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RESUMO

A análise de óleos vegetais pelos métodos físico-químicos tradicionais pode
apresentar erros, muitas vezes devido às deficiências inerentes à metodologia
empregada. A ressonância magnética nuclear de hidrogênio-1 (1H RMN) resolve
essa deficiência com grande vantagem. Neste estudo, foram calculados o índice
de iodo, o peso molecular médio e o índice de saponificação do óleo de milho in
natura e sob aquecimento, por meio do programa PROTEUS RMN H1, escrito
especialmente para esse fim. O programa tornou os cálculos mais rápidos e mostrou
ser útil em determinações físico-químicas de óleos vegetais.
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ABSTRACT

The analysis of vegetal oils by traditional physicochemical methods can
present errors due to deficiencies inherent to the methodology employed. The
nuclear magnetic resonance of hydrogen-1 (1H RMN) overcomes these
deficiencies with great advantage. In this study, we determined the iodine value,
the molecular weight and the saponification index of maize oil  in natura and after
heating, by means of the program PROTEUS RMN H1, especially written for this
purpose. The program allowed for faster calculations and showed to be useful in
determining the physico- chemical  properties of vegetal oils.
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Introdução

Os óleos e gorduras são substâncias insolúveis
em água, de origem animal ou vegetal, formados pre-
dominantemente por ésteres de triacilgliceróis, produ-
tos resultantes da esterificação entre o glicerol e áci-
dos graxos (Moretto; Fett, 1998). Os triacilgliceróis
são compostos insolúveis em água, e à temperatura
ambiente possuem uma consistência de líquido para
sólido. Quando estão sob forma sólida são chamados
de gorduras e quando estão sob forma líquida são cha-
mados de óleos (Giese, 1996; Faria et al., 2002).

Alimentos contendo óleos e gorduras deterio-
ram durante o armazenamento em atmosfera de oxigê-
nio, devido à auto-oxidação. Mas quando são aqueci-
dos a altas temperaturas, o processo da oxidação é
acelerado, ocorrendo reações de oxipolimerização e
decomposição termo-oxidativa, onde o controle de
qualidade é de grande interesse (Dobarganes, 1989;
Kowalski, 2003).

O método convencional usado para determinar
o grau de insaturação de óleos vegetais é o índice de
iodo, que mede o número de ligações duplas existen-
tes no óleo, por meio de métodos volumétricos. O ín-
dice de iodo não é uma medida quantitativa, é um nú-
mero empírico que é útil na definição do grau de
insaturação, porém sujeito a erros, principalmente em
óleos termo-estressados (Joseph-Nathan, 1982).

De outro lado, utilizando-se métodos instrumen-
tais mais precisos como a ressonância magnética nu-
clear (RMN) é possível, no uso do espectro de RMN
de H1 integrado, obter a medida direta do grau de
insaturação e também o peso molecular médio do
triacilglicerol e o índice de saponificação de qualquer
óleo vegetal.

Neste trabalho foi descrita uma metodologia al-
ternativa para calcular, entre outros parâmetros, o ín-
dice de iodo do óleo de milho in natura e sob aqueci-
mento, utilizando-se um programa especialmente de-
senvolvido para este fim chamado PROTEUS, onde
os campos de entrada de dados do programa foram
alimentados com os dados experimentais obtidos por
ressonância magnética nuclear de hidrogênio-1 inte-
grado, no estudo do óleo de milho.

Material e Método

Óleo vegetal
Foi utilizado óleo refinado de milho (Zea mays)

cedido pela empresa CARGILL.

Ressonância magnética nuclear de hidrogê-
nio–1 (RMN H1)

Amostra de óleo: aproximadamente 10 a 20 mg
de amostra foi dissolvida em 0,7 mL de CDCl3 e seus
espectros de RMN foram registrados em espectrô-
metro Varian, modelo Mercury-300 MHz, operando
no modo FT à temperatura ambiente.

RMN de H1: para os núcleos de hidrogênio-1
foram utilizados os seguintes parâmetros de aquisição:
pulso: 45 º, tempo de relaxação: 1,359 s; tempo de
aquisição: 3,64 s; largura de varredura: 4,120 Hz, lar-
gura de linha 0,3 Hz. Foram acumuladas 16 repetições
para cada decaimento induzido livre (FID).

Estresse térmico do óleo milho
Foi termo-estressado 200 ml de óleo de milho,

em frasco de vidro refratário (PIREX®), aquecido em
anel de cerâmica refratária, com resistência exposta,
4h/dia, durante 7 dias.

Programa PROTEUS RMN H1

PROTEUS (Figura 2) é um programa que foi
desenvolvido para agilizar os cálculos do índice de iodo,
peso molecular médio e índice de saponificação do óleo
de milho por meio dos dados obtidos dos espectros
integrados de RMN de H1. O programa foi escrito em
Visual Basic 5.0, onde os campos de entrada dos da-
dos de (i + h), (k + j), e T (Total de prótons) corres-
pondem às curvas integrais dos espectros de RMN de
H1 (Figura 1). Os campos prótons olefínicos e total de
prótons correspondem as Equações II e III. O peso
molecular médio (PM, Equação IV) foi então calcula-
do automaticamente, assim como o índice de iodo (I.I,
Equação V) e o índice de saponificação (IS), que
corresponde a Equação VI.

