico Oleico Linoleico  a-Linolénico
Oleo (C16:0) (C18:0) (C18:1) (C18:2) (C18:3)
Soja 30-54 9,7-133 17,7-285 49,8-57,1 55-95
Palma 35-6,5 40,0-480 36,0-440 6,5-12,0 <0,5
Girassol 25-7,0 50-80 13,0-40,0 48,0-74,0 <0,3
Canola 11-25 33-6,0 520-67,0 16,0-250 6,0-14,0
Oliva 0,5-5,0 75-20 55,0—-83,0 9,0-10,0 0,0-4,0
Milho <33 92-16,5 20,0-42,2 39,4-65,6 05-15

3.2.1 Oleo de soja (Glycine max L.)

O dleo de soja é extraido das sementes da soja (Glycine max L.). O cultivo de
soja nasceu na China ha 5000 anos atras e até hoje é uma cultura extremamente
dominante. A producdo mundial de soja em 2018 é estimada em 340.86 milhdes de
toneladas, correspondendo a 60% do total de culturas destinadas a producéao de 6leos
vegetais. O Brasil é listado como o segundo maior produtor de soja no mundo, atras
apenas dos Estados Unidos, com uma producgéo anual de 7,44 milhdes de toneladas
em 2018. A producdo de soja é bastante vantajosa pois € uma planta de excelente
adaptabilidade a diferentes climas e solos, além de fixar nitrogénio com facilidade
(STATISTA, 2019;AKSOYLU OZBEK; GUNC ERGONUL, 2020).

A extracdo do 6leo de soja é majoritariamente feita com uso de solventes,
principalmente o n-hexano. A extracdo por prensagem a frio, ou seja, com uso de
prensas hidraulicas, apesar de ser uma alternativa mais ecoldgica, € pouquissimo
indicada para a extracédo de 6leo de soja pois ndo permite a desativacdo das enzimas
lipoxigenases presentes nas sementes, que além de prejudicarem a estabilidade
oxidativa do 6leo, também sdo tdxicas ao consumo humano (AKSOYLU OZBEK;
GUNC ERGONUL, 2020).
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Possui composicdo rica em acidos graxos poliinsaturados w-3 e w-6, que
trazem diversos beneficios a saude, conforme descrito no item 3.1.3. O 6leo de soja
apresenta 24,5% de acido oleico, 53% de acido linoleico e 7% de acido linolénico
(FIRESTONE, 2006). A quantidade de acidos graxos saturados varia de 13 a 16,5%.
Apesar da presenga de compostos bioativos como o [3-sitosterol e o y-tocoferol, que
agem como antioxidantes naturais, possui baixa estabilidade oxidativa devido ao baixo
teor de acidos graxos saturados e a presenca do acido a-linolénico (NAPOLITANO;
YE; CRUZ-HERNANDEZ, 2018).

3.2.2 Oleo de palma (Elaeis guineenses)

O dleo de palma foi inicialmente usado para fins culinarios no antigo Egito, ha
5000 anos atras. E extraido do mesocarpo do fruto de palma (Elaeis guineenses),
possui uma coloracdo marrom avermelhada e consisténcia semissélida em
temperatura ambiente. Entre 2017 e 2018 a producéo global de 6leo de palma foi de
aproximadamente 69 milhdes de toneladas. Paises do sudeste asiatico como Malasia
e Indonésia sdo os maiores produtores de Oleo de palma no mundo; apenas a
Indonésia contribuiu com 38 milhdes de toneladas em 2018 (STATISTA, 2019; LIM et
al., 2018).

A composicado de acidos graxos €, de modo geral, 50% saturados e 50%
monoinsaturados. O 6leo de palma € rico em acido palmitico (40-48%) e &cido oleico
(36-44%); possuindo quantidades minoritarias de acido linolénico, que variam de 0 a
0,5%. O 6leo de palma possui entre 500 e 700 mg.kg* de carotenoides, principalmente
naforma ae  (FIRESTONE, 2006). Esse biocomponente contribui com a estabilidade
oxidativa além de ser responsavel pela coloracdo avermelhada do 6leo. A presenca
de outros antioxidantes naturais como tocoferois e tocotriendis também é reportada
em concentracdes que variam de 600 a 1000 mg.kg* (MBA; DUMONT; NGADI, 2017).

O equilibrio entre acidos graxos saturados e monoinsaturados, a auséncia de
acido linolénico e a presenca de antioxidantes naturais conferem alta estabilidade
oxidativa e a polimerizagéo lipidica (MBA; DUMONT; NGADI, 2017). A soma desses
fatores faz o 6leo de palma um O6leo de fritura popular, principalmente para uso

industrial e em estabelecimentos comerciais devido a possibilidade de ser reutilizado
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de 3 a 5 vezes antes do seu descarte, sem grandes prejuizos em sua composi¢ao e
no aspecto do alimento frito. No entanto, ndo € considerado um éleo vegetal saudavel
(CHEW et al., 2021).

3.2.3 Oleo de girassol (Helianthus annuus)

O girassol (Helianthus annuus) foi descoberto pelos povos indigenas das
américas em 3000 A.C., que usavam suas sementes como alimento. O 6leo de
girassol é bastante popular em todos os continentes do mundo, sendo extraido via
prensagem mecanica. Além de 0Oleo de fritura, € usado também como componente de
produtos cosméticos (ROMANIC, 2020).

O oleo de girassol, é conhecido pelo alto teor de &cido linoleico (64-75%). A
concentracdo de acidos graxos saturados, principalmente palmitico e esteérico, ndo
ultrapassa 15%. A quantidade de &cido linolénico é bastante baixa, geralmente menor
que 0,3% (FIRESTONE, 2006). Por apresentar uma alta quantidade de acidos graxos
poliinsaturados e baixa quantidade de &cidos graxos saturados, o 6leo de girassol é
considerado saudavel. E comum sua aplicacdo como matéria prima em margarinas
através do método de hidrogenacéo catalitica (FRANCO, 2018; PALLA et al., 2017).

Os tocoferdis (vitamina E) contidos no 6leo de girassol (403-935 mg.kg?)
contribuem para sua estabilidade oxidativa, pois sdo antioxidantes naturais. No
entanto, devido ao baixo teor de acidos graxos saturados, e ao alto teor de acidos
graxos poliinsaturados, é considerado um O6leo de baixa estabilidade oxidativa
(MEZZA et al., 2018; ZAUNSCHIRM et al., 2018).

3.2.4 Oleo de canola (Brassica napus)

O Oleo de canola é extraido das sementes de colza, uma planta originaria da
india. Por conter altos indices de compostos téxicos como o &cido ericico e enxofre,
em 1970 uma série de melhoramentos genéticos foram desenvolvidos para a colza
com o fim de diminuir a concentragdo desses compostos e tornar o seu Oleo
comestivel (DURAKLI VELIOGLU et al., 2017). Uni&o Européia, China, Canadé e india
séo os maiores produtores de 0leo de canola no mundo. A produgéo global anual em
2020 foi de 27 milhdes de toneladas (STATISTA, 2019).
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A composicao de acidos graxos do 6leo de canola possui baixo teor de 4cidos
graxos saturados e é rica em acidos graxos mono e poliinsaturados. E rico em acido
oleico (52,0-67,0%) e possui acido linolénico comparavel ao de 6leo de soja (6,0-
14,0%) (FIRESTONE, 2006).

Devido ao baixo teor de acidos graxos saturados e a alta quantidade de acidos
graxos poliinsaturados, o 6leo de canola é consideravel um 0Oleo vegetal bastante
saudavel, com atividade hipocolesterolémica; porém, com baixa estabilidade oxidativa
(DUARTE et al., 2018; LIN et al., 2013). A concentracdo de tocoferdis varia de 700 a
1500 mg.kg™ principalmente do tipo a e y (ESKIN et al., 2020).

3.2.5 Azeite de oliva (Olea europaea)

O azeite de oliva foi introduzido como 6leo comestivel ha 5000 anos atras pelos
povos da regido do mediterraneo, nos primordios da civilizacdo. Os paises da Unido
Européia, principalmente Itélia, Espanha, Grécia, Portugal e Franga, sdo os maiores
produtores e consumidores globais de azeite de oliva, concentrando 70% da producao
global (BOSKOU, 2000; FIRESTONE, 2006).

