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Rezumat. Tn prezentul studiu s-a analizat influenta factorului termic si actiunea unor
antioxidanti in calitate de inhibitori ai oxidarii uleiului din seminte de struguri, nuci si
germeni de porumb. Oxidarea a fost studiatd in regim fortat timp de 700 h, prin
adaugare de peroxid de hidrogen si ioni de Cu?*. Au fost stabilite conditiile optime ale
procesului de oxidare acceleratd in sistemele analizate. Progresul oxidarii lipidelor a
fost evaluat prin masurarea valorii peroxidului (PV) si a dienelor si trienelor conjugate
(CD, CT). Au fost identificati o serie de produsi secundari ai oxidarii lipidelor: hexanal,
octanal si hidroxi-nonadienal. A fost monitorizata intensitatea formarii acestor compusi
in timpul oxidarii. De asemenea s-a studiat efectul stabilizator al extractelor lipofile
din doua tipuri de fructe de padure, catina si macese, asupra uleiului de floarea soarelui.
Aceastd cercetare a inclus analiza produselor si mecanismelor de oxidare a uleiului de
floarea-soarelui, inclusiv determinarea modificarilor chimice care apar in procesul de
oxidare a lipidelor prin LC-MS/MS folosind ionizarea electrospray in mod negativ si
pozitiv.

Cuvintele cheie: oxidarea lipidelor, tratament termooxidativ, produsi secundari,
antioxidanti

FORCED OXIDATION KINETICS OF SUNFLOWER, GRAPE SEED, WALNUT,
CORN OILS UNDER THE ACTION OF DIFFERENT FACTORS

Summary. In the present study, the influence of the thermal factor and the action of
some antioxidants as inhibitors of oil oxidation from grape seeds, nuts and corn germs
were analyzed. The oxidation was studied in forced mode for 700 h, by adding
hydrogen peroxide and Cu?* ions. The optimal conditions of the accelerated oxidation
process in the analyzed systems were established. The progress of lipid oxidation was
assessed by measuring peroxide value (PV) and conjugated dienes and trienes (CD,
CT). A number of secondary products of lipid oxidation have been identified: hexanal,
octanal and hydroxy-nonadienal. The intensity of the formation of these compounds
during oxidation was monitored. The stabilizing effect of lipophilic extracts from two
types of berries, sea buckthorn and rose hip, on sunflower oil was also studied. This
research included the analysis of sunflower oil oxidation products and mechanisms,
including the determination of chemical changes occurring in the lipid oxidation
process by LC-MS/MS using electrospray ionization in negative and positive mode.

Keywords: lipid oxidation, thermooxidative treatment, secondary products,
antioxidants

424



Academician, Profesor Gheorghe DUCA

1. INTRODUCERE

Oxidarea lipidelor este una dintre cauzele majore ale scaderii valorii nutritionale a
alimentelor, limitand durata lor de valabilitate. Acest fenomen duce la modificarea calitatii
nutritionale si organoleptice ale uleiurilor. Consumul de metaboliti ai degradarii oxidative
a lipidelor este cauza stresului oxidativ al corpului uman si, respectiv, provoaca conditii
morbide multiple pentru sdnatatea umana [1].

Stabilitatea oxidativd a uleiurilor este rezistenta la oxidare In timpul procesdrii si
depozitarii [2, 3]. Rezistenta la oxidare poate fi exprimata ca perioada de timp necesara
pentru a atinge punctul critic de oxidare, indiferent dacid este vorba de o schimbare
senzoriald sau de o accelerare brusca a procesului oxidativ [4]. Stabilitatea oxidativa este
un indicator important pentru a determina calitatea uleiului si durata de valabilitate
deoarece compusii cu masa moleculara scazuta sunt produsi in timpul oxidarii.

Ratele de formare a radicalilor lipidic peroxidic si a hidroperoxidului depind doar de
disponibilitatea oxigenului si temperatura [5]. La interactiunea radicalilor se obtin specii
non-radicale si reactia se stopeaza. Produsele primare de oxidare, hidroperoxizii lipidici,
sunt relativ stabile la temperatura camerei si in absenta metalelor. Cu toate acestea, in
prezenta metalelor sau la temperaturi ridicate, acestea sunt usor descompuse in radicali
alcoxi si apoi formeaza aldehide, cetone, acizi, esteri, alcooli si hidrocarburi cu lant scurt

[6].

In alimente oxidarea lipidelor reprezintd un proces, format dintr-un sir de etape, fiind
influentat de structura chimica a acizilor grasi nesaturati, starea fizica a lor (lichida sau
solidd), prezenta sub o forma sau alta a unor prooxidanti anorganici (ionii ai unor metale:
Fe?*, Cu*, Co*, Mn?") sau organici (hemoglobina, mioglobina), pre-existenta unor radicali
liberi, existenta lipazelor, cantitatea si calitatea substantelor cu rol antioxidant din aliment,
modul de procesare a alimentului, modul de ambalare si conditiile de depozitare a
alimentului [7].

Stoparea sau inhibarea procesului de autooxidare a lipidelor are o importanta practica
pentru diferite aplicatii industriale, in special pentru industria alimentara. Una din cele mai
rationale metode de inhibitie a autooxidarii lipidelor este folosirea unor antioxidanti
naturali accesibili, relativ ieftini, care nu afecteaza sanatatea potentialilor consumatori.

