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RESUMO

A analise de bleos vegetais pelos métodos fisico-quimicos tradicionais pode
apresentar erros, muitas vezes devido as deficiéncias inerentes a metodologia
empregada. A ressonancia magnética nuclear de hidrogénio-1 (*H RMN) resolve
essa deficiéncia com grande vantagem. Neste estudo, foram calculados o indice
de iodo, o0 peso molecular médio e o indice de saponificacéo do 6leo de milho in
natura e sob aquecimento, por meio do programa PROTEUS RMN H1, escrito
especialmente para esse fim. O programa tornou os calculos mais rapidos e mostrou
ser Gtil em determinaces fisico-quimicas de 6leos vegetais.

Palavras-chave: *H RMN, programa proteus, 6leo de milho

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 (*H 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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Introducao

Os 6leos e gorduras sdo substancias insollveis
em agua, de origem animal ou vegetal, formados pre-
dominantemente por ésteres de triacilglicerois, produ-
tos resultantes da esterificacéo entre o glicerol e &ci-
dos graxos (Moretto; Fett, 1998). Os triacilglicerois
sd0 compostos insolUveis em agua, e a temperatura
ambiente possuem uma consisténcia de liquido para
solido. Quando estdo sob forma solida sdo chamados
de gorduras e quando estdo sob forma liquida séo cha-
mados de 6leos (Giese, 1996; Faria et al., 2002).

Alimentos contendo 6leos e gorduras deterio-
ram durante o armazenamento em atmosfera de oxigé-
nio, devido a auto-oxidacdo. Mas quando séo aqueci-
dos a altas temperaturas, o processo da oxidagéo é
acelerado, ocorrendo reacdes de oxipolimerizacdo e
decomposicgéo termo-oxidativa, onde o controle de
qualidade é de grande interesse (Dobarganes, 1989;
Kowalski, 2003).

O método convencional usado para determinar
0 grau de insaturacao de 0leos vegetais é o indice de
iodo, que mede o numero de ligagdes duplas existen-
tes no 6leo, por meio de métodos volumétricos. O in-
dice de iodo ndo é uma medida quantitativa, € um na-
mero empirico que é Util na definicdo do grau de
insaturacdo, porém sujeito a erros, principalmente em
0leos termo-estressados (Joseph-Nathan, 1982).

De outro lado, utilizando-se métodos instrumen-
tais mais precisos como a ressonancia magnética nu-
clear (RMN) é possivel, no uso do espectro de RMN
de H1 integrado, obter a medida direta do grau de
insaturacdo e também o peso molecular médio do
triacilglicerol e o indice de saponificagdo de qualquer
6leo vegetal.

Neste trabalho foi descrita uma metodologia al-
ternativa para calcular, entre outros parametros, o in-
dice de iodo do 6leo de milho in natura e sob aqueci-
mento, utilizando-se um programa especialmente de-
senvolvido para este fim chamado PROTEUS, onde
0s campos de entrada de dados do programa foram
alimentados com os dados experimentais obtidos por
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio-1 inte-
grado, no estudo do 6leo de milho.

Material e Método

Oleo vegetal
Foi utilizado 6leo refinado de milho (Zea mays)
cedido pelaempresa CARGILL.

Ressonancia magnética nuclear de hidrogé-
nio-1 (RMN H?)

Amostra de 6leo: aproximadamente 10 a20 mg
de amostra foi dissolvidaem 0,7 mL de CDCI, e seus
espectros de RMN foram registrados em espectro-
metro Varian, modelo Mercury-300 MHz, operando
no modo FT atemperatura ambiente.

RMN de H!: para os ndcleos de hidrogénio-1
foram utilizados os seguintes parametros de aquisicao:
pulso: 45 °, tempo de relaxacdo: 1,359 s; tempo de
aquisicao: 3,64 s; largura de varredura: 4,120 Hz, lar-
gurade linha 0,3 Hz. Foram acumuladas 16 repeticdes
para cada decaimento induzido livre (FID).

