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Avaliagéo da estabilidade foto-oxidativa dos 6leos de canola
e de milho em presenca de antioxidantes sintéticos

Evaluation of stability photo-oxidative of canola oil
and corn oilin the presence of synthetic antioxidants
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RESUMO

A estabilidade dos dleos vegetais & oxidagéo depende
do equilibrio entre a composicéo e a presenga de pro-oxidantes e
antioxidantes. O objetivo deste estudo consistiu em avaliar o efeito
da presenca de antioxidantes sintéticos durante o processo de foto-
oxidagdo dos 6leos de canola e milho. As amostras dos 6leos de
canola e milho em presenca e em auséncia dos antioxidantes butil-
hidroxitolueno (BHA), propil galato (PG) e terc butil-hidroquinona
(TBHQ), foram submetidas ao estresse foto-oxidativo. A reagédo de
foto-oxidag&o seguiu uma cinética de primeira ordem. A constante
de velocidade no periodo de 20 dias de foto-oxidacao evidenciou
que o antioxidante PG apresentou maior efeito protetor para
0 6leo de canola e 0 TBHQ para o 6leo de milho. A partir dos
dados de UV e RMN de *H, no periodo de 60 dias, constatou-se
que os trés antioxidantes apresentaram um efeito protetor a foto-
oxidagdo. Os dados de UV evidenciaram aumento de absorgéo
da banda em 232 nm devido a foto-oxidagdo e formacdo de
dienos conjugados. A redugdo da intensidade de absorgéo desta
banda na foto-oxidagdo com o tempo de exposicao revelou que a
protecéo, tanto para o 6leo de canola como para o de milho, foi
mais efetiva com o antioxidante PG. Os indices de oxidagéo R , e
frac@o residual de hidrogénios (H) dialilicos, alilicos e vinilicos
também evidenciaram que o antioxidante PG apresentou o melhor
desempenho na protecdo dos dois tipos de dleo.

Palavras-chave: 0leos vegetais, antioxidantes sintéticos, foto-
oxidagdo, espectroscopia UV, RMN de *H.

ABSTRACT

The stability of vegetable oils in relation to oxidation
depends on the balance between the composition and the presence
of antioxidants and pro-oxidants. The objective of this study was
to evaluate the effect of the presence of antioxidants in vegetable
oils in the protection of photo-oxidation. Samples of canola oil

and corn oil in the presence and absence of the antioxidants,
butylated hydroxytoluene (BHA), propyl gallate (PG) and tert-
butylhydroquinone (TBHQ), were subjected to photo-oxidative
stress at room temperature for 60 days. The photo-oxidation
reaction followed a first order kinetics. The rate constant for
the period of 20 days of photo-oxidation showed that the PG
antioxidant showed greater protective effect for canola oil and
TBHQ showed a greater protective effect for corn oil. The UV
and 'H NMR data at 60 days showed that the three antioxidants
had a protective effect on photo-oxidation. The UV data showed
increased absorption at the 232nm band due to photo-oxidation
and the formation of conjugated dienes. The reduction in intensity
of this absorption band in photo-oxidation with time of exposure
revealed that the protection, both for the canola oil and for the corn
oil, was more effective with the PG antioxidant. The rates of R
oxidation and residual fraction of diallyl, allyl and vinyl hydrogens
also showed that the PG antioxidant showed the best performance
in protecting both oils.

Key words: vegetable oils, synthetic antioxidants, photo-oxidation,
UV spectroscopy, *H NMR.

INTRODUCAO

A estabilidade dos oleos depende da
resisténcia a oxidagdo durante o processamento e
armazenamento (CHOE & MIN, 2006). A oxidagao
pode ser minimizada pela remogao de pro-oxidantes
e oxigénio, prote¢do contra a luz ou inativacdo de
enzimas e de jons metalicos. Antioxidantes sdo
adicionados aos Oleos na tentativa de minimizar
os efeitos da oxidagdo e aumentar a estabilidade
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dos lipideos (DECKER, 1998). Eles reduzem
ou inibem a oxidacdo de substratos oxidaveis a
baixas concentragoes (CHOE & MIN, 2009). Os
antioxidantes butil-hidroxitolueno (BHA), propil
galato (PG) e terc butil-hidroquinona (TBHQ)
sdo os mais utilizados na indastria de alimentos
(RAMALHO & JORGE, 2006).