A obtencdo do azeite de oliva é via prensagem mecéanica e é comercializado
de acordo com as seguintes classificagcdes conforme seu grau de acidez: Azeite
Virgem Extra Especial, com acidez menor que 0,7 %; Azeite Extra Virgem com acidez
menor que 1%; Azeite Virgem, com acidez menor que 2% e Azeite de Oliva, composto

de azeite refinado enriquecido com azeite virgem (BOSKOU, 2000).

Os consumidores buscam o azeite de oliva por conta de seu aroma e sabor
agradaveis, no entanto, ndo sdo 0s seus Unicos atributos. Sua composicdo é
conhecida por trazer diversos beneficios a satide (GUASCH-FERRE et al., 2020). O
alto teor de &cido oleico e a baixa concentragdo molar de acidos graxos
poliinsaturados em sua composi¢cdo confere ao azeite de oliva alta estabilidade
oxidativa, sendo este mais estavel que grande parte dos 6leos vegetais comestiveis
(ALMOSELHY, 2021).
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3.2.6 Oleo de milho (Zea mays)

Diferente dos 0leos tradicionais, como soja e girassol, que sdo extraidos de
sementes com alto teor de 6leo (30-40%), o milho possui apenas cerca de 3 a 5% de
0leo em suas sementes (gréos). Cerca de 70% da semente de milho é composta de
amido, o que faz com que o processo de extracdo do Oleo seja bastante dificil e
custoso. Diante disso, a extracdo do 6leo de milho s6 € possivel através de um
processo chamado de moagem Umida, em que o grdo Umido € moido sob
condicionamento (aquecimento) em seguida submetido a expulsdo mecanica e
extracdo com n-hexano (BARRERA-ARELLANO; BADAN-RIBEIRO; SERNA-
SALDIVAR, 2018). A producéao de 6leo de milho corresponde a 2% da producéo global
de 6leos vegetais com cerca de 3,5 milhdes de toneladas produzidas em 2016. Os
trés maiores produtores sdo Estados Unidos, Unido Européia e China (STATISTA,
2019).

O 6leo de milho possui uma composicdo de acidos graxos rica em
monoinsaturados e poliinsaturados, fazendo dele um éleo vegetal bastante saudavel,
com atividade hipocolesterolémica. Os acidos graxos majoritarios sdo o oleico e
linoleico, com concentragcdes médias de 24% e 58%, respectivamente (AOCS,1997).
Comparado a outros Oleos de fritura comerciais ricos em acidos graxos
poliinsaturados, possui boa estabilidade oxidativa, sendo em média 50% menos
susceptivel a oxidacdo do que o Oleo de girassol, de acordo com o teste Rancimat
(ALMOSELHY, 2021).
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3.3 FRITURA COM OLEOS VEGETAIS

A fritura € um dos métodos culinarios mais antigos e mais usados
mundialmente em residéncias e estabelecimentos comerciais. A popularidade desse
meétodo se da pela facilidade, praticidade e baixo custo no preparo de alimentos com
textura, cor e sabor agradaveis, aspectos organolépticos atrativos para o consumidor
final (OKE et al., 2018).

O processo de fritura é fundamentalmente a transferéncia de massa e calor a
partir da imersdo parcial ou completa de um alimento em gordura ou 6leo vegetal
aquecido. A temperatura de fritura que varia de 160 °C a 180 °C. O éleo aquecido leva
a vaporizacdo da agua na superficie do alimento formando uma crosta, responsavel
pelo aspecto crocante da fritura. O aquecimento provoca o cozimento do interior do
alimento, desnaturacao das proteinas e gelatinizacdo do amido. O éleo pode também
preencher o espaco deixado pela agua, adentrando pelos microporos e rachaduras
do alimento, de forma que durante o consumo ha ingestdo do alimento e do Oleo
(ZHANG; ZHANG; ADHIKARI, 2020).

Existem duas principais classificacdes para a fritura: continua e intermitente. A
fritura continua € usualmente empregada na producdo em larga-escala de chips de
batata e tortilha. Na linha de producdo, uma longa fritadeira é alimentada com o
produto cru e ao final ele é retirado frito, a reposi¢cado do 6leo de fritura absorvido pelo
alimento é feita de maneira automatica. A fritura intermitente € a forma mais popular
em restaurantes, bares e residéncias. Nessa modalidade, o alimento € adicionado
paulatinamente e o Gleo é totalmente removido ao fim do processo. Geralmente o 6leo
é trocado quando uma grande quantidade é perdida; em restaurantes essa troca é
diaria (SEPPANEN; SAARI CSALLANY, 2006).
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3.4 REACOES DE DEGRADACAO QUE OCORREM NOS OLEOS VEGETAIS
DURANTE A FRITURA

3.4.1 Hidrdlise

O alimento submetido a fritura contém quantidades significativas de agua em
sua superficie e interior. A dgua, como nucledfilo fraco, quebra as ligacbes oxigénio-
oxigénio dos ésteres de acidos graxos para formar acidos graxos livres, mono e
diacilglicerois, através da reacdo de hidrélise. Diante disso, a quantidade de acidos
graxos livres € um parametro de qualidade do 6leo, medindo a progressao da reagcéo
de hidrolise. Oleos insaturados de cadeia curta s&o mais susceptiveis a reacdes de
hidrolise por serem mais facilmente soltveis em agua (CHANG et al., 2020). As etapas

da reacdo de hidrdlise estdo apresentadas na Figura 8.

Figura 8: Etapas da reacéo de hidrélise na molécula.

Rs
© o HO.__O
E 0]
o._~_0._o "HO — + /\j
J O _~_OH R,
Ry
o Diacilglicerol Acido graxo livre
Triacilglicerol
R
0 . 0
0 + H,0 0 o + ﬂ\)
O_ _~_ _OH : HO
~ T O _~_-OH
o Acido graxo livre
Diacilglicerol Monoacilglicerol
Rs
0
OH
° OH + HO — HO : oH + HOMR3
: ~ T
O\/\/OH
o Glicerol Acido graxo livre
Monoacilglicerol
Ri1, R2 e R3 = Cadeia hidrocarb6nica longa (4-28 Carbonos); Fonte: autor

33



3.4.2 Oxidacéo lipidica

Tendo em vista que durante a fritura a superficie do 6leo esta em contato direto
com o oxigénio atmosférico, reacdes de oxidacdo sdo bastante favorecidas. A
autoxidacdo é o mecanismo mais comum, envolvendo a formacgéo de radicais de
acidos graxos que reagem com O oxigénio e/ou com outros radicais formados,
gerando produtos de oxidacao. A cinética dessa reacdo esta altamente relacionada
com a composicdo do 6leo vegetal (CHANG et al., 2020; GHOSH et al., 2019).

Oleos vegetais ricos em PUFAs, sdo os mais susceptiveis a oxidacéo lipidica
por conta da presenca de hidrogénios alilicos e/ou bis-alilicos em sua cadeia
carbdnica. Em contrapartida, 6leos vegetais ricos em acidos graxos saturados, como
0 Oleo de palma, possuem maior estabilidade oxidativa. Apesar da alta
susceptibilidade oxidativa dos 6leos vegetais ricos em PUFAs, alguns deles possuem
compostos bioativos naturais com atividade antioxidante em sua composi¢do, como o
tocoferol, que retarda processos oxidativos e melhora o tempo de prateleira (DUTHIE
et al., 2016; NOGUEIRA et al., 2019).

A oxidacéo lipidica consiste em uma reacéo radicalar em cadeia, que progride ao

longo de trés etapas: iniciacdo, propagacao e terminagao, como mostra a Figura 9.

A etapa de iniciacdo compreende a fase de formacao de radicais livres, seja do
préprio acido graxo ou de hidroperoxidos, pela saida de um atomo de hidrogénio na
forma de radical. Essa etapa é a mais lenta do processo, e é catalisada por
temperatura, metais e luz. A propagacao consiste na reacao dos radicais de acidos
graxos com o oxigénio atmosférico, formando hidroperéxido, produto n&o-volatil
primario da oxidacao lipidica. A fase de terminacdo compreende as consecutivas
reacOes entre os radicais formados formando produtos volateis, os aldeidos, epéxidos,

entre outros.

