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FOODMICS BY 'H NMR FOR MONITORING OF OXIDATIVE STABILITY OF MARGARINES SUBMETED OF HEAT
TREATMENT. Foods with high lipid contents are susceptible to deterioration by oxidative processes that lead to the formation
of food rancid. Determining the chemical nature of lipid oxidation products presents a nutritional and health interest due to the

possibility of formation of compounds related to the development of degenerative diseases such as Parkinson’s and Alzheimer’s.

In this context, the present study describes the use of nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy and principal component
analysis (PCA) to monitor the formation of oxidation products in Brazilian table margarines subjected to the heat treatment at 80,
100, 120, 140, 160 and 180 ° C. Lipid profiles were characterized by '"H NMR experiments. Changes due to heat treatment were
identified by NMR-PCA models, which indicated triacylglycerol (TAG) as the main descriptor from 160 °C. At this temperature,
were identified signals evolution in '"H NMR spectra whose chemical shifts (8) indicated the formation of aldehydes and dienes. The

results were useful to highlight the need for efficient methods to maintain the oxidative stability of this type of food widely used in

industrial and home cooking.
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INTRODUCAO

As margarinas sdo matrizes alimentares ricas em lipidios em
emulsdo estdvel, destinadas a alimentacdo humana. De acordo
com a portaria n° 372 de 04 de setembro de1997 do Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA), as margarinas co-
mercializadas no Brasil devem apresentar teor de lipidios totais entre
80-90% (m/m), sendo o teor de gorduras lacteas, quando presente,
inferior a 3% (m/m) do teor de lipidios totais.' Comparada a manteiga,
amargarina apresenta beneficios relacionados aos menores teores de
lipoproteinas de baixa densidade (“low density lipoprotein”-LDL)
além da maior concentragdo de vitamina A, cuja adicio € obrigatdria,
e de vitamina E, presente naturalmente nos 6leos vegetais usados em
sua fabrica¢@o. Também estdo presentes na margarina lipidios ricos
em graxos poliinsaturados (AGPIs), essenciais a saide humana.’

Embora uteis ao organismo, os AGPIs sdo extremamente sensiveis
areacdes de oxidagdo, que levam a rdpida diminui¢@o da qualidade
funcional e nutricional do alimento, devido a formagao de substancias
que conferem sabores e odores desagradaveis. A oxidagdo lipidica
¢ descrita por mecanismos radicalares, que levam a formagado de
produtos caracteristicos durante cada etapa (iniciacdo, propagagio
e terminag@o).’> Os hidroperéxidos e os dienos conjugados sdo as
primeiras substincias estdveis produzidas. Em reagdes subsequentes,
essas espécies originam radicais que atuam como precursores na
oxidagdo de outros componentes insaturados (ex: AGPIs e colesterol),
ocorrendo a formac@o de cetonas, aldeidos, éteres, alcanos, époxidos
etc., que sdo responsdveis pela depreciacao do alimento.**

Além da diminuicdo da palatabilidade, a oxidagdo lipidica
pode representar risco a satide do consumidor. Dentre os produtos
secundarios de oxidacdo, pode ocorrer a formacdo de aldeidos o,
B-insaturados, como o 4-hidroxinonenal, originado pela oxidagdo do
acido linoleico. Essas substancias apresentam atividades genotdxicas,
citotoxicas, e sdo relacionadas com desenvolvimento de doengas de-
generativas como Parkinson e Alzheimer.® Os radicais hidroperdxidos
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originados a partir dos AGPIs podem, ainda, promover a oxidagdo do
colesterol, originando produtos de oxidag@o do colesterol (POCs),
substancias de grande interesse quimico, nutricional e toxicoldgico.
As formas detectadas mais comuns de POCs sdo a 7-cetocolesterol,
o B-epoxicolesterol e o a-epoxicolesterol; todos diretamente ligados
ao desenvolvimento de aterosclerose e doenga coronariana.’