In scopul studierii si selectarii unor antioxidanti potential utili pentru inhibitia procesului
oxidativ a fost necesar de a studia si de a intelege mecanismul si cinetica procesului de
autooxidare a lipidelor, influienta diferitor factori asupra cineticii procesului, atat in lipsa
cat si In prezenta unor antioxidanti.
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Aferent prezentei lucrari, mecanismul procesului de oxidare a lipidelor a fost subiect al
unor studii anterioare 1n cadrul Universitatii Tehnice din Moldova cét si in alte laboratoare
dotate in acest scop [1,7-12].

Schematic, procesul de oxidare presupune trei etape: initierea, propagarea si finalizarea
oxidarii [13].

Initierea oxiddarii lipidelor. Oxidarea grasimilor incepe cu aparitia radicalilor liberi,
consecintd a pierderii atomilor de hidrogen din structura acizilor grasi. De reguld, este
eliminat atomul de hidrogen de la nivelul unui atom de carbon care participa la o legatura
dubla, ceea ce explica sensibilitatea mai mare la oxidare a acizilor grasi nesaturati.
Radicalii liberi, datorita faptului ca au cel putin un electron necuplat, se caracterizeaza
print-o reactivitate ridicata. Radicalii liberi apar sub influenta unor initiatori ai oxidarii
(prooxidanti) sau in prezenta oxigenului activat [14].

Activarea oxigenului se poate realiza prin:
e trecerea oxigenului de la starea triplet la starea singlet;
o formarea de hidroxi-peroxizi, anioni superoxid sau hidroxi-radicali;
e formarea complecsilor feril oxigen-fier.

In plus, oxidarea acizilor grasi poate surveni sub actiunea unor sisteme enzimatice
(peroxidaze, lipo-oxigenaze, etc.) ce pot activa oxigenul.

RH — R-+H- 1)

Propagarea. Odata formati, radicalii liberi de tip alchil produsi la etapa de initiere,
interactioneaza rapid cu oxigenul molecular, formand peroxi-radicali. Fiind instabili,
acestia capteaza rapid atomii de hidrogen de la acizii grasi nesaturati din vecindtate,
formand hidroperoxizi si noi radicali alchil liberi. Reactia se repeta multiplu.

R- +*0, — ROO- 2)

ROO- + RH — ROOH + R- ©)

Finalizarea oxidarii. Intreruperea reactiilor de degradare in lant a acizilor grasi se
realizeaza prin inactivarea radicalilor liberi. Radicalii liberi pot interactiona intre ei, se
dezactiveaza cu formarea de compusi polimerici stabili:

ROO- +R- — ROOR @)
R-+R- — RR (5)
(R: lipid alchil)

Hidroxiperoxizii formati in faza de propagare reprezinta produsii primari ai oxidarii
grasimilor. Acestia sunt instabili si se descompun rapid formand produsii secundari ai
oxidarii, care sunt reprezentati, in majoritatea cazurilor, prin compusii carbonilici (aldehide
si cetone) [14].
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Peroxizii nu influenteaza substantial proprietatile organoleptice ale grasimilor, responsabili
de modificarile de aroma caracteristice grasimilor rancede fiind compusii carbonilici.

Pentru modelarea cineticii oxidarii lipidelor a fost utilizat un prooxidant (peroxidul de
hidrogen) si un catalizator (Cu®"), care initiaza procedura de formare a oxigenului singlet
[15].

Cu?* +RH - Cut + R~ + H* (6)
Cu* + 30, » Cu®* + 03 - (7)
0; + 03 - +2H* - '0, + H,0, (8)
H,0, + 05 cataliza metalelor HO - +OH- + 10, ©)

Cu* + H,0, — Cu?* + OH™ + HO - (10)

De asemenea, metalele accelereazd autooxidarea uleiului prin descompunerea
hidroperoxizilor [16]:

ROOH + Cu* - RO - + Cu* + OH™ (11)
ROOH + Cu?* - ROO - + Cu* + H* (12)

In calitate de substrat au fost utilizate uleiurile din seminte de struguri, din nuca si din
germeni de porumb. S-a realizat un studiu privind procesul de oxidare fortata a uleiurilor
din seminte de struguri, miez de nuca si germeni de porumb in prezenta peroxidului de
hidrogen si a ionilor Cu (II). S-a cercetat actiunea unor antioxidanti asupra procesului de
oxidare asupra uleiurilor cercetate.

2. REZULTATE SI DISCUTII
2.1. Oxidarea uleiului la actiunea factorului termic

Unul dintre obiectivele acestui studiu a fost studierea oxidarii fortate a uleiului de floarea
soarelui. Cu acest scop s-a analizat stabilitatea termica la 90°C pentru o serie de probe de
ulei timp de 50 de ore si s-au determinat urmatorii parametri: indicele de peroxid: indicele
de aciditate, aciditatea uleiului, indicele de iod, indicele de saponificare, indicele de
refractie, densitatea si umiditatea (tab. 1).

Conform valorilor din tabelul 1, indicele de peroxid a crescut esential (de 27 de ori), fapt
ce indici o oxidare fortati drastici a probelor de floarea soarelui studiate. In cazul
tratamentelor termice oxigenul este principalul agent oxidant, indiferent de modul de
initiere a proceselor de oxidare. In stare normala, oxigenul este sub formi de triplet ca 30»,
unde ultimii doi electroni sunt pe orbitalii 7*2p (yz) si au spini paraleli (S cu valoarea 1 a
momentului total de spin). Astfel, molecula de oxigen in starea fundamentald poate
interactiona cu usurintd cu specii care poseda electroni necuplati (radicali). Dar energia de
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activare a reactiilor dintre oxigenul molecular si moleculele cu electroni cuplati este foarte
mare: intre 146 si 273 kJ-mol™ [17]. Deci, fixarea directd a oxigenului triplet de citre
lanturile de acizi grasi este imposibila. Printre alte configuratii electronice ale oxigenului
existd doud forme: 1A g si 1Z g+ care corespund starilor singlet *O,. Prima include cei doi
electroni cu spin anti-paralel, localizati pe acelasi orbital anti-aglomerare, iar a doua — pe
ambii orbitali anti-aglomerare.