Os produtos de oxidacado dependem da composicao do Oleo e do acido graxo que
€ degradado. Nos ricos em PUFAs, como soja, girassol e milho, ha uma preferéncia
pela degradacao do acido linoleico e a-linolénico, o que tende a formar aldeidos
insaturados na configuracao trans. Os produtos de oxidacao lipidica mais comuns em

Oleos ricos em acidos graxos poliinsaturados estéo apresentados na Figura 10.
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Em estadgios muito avancados da oxidacdo lipidica, predominam reacdes de

polimerizagao (NOGUEIRA et al., 2019).

Figura 9. Etapas da reacdo de autoxidacgéao lipidica.
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Figura 10: Produtos de oxidacgéo lipidica mais comuns em 6leos vegetais.
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3.4.3 Polimerizacao

Em estagios muito avancados de aquecimento, a reacao de polimerizacéo se
torna mais predominante, gerando polimeros e dimeros que aumentam a viscosidade
do 6leo. A reacdo de polimerizacdo, assim como a autoxidagdo, € radicalar e mais
favorecida em oOleos vegetais ricos em PUFAs (BEN HAMMOUDA et al., 2019;
TURAN; KESKIN; SOLAK, 2021).

Polimeros e dimeros sdo longas moléculas organicas com massas molares
entre 692 a 1600 g.mol. Podem ser ciclicos ou aciclicos, dependendo da composigéo
de acidos graxos do Oleo vegetal. Radicais alilicos sdo formados preferencialmente
em carbonos metilénicos na posigdo a a ligagdes duplas. Dimeros sdo formados
através de reacdes dos radicais alilicos por ligacdes C-C. A Figura 11 apresenta as
etapas de formacdo de polimeros aciclicos a partir do acido oleico durante

aguecimento.
Figura 11: Etapas da reacao de polimerizagdo aciclica do &cido oleico.
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A formacao de polimeros e dimeros depende do tipo de 6leo, temperatura de
fritura e nimero de frituras pelo qual o 6leo passou. A medida que o nimero de frituras
e a temperatura aumenta, mais polimeros e dimeros s&o formados. Oleos ricos em
acido linoleico apresentam maior facilidade de serem polimerizados comparados a

aqueles ricos em &cido oleico (KHOR et al., 2019).

3.5 METODOS OFICIAIS PARA A DETERMINACAO DE PARAMETROS DE
QUALIDADE E CARACTERIZACAO DE OLEOS E GORDURAS

3.5.1 indice de saponificacéo (I.S.)

O indice de saponificacdo determina o peso molecular médio dos acidos graxos
presentes no 6leo vegetal ou gordura. E calculado a partir do peso de KOH necessario
para saponificar um grama de 6leo. O |.S. e o peso molecular médio das cadeias acila
de triglicerideos sdo inversamente proporcionais (AOCS, 2012). A partir desse
parametro é possivel determinar o grau de deterioracdo dos acidos graxos presentes
no 6leo, no entanto, esse parametro ndo é totalmente seletivo, uma vez que acidos
graxos livres podem competir com as moléculas de triacilgliceréis na reacdo de

saponificacdo, levando a resultados que nao representam o valor real por completo.

3.5.2 indice de iodo pelo método de Wijs (I.1.)

O indice de iodo é um método titulométrico que determina o grau de insaturacao
do O6leo vegetal através da fixacdo de atomos de lodo nas cadeias acila de
triacilglicerdis. O resultado é expresso em peso de iodo adicionado por 100 gramas
de amostra (giodo absorvido/ Jamostra) (AOCS, 2012).

O meétodo de Wijs apresenta algumas limitacdes, visto que nao reage
seletivamente apenas com as insaturacdes presentes nos triacilglicerois do 6leo,
podendo inclusive reagir com acidos graxos livres. Além disso, somente é aplicavel
em Oleos que ndo contenham liga¢des duplas conjugadas pois caso contrario a adigéo
do iodo é incompleta e ndo quantitativa (GUILLEN; URIARTE, 2009).
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3.5.3 Perfil de acidos graxos via cromatografia gasosa (CG)

A determinacdo da composicdo de &acidos graxos identifica possiveis
adulteracdes e avalia o perfil nutricional de Oleos vegetais e gorduras. O método
consiste em submeter os ésteres metilicos de 4cidos graxos, previamente preparados,
a cromatografia gasosa que os identifica e quantifica. O método determina ésteres

metilicos de acidos graxos de 4 a 24 atomos de carbono (AOCS, 2011).

O diferencial do método € a possibilidade de quantificacdo especifica de cada
acido graxo presente no 6leo considerando os mais diferentes tamanhos de cadeia e
nameros de insaturacbes. No entanto, a necessidade de transformar a amostra
original de triacilgliceréis em ésteres metilicos via reacao de transesterificacdo gera
resultados que ndo reproduzem a complexidade da composi¢do de um 6leo vegetal,
visto que ndo se analisa a amostra original considerando compostos minoritarios como
antioxidantes naturais, peréxidos, entre outros. Diante disso, o método leva a

resultados que podem ser diferentes do real.

Os valores de referéncia, encontrados na Tabela 1 pag. 28, para a composicao
de Oleos vegetais sdo obtidos pelo método de cromatografia gasosa. Por ser um
método que ndo analisa os triacilglicerdis de forma direta, algumas inconsisténcias
podem ser encontradas ao comparar o CG com métodos espectrométricos que

analisam o 6leo de forma direta.

Pinto e colaboradores (2021) caracterizaram o 6leo de palma brasileiro via
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H) em CDCIz em equipamento
de 400 mHz com padréo interno TMS e obtiveram um espectro com um tripleto de
intensidade média na regido entre 0,96 e 0,98 ppm, sinal caracteristico do grupo metila
(CH3) do acido a-linolénico (w-3). Esse resultado obtido se contradiz com o padrao de
referéncia para o 6leo de palma, que possui concentracdes molares de acidos graxos
w-3 praticamente inexistentes. Isso mostra que métodos que analisam diretamente o

6leo fornecem resultados mais préximos da realidade.
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3.6 DETERMINAGAO DOS PARAMETROS DE QUALIDADE E PERFIL DE ACIDOS
GRAXOS DE OLEOS VEGETAIS VIA RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE
HIDROGENIO (RMN H)

Os métodos padrbes para determinacéo dos parametros de qualidade de éleos
vegetais apesar de serem bem consolidados podem levar a inconsisténcias nos
resultados. Por se tratarem de analises que usam principios da titulometria (exceto o
perfil de &cidos graxos via CG), carregam consigo erros experimentais e necessitam
do uso de solventes toxicos que serdo descartados, gerando impacto ambiental. A
caracterizacdo de &cidos graxos via cromatografia gasosa, apesar de fornecer
resultados de forma detalhada, trata-se de um procedimento laborioso que envolve
uma etapa adicional de preparacdo dos ésteres metilicos de acidos graxos (DI
PIETRO; MANNU; MELE, 2020; DOBARGANES; VELASCO, 2002; HAFER et al.,
2020).

Portanto, tem-se buscado alternativas mais eficazes e verdes para a
determinacao desses parametros. Métodos espectrofotométricos, principalmente o de
RMN !H, tém se mostrado bastante eficazes na determinacdo de parametros de
qualidade e composicdo de Oleos vegetais. Propriedades do atomo de hidrogénio
como: numero de spin | = 1/2, alta taxa giromagnética e abundancia natural de 99%
tornam o RMN 'H uma técnica altamente sensivel capaz de identificar e quantificar
até mesmo compostos minoritarios em amostras compostas como o 6leo vegetal em
curtos periodos de tempo. Além disso, essa técnica possibilita observar os

mecanismos termo oxidativos dos 6leos (ALEXANDRI et al., 2017).