O perfil de 4cidos graxos presentes no 6leo
vegetal afeta diretamente a estabilidade a oxidacao.
Aqueles com maior grau de insaturagdo sao o0s
mais susceptiveis as reacdes oxidativas (LIU et al.,
2002). No o6leo de canola, predomina o 4cido graxo
monoinsaturado, o oleico, 64,1% contra 27,5% no
6leo de milho. O 6leo de canola apresenta 27,9%
de acidos graxos poli-insaturados (18,7% de acido
linoleico e 9,2% de acido linolénico). Ja o 6leo de
milho tem 57,9% (57,0% de acido linoleico ¢ 0,9%
de acido linolénico) (WHITE, 2000).

A luz acelera a oxidacdo lipidica,
sendo o mecanismo de foto-oxidacdo promovido
essencialmente pela radiacdo UV em presenca de
fotossensibilizadores (RAMALHO & JORGE, 2006;
CHOE & MIN, 2009). A oxidagao de lipideos produz
compostos conjugados pela abstracdo dos H alilicos
e dialilicos da molécula insaturada, deslocando a
dupla ligagdo e formando novas conjugagdes. Os
dienos conjugados formados tornam a molécula mais
estavel, apresentam menor energia e absorvem em
comprimentos de onda maiores (SMITH et al., 2007;
CHOE & MIN, 2009).

A Ressonancia Magnética Nuclear de H,
RMN de 'H, tem sido utilizada no estudo de o6leos
e gorduras. Um tnico ensaio da amostra detecta
todos os H, e os sinais informam a quantidade de
prétons presentes em um mesmo ambiente quimico
(GUILLEN & RUIZ, 2001). Dados quantitativos dos
espectros de RMN de 'H permitem a determinagdo
de parametros estruturais, como: teor de H alilicos,
dialilicos, vinilicos, o perfil de 4&cidos graxos
insaturados e a razao entre os H olefinicos e alifaticos
(R,,) (CARNEIRO et al., 2005).

Estudos tém utilizado RMN de 'H para
determinar a composi¢ao e o grau de insaturagdo de
o6leos de diferentes origens botanicas e para avaliar
as alteracdes estruturais do 6leo de girassol durante
o processo de fritura (GUILLEN & URIARTE
2012). LONGOBARDI et al. (2012) investigaram a
autenticidade de azeite de oliva de diferentes regides
daItalia e Grécia. CORDELLA et al. (2012) avaliaram
a formagao de aldeidos em 6leos quando aquecidos.

Alteragdes nos espectros de absor¢ao na
regidao do UV-VIS, ¢ RMN de 'H sugerem o grau de
oxidagdo de 6leos vegetais. Nesse contexto, o objetivo

deste estudo consistiu em avaliar o efeito da presenga
de antioxidantes sintéticos durante o processo de
foto-oxidagao dos 6leos de canola e milho.

MATERIAL E METODOS

Os 6leos de canola e milho, refinados e livres
de antioxidantes, foram gentilmente doados pela Cargill
(Brasil). As caracteristicas iniciais da matéria-prima,
como indice de peroxidos (0,8mEq/kg) e acidez (0,05mg
KOH g! de amostra), evidenciaram que elas estavam
livres de qualquer alteragdo oxidativa. Os antioxidantes
BHA, PG, TBHQ (Sigma-Aldrich) e isopropanol
(Vetec) foram utilizados sem prévia purificacao.