Tabelul 1
Valoarea indicilor fizico-chimici ai probelor de ulei studiate
Indicii fizico-chimici analizati Ulei de floarea- Ulei de floarea soarelui
soarelui oxidat
Caracteristici organoleptice Fluid, galben pai  Fluid, culoare inchisa si
miros ranced
Indicele de peroxid, meq. Oxkg ™ 5.30+0.70 1445+ 2.00
Indicele de aciditate, mg KOH-g * 0.18 +0.04 2.46 +0.10
Aciditatea, grade T 0.09 £0.02 1.25 £ 0.06
Indicele de iod, g I 100 g * 1.23+1.20 0.80+1.40
Indicele de sipunificare, mg KOH.g*  192.60 + 2.00 183.79 £ 1.30
Indicele de refractie 1.463 £ 0.035 1.476 £ 0.025
Densitatea, 20 °C 0.912 £ 0.020 0.983 £ 0.020
Umiditatea, % 0.100 £ 0.02 2.00+£0.20

Prima forma este extrem de electrofila si reactioneaza cu legaturd dubla, iar a doua este
instabila si se transforma in prima care ulterior poate initia oxidarea
HOO

g it Al

Fig. 1. Mecanismul de aditie a oxigenului singlet la legatura dubld [14]

Compusii intermediari instabili se transforma imediat in hidroperoxizi mai stabili.
Aditionarea oxigenului singlet la acidul linoleic decurge de 1000-1500 de ori mai rapid
decat aditionarea oxigenului triplet. Produsele primare au amestecuri de hidroperoxizi
conjugati si neconjugati.
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Un alt mecanism de initiere a oxidarii lipidelor implicd descompunerea termica a
hidroperoxizilor [18]. Aceasta reactie endoterma este favorizata de temperaturile ridicate
de procesare a alimentelor:

2 ROOH — RO + H,0 + ROO» (13)

Radicalii alchil produsi 1n etapa de initiere interactioneaza rapid cu oxigenul molecular,
formand radicali peroxil *ROO. Acestea, fiind instabile, capteaza rapid atomii de hidrogen
din acizii grasi nesaturati din vecinatate, formand hidroperoxizi si generdnd noi radicali
lipidici:
Re + O — ROO- (14)
ROOs + RH - ROOH + Re (15)

In cazul acizilor polinesaturati, oxigenul este fixat la un capit al dublei legaturi conjugate.
Ruperea hidrogenului din carbonul 11 generecazd formarea unui radical pentadienil
delocalizat in cazul acidului linoleic. Fixarea oxigenului la acest radical in pozitiile 9 sau
13 duce la formarea a doi radicali: 9 (Z), 11 (E) 13 peroxil —si 10 (E), 12 (Z) 9 peroxil-
linoleic care conduc, dupa fixarea hidrogenului la formarea hidroperoxizilor respectivi.
Ruperea legaturii C-O Tintr-unul dintre hidroperoxizii intermediari (B — fragmentare)
genereazd radicalul pentadienil initial. Daca aceasta scindare este urmatd de o rotatie a
legaturii dintre atomii de carbon 12 si 13, atunci se formeaza un nou radical cu pozitionare
geometricd trans preferentiala. Adaugarea de hidrogen la carbonul 9 va genera formarea
hidroperoxidului linoleic 10 (E), 12 (E) 9 similar mecanismelor descrise in sursele
bibliografice [19,20].

Finalizarea reactiei are loc Tn momentul interactiunii dintre doua specii de radicali, cu
formarea de compusi stabili. Intrucat numarul speciilor prezente si al combinatiilor posibile
este foarte mare, pot interveni diverse mecanisme:

ROs + Re — ROR (16)
2Rs > RR (17)

Astfel, se formeaza compusi cu greutate moleculara mai mare (dimeri si oligomeri), in care
legaturile se formeaza pe baza de grupari eterice sau peroxid. Ele pot avea un impact
semnificativ asupra metabolismului uman. Reactiile de polimerizare sunt favorizate in
special de temperaturile ridicate (la uleiurile de prdjit, de exemplu).

Rezultatele obtinute in studiu au ardtat un impact esential al oxidarii lipidelor asupra
indicatorilor fizico-chimici ai uleiului (tab. 1). Indicele de aciditate al uleiului proaspat de
floarea soarelui a crescut de 13,7 ori, cu o valoare de 2,46 mg KOH-g™ ulei pentru probele
termooxidate comparativ cu valoarea initiali de 0,180 mg KOH-g* ulei. Acidificarea
probelor de ulei s-a datorat reactiei de hidroliza a gliceridelor, acest proces fiind favorizat
de apa continuta in ulei chiar si sub formad de urme. Intensitatea reactiei de hidroliza
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depinde de diversi factori, inclusiv de temperatura aplicata uleiului, precum si de continutul
de apa al acestuia. Acesti doi factori contribuie la hidroliza trigliceridelor pentru a produce
mono- si digliceride (acizi grasi liberi si eventual glicerind). Acizii grasi liberi se
acumuleaza in ulei, crescandu-i astfel aciditatea de peste 10 ori.