A estabilidade oxidativa da margarina, em geral, ¢ influenciada
por fatores como o contato com oxigénio, a luminosidade, a integri-
dade das embalagens, as condi¢gdes de sanidade e as temperaturas
de processamento e armazenamento.® Para aumentar a estabilidade
oxidativa das margarinas, substancias com propriedades conservan-
tes e/ou antioxidantes sdo adicionadas a formulagdo. Os aditivos
antioxidantes mais usados no Brasil, presentes na portaria MAPA
n® 372 sdo: as vitaminas A, C, E, o célcio dissédico-EDTA, EDTA,
hidroxitolueno butilado (BHT), 2-terc-butil-4-hidroxianisol (BHA),
terc-butil hidroquinona (TBHQ), ciircuma, propilgalato (PG), Trolox
C, tocoferéis, betacaroteno sintético e dcido fosférico.!

A margarina ¢ utilizada na industria alimenticia e na culindria
caseira em procedimentos que ocorrem sob condicdes de estresse
térmico, como em assados e frituras. O aquecimento intermitente até
temperaturas proximas a 200 °C pode comprometer a integridade das
estruturas lipidicas, levando a formagao de radicais, precursores das
reacdes de oxidacdo.® No tocante a sanidade alimentar e nutricional
que envolve os diversos usos da margarina, € de grande importancia
o estudo holistico de sua estabilidade oxidativa frente a condi¢des
de estresse térmico, bem como a determinacgio da natureza quimica
dos possiveis produtos oriundos da oxidagao.

No ano de 2009, foi definido o termo foodomica para as abor-
dagens analiticas voltadas a uma compreensao holistica dos compo-
nentes quimicos alimentares conectados a saide do individuo.” O
desenvolvimento desse campo de pesquisa estd relacionado ao avanco
cientifico e tecnoldgico sofrido pela instrumentacio analitica. Os
experimentos realizados com ferramentas espectroscopicas, espec-
trométricas e cromatogréficas, trouxeram a possibilidade da aquisi¢do
de verdadeiros fingerprints moleculares dos alimentos. Logo, em
tais propostas de pesquisas, a escolha da ferramenta analitica € uma
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etapa essencial, visto que serd a partir das informacdes sobre os perfis
quimicos alimentares e suas alteracdes que serdo propostas ideias
para a melhoria da nutricdo humana. Os principais métodos instru-
mentais usados em fooddmica sdo as técnicas cromatograficas,”'® a
espectrometria de massas,!! a espectroscopia no infravermelho'? e a
ressonincia magnética nuclear (RMN).!313

Dentre as técnicas supracitadas, a RMN apresenta grande aplica-
¢do em estudos de determinagdo da composicido quimica alimentar
e na identificagcdo de produtos de degradacdo. Desde seu primeiro
do registro em 1938, feito por Rabi et al., a técnica de RMN sofreu
grande avango tedrico-metodolégico impulsionado pelo progresso
tecnoldgico. Hoje € a principal ferramenta de elucidag@o estrutural
de moléculas organicas em solugdo e, devido ao seu carater analitico
ndo seletivo, permite a coleta de informagdes de um grande niimero de
substancias quimicas em matrizes complexas, sem a necessidade de
pré-tratamentos amostrais laboriosos e em curto periodo de tempo.!>1¢
Dentre as aplica¢des da RMN no campo da foodomica, destacam-se
trabalhos sobre a oxidagéo lipidica em matrizes alimentares.>%!7-18