O uso do RMN H como ferramenta na andlise de 6leos vegetais necessita do
uso de equacOes matematicas para a determinacdo dos parametros de qualidade
aplicadas as areas de integracéo dos sinais de ressonancia. No inicio dos anos 2000,
varios estudos foram publicados acerca do uso do RMN 'H como ferramenta de
analise de 6leos vegetais. Guillén e colaboradores (2009) apresentaram um estudo o
qual determina a evolucdo da degradacgé&o oxidativa listando os principais produtos de
oxidacdo do 6leo de girassol, utilizando como ferramenta, equa¢cdes matematicas
aplicadas a areas de sinais de RMN *H. Foi feito um monitoramento detalhado do

progresso da formagdo dos principais produtos de oxidacdo e também da alteracéo
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na composicdo do 6leo ao decorrer do aquecimento (GUILLEN; URIARTE, 2009).
Guillén e seus colaboradores se debrugaram bastante sobre o tema, resultando em
diversos outros trabalhos utilizando esta técnica para a analise de 6leos e gorduras
desde inicio dos anos 2000 (GUILLEN; URIARTE, 2012b; SOPELANA et al., 2013;
SOPELANA; IBARGOITIA; GUILLEN, 2016).

Outros autores buscaram desenvolver métodos distintos, buscando tornar o
procedimento ainda mais agil e de facil entendimento. BARISON e colaboradores
(2010) desenvolveram um procedimento simplificado para a determinacdo da
composicdo de 6leos comerciais de soja, canola, girassol, milho e oliva via RMN *H.
Conforme Barison, “um método baseado partindo do principio que todas as cadeias
de &cidos graxos séo esterificadas num mosto comum, o glicerol. A quantificacdo é
feita diretamente a partir do espectro de RMN 'H através da relacdo entre as areas
caracteristicas de cada &cido graxo e o sinal do glicerol, sem o0 uso de equacdes
matematicas” (BARISON et al., 2010). O estudo forneceu valores de concentracdes
molares de acidos graxos muito similares ao encontrado na literatura e em padrbes

de referéncias oficiais.

Recentemente, alguns estudos tém sido publicados acerca do tema, aplicando
o RMN !H para determinacéo de outros parametros, como o de acidos graxos livres
(produtos da hidrélise), e também utilizando o método aliado a ferramentas
estatisticas (DI PIETRO; MANNU; MELE, 2020; PINTO et al., 2021).

Além de ser um método eficaz na andlise quimica de 6leos vegetais, € digno
de destaque que o RMN *H também é vastamente empregado como ferramenta capaz
de identificar adulteracdo. A adulteracdo é uma pratica comum em Oleos vegetais
comestiveis empregados pelas marcas para baratear o produto e aumentar suas
margens de lucro. Através da analise dos espectros de RMN ¢é possivel identificar
sinais estranhos a composicao padrdo do Oleo analisado e identificar misturas com
outros Oleos (CAl et al., 2019a).
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4. MATERIAIS E METODOS

Os procedimentos experimentais descritos no presente trabalho foram
realizados no Nuacleo de Pesquisa e Extensdo NPE-LACOM. Os espectros de
Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 1H) foram obtidos no
Laboratorio Multiusuérios de Caracterizacdo e Andlises (LMCA) que faz parte do

Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos (IPEFARM) na UFPB.

4.1 AQUISICAO DOS MATERIAIS

4.1.1 Aquisicéo dos Gleos vegetais

Os 6leos de soja, canola, girassol e milho da marca Liza®, o 6leo de palma
da marca Cepera® e o0 azeite de oliva tipo Unico (indicado para fritura) da marca
Gomes da Costa® foram todos adquiridos no comércio local da cidade de Jodo
Pessoa — PB. De acordo com os fabricantes, os 6leos eram isentos de aditivos como
antioxidantes, saborizantes e estabilizantes. Ap6s a aquisicdo, os Oleos foram
armazenados em temperatura ambiente (25 °C) ao abrigo da luz até serem

submetidos aos procedimentos experimentais.

4.1.2 Aquisicao dos reagentes

O cloroférmio deuterado (CDClIz), utilizado nas andlises de RMN H, foi obtido
através da Sigma Aldrich com 0,03 %Vol. de padréo interno TMS e grau de deuteracéo
de 99,8%.

4.3 AQUISICAO DOS ESPECTROS DE RMN 1H

Os espectros de RMN *H foram obtidos antes e apds os tratamentos térmicos.
As amostras dos 0leos foram dissolvidas no cloroformio deuterado contendo TMS
como padréo interno, na concentracdo de 50 mg.mL™, e colocadas em tubos de 5 mm
de diametro. Os espectros de RMN 1H foram obtidos no espectrébmetro da marca
Bruker, modelo Ascend™ 400, numa frequéncia de 400 MHz (Berlim, Germany). Os

resultados foram expressos em porcentagem molar, calculados a partir das integrais
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dos sinais de hidrogénios dos triacilglicerideos presentes nos 6leos. O software Mnova
6.0 foi utilizado para visualizar e analisar os espectros de RMN H.

4.4 AQUECIMENTO INTERMITENTE DOS OLEOS

Os procedimentos de aquecimento dos 6leos a temperatura de fritura (180
°C) foram feitos utilizando amostras de 20 g de cada 6leos, colocadas em um Becker
de 200 ml, aquecidos a temperatura de fritura de 180 °C em chapa de aquecimento
com termémetro imerso. Foram coletas amostras em 12 e 24 horas de aguecimento.

Essas amostras, uma vez obtidas, foram enviadas para andlise de RMN *H.

4.5 EQUACOES MATEMATICAS UTILIZADAS

4.5.1 Determinacao da composicéao de acidos graxos

Para calcular a composicdo de &cidos graxos nos O6leos vegetais, foram
aplicadas equacGes matematicas que utilizam as integrais dos sinais de RMN H
caracteristicos de todo 6leo, chamados de sinais de impresséo digital (Guillén e
Uriarte (2009). Através desses sinais € possivel obter informagBes acerca da
concentragdo molar dos acidos graxos saturados, oleico, linoleico e a-linolénico nas
cadeias acila dos triglicerideos. A Tabela 3 em conjunto com a Figura 12, especificam
quais os sinais utilizados, com seus respectivos deslocamentos quimicos, localizacdo
e breve descricdo do grupo funcional pertencente. A Tabela 2 a seguir reine as
equacles usadas para quantificar os acidos graxos presentes nos o6leos vegetais

estudados.

Tabela 2. Equagfes usadas para a determinacéo do perfil de &cidos graxos dos 6leos.

Acido graxo (%) Equacio
Linoleico Linoleico (%) = 100(5) (1)
Oleico Oleico (%) = 100[(%) - (g)] (2)
. A x B
Linolénico Linolénico (%) = [100 —==] (3)
Saturados Saturados(%) = 100[1 — (%)] 4)

A, B, D, E, F E G = Integral dos sinais de impresséo digital dos 6leos (descritos na Tabela 3,
pag. 46). Fonte: (GUILLEN, et al., 2009)
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Figura 12: Localizacéo dos sinais de impresséo digital no espectro de RMN H de 6leos

vegetais.
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Tabela 3: Sinais de impressao digital de 6leos vegetais.

Sinal Deslocamento Quimico (ppm) Grupo funcional
A 0,83 - 093 Hld_roge_nlos _metlllcos (CHs) dos &cidos
oleico, linoleico e saturados.
B 0,93 - 1,03 Hldr9g§n|os metilicos (CHs) do acido a-
linolénico.
C 1,22 - 1,42 Hidrogénios metilénicos de AG (CHy)
D 1,52 - 1,70 Hidrogénios B-carboxilicos de AG
E 194_214 Hidrogénios alilicos de AG (a-olefinicos)
F 2.23_2.36 Hidrogénios metilénicos do glicerol
(CHy)
G 2,70-2,84 Hidrogénios bis-alilicos (entre olefinas)
H +l 4.10 — 4,32 Hidrogénios metilénicos do glicerol
(CHy)
J 5,20 - 5,26 Hidrogénios terciarios do glicerol (CH)
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K 5,26 — 5,40 Hidrogénios olefinicos (duplas)

AG = Acido graxo Fonte: (CAl et al., 2019b)

4.5.2 Determinacao dos parametros fisico-quimicos

A determinacdo dos parametros fisicoquimicos: indice de iodo, indice de
peroxido e indice de saponificagdo; assim como o calculo de peso molecular médio
dos triglicerideos presentes nos 6leos foi realizada através das areas dos sinais de
impressdo digital RMN 'H de cada 6leo. Para isso, algumas variaveis foram
previamente calculadas como: &rea de um préton (AP), total de hidrogénios olefinicos
(V) e total de hidrogénios (T). As equacg0es utilizadas estdo mostradas nas Tabelas 4

e 5 nas Equacdes 5a7.