Tratamentul termooxidativ duce la reducerea gradului total de nesaturare a uleiului de
floarea soarelui. Aceastd modificare a fost evaluata prin masurarea indicelui de iod. Acest
indice permite masurarea gradului de nesaturare generala a uleiului. Rezultatele noastre
arata o scadere semnificativa a valorii acestui indice dupa termooxidarea probelor de ulei
de floarea soarelui. Indicele de iod masurat in uleiul proaspat de floarea-soarelui este
estimat la 1,23 mg l,-g™, in timp ce in uleiul de floarea soarelui termooxidat este de doar
0,80 mg l,-g™, fapt care poate fi explicat prin oxidarea legiturilor duble si/sau implicarea
lor in procese active de polimerizare.

Cresterea umiditatii uleiului de floarea soarelui termooxidat in timpul studiului, poate fi
explicata prin formarea apei si a unor produse volatile in timpul reactiilor de oxidare. De
fapt, apa si CO> sunt unii dintre produsii finali ai descompunerii hidroperoxizilor de acizi
grasi nesaturati. Umiditatea uleiului creste si datoritd alimentarii cu vapori de apa din aerul
furnizat prin sistem.

Termooxidarea uleiului proaspat de floarea soarelui a determinat o scadere a valorii
indicelui de saponificare. Tn uleiul termooxidat s-a Tnregistrat o valoare de 183,79 mg
KOH-g* de ulei. Indicele de saponificare oferd informatii despre greutatea moleculari
medie a acizilor grasi care fac parte din gliceridele uleiului. Scaderea indicelui de
saponificare in uleiul de floarea soarelui termooxidat indicd un grad mai mare de
polimerizare a acidului. Cresterea densitatii uleiului se explica si prin polimerizarea termo-
oxidativd. Formarea polimerilor poate determina cresterea vascozititii concomitent cu
cresterea lungimii lantului si scaderea odata cu cresterea gradului de nesaturare a uleiului
[21].

Tn timpul oxidarii alchenelor se pot forma epoxizi prin adiugarea de hidroperoxizi la
dublele legdturi, ceea ce contribuie la cresterea gradului de saturatie si viscozitate a
probelor conform mecanismelor descrise schematic mai jos:

~~CH=CH~ + ROO

L ]
" CH—CH
OOR

L]
<— RO + ~~CHCH

Fig. 2. Formarea epoxicilor prin adaugarea de hidroperoxizi la legaturile duble
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Formarea epoxizilor in timpul termooxidarii poate avea loc si in alte moduri descrise in
figura 3. Aceste reactii chimice justificd, de asemenea, saturatia lanturilor de acizi grasi si
vascozitatea uleiului Tn timpul termooxidarii.

Analizdnd rezultatele, s-a constatat o crestere brusca a valorii indicelui de peroxid
concomitent cu scaderea indicelui de iod, ceea ce demonstreazd existenta unui proces
oxidativ intens.

~~CH=CH ~~CH=CH
CH=CH _— “CH=CH

CH- CH~

O-O0—H

~—— ~CH-CH
' ~CH-CH-CH~

(@)
H RO" o o joles
R—CH5C{ - R-CHzC R-CHz-C{
(@) - ROH @) (@]
o CH=CH~~

R—CH5z-C_ " s
o o

Fig. 3. Cai posibile de formare a epoxicilor in timpul termooxidarii

Oxigenul prezent in uleiul proaspat de floarea soarelui si cel introdus experimental de aerul
alimentat activeaza o serie de reactii, care genereaza radicali liberi si hidroperoxizi.

Indicele de peroxid este un indicator al prezentei hidroperoxizilor si hidroxiperoxizilor in
ulei, numiti produsi de degradare primara. Valoarea acestuia indicd gradul de prospetime
al unui ulei.

Indicele de peroxid variaza intre 5 si 20 pentru uleiurile native zdrobite si intre O si 1 pentru
uleiurile rafinate. Uleiul proaspat de floarea soarelui folosit in studiu a avut un indice de
peroxid de 5,30 meq.0,-kg™?, in timp ce in uleiul termooxidat acest indice creste si atinge
nivelul de 144,5 meq.0O2-kg™. Aceasta valoare indicd o alterare profundi (rancezire) a
uleiului Incélzit. Atribuim aceastd crestere esentiala a indicelui de peroxid efectelor
combinate ale temperaturii ridicate si contactului cu aerul in timpul incalzirii prelungite a
uleiului, ce induce formarea peroxizilor. Studiile similare asupra lipidelor termooxidate
sugereaza o crestere a temperaturii de oxidare duce la descompunerea hidroperoxizilor si
deci la o scadere a indicelui de peroxid cu formarea de subprodusi de oxidare precum
aldehidele. Autorii [22] sugereaza ca energia de activare a reactiei de descompunere a
produselor de oxidare primard este semnificativ mai mare decat cea a formarii lor. in

431



PROCESE REDOX CU TRANSFER DE ELECTRONI SI PROTONI

concluzie, avind in vedere instabilitatea peroxizilor, sugeram ca indicele de peroxid nu
poate servi ca un singur parametru al gradului de degradare oxidativa a uleiurilor. Prin
urmare, sunt necesare alte analize complementare, precum spectrometria IR, care permite
caracterizarea produsilor de descompunere termica a lipidelor. Pentru a evidentia impactul
tratamentelor termice a fost efectuata analiza spectroscopiei IR a probelor de ulei proaspat
si ulei termooxidat (fig. 4 (a) si (b)).
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Prospetimea uleiului de floarea soarelui utilizat in studiul nostru a fost confirmatd de
intensititile joase ale benzilor de 3500 cm™ si absenta benzilor intense de absorbtie in zona
frecventelor joase alocate (< 600 cm™), respectiv, ale primarului si respectiv. produse de
oxidare secundara. Acest rezultat confirma valoarea scazuta a hidroperoxizilor din uleiul
proaspat. Auto-oxidarea sau rancezirea oxidativa este principala cauza a pierderii calitatii
uleiurilor native si rafinate in timpul depozitarii [23].