Resultados e discussão

Do espectro de RMN de H1 integrado (Figura
1), obtém-se a medida direta do grau de insaturação
de modo preciso. Todos os hidrogênios olefínicos mos-
tram deslocamento químico (δ) entre 5,40-5,26 ppm
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(k). Todos os hidrogênios metílicos – parte saturada
da molécula – mostram deslocamento químico entre
(δ) 0,80 e 1,00 ppm (a + b). Portanto, o número total
de insaturação, em número de ligações duplas/mol, é
a medida direta da área dos picos normalizados e
integrados dos hidrogênios que geraram aqueles si-
nais, naquelas regiões do espectro de RMN de H1
(Mannina et al., 2003). A RMN de H1 é uma técnica
extremamente sensível à densidade eletrônica e à po-
pulação de hidrogênios que gerou o sinal. Hidrogêni-
os em ambientes eletrônicos diversos mostram dife-
rentes deslocamentos químicos e a intensidade do si-
nal é estritamente proporcional à quantidade de hi-
drogênios.

Como o espectro de RMN de H1 dos triacil-
gliceróis é bem resolvido, observando-se sinais distin-
tos e característicos para os prótons olefínicos, do
glicerol e alquílicos, que mostram absorção em regiões

diferentes do espectro. Os prótons olefínicos são ob-
servados em (δ) 5,26 – 5,40 ppm (k); os prótons
metilênicos do glicerol em (δ) 4,10 – 4,32 ppm (i + h)
[H-1 e H-3]; H-2 o próton metilênico em (δ) 5,25 ppm
(j). Os prótons metílicos são observados em (δ) 0,80
– 1,00 ppm (a; b). Somente os prótons metílicos do
ácido linolênico são observados em (δ) 0,98 ppm (b);
sua concentração pode ser diretamente medida a par-
tir do valor da curva de integração. Prótons alílicos
internos são observados em (δ) 2,80 – 2,70 ppm (g).
Os prótons alílicos externos são observados em (δ)
2,10 – 1,90 ppm (e). Prótons a-carboxílicos são ob-
servados em (δ) 2,34 – 2,22 ppm (f). Os prótons β-
carboxílicos são observados em (δ) 1,70 – 1,50 ppm
(d). Um cluster de picos sobrepostos em (δ) 1,40 –
1,15 e centrado em 1,2 ppm (c) corresponde aos de-
mais prótons metilênicos dos ácidos graxos presentes
no triacilglicerol (Vigli et al., 2003).

Figura 1 - Espectro de RMN de H1 genérico de óleo vegetal.

Legenda: a = prótons metílicos; b = prótons metílicos do ácido linolênico; c = prótons metilênicos dos    ácidos graxos do triacilglicerol; d =
prótons β-carboxílicos; e = prótons alílicos externos; f = prótons a-carboxílicos; g = prótons alílicos internos; h + i = prótons metilênicos do
glicerol; j = próton H-2 metilênico do glicerol; k = prótons olefínicos. A inserção mostra os sinais dos prótons H1 da metila do ácido linolênico
em 0,98 ppm [sinal em b].
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Contudo, a curva de integração dos prótons ole-

fínicos inclui o próton metílico do glicerol em C-2 e
que deve ser considerado nas equações obtidas a par-
tir do contido nas curvas de integração, e que permi-
tam o cálculo correto do índice de iodo por RMN de
H1, segundo as equações:

Cálculo da área de um próton (AP) (Equação I):

(I)

Cálculo de prótons olefínicos (Equação II):

        (II)

onde:
(k + j) = representa a área correspondente aos

prótons vinílicos, obtidos por leitura direta do espec-
tro integrado;

(i + h) = os prótons dos dois grupos metilenos
do glicerol. O hidrogênio metino (H-2) do glicerol apa-
rece em 5,26 ppm sobreposto aos prótons vinílicos na
curva de integração. Portanto, a área relativa a um
próton será (i + h)/4 (Joseph-Nathan, 1982).

Cálculo do total de prótons (T) (Equação III):

       (III)

Cálculo do peso molecular médio dos triacil-
gliceróis (PM) (Equação IV):

       (IV)

Assim, o índice de iodo (I.I) foi determinado a
partir do espectro de RMN H1 integrado, conforme a
equação descrita por Joseph-Nathan (1982).