Estresse térmico do 6leo milho

Foi termo-estressado 200 ml de 6leo de milho,
em frasco de vidro refratario (PIREX®), aquecido em
anel de ceramica refrataria, com resisténcia exposta,
4h/dia, durante 7 dias.

Programa PROTEUS RMN H?

PROTEUS (Figura 2) é um programa que foi
desenvolvido paraagilizar os calculos do indice de iodo,
peso molecular médio e indice de saponificacdo do 6leo
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-
dosde (i + h), (k +j), e T (Total de prétons) corres-
pondem as curvas integrais dos espectros de RMN de
H1 (Figura 1). Os campos prétons olefinicos e total de
protons correspondem as Equacgdes 11 e I11. O peso
molecular médio (PM, Equacéo IV) foi entdo calcula-
do automaticamente, assim como o indice de iodo (I.1,
Equacdo V) e o indice de saponificacdo (IS), que
corresponde a Equacéo VI.

Resultados e discussao

Do espectro de RMN de H1 integrado (Figura
1), obtém-se a medida direta do grau de insaturacéo
de modo preciso. Todos os hidrogénios olefinicos mos-
tram deslocamento quimico (8) entre 5,40-5,26 ppm
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(k). Todos os hidrogénios metilicos — parte saturada
da molécula—mostram deslocamento quimico entre
(6) 0,80 € 1,00 ppm (a + b). Portanto, o nimero total
de insaturacd@o, em namero de ligacGes duplas/mol, é
a medida direta da area dos picos normalizados e
integrados dos hidrogénios que geraram aqueles si-
nais, naquelas regides do espectro de RMN de H1
(Manninaetal., 2003). ARMN de H1 é uma técnica
extremamente sensivel a densidade eletronica e a po-
pulacéo de hidrogénios que gerou o sinal. Hidrogéni-
0s em ambientes eletronicos diversos mostram dife-
rentes deslocamentos quimicos e a intensidade do si-
nal é estritamente proporcional a quantidade de hi-
drogénios.

Como o espectro de RMN de H1 dos triacil-
glicerois é bem resolvido, observando-se sinais distin-
tos e caracteristicos para os prétons olefinicos, do
glicerol e alquilicos, que mostram absorcéo em regides

_33)

diferentes do espectro. Os protons olefinicos sdo ob-
servados em (9) 5,26 — 5,40 ppm (Kk); os protons
metilénicos do glicerol em () 4,10—4,32 ppm (i + h)
[H-1 e H-3]; H-2 o préton metilénico em (8) 5,25 ppm
(j). Os prétons metilicos sdo observados em (8) 0,80
—1,00 ppm (a; b). Somente os protons metilicos do
acido linolénico sdo observados em (8) 0,98 ppm (b);
sua concentracao pode ser diretamente medida a par-
tir do valor da curva de integracao. Prétons alilicos
internos sao observados em () 2,80 — 2,70 ppm (g).
Os protons alilicos externos sdo observados em (6)
2,10-1,90 ppm (e). Protons a-carboxilicos séo ob-
servados em (9) 2,34 — 2,22 ppm (f). Os prétons B-
carboxilicos sdo observados em (8) 1,70 - 1,50 ppm
(d). Um cluster de picos sobrepostos em (8) 1,40 —
1,15 e centrado em 1,2 ppm (c) corresponde aos de-
mais protons metilénicos dos &cidos graxos presentes
no triacilglicerol (Viglietal., 2003).

C
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Figural- Espectro de RMN de H* genérico de dleo vegetal.
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Legenda: a = prétons metilicos; b = prétons metilicos do acido linolénico; ¢ = prétons metilénicos dos  acidos graxos do triacilglicerol; d =
prétons B-carboxilicos; e = protons alilicos externos; f = prétons a-carboxilicos; g = prétons alilicos internos; h + i = prétons metilénicos do
glicerol; j = préton H-2 metilénico do glicerol; k = prétons olefinicos. A insercdo mostra os sinais dos prétons H! da metila do acido linolénico

em 0,98 ppm [sinal em b].
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Contudo, a curva de integracéo dos prétons ole-
finicos inclui o préton metilico do glicerolem C-2 e
que deve ser considerado nas equacdes obtidas a par-
tir do contido nas curvas de integracao, e que permi-
tam o calculo correto do indice de iodo por RMN de
H?, segundo as equacdes:

Calculo da area de um préton (A,) (Equacéo I):

i+h
Ap == Q)
Calculo de prétons olefinicos (Equacéo I1):
k+jl—-A4,

Ap

onde:

(k +J) =representa a area correspondente aos
prétons vinilicos, obtidos por leitura direta do espec-
tro integrado;

(i +h) = os protons dos dois grupos metilenos
do glicerol. O hidrogénio metino (H-2) do glicerol apa-
rece em 5,26 ppm sobreposto aos prétons vinilicos na
curva de integracdo. Portanto, a area relativa a um
préton seré (i + h)/4 (Joseph-Nathan, 1982).

Célculo do total de prétons (T) (Equacéo 111):

_k+j+itht[f+etd+c+bta

T dn

Ap

Caélculo do peso molecular médio dos triacil-
glicerdis (PM) (Equacéo IV):

PM =119,7+7,036T + 5,983V (V)

Assim, o indice de iodo (I.1) foi determinado a

partir do espectro de RMN H! integrado, conforme a

equacdo descrita por Joseph-Nathan (1982).
Célculo do indice de iodo por RMN H! (Equa-

caoV):

V) 1< 126,91 x 100V
PM
onde:
I.I =indice de iodo
V =n0mero de prétons vinilicos (olefinicos)
PM = peso molecular médio do triacilglicerol que
compde o 6leo em estudo

Nos métodos de determinacéo do indice de iodo
e que utilizam solucéo de ICI (Wijs) ou IBr (Hanus), a
solucéo de iodo (liberado pela adi¢éo de KI) e amido,
jatitulada com solucéo de tiossulfato de sodio, deixa-
da em repouso, freqiientemente reverte a coloracao
anterior. O mesmo comportamento é observado com
0s métodos que utilizam solugdo de I, Ambos sdo me-
todos empiricos, pouco precisos e sujeito a erros. Es-
tas dificuldades limitam a aplicacdo destas técnicas.

O indice de iodo é a medida do grau de insa-
turacdo de um 6leo, definido pela quantidade de halo-
génio absorvido em 100 g de amostra. Esta relaciona-
do com a quantidade de ligagGes duplas presentes no
6leo vegetal e a reducdo observada neste indice se deve
a quebra de ligacBes duplas resultantes de reacfes de
polimerizacéo, ciclizacao e oxidagdo, 0 que aumenta o
grau de saturacao do 6leo, tornando-o por fim, impro-
prio para o consumo humano. Sob determinadas con-
dicOes, o iodo pode ser introduzido quantitativamente
nas ligages duplas dos &cidos graxos insaturados dos
triacilglicerdis e proporciona uma medida do grau de
insaturacdo da amostra. Quanto maior for o indice,
maior sera a insaturacao do 6leo vegetal. Ao se utilizar
iodo (halogénio) para reagir especificamente com as
ligacBes duplas, esbarra-se em algumas dificuldades:
uma € que o iodo sempre vai sofrer alguma interferén-
cia da luz, reduzindo sua participacéo na reacdo de
halogenacdo. Outra é que a adi¢do devido a ligacdes
duplas isoladas, ou conjugadas podem resultar em al-
gumas ligacdes duplas intactas sem a adi¢cdo do iodo
devido aadicao 1,2 e 1,4, resultando em valores me-
nores do que o normal (Joseph-Nathan, 1982). Por
iss0, valores mais consistentes podem ser obtidos por
RMN de H?, exemplificado neste trabalho pelo pro-
grama PROTEUS RMN H 1 (Figura 2).