Tratamentul termo-oxidativ aplicat uleiului a determinat aparitia vibratiilor moleculare si
rotationale 1n structura initiala a trigliceridelor si acizilor grasi, ceea ce explica modificarea
intensitatii sau aparitia unor noi benzi de absorbtie in regiunea de joasa frecventa (la valori
mai mici decit 500 cm™) de spectru infrarosu al uleiului termooxidat de floarea soarelui
[24]. In spectrul IR (fig. 4) al uleiului oxidat se constatd o crestere marcata a intensitatii
benzii largi de absorbtie in intervalul 3600 + 3200 cm™ si maxim la 3465 cm™. Aparitia sa
se datoreaza vibratiei de alungire a gruparilor OH din hidroperoxizi, apa sau trigliceride
care contin grupdri hidroxil. Deoarece in conditiile oxidarii termice accelerate procesul
hidrolitic este favorizat, absorbtia crescuta la aceste lungimi de unda poate fi atribuita si
acumularii de acizi grasi liberi. Din analiza comparativa a spectrelor IR se poate observa
ci intensititile varfurilor la 2928 cm™ si 2878 cm™ din spectrul uleiului oxidat au scizut,
odata cu scurtarea lanturilor hidrocarburice ale acizilor grasi si sciderea totalului. numarul
de duble legaturi trigliceride. Acest rezultat este confirmat de scdderea indicelui de iod si
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sustinut de cresterea absorbantei la 1745 cm™, atribuiti cresterii concentratiei de aldehide,
care sunt compusi de oxidare secundara responsabili de efectul de rancezire.

Tinand cont de cresterea vascozitatii uleiului de floarea soarelui termooxidat, se poate
afirma ca conditiile de termooxidare stabilite n studiul nostru au favorizat acumularea de
produse cu greutate molecularid mare. Benzile de absorbtie la 1464 cm™ si 1377 cm™ n
spectrul IR al uleiului termooxidat sunt mai largi si au intensitati putin mai mari decat cele
nregistrate la 1465 cm™ si 1378 cm™ in spectrul IR al uleiului proaspit de floarea soarelui.
Pe langi aceste benzi, termooxidarea a indus aparitia de noi benzi la 2369 cm™ i 2335 cm’
! si corespunzitoare vibratiei gruparilor — CH; si vibratiei de alungire asimetricid a
grupurilor de atomi — CH din triacilgliceride.

Formarea in timpul termo-oxidarii a izomerilor trans ai acizilor polinesaturati a condus la
aparitia unei benzi de deformare a vibratiei bandi =CH la 966 cm™ n spectrul uleiului
termooxidat, paralel cu o usoara reducere a intensitatii a vibratiei de deformare a benzii,
grupa =CH la 1098 cm™ din izomerul -cis. Acesta este un parametru care afecteaz calitatea
uleiului. Ar fi necesar sd se evalueze modalitatea practica de declansare a hidrolizei
trigliceridelor oxidate Tn mediul fiziologic [25].

2.2. Dinamica formdarii compusilor carbonilici alifatici la oxidarea uleirilor

Majoritatea produsilor de descompunere a hidroperoxizilor au fost responsabili pentru
aroma rancedd a uleiului comestibil oxidat. Compusii carbonilici alifatici au avut o
influentd mai mare asupra aromei uleiului oxidat datorita valorilor scazute ale acestora. Au
fost cuantificati urmatorii produsi ai oxidarii lipidelor din uleiurile vegetale: hexanal,
octanal si hidroxi-nonadienal (tab. 2).

Tabelul 2
Caracteristicile produselor secundare ale oxidarii lipidelor uleiurilor vegetale [26]
Aldehida Masa molara, Fo.rm.ulva Calea de RT
g/mol chimica formare
Hexanal 100 CeH120 Trunchiere 2.89
Octenal 128 CsH160 Trunchiere 4.65
Hidroxi- Trunchiere
nonadienal 154 CgH1402 OH a du‘;ior;are 3.13
(HNE)

Oxidarea lipidelor, in special a uleiurilor ce contin acizi grasi nesaturati, duce la formarea
unei game largi de compusi aldehidici. Formarea acestor compusi a fost monitorizatd in
timpul procesului de oxidare fortatd pentru o perioada de 48 de ore (fig. 5). Analizand
dinamica formarii hexanalului in timpul oxidarii uleiurilor, am observat ca continutul de
hexanal format in urma oxidarii lipidelor din uleiul de struguri creste nesemnificativ in
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primele 6 ore, urmata de o crestere brusca in urmatoarele 18 ore, finalizand cu o valoare
constanta in ultimele 24 de ore.