Cálculo do índice de iodo por RMN H1 (Equa-
ção V):

        (V)

onde:
I.I = índice de iodo
V = número de prótons vinílicos (olefínicos)
PM = peso molecular médio do triacilglicerol que

compõe o óleo em estudo

Nos métodos de determinação do índice de iodo
e que utilizam solução de ICl (Wijs) ou IBr (Hanus), a
solução de iodo (liberado pela adição de KI) e amido,
já titulada com solução de tiossulfato de sódio, deixa-
da em repouso, freqüentemente reverte a coloração
anterior. O mesmo comportamento é observado com
os métodos que utilizam solução de I2. Ambos são mé-
todos empíricos, pouco precisos e sujeito a erros. Es-
tas dificuldades limitam a aplicação destas técnicas.

O índice de iodo é a medida do grau de insa-
turação de um óleo, definido pela quantidade de halo-
gênio absorvido em 100 g de amostra. Está relaciona-
do com a quantidade de ligações duplas presentes no
óleo vegetal e a redução observada neste índice se deve
à quebra de ligações duplas resultantes de reações de
polimerização, ciclização e oxidação, o que aumenta o
grau de saturação do óleo, tornando-o por fim, impró-
prio para o consumo humano. Sob determinadas con-
dições, o iodo pode ser introduzido quantitativamente
nas ligações duplas dos ácidos graxos insaturados dos
triacilgliceróis e proporciona uma medida do grau de
insaturação da amostra. Quanto maior for o índice,
maior será a insaturação do óleo vegetal. Ao se utilizar
iodo (halogênio) para reagir especificamente com as
ligações duplas, esbarra-se em algumas dificuldades:
uma é que o iodo sempre vai sofrer alguma interferên-
cia da luz, reduzindo sua participação na reação de
halogenação. Outra é que a adição devido a ligações
duplas isoladas, ou conjugadas podem resultar em al-
gumas ligações duplas intactas sem a adição do iodo
devido à adição 1,2 e 1,4, resultando em valores me-
nores do que o normal (Joseph-Nathan, 1982). Por
isso, valores mais consistentes podem ser obtidos por
RMN de H1, exemplificado neste trabalho pelo pro-
grama PROTEUS RMN H 1 (Figura 2).

O cálculo do índice de saponificação (IS) pode
ser obtido pela Equação VI:

IS = (PM x -0,2358) + 398,42        (VI)
onde:
IS = índice de saponificação
PM = peso molecular médio dos triacilgliceróis
A Tabela 1 apresenta os valores da integração

dos sinais dos hidrogênios, obtidos por meio das cur-
vas de integração dos espectros de RMN de H1 do
óleo de milho in natura e com 28 horas de aqueci-
mento (180-200°C).
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 Tabela 1 - Valores de integração dos sinais dos hidrogênios dos triacilgliceróis obtidos da curva de integração do espectro de

RMN de H1 do óleo de milho.

Legenda: a = prótons metílicos; b = prótons metílicos do ácido linolênico; c = prótons metilênicos dos ácidos graxos do triacilglicerol; d =
prótons β-carboxílicos; e = prótons alílicos externos; f = prótons α-arboxílicos; g = prótons alílicos internos; h + i = prótons metilênicos
do glicerol; j = próton H-2 etilênico o glicerol; k = prótons olefínicos.

Na Tabela 1, é possível observar uma nítida di-
minuição do índice de iodo e do peso molecular dos
triacilgliceróis que compõem o óleo de milho, com 28
horas de aquecimento, devido à quebra de ligações
duplas resultantes de reações de polimerização, cicli-
zação e oxidação, tornando-o menos impróprio para
o consumo.

Observa-se uma forte variação da intensidade
dos sinais dos hidrogênios do triacilglicerol com o aque-
cimento progressivo. Fica evidente o contínuo decrés-
cimo do teor de ácido linolênico (ω-3, b), cuja con-
centração vai a zero após 28 horas de aquecimento.
Outro efeito importante da termo-oxidação pode ser
observada nas regiões dos prótons alílicos internos (g)

e externos (e). Estes prótons que correspondem aos
ácidos linoléico e linolênico, que sob prolongado aque-
cimento mostram redução das intensidades. Observa-
se que o grau de insaturação do óleo é sensivelmente
afetado, pelo aquecimento, pois diminui a intensidade
dos hidrogênios olefínicos. Logo, pela análise do es-
pectro integrado de RMN de H1 de qualquer óleo
vegetal, é possível fazer uma estimativa rápida, da qua-
lidade do óleo; igualmente as intensidades dos sinais
dos hidrogênios olefínicos (d; f) aumentam com a de-
terioração do óleo. Foi possível calcular o peso
molecular médio (PM) do óleo in natura e sob aque-
cimento por RMN, condição que é limitante para os
métodos tradicionais aos óleos termo-oxidados.

Figura 2 - Característica do programa PROTEUS RMN H1.
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Conclusões

O programa PROTEUS RMN H1 mostrou-se
muito útil nos cálculos dos parâmetros físico-químicos
do óleo de milho (índice de iodo, peso molecular mé-
dio e índice de saponificação), em qualquer condição,
facilitando os cálculos e agilizando a análise dos da-
dos, por meio do espectro de RMN integrado de hi-
drogênios.
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