O célculo do indice de saponificacéo (I1S) pode
ser obtido pela Equacéo VI:

IS = (PM x -0,2358) + 398,42
onde:

IS = indice de saponificacdo
PM = peso molecular médio dos triacilglicerois

ATabela 1 apresenta os valores da integragédo
dos sinais dos hidrogénios, obtidos por meio das cur-
vas de integracdo dos espectros de RMN de H1 do
6leo de milho in natura e com 28 horas de aqueci-
mento (180-200°C).

(V1)
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Tabela 1- Valores de integracdo dos sinais dos hidrogénios dos triacilglicerdis obtidos da curva de integracéo do espectro de

RMN de H* do 6leo de milho.

tth) | k+j |ith| g f e d c b a | ath vinil | Z=H Il PM
(g,mol")

Oh | 9,16 14,3 (3,09 |6.41 [10,42 |6.,03 |52,64|0,34|7,60|794| 1,075 | 7,52 90,13 | 119,47 798.9

28h [ 5,58 |42 138 |6,73 | 7,72 19,33 |56,19| 0 |8,87|887| 1,050 [4,31]9523| 49,63 697,3

Legenda: a = protons metilicos; b = protons metilicos do acido linolénico; ¢ = prétons metilénicos dos acidos graxos do triacilglicerol; d =
prétons B-carboxilicos; e = prétons alilicos externos; f = prétons o-arboxilicos; g = prétons alilicos internos; h + i = prétons metilénicos

do glicerol; j = préton H-2 etilénico o glicerol; k = prétons olefinicos.

Na Tabela 1, é possivel observar uma nitida di-
minuicdo do indice de iodo e do peso molecular dos
triacilglicerdis que compdem o 6leo de milho, com 28
horas de aquecimento, devido a quebra de ligacbes
duplas resultantes de reacGes de polimerizagdo, cicli-
zacdo e oxidacdo, tornando-o menos imprdprio para
0 consumo.

Observa-se uma forte variacao da intensidade
dos sinais dos hidrogénios do triacilglicerol com o aque-
cimento progressivo. Fica evidente o continuo decrés-
cimo do teor de acido linolénico (»-3, b), cuja con-
centracdo vai a zero apés 28 horas de aquecimento.
Outro efeito importante da termo-oxidagdo pode ser
observada nas regides dos prétons alilicos internos ()

e externos (e). Estes protons que correspondem aos
acidos linoléico e linolénico, que sob prolongado aque-
cimento mostram reducéo das intensidades. Observa-
se que o grau de insaturacdo do 6leo é sensivelmente
afetado, pelo aquecimento, pois diminui a intensidade
dos hidrogénios olefinicos. Logo, pela analise do es-
pectro integrado de RMN de H1 de qualquer 6leo
vegetal, é possivel fazer uma estimativa rapida, da qua-
lidade do 6leo; igualmente as intensidades dos sinais
dos hidrogénios olefinicos (d; f) aumentam com a de-
terioracdo do 6leo. Foi possivel calcular o peso
molecular médio (PM) do 6leo in natura e sob aque-
cimento por RMN, condicéo que é limitante para os
métodos tradicionais aos 6leos termo-oxidados.

[ﬁi__[lPFIDTEUS RMN H1 [ _ [C] <]
Inclur  Gravar Ewxclur Localizar |mprimir  Sair
Hoje é:
{06/05 22343
ALED: Ileho in natura 14/06/03 18:23:43 pROTEUS RMN H 1
43 1,075
Area por préton: I Desenvolvido por Seme Youssef Reda
Prétons olefinicos: |5"1 6 7.5209
OLED [iodo [
Num Total de prétons: 8344 130,133 | b [Milho in natura (119,47
o 7359194 | |Milho tempo 10 49,63
|119 4715 8
|.lodo = -
J

Figura2- Caracteristica do programa PROTEUS RMN H1.
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Conclusoes

O programa PROTEUS RMN H* mostrou-se
muito Util nos calculos dos parametros fisico-quimicos
do 6leo de milho (indice de iodo, peso molecular me-
dio e indice de saponifica¢do), em qualquer condicéo,
facilitando os calculos e agilizando a anélise dos da-
dos, por meio do espectro de RMN integrado de hi-
drogénios.
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