Este necesar de mentionat ca timp ce uleiurile de nucé si de porumb genereaza cantitati
identice de hexanal, in cazul uleiului de seminte de struguri valorile sunt mult mai mari,
mai ales dupa 6 ore (figura 5 (a)).

La etapa initiala, continutul de octenal este putin mai mare in uleiul din seminte de struguri
in comparatie cu celelalte mostre. Dupa 24 de ore de oxidare, s-a depistat o crestere
semnificativa a cantitatii de octenal in toate cele trei probe de ulei. Ulterior Tn ultimele 24
de ore pentru uleiul de struguri procesul de oxidare decurge relativ mai lent (figura 5 (b)).

Hidroxi-nonadienalul (HNE) este un compus mutagen si citotoxic si se formeaza in urma
oxidarii acidului linoleic. Cresterea continutului de HNE 1n cazul lipidelor din uleiul din
seminte de struguri a prezentat o evolutie considerabild in primele 12 ore de expunere.
Dupa 24 de ore de expunere, s-a depistat o scadere usoard a continutului de HNE, care
poate fi explicata prin degradarea ulterioara a aldehidelor si formarea de noi compusi (fig.

5 (c)).
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Fig.5. Dinamica acumularii compusilor volatili in uleiurile din seminte de struguri,
germeni de porumb si nucd. (a) hexanal; (b) octenal; (c) hidroxi-nonadienal

Procesul de oxidare a lipidelor din uleiul din seminte de struguri a fost cercetat si prin
intermediul spectrelor UV (fig. 6).
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Fig. 6. Spectrul UV al uleiului din semingte de struguri oxidat/neoxidat (solvent -
hexan)

Cresterea valorilor absorbantei la lungimi de unda la 232/270 nm a demonstrat oxidarea
acceleratd a uleiului, care se exprima prin acumularea cantitatii de diene (CD) si triene
conjugate (CT) (tabelul 2). Astfel, in uleiul din seminte de struguri continutul de CD a
crescut de 2,3 ori, iar pentru CT - 1,6 ori.

2.3. Oxidarea uleiurilor in prezenta H-O; si ionilor de cupru Cu®

A fost analizata variatia indicelui de peroxid (PV) pentru uleiurile neoxidate in functie de
timp (figura 6). S-a constatat ca procesul de oxidare fortatd a uleiurilor din seminte de
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struguri, miez de nuca si germeni de porumb s-a finalizat Tn aproximativ 700 de ore. Pentru
a stabili conditiile de oxidare rapida a uleiurilor, a fost analizata influenta concentratiei de
H,0; si a ionilor de Cu?* (concentratia selectati de H,O, si Cu?* a fost de 1 mmol/L.) (fig.
7).

200

e
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o

r
=

PV, mmolfkg

o 100 200 300 400 SO0 E00 700 800
Timp, ore

Fig. 7. Variatia PV in timpul experimentului: ulei din seminte de struguri + [H>05]
=1 mmol/L, [Cu®"] = 1 mmol/L; ulei din germeni de porumb + [H20.] = 1 mmol/L, [Cu?*]
= 1 mmol/L; ulei de nucd + [H>0;] = 1 mmol/L, [Cu?*] = 1 mmol/L
Calea cea mai probabild de descompunere a hidroperoxizilor consta in scindarea homolitica
a legaturii oxigen-oxigen cu formarea radicalilor alcoxi si hidroxi. Radicalul alcoxi sufera
apoi scindarea f -homolitica a legaturii carbon-carbon cu formarea oxo-compusilor si
radicalilor alchil saturati sau nesaturati. Produsii de peroxidare a lipidelor au fost in fond
aldehidele cu masa moleculara mica, cetonele, alcoolii si hidrocarburile cu lant scurt.

160

x, mmal/kg

AV,

o 100 200 300 400 500 600 700 200 900
Timp, ore

=8—[H,0] =1 mmaolL, [Cu®] =0 mmolL —e—[H.O0]=0.5mmoll, [Cuw*]= 1 mmaliL

[H,0.] = 10 mmaliL, [Cu*] = 1 mmaolL —e— [H.0.] = & mmolL, [Cu®] =1 mmollL

Fig. 8. Oxidarea uleiului din seminge de struguri cu diferite concentratii de HO; in
prezenta ionilor de cupru (Cu?")
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2.4. Oxidarea uleiurilor in prezenta antioxidantilor

La studierea procesului de inhibare a oxidarii uleiurilor s-a analizat actiunea a-
tocoferolului, n-octil galatului, 6-palmitatului de acid L-ascorbic si extractului de matcha
(ceai verde). In urma analizei influentei antioxidantilor asupra uleiurilor analizate, sa
stabilit ca cei mai eficienti inhibitori de oxidare sunt galatul de n-octil si 6-palmitatul de
acid L-ascorbic. O actiune mai putin pronuntatd a fost gasitd in cazurile de a-tocoferol si
extract de matcha (ceai verde) (fig. 9, 10).

Cantitatea maximald de monohidroperoxizi a fost determinatd in primele 48 de ore de
oxidare fortata. Ulterior, s-a inregistrat o scadere a PV (72 h), urmata de o evolutie mai
lentd. Aceastd modificare a procesului de oxidare corespunde initierii procesului de
scindare a monohidroperoxizilor, confirmata prin formarea de produsi secundari de oxidare
a lipidelor [26].

