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Resumo

PESTANA, Vanessa Ribeiro. Avaliacdo da qualidade do 6leo de arroz e do
conteudo de tocoferdis e orizanois durante o proces so de refino. 2007. 74f.
Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pdés-Graduagdo em Ciéncia e Tecnologia
Agroindustrial. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Como subproduto resultante do beneficiamento do arroz tem-se o farelo, que
representa 8 a 11% em peso do grdo em casca. O farelo apresenta um alto
conteudo de gordura, em torno de 16 e 22%, e por isto tem sido utilizado para
extracdo do Oleo de arroz. O Oleo que se origina apresenta alto contetdo em
antioxidantes naturais e matéria insaponificavel, quando comparado a outros 6leos
vegetais, mostrando beneficios impares a saude. Na matéria-insaponificavel, os
fitoquimicos mais importantes presentes sédo os tocoferdis, tocotriendis e y-orizanol.
O 6leo extraido do farelo de arroz passa por varias etapas de refino para tornar-se
apto para o consumo humano. Porém, durante o refino do 6leo de arroz podem estar
ocorrendo perdas de tocoferdis e y-orizanol. As alteragdes do conteldo destes
compostos nos 6leos durante as etapas do processamento tecnologico despertam
interesse sob o ponto de vista analitico e nutricional. O objetivo deste trabalho foi de
avaliar parametros de qualidade e do conteudo de conteudo de acidos graxos e de
tocoferdis e y-orizanol do 6leo e farelo de arroz e avaliar a altera¢éo do conteudo de
acidos graxos e de tocoferois e y-orizanol durante o processo de refino do 6leo de
arroz. Os farelos e os 6leos de arroz foram doados pela Irgovel, industria
processadora deste Oleo na cidade de Pelotas/RS. Dentre os parametros de
qualidade foi avaliado o extrato etéreo, umidade, indice de peréxidos e acidez para o
farelo de arroz; para o 6leo de arroz foi avaliada a umidade, acidez, indice de
peroxido e matéria-insaponificavel. Determinou-se a composi¢do em acidos graxos,
o teor de tocoferdis e de y-orizanol do farelo e do 6leo de arroz, além de avaliar o
conteudo destes compostos durante o processo de refino do 6leo, empregando-se
um cromatografo gasoso e um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia-
HPLC de fase reversa. Verificou-se que o refino é capaz de reduzir quase a
totalidade dos acidos graxos livres e dos peroxidos presentes no 0Oleo. Os acidos
graxos oléico, linoléico e palmitico sdo os que se encontram em maior concentracédo
nas amostras analisadas. Verificou-se que as etapas de refino ndo geram alteracbes
na composicdo de &cidos graxos e de perdas expressivas de tocoferdis no o6leo
(27,5mg.100g™). Entretanto, o processo de refino foi responsavel pela perda de 98%
do contetido de y-orizanol presente no 6leo bruto (1240,7 - 28,97mg.100g™), sendo a
etapa de neutralizacdo a responsavel pela maior perda (95,8%).

Palavras-chave: Oleo de arroz. Parametros de Qualidade. Tocoferdéis. Orizandis.



Abstract

PESTANA, Vanessa Ribeiro. Avaliacdo da qualidade do 6leo de arroz e do
conteudo dos tocoferdis e orizandis durante o refin 0. 2007. 74f. Dissertacao
(Mestrado) — Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

The rice bran is a by-product of rice grain processing and represents 8-11% in weight
of the whole rice grain. The rice bran presents high fat content, about 16-22%, and
for this reason it has been used for oil extration. The rice bran oil presents high
content of natural antioxidant and non-saponifiable matter, when compared with
other vegetal oils, showing uneven benefits to the human health. The most important
phytochemicals in the non-saponifiable matter are the tocopherols, tocotrienols and
y-oryzanol. The crude oil extracted from rice bran goes through several refining
stages to become capable for human consumption. However, during the refining
stages may occur losses of the tocopherols and y-oryzanol presents in the oil. The
content variation of these components during the stages of the technological
processing of the oil has been evaluated by analytical and nutritional point of view.
The objective of this work was to evaluate the quality parameters and the content of
fatty acids, tocopherols and y-oryzanol of the rice bran and rice bran oil, and evaluate
the alteration of fatty acids, tocopherols and y-oryzanol conten during the rice bran oil
refining. The rice bran and the rice bran oil were donated by the Irgovel processing
industry, located in Pelotas city (RS). It was evaluated the extract ethereal, peroxide
index, humidity and acidity content of the rice bran; and humidity, peroxide index,
acidity and non-saponifiable matter content of the rice bran oils. It was determined
the fatty acid composition, tocopherols and y-oryzanol content of the rice bran and
rice bran oil, besides the conten of these components during the refining process of
the rice bran oil, using a gas chromatography and a liquid chromatography of high
efficiency reverse phase system. It was verified that the refining process removed
almost all free fatty acids and peroxides from the crude oil. The oleic, linoleic and
palmitic fatty acids were the major fatty acids presents in the samples. The refining
stages did not change the fatty acid composition and tocopherol content of the oils
(27,5mg.100g™"). However, the refining process was responsible for 98% loss of the
y-oryzanol content in the crude oil (1240,7 - 28,97mg.100g™%), being the neutralization
stage the responsible for the highest loss (95,8%).