Ibargoitia et al. utilizaram a RMN de 'H para caracterizar os perfis
lipidicos de margarinas de diferentes composi¢des. Com a finalidade
de monitorar a estabilidade oxidativa, as amostras foram aquecidas
a temperatura de 180 °C, em intervalos de 120 e 240 minutos. Foi
identificado nos perfis lipidicos representados pelos espectros de
RMN de 'H que o aquecimento provocou a oxidagdo dos écidos
graxos insaturados, observados em maior extensdao em moléculas de
AGPIs. Os autores também puderam identificar nos espectros de RMN
de 'H das amostras de margarinas com maiores teores de AGPIs, a
evolucdo de sinais de diferentes tipos de aldeidos e époxidos.® Em
um estudo semelhante, Sopelana e al. utilizaram a RMN de 'H para
avaliar a influéncia de diferentes teores de fitoesteréis e gorduras
em margarinas, frente ao tratamento térmico, também a temperatura
de 180 °C. Os autores concluiram que margarinas formuladas com
maiores teores de fitoesterdis, apresentaram maior estabilidade
frente a oxidagdo durante o tratamento térmico, ressaltando o efeito
antioxidante dos fitoesterdis.>

Shahidi er al. estudaram a estabilidade oxidativa de dleos de
foca, utilizados como matéria-prima na fabricacio de produtos ali-
mentares como margarinas. As matrizes lipidicas foram submetidas
ao tratamento térmico a temperaturas de 65 °C em intervalos de 16
dias e seguidas de andlises de RMN de 'H. Foram caracterizados os
sinais do triacilglicerol (TAG) em aproximadamente & 5,25; 4,30;
415, referente aos hidrogénios da porg¢do glicerol -CH, -CH, e -CH,,
respectivamente. As variagdes ocorridas no TAG foram associadas
areacdes de oxidacdo devido a formacéo de dienos e trienos conju-
gados, confirmados por reagdo com dcido tiobarbitdrico (TBARS)."”

Nieva-Echevarria et al. usaram a RMN de 'H para acompanhar
as alteracdes que ocorreram nos perfis lipidicos de peixes e de dle-
os, durante processos de fritura. Os autores compararam os perfis
lipidicos de filés de robalo e dourado; além de 6leos de oliva extra-
-virgem com 6leos de girassol. Em todos os sistemas foram identi-
ficados, ao final dos processos, a formagao do trans-2-alcenal, cis,
trans-2,4-alcadienal, trans, trans-2,4-alcadienal, trans-9,10-epoxies-
tearato e 1,2-diacilgliceraldeido. Com base sobre as integragdes das
areas dos sinais, os autores quantificaram as variagdes ocorridas nos
teores dos acidos ®-3, DHA, EPA, -6, oleico, ®-1, além dos com-
ponentes provenientes da oxidacao lipidica. Os resultados indicaram
que dentre as quatro matrizes alimentares utilizadas no estudo, o éleo
de oliva extra-virgem foi a que apresentou menor potencial para a
formagao de aldeidos, sendo o mais seguro para o processo de fritura,
quando comparado ao 6leo de girassol.!

O uso da RMN no estudo da composi¢do quimica dos alimentos
origina grande quantidade de informacao em curto periodo de tempo
que podem ndo ser prontamente interpretdveis devido a semelhanga
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e/ou a complexidade e sobreposi¢ao de sinais. Tendéncias de agrupa-
mentos ou separagdo entre as amostras, ocasionados por determinado
processamento ou rota de degradacdo, podem niao ser reconhecidas
pelo simples método do “olhar e comparar”. Para tanto, o uso de
protocolos quimiométricos no tratamento dos dados da RMN em
foodomica pode auxiliar no reconhecimento de determinados padrdes.
No caso especial da oxidagdo lipidica em alimentos processados, a
quimiometria pode ser util na identificacdo de biomarcadores res-
ponsdveis pelas alteragdes nos perfis quimicos."