As solugdes dos antioxidantes foram
preparadas em isopropanol na concentracdo de
0,05mol L. Amostras de 0,80mmol de cada
antioxidante foram adicionadas individualmente
em béqueres contendo 50mL de 6leo de canola e
milho sob agitacdo constante. A dosagem utilizada
para os antioxidantes BHA, PG e TBHQ encontra-
se abaixo do maximo permitido pela legislacdo
brasileira (BRASIL, 2005). As amostras contendo
os antioxidantes e as amostras controle (isentas
de antioxidante) foram mantidas durante 60 dias, a
temperatura de 28+2°C, em camara de foto-oxidacao -
caixa retangular de 80cm de comprimento, 60cm de
largura e 35cm de altura. Esta continha seis lampadas
fluorescentes de 20W (OLIVEIRA, 2004), dispostas
lateralmente - o que proporcionou as amostras uma
intensidade luminosa média, medida com luximetro,
de 4000lux. Aliquotas de cada 6leo foram retiradas
periodicamente, de 5 em 5 dias, durante 60 dias, e
analisadas por espectroscopia na regido do UV. No
entanto, para as analises de RMN de 'H, somente
foram utilizadas as amostras de 6leo nos tempos de 0
e 60 dias de foto-oxidagao.

Os espectros de UV-VIS foram obtidos em
um espectrofotometro Shimadzu, modelo MultiSpec
1501, operando na regido de 200-800nm. As amostras
de 6leo foram diluidas em isopropanol na propor¢ao de
1:1000. A leitura foi realizada em cubetas de quartzo
com caminho oOtico de lecm. A partir dos dados de
absorbancia da reagdo de foto-oxidacao, calculou-se
a constante de velocidade de degradagdo dos 6leos em
auséncia e em presenca dos antioxidantes. Utilizou-se
para o célculo somente o periodo de 20 dias, pelo fato
de a absorbancia referente a formacdo dos dienos,
neste periodo, corresponder a estabelecida segundo a
lei de Beer-Lambert. Assim, a absorbancia pode ser
diretamente correlacionada a concentragao de dienos
no meio reacional. As constantes de velocidade foram
calculadas com o programa Micronal Origin 5.0.
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Os espectros de RMN de 'H foram obtidos
em espectrometro Varian modelo Mercuri-300 MHz,
operando no modo FT. As amostras de 6leo foram
preparadas em CDCl,, com tragos de TMS como
referéncia interna (CARNEIRO et al., 2005). As
condi¢des de operacdo do equipamento foram: 16K,
largura espectral de 14ppm, tempo de aquisicdo e
relaxacdo de 3.6s e 1.3s, respectivamente, largura
de pulso 45ps, 16 varreduras em 90s. O valor inicial
e final dos H dialilicos (G) e alilicos (E) foram
obtidos diretamente do espectro de RMN de 'H pela
integragdo dos picos G e E, respectivamente. O teor
de H vinilicos (V) e a razao entre os H olifinicos e
alifaticos, da molécula de triacilglicerol, foi calculado
para cada 6leo em auséncia e em presenca de cada
antioxidante, segundo CARNEIRO et al. (2005)
e GUILLEN E RUIZ (2001). Os teores residuais
de cada H 'V, G ¢ E foram determinados a partir do
calculo do percentual do H no tempo final, em relacao
ao teor do H inicial, (H . /H )x100.

TO inicial

RESULTADOS E DISCUSSAO

Estudos de UV-VIS

Os espectros de UV-VIS foram analisados
no comprimento de onda de 232nm, este corresponde
a absorg¢do de dienos conjugados (SMITH et al., 2007;
CHOE & MIN, 2009). A partir da tabela 1, observa-se
que, dos trés antioxidantes testados no 6leo de canola,
o PG apresentou um efeito acentuado na protegdo a
foto-oxidagao. Efeito semelhante foi observado, porém
ndo tao acentuado, para o 6leo de milho. Observou-se
que, apds 60 dias de exposicao a luz, o controle e as
amostras em presenca dos antioxidantes no 6leo de
canola apresentaram absorbancia menor em 232nm,
em relagdo a absorbancia do 6leo de milho. Esse dado

Tabela 1 - Absorbancias no tempo zero e ap6és 60 dias de foto-
oxidagdo dos 6leos de canola e milho, em auséncia e
em presenca de 0,80 mmol, dos antioxidantes (BHA,

PG e TBHQ)".