Tabela 4. Equacbes para a determinacdo das variaveis de célculo dos parametros fisico-

quimicos.
Variaveis Equacéo
Area de um proton (AP) AP = % (5)
Total de hidrogénios olefinicos (V) V=K+] - j—i (6)
. . A+B+C+D+E+F+G+H+I+]+K
Total de hidrogénios (T) T = @

AP

A-K = Integrais dos sinais de impressao digital de 6leos vegetais. Fonte: (GUILLEN, 2003)

Uma vez calculadas as variaveis AP, V e T, o calculo dos parametros
fisicoquimicos Peso molecular, indice de iodo e Indice de saponificacdo foram

calculados de acordo com as Equacdes 8 a 10, apresentadas na Tabela 5;

Tabela 5. Equagfes para o célculo dos parédmetros fisicoquimicos.

Variaveis Equacéao
Peso molecular (P.M.) PM = 119,7 + 7,036T + 5,983V (8)
indice de iodo (1.1) 1.1 = (126,91 x 100V)/PM (9)
indice de saponificacéo (1.S) 1.S = [PM x (—0,2358)] + 398,42] (10)

Fonte: (REDA, 2006)
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A grande vantagem do uso do RMN 'H na andlise de 6leos vegetais é a
praticidade, uma vez que os métodos tradicionais sdo, em grande parte, titulométricos
e, portanto, muito laboriosos. Com a aquisicdo de um simples espectro, é possivel
determinar a composicéo, parametros fisicoquimicos e ainda acompanhar a formacao
de produtos de oxidacdo de forma direta. Além disso, ao contrario dos métodos
tradicionais, o RMN *H utiliza uma baixa quantidade de solventes (0,6 mL por

amostra), o que diminui o descarte de substancias toxicas no meio ambiente.

5.1 ESPECTROS DE RMN 'H DOS OLEOS VEGETAIS

Os espectros de RMN *H dos 6leos vegetais estudados apresentaram 10 sinais
(A-K), como ser observado nas figuras (13 — 18), espectros de RMN !H dos 6leos
deste estudo, os quais sdo considerados de impressao digital, uma vez que aparecem
em todos dos 0leos vegetais. A intensidade de cada sinal depende da proporcédo de
cada hidrogénio na amostra, das mais diferentes espécies e ambientes quimicos que
compdem as cadeias acila dos 6leos. A Tabela 6 relne as integrais dos sinais dos

0leos sem aquecimento, apds 12 horas e 24 horas de aguecimento.

O sinal A corresponde ao tripleto gerado pelos hidrogénios metilicos (CHs)
terminais dos &cidos graxos saturados, oleico (w-9) e linoleico (w-6), com
deslocamento quimico entre 0,83-0,93 ppm; todos os 6leos obtiveram sinais A na
mesma regido, com feicdo semelhante e poucas diferencas de intensidade. O sinal B
corresponde ao tripleto gerado por hidrogénios metilicos terminais exclusivamente do
acido linolénico (w-3), localizados entre 0,93-1,03 ppm. De acordo com a Tabela 6,
apenas o0s 0Oleos de soja, canola e palma forneceram sinais B com intensidade
relevante. Para efeitos comparativos, ao tragar uma proporc¢éo entre o sinal B e o sinal
A nesses 0leos, temos que no de soja o sinal B apresenta intensidade de 10,5% de
A, enquanto canola e palma apresentaram uma proporc¢éo de 9,1 e 4,0%.

O sinal B com intensidade média no espectro do 6leo de palma nao era
esperado, pois de acordo com dados da literatura, o 6leo de palma contém baixa
concentragdo molar de acido a-linolénico (>0,5%) (AOCS, 1997), muitas vezes nao

chegando a ser detectado. No trabalho desenvolvido por Pinto et al., (2021), cujo
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espectro de RMN *H do éleo de palma estd ilustrando a parte superior da figura 14, o

sinal B ndo é observado, contudo como os 6leos vegetais sdo misturas de varios tipos

de acidos graxos, é possivel a variacdo de composicao de um mesmo tipo de Oleo,

extraido de formas variadas, em colheitas diferentes, ndo podendo se afirmar que

houveram indicios de adulteracgéo.

Tabela 6: Integrais dos sinais obtidos nos espectros de RMN *H dos 6leos vegetais estudados

nos tempos 0, 12 e 24 horas.

Oleos A B C D E F G H+l J K
SojaOh 8,42 0,88 49,98 6,42 9,76 6,14 3,82 4,89 127 842
Sojal2h 895 0,72 516 7,47 831 6,79 261 557 1,39 6,54
Soja24h 884 0,27 5405 824 749 7,31 151 543 1,34 4,87
PalmaOh 8,20 0,33 584 6,06 854 6,01 143 205 206 6,86
Palma12h 853 0,29 59,45 6,75 7,26 6,41 1,16 4,49 1,02 4,42
Palma24h 891 0,16 60,15 7,21 6,62 6,75 0,67 4,88 1,05 3,60
GirassolOh 89 0 49,19 7,17 10,37 595 3,21 4,79 1,33 8,554
Girassol12h 945 0 5242 7,88 856 6,94 202 528 1,39 6,06
Girassol24h 956 0 542 846 7,49 7,32 119 546 132 471
CanolaOh 82 0,75 54,89 568 10,57 579 2,00 3,88 0,92 7,27
Canolal2h 7,47 0,32 5531 6,72 1057 621 1,83 41 1,01 6,44
Canola24h 7,5 0,26 56,25 7,05 10,0 6,37 1,39 4,15 1,04 574
OlivaOh 840 0 5997 599 95 574 047 36 084 568
Olival2h 868 0 608 6,32 865 6,09 047 4,09 1,07 4,28
Oliva24h 877 0 6092 68 783 64 021 419 11 3,75
MilhoOh 8,69 0,15 5354 6,06 999 6,02 284 405 0,99 7,68
Milho 12h 8,72 0,06 54,14 6,17 9,81 6,01 263 4,00 125 7,22
Milho24h 8,93 0,03 54,65 597 9,65 594 251 399 109 7,14

O resultado obtido para o 6leo de palma evidencia a eficacia da técnica para

determinar a porcentagem real de &acidos graxos em Oleos vegetal sem as

consideraveis perdas geradas pelo método oficial de CG. Apesar dos valores de

referéncias para concentracdo molar de acidos graxos serem bem estabelecidos,

carregam erros inerentes da técnica de CG que nao analisa o 6leo vegetal diretamente
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e sim os ésteres metilicos obtidos em uma preparacdo prévia a injecédo
cromatografica. Pinto e colaboradores (2021) obtiveram um espectro semelhante para

o Oleo de palma comercial brasileiro nas mesmas condi¢des do presente trabalho.

O sinal C, entre 1,22 e 1,42 ppm, € atribuido a hidrogénios metilénicos (CHz)
na posigao B de grupos olefinicos e/ou y de grupos carbonila. Nao ha diferenca
significativa de intensidade entre os sinais C dos 0leos. Os sinais D e F atribuem-se
aos hidrogénios metilénicos (CHz2) nas posigdes 3 e a em relagdo ao grupo carboxilico,
localizados entre 1,52-1,70 ppm e 2,23-2,36 ppm respectivamente. O sinal E
corresponde aos hidrogénios alilicos, localizados na posi¢cao a a ligagcdes duplas. O
sinal G, entre 2,70-2,84 ppm, é atribuido a hidrogénios bis-alilicos, entre duas ligacdes
duplas, muito comum em 6leos ricos em acido linoleico e linolénico. Em relacéo a esse
sinal é possivel verificar que os Unicos 6leos que ndo forneceram sinais na regido G
com intensidade relevante foram os de palma, canola e oliva, devido aos baixos teores

de acidos graxos poliinsaturados.