A andlise de componentes principais (“Principal Components
Analysis” — PCA) figura como o principal método quimiométrico apli-
cado a RMN-fooddmica. Em PCA, o conjunto de dados multivariados
¢ projetado em um novo espago com dimensao estatistica reduzida,
com minimo de prejuizo nas relagdes entre as amostras. A nova
dimensao tem por finalidade exaltar tendéncias de agrupamentos ou
separacdes antes nao identificadas. A PCA reduz a varidncia amostral
e expressa a nova informacao em um nimero reduzido de varidveis
denominadas componentes principais (principal components, PCs).
Elas sdo formadas pela combinacéo linear entre as varidveis originais
(sinais de RMN) com a informagao relevante, na forma de variancia
explicada. As PCs sdo perpendiculares e sucessivas, logo, a maior
parte da variancia explicada fica restrita as primeiras PCs, reduzindo
a dimensionalidade da andlise.”

No contexto apresentado, o presente estudo descreve o uso de
um método analitico baseado na sinergia entre a espectroscopia de
RMN aliada a PCA, aplicado ao monitoramento e caracterizagdo da
estabilidade oxidativa de margarinas brasileiras de mesa, submetidas
ao estresse térmico nas temperaturas de 80, 100, 120, 140, 160 e
180 °C. Para tanto, foram avaliadas diferentes amostras de margarinas
brasileiras de mesas, comercializadas na regido de Goiania, Goids.
Os perfis lipidicos foram caracterizados através dos espectros de
RMN de 'H. O modelo RMN de 'H — PCA foi til na identifica¢do
de biomarcadores de deterioragao.

PARTE EXPERIMENTAL
Amostragem e tratamento térmico

Foram adquiridas 6 amostras de margarinas de uma mesma
marca em diferentes comércios locais da cidade de Goiania, Goids.
As amostras foram transportadas e armazenadas sob resfriamento
até a andlise. Para a caracterizagdo do perfil lipidico, uma amostra
de margarina foi reservada e ndo submetida ao tratamento térmico,
sendo submetida apenas a andlise por RMN. As 5 amostras rema-
nescentes foram submetidas ao tratamento térmico, realizado com
aliquotas de 50,0 mg de margarina, transferidas para frascos opacos
e vedados, levados a estufa estabilizada nas temperaturas de 80, 100,
120, 140,160 e 180 °C, por periodo de 1,0 h. O tratamento térmico
foi realizado na forma de quintuplicata para cada temperatura. Apds
decorrido o periodo de resfriamento, as amostras foram solubilizadas
em 1.000,0 uL de cloroférmio deuterado (CDCL,), sendo transferidos
600,0 uL do homogeneizado para os tubos de andlise de RMN, sendo
realizado um total de 30 experimentos (5 para cada temperatura).

Experimentos de RMN de 'H

Os experimentos de RMN foram realizados em espectrometro
Bruker Avance III 11,75 Tesla, equipado com sonda de deteccdo
direta (BBO), no Laboratério de Ressondncia Magnética Nuclear
do Instituto de Quimica da Universidade Federal de Goids. Os ex-
perimentos de RMN de 'H foram adquiridos com 32 promediacGes;
4,0 dummy scans; 65.536 pontos de digitalizagdo durante a aquisi¢do
e processamento; sem giro da amostra; tempo total de aquisicdo
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para cada promediagdo igual a 18,0 segundos; janela espectral de
20,00 ppm; ganho do receptor fixo em 7,12 e temperatura controlada
a 25 °C durante a aquisi¢@o. Foi utilizada a sequéncia de pulso zg
(Bruker), com calibragio automdtica de pulso e da homogeneidade
do campo magnético (shimming). Foi aplicado fator de correcdo
exponencial para ampliacdo da linha espectral de 0,3 Hz. As linhas
de base e fase foram corrigidas automaticamente. O tetrametilsilano
(TMS) foi usado como referéncia interna de deslocamento quimico
para o 'H.