- Oleo de canola ---  -—-- Oleo de milho ----

---- Absorbancia ---- ---- Absorbancia ----
Antioxidante

TO T(;.o TO T(:O

Controle 0,235 2,354 0,159 2,498
BHA 0,235 2,178 0,159 2,368
PG 0,235 0,704 0,159 2,127
TBHQ 0,235 1,905 0,159 2,160

! Antioxidantes butil-hidroxitolueno (BHA), propil galato (PG) e
terc butil-hidroquinona (TBHQ).

informa a formac¢ao de um menor contetido de dienos
conjugados no final da foto-oxidagao.

No processo de foto-oxidagdo, segundo
GORDON (2001), o oxigénio triplete [*O,] ¢
convertido em oxigénio singlete ['O,], altamente
reativo. Em presenca de acidos graxos, acrescidos
de antioxidantes, o oxigénio singlete abstraira um
atomo de hidrogénio de um ou de outro, produzindo
um hidroperéxido. No presente estudo, observou-se a
formacao de um menor conteudo de dienos conjugados
pela acdo dos antioxidantes fenolicos. Quanto maior
o nimero de hidroxilas destes compostos, maior sera
o numero de hidrogénios doados ao oxigénio singlete
na formagdo e estabilizacdo dos hidroperoxidos.
Consequentemente, mais eficaz serd o antioxidante
no processo de foto-oxidagdo. Também se deve
considerar que no 6leo de canola predomina o 4cido
oleico, 64,1%, em relacdo a 27,5% no de milho
(WHITE, 2000) e isso favorece a estabilidade do 6leo
de canola frente a processos oxidativos.

A partir dos dados de UV-VIS, observou-
se que a reacao de foto-oxidagdo seguiu uma cinética
de primeira ordem e o coeficiente de correlacao foi
superior a 0,99. A tabela 2 representa as constantes
de velocidade e verifica-se que, durante os primeiros
20 dias, para o o6leo de canola, o antioxidante
PG apresentou um efeito protetor. No entanto, o
antioxidante BHA ndo atuou como protetor, pois a
velocidade de foto-oxidag@o foi levemente superior
a do controle. O antioxidante TBHQ, nos primeiros
20 dias de foto-oxida¢do, ndo apresentou um
comportamento linear que possibilitasse o calculo
da constante de velocidade. Para o 6leo de milho,
observa-se que os trés antioxidantes apresentaram
efeito protetor em relagdo ao controle. Aquele que
apresentou um efeito mais pronunciado nos primeiros
20 dias de foto-oxidagdo foi o TBHQ, pois reduziu a
velocidade de reagdo em relagdo ao controle.

Tabela 2 - Contantes de velocidade da foto-oxidagdo, num
periodo de 20 dias, dos dleos de canola e milho em
auséncia e em presenca dos antioxidantes (BHA,
PG e TBHQ)".

Oleo de canola Oleo de milho
Controle 4,97x10? 1,03 x10™!
BHA 5,72x107 9,10x10?
PG 1,49x107 9,12x107
TBHQ - 5,0x107

' Antioxidantes butil-hidroxitolueno (BHA), propil galato (PG) e
terc butil-hidroquinona (TBHQ).
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Estudos de RMN 'H

A foto-oxidagdo promove a diminuigdo
da concentracdo de H olefinicos na molécula do
triacilglicerol. Assim, a analise do indice R , obtido a
partir dos espectros de RMN de 'H, ¢ uma informagao
precisa que permite avaliar a qualidade do o6leo
durante o processo e armazenamento (CARNEIRO
et al., 2005; GUILLEN & RUIZ, 2001). A tabela 3
apresenta a razao entre os H olefinicos e alifaticos
(R para os controles das amostras do o6leo de
canola e milho, e para cada amostra em presenga dos
antioxidantes BHA, PG e TBHQ. Observa-se que o
antioxidante que promoveu uma maior protecao foi
o PG, seguido do TBHQ e do BHA, tanto para a
amostra de 6leo de canola como para a de milho.