Os sinais H e | (4,10 e 4,32 ppm) e J (5,0-5,26 ppm) sdo atribuidos aos
carbonos 1, 3 e 2, respectivamente, da porcao glicidica dos triacilglicerois, estes,
portanto, similares em todos os 6leos estudados. O sinal K, 5,26-5,40 ppm, € atribuido
a hidrogénios olefinicos, ou seja, localizados em carbonos de ligacdo dupla (sp?) de
todas as espécies e ambientes quimicos. As Figuras 11 a 16, apresentam o0s

espectros de RMN 'H dos 6leos sem aquecimento, com expansoes.

O espectro de do 6leo de soja obtido neste trabalho esta apresentado na Figura
13, e é similar com o espectro obtido por WU e colaboradores (2021) com 6leo de soja
comercial em CDCls em frequéncia de 400 mHz. O sinal mais importante do 6leo de
soja € o B, por se tratar de um dleo rico em acido a-linolénico. Neste trabalho, o

espectro obtido apresenta sinal B com um tripleto bastante evidente.

O espectro de RMN 'H do 6leo de palma apresentado na Figura 14, como
discutido anteriormente, apresenta sinal B, E e G caracteristicos de acidos graxos
poliinsaturados, similar ao encontrado no espectro de RMN *H obtido por PINTO e
colaboradores (2021) com 6leo de palma brasileiro em CDCIs em frequéncia de 500
mHz, um indicativo de reprodutibilidade da técnica. O 6leo de palma é

conhecidamente um 6leo rico em acidos graxos saturados, com baixas concentragdes
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de acidos graxos poliinsaturados de acordo com os padrdes de referéncia; no entanto,
€ necessario destacar que esses valores sdo obtidos via cromatografia gasosa, uma

técnica que ndo analisa o 6leo diretamente, ocorrendo desvios dos valores reais de
acidos graxos.

Figura 13: Espectro de RMN *H do 6leo de soja em CDCl; e padréo interno TMS a 400 mHz.
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Figura 14: Espectro de RMN *H do 6leo de palma em CDCl; e padrdo interno TMS a 400

mHz.
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O espectro de RMN 'H do 6leo de girassol (Figura 15) obtido nesse trabalho
esta de acordo com a literatura. Como esperado, o sinal B praticamente ndo aparece,
visto que o Oleo de girassol ndo possui concentracdes molares expressivas de acido
a-linolénico (GUILLEN; URIARTE, 2009).
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Figura 15: Espectro de RMN H do 6leo de girassol em CDCl; e padrédo interno TMS a 400
mHz.
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O espectro de RMN 'H do 6leo de canola obtido (Figura 16) esta de acordo
com um estudo recente realizado por MCDOWELL e colaboradores (2019) com 6leo
de canola comercial em CDCI3 em frequéncia de 400 mH, indicando a reprodutividade
da técnica. O sinal B possui intensidade média, o que € esperado visto que o 6leo de

canola, assim como o de soja, € rico em acido a-linolénico. O sinal E aparece bastante

alargado, devido a alta concentracdo de &cido oleico.
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Figura 16: Espectro de RMN H do 6leo de canola em CDCl; e padrdo interno TMS a 400
mHz.
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Quanto ao azeite de oliva, o espectro de RMN *H (Figura 17) é similar ao obtido
por MALLAMACE e colaboradores (2018) em CDCIs em frequéncia de 400 mHz,
exceto pela presenca dos multipletos localizados entre 3,70 e 3,76 ppm, referentes a
diacilglicerideos. O trabalho anteriormente citado, assim como grande parte da
literatura pertinente, estudou o azeite de oliva extra virgem, o qual ndo apresenta
concentracdes molares de diacilglicerideos relevantes. O presente trabalho estudou o
azeite “tipo unico”, o qual apresenta acidez consideravelmente mais elevada em

relacdo a azeites de oliva extra virgem. Diante disso, a presenca de diacilglicerideos
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e 4cidos graxos livres é esperada para o azeite de oliva estudado (ALONSO-SALCES
et al., 2021).

Encontra-se no espectro de RMN *H do éleo de oliva sinais de impresséo digital
de um éleo tipicamente monoinsaturado: sem a presenca do sinal B, sinal G de baixa
intensidade e sinal E alargado, uma vez que ndo possui altas concentracfes molares
de PUFAs. Observa-se a presenca de sn-1,2-diacilglicerideos na regido entre 3,70 e
3,76 ppm, moléculas com uma cadeia carboxilica livre (conforme apresentado na
Figura 8). Uma vez que o azeite de oliva utilizado neste trabalho € do “tipo unico”,
indicado para frituras, sua acidez é consideravelmente elevada, refletindo na presenca de

diacilgliceréis em concentragdes molares expressivas (ALONSO-SALCES et al., 2021).

Figura 17: Espectro de RMN H do azeite de oliva em CDCIl; e padrdo interno TMS a 400
mHz.
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O espectro de RMN *H do 6leo de milho (Figura 18) esta de acordo com um
estudo realizado por ALBERDI-CEDENO e colaboradores (2020) utilizando 6leo de
milho comercial em CDCls em frequéncia de 400 mHz, indicando a reprodutibilidade
da técnica. Verifica-se a auséncia de sinal B e sinal E alargado, caracteristicas de um

Oleo rico em acidos graxos monoinsaturados.

Figura 18: Espectro de RMN *H do éleo de milho em CDCls e padréo interno TMS a 400 mHz.

(ALBERDI-CEDERO et al., 2020)
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5.2 PERFIL DE ACIDOS GRAXOS DOS OLEOS VEGETAIS

A partir das areas dos sinais A até K foram aplicadas simples equacgfes
matematicas (Tabela 3, pag. 46) com o intuito de determinar a composicao de acidos

graxos em cada 6leo (Tabela 7 em conjunto com a Figura 19).

Tabela 7: Perfil de acidos graxos (%molar) dos 6leos sem aquecimento obtidos via RMN H
400 mHz.

Oleo Saturados Oleico Linoleico a-Linolénico
Soja 20,5 25,8 45,0 8,6
Palma 44,0 35,0 21,0 4,6
Girassol 12,8 33,2 54 0
Canola 8,0 65,0 18,0 8,4
Oliva 17,2 75,0 6,7 0,7
Milho 17,0 36,7 43,8 1,7

Figura 19: Variagdo do Perfil de &cidos graxos (%emolar) dos 6leos sem aquecimento obtidos
via RMN H 400 mHz.
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Exceto para o 6leo de palma, o perfil de acidos graxos dos 6leos estudados,
obtido via RMN H, estdo de encontro com os valores de referéncias estabelecidos
pelo 6rgao internacional regulador (AOCS, 2006), demonstrando que a técnica produz
resultados confiaveis e similares as técnicas padroes de determinacdo do perfil de

acidos graxos em oOleos comestiveis, com a vantagem de ser mais rapida e
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consideravelmente menos laboriosa. Quanto aos perfis obtidos, observam-se alguns
pontos: todos os 6leos estudados apresentaram baixas proporc¢des de acidos graxos
saturados; os 6leos de canola e oliva sdo 0s que mais contém acido oleico em sua
composicao; os Oleos de soja, girassol e milho séo ricos em acido linoleico; Os 6leos

de soja e canola sé&o 0s Unicos com propor¢des relevantes de acido linolénico.

Como evidenciado anteriormente, a proporg¢ao de acido a-linolénico no 6leo de
palma (4,6%) é bastante alta e foge do padréo para este Oleo. Tal fato mostra ada
técnica para detectar adulteracdes em O6leos vegetais de forma eficaz. Devido a
inadequacdo do OP, as demais analises nesse 6leo ndo foram feitas, visto que o

mesmo nao esta puro.
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5.3 IMPACTOS DO AQUECIMENTO NOS SINAIS DE RMN 'H NA COMPOSICAO
DOS OLEOS VEGETAIS DE FRITURA

O teste de aquecimento intermitente foi realizado a fim de mimetizar o uso dos
Oleos vegetais em estabelecimentos comerciais e domésticos, em que sdo aquecidos
e reaquecidos diversas vezes. Ao submeter os 6leos vegetais estudados a uma
temperatura de fritura (180 °C), observa-se uma diminuicdo dos sinais A, B, Ce D ao

longo do aquecimento devido a degradacgao oxidativa, como mostra a Figura 20 e 21.