Analise exploratéria por PCA

A andlise dos dados por PCA foi realizada no software AMIX
3.9.15 (Bruker). A matriz de dados foi obtida a partir do procedi-
mento de bucketing dos dados das dreas dos sinais de RMN de 'H
das margarinas. Foi utilizado o formato retangular de buckets, com
largura otimizada em 0,50 ppm. As regides espectrais referentes aos
sinais dos solventes em & 7,5-7,0 (CHCL,) e § 0,3-0,0 (TMS) foram
excluidas da matriz de dados. A PCA foi realizada com matriz de
dados ndo escalada, modo de integracdo por soma das intensidades,
centrada na média e intervalo de confianca de 95,0%.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Caracterizacao dos perfis lipidicos por RMN de 'H

A Figura 1 apresenta o espectro de RMN de 'H obtido de uma
amostra de margarina ndo submetida ao tratamento térmico. Foram
acrescentados os principais fragmentos alquilicos pertinentes aos dife-
rentes tipos de hidrogénios caracterizados no espectro. A atribui¢ao foi
baseada em informagdes presentes em bancos de dados e literatura.>*!

Foi identificado em & 0,68 um simpleto largo de baixa intensidade,
atribuido ao colesterol. Na regido espectral entre § 0,85 - 0,92, o sinal
de média intensidade foi atribuido ao conjunto de hidrogénios meti-
licos terminais, presentes nas estruturas de dcidos graxos saturados
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(AGS) e dos 4cidos graxos insaturados oleico (®-9) e linoleico (®-6),
presentes nas moléculas de TAG. O tripleto identificado em & 1,0 -
0,96 foi atribuido aos hidrogénios metilicos do dcido alfalinolénico
(®-3), um 4cido graxo essencial a0 homem, precursor dos dcidos
graxos poliinsaturados de cadeia longa (AGPI-CL). O sinal de gran-
de intensidade na regido espectral de & 1,40 - 1,20 foi atribuido as
ressonancias dos hidrogénios metilénicos de AGS, AGMI e AGPL.
Os hidrogénios presentes nos fragmentos acila -CH,—~CH,—-OCO-
do TAG, diglicerideos (DAG) e de monoglicerideos (MAG) foram
caracterizados pelo sinal de baixa resolu¢do na faixa de 8 1,60-1,55.

O multipleto identificado na faixa entre § 2,20 - 1,95 caracterizou
as ressonancias dos hidrogénios alilicos, encontrados em fragmentos
—CH,—CH=CH- dos 4cidos graxos insaturados, exceto em moléculas
do 4cido docosaexaenoico (DHA). Em & 2,35-2,25, foi identifica-
do um multipleto referente aos hidrogénios dos fragmentos acila
—CH,—0OCO-, encontrados nas moléculas do TAG. Entre & 2,50-2,43,
um multipleto de baixa intensidade caracterizou os hidrogénios
o-carbonilicos presentes nos fragmentos —-COOH-CH,-CH,— do
DHA, em sua forma esterificada. Os hidrogénios bis-alilicos encontra-
dos nos fragmentos =CH-CH,—CH= dos AGPIs ®-3 e 6, originaram
os sinais presentes na faixa espectral entre & 2,85-2,70.

Foram identificados grupos de sinais com baixas intensidades
na faixa espectral entre & 4,0-3,75, atribuidos aos hidrogénios de
moléculas de DAG e MAG. Os quatro hidrogénios metilénicos, en-
contrados nos fragmentos —CH,-OCOR- da por¢io glicerol do TAG,
foram caracterizados pelos dois duplos dupletos com ressonancias
centradas em & 4,25 e 4,15. Importante ressaltar a capacidade da
técnica de RMN em discriminar a existéncia de diferentes grupos
R esterificados ao TAG, verificada pela presenca dos dois grupos de
sinais, pois se o contrdrio fosse verdadeiro, seria observado apenas
um dupleto, para os quatro hidrogénios metilénicos. O hidrogénio
metinico do fragmento —-CHOCOR, remanescente da por¢ao glicerol
do TAG, foi caracterizado pelo quintupleto com ressonancia centrada
em § 5,25. Préximo ao quintupleto supracitado, na faixa espectral em
8 5,42-5,30, foi identificado um sinal de grande intensidade, atribuido