A tabela 4 apresenta as fracdes residuais
dos H dialilicos (G), alilicos (E) e vinilicos (V). Os
dados evidenciam que, para os dois 6leos, o H da
posicao dialilica foi o mais degradado, seguido dos H
vinilicos e alilicos. Detectou-se também que a amostra
controle do 6leo de canola apresentou uma maior
concentragdo desses H apods 60 dias de foto-oxidagao,
quando comparada & amostra controle do 6leo de
milho. Segundo CARNEIRO et al. (2005), quanto
maior o teor residual de cada tipo de H dialilicos,
alilicos e vinilicos da molécula de triacilglicerol, mais
estavel serd a amostra de dleo.

A maior estabilidade do oleo de
canola frente aos processos oxidativos pode estar
associada a sua composic¢do, ¢ rico em acido oleico
(monoinsaturado), enquanto que no 6leo de milho
predomina o 4acido linoleico (WHITE, 2000). O
esquema 1 mostra um fragmento insaturado de um
acido graxo com as posi¢des de cada H mencionado.

v
R \% A% \ R,

E G E

Esquema 1 - Fragmento insaturado de uma molécula de
acido graxo. Em que: R=CH,) CO,H e R, =(CH,) Me
Segundo VIGLI et al. (2003), no
espectro de RMN 'H, os H dialilicos e alilicos sdo
observados em 2,90-2,70ppm (G) e 2,10-1,90ppm
(E), respectivamente. Os hidrogénios vinilicos sdo
observados em 5,26-5,40ppm (K), no entanto, sdo
obtidos por calculo (CARNEIRO et al., 2005) devido
a sobreposicdo deste pico na molécula do glicerol.
A partir dos espectros de RMN de 'H para o dleo
de canola e milho em auséncia e em presenca dos
antioxidantes, apds 60 dias de foto-oxidacado, T60’
obteve-se a percentagem dos H dialilicos e alilicos
que estd apresentada na tabela 4. Constatou-se que

Tabela 3 - [ndice Re, para os Oleos de canola e milho, em
auséncia e em presenga de antioxidantes (BHA, PG e
TBHQ)' na concentragio de 0,80mmol, em Te no
processo de foto-oxidagdo.

Canola R, Milho R,
Controle 0.780 0.710
BHA 0.790 0.789
PG 0.851 0.861
TBHQ 0.811 0.838

! Antioxidantes butil-hidroxitolueno (BHA), propil galato (PG) e
terc butil-hidroquinona (TBHQ).

0 Oleo mais protegido ¢ aquele que foi acrescido
do antioxidante PG. Este promoveu uma maior
concentragdo dos trés tipos de H, nos 6leos, apos 60
dias de foto-oxidagao.

A atividade dos antioxidantes depende dos
grupos funcionais presentes no anel aromatico, como
as hidroxilas, posi¢do que ocupam e o tamanho da
cadeia alquilica. A conjugagao do par de elétrons nao
ligante, do grupo hidroxila com o sistema pi (;1) do
anel aromatico, ativa fortemente as posigdes 0rto e
para. Do mesmo modo, o grupo alquila, por efeitos
hiperconjugativos, ativa fracamente as posigdes 0rto
e para. Esses grupos favorecem a deslocalizagdo
do elétron e estabilizam o radical fenoxil, formado
nos processos de oxidagcdo (SHAHIDI et al., 1992;
LITWINIENKO et al. 1999).

Os dados de UV-VIS e de RMN 'H
evidenciaram que o PG foi o antioxidante mais eficiente
na protecao a foto-oxida¢do no periodo de 60 dias,
tanto para o 6leo de canola como de milho. A estrutura
molecular do PG apresenta trés grupos hidroxilas no
anel aromatico. Este antioxidante disponibiliza assim
até trés H, que podem ser abstraidos pelo oxigénio
singlete do meio. O TBHQ apresenta na estrutura
dois grupos hidroxila e nenhum impedimento estérico
(RAMALHO & JORGE, 2006).