Figura 20: Alteragdes nos sinais de RMN H dos 6leos ricos em PUFAs durante aquecimento
a 180 °C até 24 horas.
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Figura 21: AlteragGes nos sinais de RMN 'H dos dleos ricos em &cido oleico durante

aguecimento a 180 °C até 24 horas.
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A tendéncia de 0leos vegetais a oxidacdo pode ser quantificada através do
calculo do coeficiente de oxidacao (COX), que depende majoritariamente da presenca
de acidos graxos poliinsaturados. Quanto menor o valor de COX, menor a

susceptibilidade a processos oxidativos.
COX =[0.02 (%OL) + (%LA) + 2(%LNA)]/100 1.5 (NEFF et al., 1992)

OL = concentracao molar de acido oleico; LA = concentracdo molar de acido linoleico; LNA =

concentracao molar de &cido a-linolénico.

Nos Oleos de soja, girassol e milho, a tendéncia a oxidacdo (OX) calculada
através da equacao 1.5 é de 0,63, 0,55 e 0,48, respectivamente, 0 que mostra que a
ordem de estabilidade oxidativa para esses oleos é: milho > girassol > soja. A maior
estabilidade do 6leo de milho € um reflexo de sua composic¢ao de 4cidos graxos, que
contém a menor concentracao de &cido linoleico em relacéo a girassol e soja. Outro

fator que contribui para a estabilidade do 6leo de milho € a concentracao de 36,7% de
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acido oleico, frente a 25,8% em soja e 33,2% em girassol, visto que esse acido graxo
monoinsaturado possui maior resisténcia a oxidacdo lipidica e contribui para a
estabilidade oxidativa (NAPOLITANO; YE; CRUZ-HERNANDEZ, 2018). Em soja e
girassol o achatamento dos sinais A, C e D, é mais evidente, enquanto no de milho,
as 24 horas de aguecimento n&do foram suficientes para alterar os sinais de seu
espectro. Ao comparar os 0leos de soja e canola, Unicos com concentragdes molares
relevantes de acido a-linolénico, o decrescimento do sinal B € mais proeminente no
Oleo de soja, comportamento que € esperado visto que o 6leo de canola possui maior

estabilidade oxidativa em relagdo ao 6leo de soja (ALMOSELHY, 2021).

Nos 6leos de oliva, canola e palma, o valor de COX é de 0,09, 0,361 e 0,30,
respectivamente; evidenciando suas baixas tendéncias a oxidag&o. Esse fato se deve
a composicao desses 06leos, ricos em acido oleico. A presenga de acido a-linolénico
no 6leo de canola (8,6%), o torna drasticamente mais susceptivel a oxidacdo em
comparacao com o azeite de oliva, confirmando a alta influéncia desse acido graxo no
comportamento do Oleo frente a oxidacdo. Quanto ao 6leo de palma, devido a sua
composi¢cdo possivelmente adulterada com um d6leo rico em PUFA-w-3, a sua
susceptibilidade a oxidacdo foi aumentada, e ndo reflete 0 comportamento esperado
para o 6leo de palma puro. O decrescimento do sinal B no 6leo de palma tem um
comportamento similar ao 6leo de soja, em que o tripleto do acido a-linolénico

praticamente desaparece apds 24 horas de aquecimento.

Portanto, a ordem de estabilidade entre os 6leos estudados é: oliva > canola >
palma > milho > girassol > soja. Indicando que a condicao para que um Oleo seja
estavel em condic¢des de fritura € uma composicdo com elevado teor de acidos graxos
monoinsaturados e baixo teor de poliinsaturados. Um fator que contribui para a
estabilidade dos 6leos de canola e milho € a presenca de biocomponentes como
tocoferodis y que agem como antioxidantes naturais aumentando a resisténcia contra
a oxidacao (ALBERDI-CEDENO; IBARGOITIA; GUILLEN, 2017; KASPRZAK et al.,
2020).
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5.4 IMPACTOS DO AQUECIMENTO NOS PARAMETROS FISICOQUIMICOS DOS
OLEOS

Durante o processo de refino e extracdo de 6Oleos vegetais, uma das etapas
mais importantes antes da distribuicdo é o controle de qualidade. Alguns parametros
fisico-quimicos sédo determinados para verificar a integridade do O6leo vegetal
(BRASIL, 2005). Através dos espectros de RMN 'H dos dleos e a aplicagdo das
equacbes 1.8, 1.9 e 1.10, foram obtidos alguns desses parametros: o indice de
saponificacdo e o indice de iodo. Além disso, foi determinado o peso molecular médio
dos éleos que fornece o peso médio das cadeias acila das moléculas de triacilgliceréis.

Todos os parametros fisico-quimicos estdo dentro dos intervalos estabelecidos
pela AOCS (FIRESTONE, 2006), exceto para o 6leo de palma. O valor padrdo de
indice de iodo para o 6leo de palma varia de 49-55 g 12/100g, pois se trata de um 6éleo
com baixo teor de PUFAs em sua composicao, diferente do 6leo de palma estudado

gue apresenta concentracdes de PUFAs acima do esperado.

O método se mostrou eficaz e préatico para tais determinacdes que por padrao
sao laboriosas, delongadas e sao bastante sujeitas a erro do operador visto que séo
medidas indiretas via titulacdo. A Tabela 8 mostra os parametros fisicoquimicos dos
6leos obtidos por RMN *H antes do aquecimento.

Tabela 8: Parametros fisico-quimicos dos 6leos.

Parametro Soja Palma Girassol Canola Oliva Milho
Peso molecular médio 874,7 858,0 875,8 865,7 857,3 868,6
indice de saponificagdo
(Mg KOH/g) 192,2 196,1 1919 194,3 196,6 193,6
indice de iodo
(g 12/100g) 126,0 87,0 128,0 105,0 81,0 1120

Ao decorrer do aquecimento, esses parametros tendem a se alterar,
principalmente o indice de iodo que mede a quantidade de insaturagdes presentes no
Oleo. A Tabela 9 mostra o comportamento dos parametros fisicoquimicos durante o

processo de aquecimento.
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Tabela 9: Alteracfes nos parametros fisico-quimicos dos 6leos vegetais durante
aquecimento a temperatura de fritura (180 °C).

Oleo Tempo de Peso Molecular Indice de lodo indice de

aguecimento (h) Saponificacéo

0 874,7 126,0 192,2

Soja 12 864,2 101,0 194,7

24 853,9 77,0 197,1

0 858,0 87,0 196,1

Palma 12 849,3 66,0 198,2

24 8445 54,0 199,3

0 875,8 128,0 191,9

Girassol 12 861,3 95,0 195,3

24 852,8 74,0 197,3

0 865,7 105,0 194,3

Canola 12 861,3 95,0 195,3

24 857,3 85,0 196,3

0 855,7 81,0 196,6

Oliva 12 848,7 78,0 198,3

24 845,7 75,0 199,0

0 868,6 112,0 193,6

Milho 12 862,0 92,0 195,9

24 858,7 89,0 198,2

Em todos os 0Oleos foi observado um decréscimo do peso molecular médio, que
evidencia as cisbes dentro das cadeias acila, comportamento similar ao observado
por HERCHI e colaboradores (2016). O aquecimento provocou uma diminuicao
consideravel no indice de iodo em todos os 6leos. No entanto, nos 6leos de soja,
girassol e palma foi maior, com decréscimo de aproximadamente 42, 38 e 37%,
respectivamente. Os 6leos de oliva e canola, sofreram alteragbes menores no indice
de iodo, 7% e 19%, respectivamente. O indice de saponificacdo € uma medida do
tamanho médio das cadeias acila e é inversamente proporcional ao peso molecular

médio, durante o aquecimento esse parametro teve seu valor aumentado em todos 0s
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Oleos, o0 que confirma o comportamento do peso molecular médio, que diminui com a
formacao de produtos de oxidagao, e indica o alongamento das cadeias acila por
polimerizacao e formacéo de produtos ndo-radicalares.