-CH=CH- =CH-CH,-CH=
-CH
x4 x4
I I I I 1 I 1 I I 1 1
545 540 535 530 ppm 2.80 2.75 ppm
-CH,-CH=CH,
M «CH)r
T
2.34 232 230 ppm 210 205 200 ppm
-OCO-CH,-CH, -CH;
x2 x8 h J\ n
-CHj;
I T T | ) T |
1.65 1.60 1.55 ppm 1.00 0.95 ppm
T™S
CHClL AL -CH, (x2) k
| I 1 1 1 I 1 1 1 1 ] 1 I 1 I 1 1
75 70 6.5 6.0 5S 5.0 45 4.0 35 3.0 25 20 15 10 0.5 00 ppm

Figura 1. Espectro de RMN de 'H de uma margarina brasileira de mesa solubilizada em CHCI,
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aos hidrogénios dos fragmentos -CH=CH-, caracteristicos de todos
AGIs esterificados ao TAG.

Analise exploratéria dos dados e identificaciio de produtos de
oxidacao

O conjunto amostral, representado pelos 30 espectros de RMN
de 'H, foi submetido & anélise exploratéria por PCA, a partir da qual
foi identificada, no gréfico de escores de PC1 x PC2, a existéncia
de tendéncias de discriminagdo entre as amostras de margarinas
submetidas a diferentes temperaturas durante o tratamento térmico
(Figura 2). A varidncia acumulada explicada pelas duas primeiras
componentes foi de 98,3 %.

Em escores positivos de PC1, ocorreu forte tendéncia na dis-
criminagdo das margarinas submetidas as temperaturas entre 80 a
140 °C, com clara formacao de dois grupos, compostos pelas amostras
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submetidas a 80 e 100 °C e 120 e 140 °C. Esses grupos foram discri-
minados ao longo de PC2, com as amostras submetidas a 80 e 100
°C em escores negativos, enquanto as margarinas submetidas a 120 e
140°C em escores positivos. No sentido negativo de PC1, foram dis-
criminadas as margarinas aquecidas as temperaturas de 160 e 180 °C.

A andlise do gréfico de pesos (Figura 3) permitiu a identificacio
das varidveis de maior relevancia para a separacdo das margarinas. Os
escores negativos de PC1, regido estatistica onde foram discriminadas
as amostras aquecidas até 160 e 180 °C, foram fortemente influen-
ciados pelos sinais de hidrogénios com valores de deslocamentos
quimicos entre 8 6,25-5,75 e 3,75. Jd a tendéncia de separagdo entre
as amostras de margarinas aquecidas a 160 e 180 °C, observada ao
longo de PC2, foi influenciada, de forma preponderante, pela varidvel
com 0 4,25.

As varidveis indicadas no grafico de pesos com & 4,25, foram
previamente atribuidas aos hidrogé€nios metilénicos dos fragmentos

Figura 2. Grdfico de escores de PC1 (eixo horizontal) versus PC2 (eixo vertical). PCA realizada com dados espectrais das margarinas submetidas ao trata-

mento térmico
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Figura 3. Grdfico de pesos de PC1 versus PC 2 para os dados de RMN de 'H dos extratos lipofilicos das amostras de margarinas submetidas ao tratamento térmico
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—CH,-OCOR- das moléculas de TAG. As areas dos sinais do TAG,
apresentaram uma propor¢do inversa ao aumento da temperatura
(Figura 4). Como a integral da drea de um sinal de RMN € proporcio-
nal ao niimero de d4tomos responséveis por aquele sinal,? foi inferido
que os decréscimos observados nas dreas dos sinais do TAG foram
ocasionados por diminui¢des nas concentracdes desses lipidios, re-
fletindo na diminui¢@o de aproximadamente 70,0 + 0,30 % do teor
de TAG nas margarinas aquecidas a 180 °C, quando comparadas as
andlogas aquecidas a 80 °C. O resultado reforgou a hipétese inicial
relacionada ao favorecimento do mecanismo oxidativo em lipidios,
pelo aumento da temperatura.