Um estudo de ALMEIDA-DORIA &
REGITANO D’ARCE (2000) mostrou que o TBQH,
na dosagem de 200ppm, foi mais eficaz na protegao
de ¢6leo de soja quando submetido a termo-oxidagao,
que a mistura de antioxidantes BHA e BHT (200ppm).
OLIVEIRA & REGITANO D’ARCE (2004)
verificaram que 115ppm de TBQH foi eficiente na
protegdo de 6leo de milho submetido a testes de
oxidagdo acelerada. TANG et al. (2008) estudaram
o efeito de antioxidantes sintéticos na estabilidade
oxidativa de biodiesel de 6leo de soja, algoddo e 6leo
de fritura e constataram que o PG foi o mais eficiente,
seguido por TBHQ ¢ BHA. RUGER et al. (2002)

Ciéncia Rural, v.44, n.4, abr, 2014.
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Tabela 4 - Fragdes residuais dos hidrogénios dialilicos (G), alilicos (E) e vinilicos (V) apds 60 dias de foto-oxidagdo para os controles das
amostras de 6leo de canola e milho, e para as amostras em presenca de cada antioxidante (BHA, PG e TBHQ)".

----------------------- Oleo de Canola Teo Oleo de Milho Tgy-----------=-==mmmmmmmmev

Antioxidante G % res E % res V % res G % res E % res V % res
Controle 74,1 95,2 89,5 73,1 90,2 84,0
BHA 74,6 94,1 88,8 84,1 89,7 87,7
PG 95,5 96,6 96,3 88,3 95,6 91,0
TBHQ 76,6 96,4 91,0 88,6 91,4 90,4

! Antioxidantes butil-hidroxitolueno (BHA), propil galato (PG) e terc butil-hidroquinona (TBHQ).

verificaram que o TBHQ a 0,01% foi mais eficaz na AGRADECIMENTOS

protecdo do o6leo de soja que o BHA ¢ o BHT.
Segundo a legislacdo brasileira (BRASIL,
2005), antioxidantes podem ser adicionados em
oleos vegetais, mas devem ser observados os limites
permitidos. Para os trés antioxidantes testados,
o maximo permitido ¢ 200ppm. O que equivale
0,94mmol para o PG, 1,2mmol para o TBHQ ¢ 1,11
mmol de BHA. A dosagem utilizada neste trabalho para
os trés antioxidantes foi inferior a0 maximo permitido.

CONCLUSAO

A partir dos dados de UV-VIS, conclui-se
que a reacdo de foto-oxidagao seguiu uma cinética de
primeira ordem. Constatou-se que, no periodo de 20
dias, a constante de velocidade para o 6leo de canola
na presenga do PG foi menor que a amostra de d6leo
livre de antioxidante. Logo, o PG apresentou maior
efeito protetor para o 6leo de canola. Para o dleo
de milho, os trés antioxidantes apresentaram efeito
protetor em relagdo ao controle, a menor constante de
velocidade evidenciou que TBHQ exerceu um efeito
mais pronunciado nos primeiros 20 dias de foto-
oxidagdo. Conclui-se, a partir dos indices de oxidagdo
R, e fragdo residual de hidrogénios dialilicos,
alilicos e vinilicos, determinados por analises de
RMN de 'H, apds 60 dias de foto-oxidacdo, que o
antioxidante PG apresentou o melhor desempenho na
protecdo em ambas as amostras de 6leo. Os dados de
ambas as analises, UV ¢ RMN de 'H, evidenciaram
que os antioxidantes sintéticos PG, TBHQ ¢ BHA
exerceram um efeito protetor no periodo de 60 dias e
que o 6leo de canola ¢ mais estavel frente a processos
foto-oxidativos que o 6leo de milho. O PG ¢ o
TBHQ apresentaram um bom desempenho, quando
comparado ao BHA. Logo, podem ser utilizados
em oOleos vegetais, para minimizar processos foto-
oxidativos, pois o efeito protetor ocorreu numa
dosagem permitida pela legislagdo brasileira.

A Coordenagio de Aperfeicoamento de Pessoal de
Nivel Superior (CAPES) e a Fundagdo Araucaria, pelo auxilio
financeiro, e a Cargill Agricola, por gentilmente ceder os 6leos para
realizacdo da pesquisa.
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