55 MONITORAMENTO DOS PRODUTOS DE OXIDACAO DURANTE O
AQUECIMENTO A 180 °C

A Figura 22 mostra expansdes em cinco regides nos espectros dos 6leos de
soja, girassol e milho correspondentes a produtos primarios e secundarios de
oxidagdo. Os principais produtos estao listados na Tabela 10, com seus respectivos

deslocamentos quimicos.

Tabela 10: Produtos de oxidacéo lipidica mais comuns em 6éleos vegetais com os respectivos

Atribuicdo Deslocamento Quimico (ppm)
Aldeidos saturados 2,15-2,49 (m)
Derivados de hidroperoxidos 5,09 - 5,99 (m)
Hidroperéxidos 8,4-8,6 (M)
Derivados de hidroperoxidos 8,0-8,2 (m)
trans-2-alquenais 9,48 e 9,50 (d)
trans-trans-2,4-alcadienais 9,507 e 9,533 (d)
cis-trans-2,4-alcadienais 9,580 e 9,606 (m)
n-alquenais 9,748 (t)
4-oxo-alquenais 9,78 (1)

deslocamentos quimicos.
d = dupleto; m = multipleto; t= tripleto.

Fonte: (GUILLEN; URIARTE, 2012b; ALONSO-SALCES et al., 2021)

Observa-se que os sinais b, ¢ e ¢’ sofrem um alargamento ao longo de 12 horas
de aquecimento, quando o tempo de 24 horas € atingido, os sinais diminuem de
intensidade, consequéncia do consumo de hidroperoxidos para a formacdo de
produtos secundarios de oxidagao. O sinal a, atribuido a aldeidos de cadeia saturada,
aparece em todos os trés 0Oleos, no entanto, € mais proeminente no 6leo de milho,

visto que é o 6leo com maior concentracdo molar de &cido oleico, e aldeidos saturados
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sdo os principais produtos oxidativos de acidos graxos monoinsaturados (ALONSO-
SALCES et al., 2021).

Quanto a formacdo de produtos secundérios, é reportado que 0s principais
produtos de d6leos ricos em w-3 séo os trans,trans-alcadienais, aldeidos duplamente
insaturados (NOGUEIRA et al.,, 2019). Nos espectros, esses produtos estao
representados pelo dupleto e, o qual aparece com intensidade consideravel nos 6leos

de soja e milho, uma vez que estes possuem acido a-linolénico.

Figura 22: Expansdes nas regides correspondentes a produtos primarios e secundarios de

oxidacao dos 6leos de soja, girassol e milho.

T T T v T = T T

6.0 58 5.6 2.37 2.35 2.33

bpm ppm
Girassol
b ;\J
60 59 58 57 56 55 237 235 233
ppm ppm
Milho b a
DA Jj
60 59 58 57 56 55 2.38 2.36
ppm ppm

(Continua)
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(Continuacao)

Soja d
f
/N
e
g / \ e c'
& /}fQA\ Ao k
9.81 9.78 9.75 9.55 9.52 9.49 8.08 8.02
ppm ppm ppm
Girassol f
g
9.79 9.75 9.53 9.49 8.08 8.04 8.00
ppm ppm ppm
Milho £ e d
/ \ ,/ \ c'
W\«r"ﬂ%ﬂ c
T gl g L, e e e
9.80 9.78 9.76 9.57 9.52 84 83 82 81 8.0
ppm ppm ppm

a = aldeidos ramificados saturados; b = derivados de hidroperéxidos; ¢ e ¢’ = hidroperdoxidos;
d = trans-2-alcadienais; e = trans,trans-2,4-alcadienais; f = : n-alquenais; g = 4-oxo-alquenais.

Ja para dleos ricos em w-6, 0s principais produtos sdo os trans-alquenos,
representados pelo dupleto em d. Esse sinal aparece em maiores intensidades nos
Oleos de soja e girassol. 4-oxo-alquenais, representados pelo sinal g, sdo aldeidos de
baixa massa molecular e sua origem ainda € incerta, porém, acredita-se que sao
formados a partir de reacdes de oxiredutase em n-alquenais (WANN et al., 2021).
Apenas os 6leos de girassol e soja apresentaram sinais em g, o que indica que esses
aldeidos surgem apenas em 6leos de baixa estabilidade. A baixa intensidade nos
sinais correspondentes aos produtos secundarios de oxidacdo no oOleo de milho

reforca sua estabilidade oxidativa.

Nos o6leos de oliva e canola (Figura 23), observa-se uma tendéncia maior ao
alargamento do sinal a, uma vez que sao ricos em acido oleico e portanto, formam
preferencialmente aldeidos saturados. Na regido de 8,0 — 8,4 ppm, apenas o sinal ¢’
aparece em baixa intensidade, sendo entdo cabivel afirmar que o aquecimento até 24
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horas néo foi suficiente para o aparecimento do sinal c. No geral, o 6leo de canola
apresentou sinais mais alargados durante o aquecimento em comparac¢do com o de
oliva, principalmente no sinal b. Em canola é possivel observar a presenca do dupleto
dos trans-trans-2,4-alcadienais em e, produto da degradagao do acido a-linolénico, o
qual possui 8,4% em concentracdo molar. Em oliva, o sinal e é ausente, o que é
esperado uma vez que ndo contém concentracdes relevantes de acidos graxos do

tipo w-3.

No éleo de palma, observa-se um comportamento intermediario entre um 6leo
rico em PUFAs e em MUFAs. Devido a presenca de PUFAs acima do normal, verifica-
se a formacéo de trans-2-alcadienais e 4-oxo-alquenais, produtos observados nos
Oleos de soja e girassol. Diante dos dados expostos, verifica-se que o 6leo de palma
usado nesse trabalho nédo esté puro e, portanto, se deduz que o mesmo foi misturado

com Oleo de soja ou girassol.

Figura 23: Expansfes nhas regides correspondentes a produtos primarios e
secundarios de oxidacéo dos Oleos de oliva, canola e palma.

Oliva
e d
T ey T 950 9.44 84 83 82 81 80
ppm ppm
6.1 9 57 5, 2.44 2.41 2.38
ppm ppm
(continua)
—— Ohr
— 12hr
24 hr
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(continuacao)

Canola
e d
. AW c
il
M "WW %
PSRRI A
il M swama s
982 978 974 958 954 950 840 825 810
ppm ppm ppm
b a
62 60 58 56 2.43 2.39
ppm ppm
Palma
9.81 9.76 9. 58 9. 54 9. 50 8.40 8.25 8.10
ppm ppm ppm
6.1 60 59 58 57 56 55 2375 2365 2355
ppm ppm
— Ohr
12 hr
. . 24 hr
(término)

a = aldeidos ramificados saturados; b = derivados de hidroperoxidos; ¢ e ¢’ = hidroperoxidos;
d = trans-2-alcadienais; e = trans,trans-2,4-alcadienais; f = : n-alquenais; g = 4-oxo-alquenais.

Contudo, a ordem de estabilidade oliva > canola > palma > milho > girassol >

soja é reforcada a partir do comportamento dos produtos de oxidacdo durante o

aguecimento observado na Figura 21 e Figura 22.
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6. CONCLUSOES

Diante dos dados expostos, verifica-se que o método de Ressonancia Magnética
Nuclear de Hidrogénio (RMN !H) foi capaz de determinar a composicédo de acidos
graxos, parametros fisicoquimicos e acompanhar a formacéo de produtos primarios e
secundarios de oxidacdo dos 6leos de forma pratica, com resultados confiaveis,
dentro dos parametros de referéncia. Além disso, todas as analises foram realizadas
com o emprego de baixo volume de solventes, o que € um diferencial frente a métodos
tradicionais que usam altos volumes de solventes, como o reagente de Wijis, para a

determinacao do indice de iodo.

A técnica ainda mostrou os principais produtos de oxida¢ao e a relacdo destes com
a composicdo do 6leo. Oleos com maior concentracdo de PUFAs tendem a gerar
aldeidos trans enquanto agueles com maiores concentracdes de MUFAs e saturados
tendem a ter um retardo na producédo de aldeidos e até 24 horas tenderam a produzir
apenas hidroperoxidos, indicando alta estabilidade oxidativa. Os dados mostraram
que a ordem de estabilidade dos 6leos estudados é oliva > canola > palma > milho >

girassol e soja.
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