Além da degradacdo observada no TAG, também foram identifi-
cadas diminui¢des nas intensidades dos sinais dos diacilglicerideos
(DAG) e monoacilglicerideos (MAG), indicados no gréafico de pesos
pelas varidveis com deslocamentos quimicos préximos a & 3,75
(Figura 5).

As varidveis apontadas no grafico de pesos de PC1 x PC2 presen-
tes na faixa espectral entre & 6,40-5,45, foram atribuidas aos sinais
de RMN de hidrogénios presentes nos sistemas de spins de dienos
conjugados.>!* Essas substincias foram identificadas nas margarinas
aquecidas a partir de 160 °C, sendo sua presenga determinante para
a discriminag@o das amostras submetidas a 160 e 180 °C ao longo
de PCI negativo (Figura 6). Os valores relativos a integracao das
areas atribuidas aos dienos (8 6.40-5.45) indicaram aumentos de
26,0 £ 0,44% e 42,3 + 0,27% nas amostras aquecidas a 160 °C e
180 °C, respectivamente, quando comparadas as margarinas aque-
cidas a 80 °C.

O aumento expressivo de dienos conjugados em decorréncia do
aquecimento nas temperaturas de 160 e 180 °C, durante o periodo
estabelecido de 1,0 hora, ¢ um importante resultado que indica a
grande susceptibilidade desse tipo de alimento frente a oxidacao,

180°C
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durante procedimentos culindrios que demandem condic¢des simi-
lares ao tratamento térmico aplicado. Também foram identificados
nos espectros das amostras de margarinas aquecidas a 180 °C, sinais
de baixas intensidade e resolugio em 8 8,0, atribuidos a possiveis
ocorréncias de hidroperdxidos, substincias que assim como o0s
dienos conjugados, sdo formados nas etapas iniciais da oxidacio
dos AGPIs.*>14

Ao ampliar a andlise exploratdria por PCA dos dados de RMN
de 'H para PC2 x PC3, cuja varidncia acumulada foi de 8,5%, foi
corroborada a tendéncia na discriminac@o das amostras de margarinas
submetidas ao aquecimento em diferentes temperaturas (Figura 7). No
grafico de escores de PC2 x PC3, foi identificada forte tendéncia na
separacdo das amostras aquecidas a temperaturas de 140. 160 e 180 °C
ao longo do sentido dos escores positivos de PC2, porém, com maior
proximidade entre as amostras 140 e 160 °C, quando comparado ao
grifico de PC1 x PC2 (Figura 2). Ao longo dos escores negativos
de PC2, foram discriminadas as margarinas que foram aquecidas as
temperaturas de 80, 100 e 120 °C.

A andlise do gréfico de pesos (Figura 8) permitiu a identificagio
das varidveis de maior relevancia para a separa¢do das margarinas,
ao longo de PC2 x PC3. Os escores positivos de PC2, regido esta-
tistica onde foram discriminadas as amostras aquecidas a 180 °C,
foram influenciados, dentre outros sinais (dienos, d 5,40-6.80; MAG,
8 3,6-3,20), por hidrogénios observados em 8 9,60, deslocamentos
caracteristicos que indicaram a formagdo de aldeidos.**