%, mmalfkg

1] 100 200 300 400 500
Timp, ore

Fig. 9. Oxidarea (PV) a uleiului de seminte din seminge de struguri in prezenta
H.0, si antioxidanti: 6-palmitat de acid L-ascorbic (0,1%); n-octil galat (0,1%); a -
tocoferol (1%); extract de matcha (1%) (--- ulei + [H202] = 1 mmol/l; --- ulei + [H.0,] =
1 mmol/l + LAAP; --- ulei + [H202] = 1 mmol/l + Matcha; --- ulei + [H202] = 1 mmol/l +
OcGA; - - ulei + [H202] = 1 mmol/l + a-tocoferol).

%, mrmal/kg

Timp, ore
Fig. 10. Oxidarea (PV) a uleiului din miez de nucd in prezenta HO; si
antioxidantilor: 6-palmitat de acid L-ascorbic (0,1%); n-octil galat (0,1%); a -tocoferol
(1%); extract de matcha (1%). (--- ulei + [H202] =1 mmol/L; --- ulei + [H.0,] = 1 mmol/L
+ LAAP; --- ulei + [H202] = 1 mmol/L + Matcha; -- ulei + [H20,] = 1 mmol/L + OcGA;
ulei + [H202] = 1 mmol/L + a-tocoferol).
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S-a constatat ca probele de ulei cu adaos de antioxidanti au prezentat valori PV considerabil
mai mici comparativ cu proba de ulei oxidata, ceea ce s-a explicat prin micgorarea vitezei
de formare a produselor de oxidare a lipidelor: peroxizi si hidroperoxizi.

2.5. Actiunea stabilizatorie a compusilor biologic activi extrasi din surse vegetale asupra
oxidarii uleiului de floarea soarelui

Sau analizat profilurile individuale ale carotenoidelor extrase din fructele de catina si
macese §i actiunii asupra procesului de oxidare. Au fost analizate concentratiile de
carotenoizi totali si individuali si activitatea antioxidantd a pulberii uscate de catina (tab.
3).

Tabelul 3

Carotenoizii individuali si activitatea antioxidanta a fructelor de catina
Indici Cantitatea
Mutatoxantina, mg/100 g masa proaspata (MP) 0.33+£0.06
Luteina, mg/100 g MP 0.38 £0.03
Zeaxantina, mg/100 g MP 2.54 £0.08
B-Criptoxantina, mg/100 g MP 0.25+0.04
cis-p-Caroten, mg/100 g MP 0.14 £ 0.02
all-trans-p-Caroten, mg/100 g MP 0.45+0.05
y-Carotene, mg/100 g MP 0.12+0.01
Licopene, mg/100 g MP 0.11£0.01
DPPH activitatea antioxidantd, mmol trolox echivalenti 144.2+0.4
(TE)/100 g MP

Rezultatele denota ca pulberea uscata de cdtina continea o concentratie mare de carotenoizi
(66,93 mg/100 g MP). Pop si colab. [27] au determinat continutul total de carotenoizi din
extractele din sase soiuri de catind congelata, constatand ca acesta a variat intre 53 si 97
mg/100 g MP. Mai mult, Criste et al. [28] au analizat continutul total de carotenoizi in patru
soiuri de catind, demonstrand ca valorile variaza intre 35,78 si 5,63 mg/100 g. S-a presupus
ca variatiile continutului total de carotenoizi in catina sunt dependente de compozitia sa
geneticd, originea, conditiile de crestere, stadiul de maturitate la recoltare, conditiile de
depozitare si metodele cu care este analizat.

Identificarea si cuantificarea carotenoizilor din extractele saponificate din boabe de cétina
au fost efectuate prin cromatografie lichida de inaltd performantd in faza inversd (RP-
HPLC). Cantitati semnificative de zeaxantina (2,54 mg/100 g MP) si alltrans-p-caroten
(0,45 mg/100 g MP) si cantititi mici de cis-f3-caroten (0,14 mg/100 g) MP, y-caroten (0,12
mg /100 g MP) si licopen (0,11 mg/100 g MP) au fost determinate in extractele de catind
[29]. Esterii B-criptoxantinei, zeaxantinei si mutaxantinei nu au fost identificati in
extractele saponificate deoarece au fost hidrolizati, formand cantitdti considerabile de
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zeaxantind libera, B-criptoxantina (0,25 mg/100 g MP) si mutatoxantind (0,33 mg/100 g)
MP). Folosind cromatografia lichida de 1nalta performanta cu detectie tandem cu fotodiode
(HPLC-PAD), Criste si colab. [28] a identificat cinci compusi carotenoizi, si anume,
luteina, zeaxantina, B-criptoxantina, cis-p-caroten si B-caroten, in extractele saponificate
din patru soiuri de fructe de catina. Folosind metoda HPLC-PAD pentru analiza, Pop et al.
[27] au raportat ca doudzeci si sapte de compusi carotenoizi au fost identificati in extractele
nesaponificate din sase soiuri de catind, printre care luteina libera, zeaxantina, -
criptoxantina, a-carotenul, y-carotenul, B-carotenul si licopenul. Fractia esterului
carotenoid a fost reprezentata in principal de esterii zeaxantinei, urmati de esterii luteinei
si criptoxantinei.

In plus, activitatea antioxidanta DPPH a fost determinata intr-un extract hidroetanolic
obtinut din fructe de catina (care a fost egal cu 144,2 TE/100 g MP). Carotenoizii sunt
cunoscuti a fi captatori excelente de oxigen singlet, care poate preveni formarea acestuia
prin neutralizarea sensibilizatorilor excitati [30]. Desi capteaza insuficient radicalii liberi,
carotenoizii pot interactiona cu si neutraliza diferite specii de radicali care pot fi generate
in interiorul celulelor, cu exceptia radicalului peroxil [31].