Na andlise dos espectros de RMN de 'H, foi confirmada a exis-
téncia de padrdes de sinais correspondentes aldeidos insaturados na
faixa entre 8 9,80-9,40, sendo proeminente a formagdo nas margarinas
aquecidas a 160 e 180 °C (Figura 9). Resultados similares aos obser-
vados no presente estudo foram obtidos por Ibargoitia et al.® O padrao
de sinais de RMN de 'H identificado pelos autores foi um dupleto
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Figura 4. Expansoes dos espectros de RMN de 'H das amostras de margarinas submetidas ao tratamento térmico. Em destaque, sdo apresentadas para efeitos

comparativos, as integragées das dreas dos sinais dos hidrogénios metilénicos das moléculas de TAG (8 4,45-4,20), relativos ao sinal do TMS (8 0,00)
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que evidenciaram a formagao de dienos conjugados (8 6,6 - 5,45)

em 6 9,5, atribuido a hidrogénios dos grupos —CHO, encontrados
em E-2-alcenais; um dupleto em & 9,53, atribuido aos hidrogénios
dos grupos —CHO presentes em moléculas de E,E-2.4-alcadienais;
dois dupletos, também pertencentes a grupos dos grupos —CHO,
identificados em 8 9,56 ¢ 9,58 e atribuidos ao epoxi-2-alcenais e ao

hidroxi-2-alcenais, respectivamente. O multipleto identificado em
89,76 foi atribuido as ressonancias dos hidrogénios encontrados em
fragmentos —CHO de aldeidos saturados.

A integracdo da érea dos sinais dos aldeidos em & 9,80-9,40
indicou grande incremento nas margarinas aquecidas a 160 °C e
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Figura 8. Grdfico de pesos de PC2 versus PC3 para os dados de RMN de 'H dos extratos lipofilicos das amostras de margarinas submetidas ao tratamento térmico

180 °C, quando comparadas as demais amostras. A formacdo dessas
substancias, atribuida a reagdes entre as espécies radicalares de hi-
droperoéxidos e dienos conjugados com os componentes insaturados
(ex: AGPIs) presentes nas moléculas de TAG,*® € um indicio da ndo
compatibilidade desse tipo de alimento em procedimentos culindrios
sob condigdes similares as estudadas, visto que os aldeidos sdo consi-
derados componentes que convergem para a depreciagio do alimento,
além de representar risco a sadde do consumidor.®

CONCLUSAO

Neste trabalho foi descrito o uso da de RMN de 'H aliada ao
tratamento quimiométrico por PCA no monitoramento rdpido e
inequivoco de altera¢des ocorridas em extratos lipidicos de mar-
garinas brasileiras de mesa, submetidas ao tratamento térmico,
durante o periodo de 1,0 h. A tendéncia observada na discrimina-
¢do das amostras de margarinas na andlise exploratéria por PCA
refletiu o grande decréscimo no teor de TAG, a partir da qual foram

registrados, aproximadamente, 70% nas amostras aquecidas a 180
°C. Esse comportamento durante o tratamento térmico ressaltou
a grande susceptibilidade dos lipidios frente a termodegradacio
por oxidagdo. O protocolo analitico baseado em andlises de RMN
aliada a PCA, permitiu a identificaciio da temperatura critica em
que ocorreu a perda da estabilidade oxidativa, cujo valor foi de 160
°C. Nas margarinas aquecidas a 160 e 180 °C durante o periodo de
1,0 hora, foram registrados sinais de RMN de 'H caracteristicos de
dienos e aldeidos. Esses resultados indicaram a inviabilidade desse
tipo de matriz lipidica em procedimentos culindrios que requerem
condicdes de estresse térmico a temperaturas superiores a 160 °C
durante intervalos iguais ou superiores a 1,0 hora, pois os produtos
de oxidacdo apontados pelo modelo RMN-PCA sio relatados como
substancias citotéxicas e genotdxicas, relacionadas ao desenvolvi-
mento de doengas degenerativas como Parkinson e Alzheimer.® O
bom desempenho do protocolo adotado corroborou a perspectiva
do uso da RMN aliada a quimiometria em abordagem aplicada ao
estudo da oxidagdo lipidica em matrizes alimentares.
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Figura 9. Expansoes dos espectros de RMN de 'H das amostras de margarinas submetidas ao tratamento térmico. Em destaque, sdo apresentadas as regioes

que evidenciaram a formagédo de aldeidos (8 10,0 - 9,20)
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