Analiza modificarilor proprietatilor fizico-chimice ale probelor investigate Tn timpul
pastrarii timp de 9 luni la o temperaturd de 4 ~C si In absenta luminii a aratat ca in aceste
conditii, carotenoizii din extractele de catind si maces au influentat pozitiv influenta
oxidativa, stabilitatea extractelor In raport cu uleiul de floarea soarelui [29].

In baza datelor obtinute s-a stabilit ¢ pe perioada decurgerii experimentului in extractele
de catina si maces, continutul de carotenoizi individuali a scazut. Concentratia de -caroten
ascazut de la 8,45 1a 6,51 mg/100 g MP (SLE) side la 21,56 1a 16,26 mg/100 g MP (RLE);
cea a licopenului a scazut de la 9,40 la 6,41 mg/100 g MP (SLE) si de la 24,01 la 16,43
mg/100 g MP (RLE); cea a zeaxantinei a scazut de la 9,55 la 7,35 mg/100 g MP (SLE) si
24,36 la 18,38 mg/100 g MP (RLE); cea a B-criptoxantinei a scdzut de la 8,87 la 6,26
mg/100 g MP (SLE) si 22,68 la 14,96 (RLE); iar cea a luteinei a scizut de la 7,76 la 5,29
mg/100 g MP (LES).

Reducerea continutului de carotenoizi al extractelor lipofile in timpul depozitarii sa datorat
cel mai probabil izomerizarii si oxidarii geometrice. Gradul de izomerizare este direct
corelat cu intensitatea si durata tratamentului termic aplicat. Initial, unele dintre toate-trans-
carotenoidele sunt izomerizate in configuratia cis, iar atat configuratia cis, cit si
configuratia trans sunt supuse procesului de oxidare [31]. Oxidarea carotenoidelor incepe
cu epoxidarea si scindarea la apocarotenale. Detectarea epoxicarotenoidelor si
apocarotenalelor cu grupari hidroxil indica faptul ca este implicata si reactia de hidroxilare
[44]. Fragmentarile ulterioare genereaza compusi cu masa moleculara mica (asemanétori
cu cei formati in timpul oxidarii acizilor grasi). Clivajul, care poate avea loc in diferite
pozitii ale lantului polienic, produce direct fragmente scurte, volatile. Compusii volatili
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sunt reprezentati in principal de aldehide, cetone, alcooli si hidrocarburi, care contribuie la
formarea mirosurilor neplacute n alimente.

Activitatea antioxidantd a carotenoizilor este o consecintd directd a lantului lor lung de
poliena, care este un sistem foarte reactiv, bogat in electroni de legaturi duble conjugate,
care sunt susceptibile de a fi atacate de reactivii electrofili si formeaza radicali stabilizati.
Aceasta caracteristicd structurald este responsabild in principal de reactivitatea chimica a
carotenoizilor fatd de agentii oxidanti si radicalii liberi [31].

CONCLUZII

In urma oxidarii fortate a uleiurilor analizate, s-au identificat produsii reactiei de oxidare:
hexanal, octenal si hidroxinonadienal. Dinamica formarii compusilor de oxidare a lipidelor
a fost stabilitd pe o perioada de 48 de ore. S-a constatat cd modificirile esentiale au loc 1n
primele 12 ore de expunere la conditii prooxidante.

Valoarea PV variaza in timpul oxidarii fortate, fiind atestatd maxim peste 48 de ore, urmata
de o scadere semnificativa (72 ore) si o evolutie ascendentd ulterioara mai lentd. Aceasta
atractie este cauzatd de scindarea intensd a monohidroperoxizilor cu formarea de produsi
volatili ai oxidarii lipidelor. Continutul de CD in uleiurile oxidate a crescut de 2,3 - 5,5 ori,
iar pentru CT - de 1,5- 1,6 ori.

Au fost evaluati produsii volatili dominanti ai reactiei de oxidare: hexanal, octenal si
hidroxinonadienal. Pe parcursul a 48 de ore curbele de formare a hexanalului si hidroxi-
nonadienalului au atins valoarea maximala. S-a depistat o crestere semnificativa a cantitatii
de octenal pentru lipide din uleiurile de nucé si porumb si o valoare mai mica pentru uleiul
din seminte de struguri.

A fost cercetata actiunea inhibitorie a antioxidantilor a-tocoferol, 6-palmitat de acid L-
ascorbic, galat de n-octil si extract de matcha asupra probelor de ulei. Sa stabilit actiunea
eficientd a 6-palmitatului de acid L-ascorbic si a galatului de n-octil. Concentratiile lor
optime au fost de 0,1%. S-a stabilit ca a-tocoferol si extractul de matcha au fost mai putin
eficiente, concentratiile optime fiind de 1%.

Profilurile individuale ale carotenoizilor din citina au fost determinate folosind RP-HPLC,
care a identificat zeaxantina si all-trans-fB-carotenul ca carotenoizi majori, in timp ce
cantitati mai mici de cis-p-caroten, y-caroten si licopen au fost identificate. Activitatea
antioxidantda DPPH observata a fost de 144,2 £ 0,4 mmol TE/100 g FW. Cresterea
temperaturii de la 30 °C la 45 °C a avut un efect pozitiv asupra extractiei carotenoidelor
din fructe de padure, cresterea ulterioara a temperaturii pana la 65 °C a afectat negativ
continutul total si individual de carotenoizi.
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