Keywords: Rice bran oil. Quality parameters, Tocopherols. Oryzanols.
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INTRODUCAO

O arroz ocupa uma posicédo de destaque no celeiro mundial, como o cereal
mais consumido por todos os povos, sendo superado em producdo apenas pelo trigo.
O Brasil é um grande produtor de arroz e o municipio de Pelotas apresenta um papel
de destaque por apresentar inimeras industrias arrozeiras, constituindo-se em um
polo arrozeiro da regiao Sul.

Como subproduto resultante do beneficiamento do arroz tem-se o farelo, que
representa 8 a 11% em peso do grdo em casca. O farelo caracteriza-se pelo alto
conteudo de gordura, em torno de 16 e 22%, e por isso tem sido utilizado para
extracdo do Oleo de arroz e para a elaboracéo de racdes para animais.

O dleo do farelo de arroz apresenta baixo conteido em &cido linolénico e
alto conteldo em antioxidantes naturais (fitoquimicos), quando comparado a outros
Oleos de origem vegetal, fator importante do ponto de vista de estabilidade oxidativa.
Devido a esta composicao, a utilizacdo do Oleo de arroz tem aumentado nos paises
ocidentais devido ao seu potencial como alimento nutracéutico.

O dleo de arroz apresenta beneficios impares a salude, que em grande parte
sdo atribuidos ao alto nivel de matéria insaponificavel, cujos fitoquimicos mais
importantes sdo os tocoferdis e tocotriendis, conhecidos por tocois, uma familia de
compostos que apresentam atividade vitaminica; e o y-orizanol, que constitui-se em
uma complexa mistura de éster ferulato com esterois e alcoois triterpénicos.

A forma majoritaria da familia dos tocois encontrada no 6leo de arroz sdo os
a-, y- e d-tocoferois, 0s quais possuem atividade antioxidante e desempenham um
papel de protecdo de algumas formas de cancer. Estudos realizados atestam a alta
atividade antioxidante dos y-orizanbéis como agente cardioprotetor, incluindo a
habilidade de reduzir o colesterol plasmatico, reduzir a absorcdo de colesterol
hepatico e prevenir a arteriosclerose.

O Oleo extraido do farelo de arroz passa por varias etapas de refino para

tornar-se apto para o consumo humano, onde s&o removidos 0s materiais
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indesejaveis que interferem nas caracteristicas fisicas, quimicas e sensoriais do 6leo,
objetivando o menor efeito possivel sobre compostos desejaveis e o minimo de
perdas de 6leo. No entanto, durante o processo de refino do Oleo de arroz ocorrem
perdas de fitoquimicos, incluindo a de tocoferdis e y-orizanol. A alteracdo do
conteudo destes compostos nos Oleos durante as etapas do processamento
tecnoldgico despertam interesse sob o ponto de vista analitico e nutricional.

O objetivo deste trabalho foi de avaliar parametros de qualidade e o
conteudo de acidos graxos, tocoferdis e y-orizanol do 6leo e do farelo de arroz, além
de avaliar a alteracdo do contetdo dos acidos graxos, tocoferdis e y-orizanol durante

o processo de refino do 6leo de arroz.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Arroz

O arroz (Oryza sativa L.) surgiu no sudoeste asiatico em 5.000 a.C., tendo
posteriormente se expandido para a India e Europa. Em meados do século Il
através dos espanhais, essa cultura foi introduzida nos paises da Ameérica do Sul e
América Central. No Brasil, o arroz foi trazido pelos portugueses nos primeiros anos
apos o descobrimento (LEMOS; SOARES, 1999).

O arroz ocupa uma posicédo de destaque no celeiro mundial como o cereal
mais consumido por todos os povos, sendo superado em producdo apenas pelo trigo.
Este cereal constitui-se no produto alimentar bésico de cerca de 50% da populagéo
mundial e atende as necessidades de 20% das calorias e de 13% das proteinas do
consumo humano (YOKOYAMA; RUCATTI; KLUTHCOUSKI, 1999).

No Brasil o arroz € uma cultura largamente difundida, ocupando posicéo de
destaque na dieta alimentar do povo brasileiro. Segundo o levantamento da Conab
(2006) o arroz atingiu na safra de 2005/2006 a producéo de 11,5 milhdes de
toneladas, sendo o Rio Grande do Sul responsavel por 58% dessa producéo,
seguido pelos estados de Santa Catarina (9,5%) e Mato Grosso (6,4%).

A estrutura anatémica do gréao de arroz (Fig. 1) € constituida pela casca, que
representa 18 a 20% do peso do grao, a qual é formada por duas folhas modificadas,
a palea e a lema. A casca é constituida de celulose (45%), lignina (35%) e cinzas
(20%). O arroz descascado, ou esbramado, é formado pelo gérmen (embrido) e pela
cariopse, que é contituida por um envoltorio (pericarpo, tegumento e nucela) e o
endosperma, sendo este Ultimo o maior constituinte, com cerca de 89 a 94% do
peso total (HOSENEY, 1991).
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Figura 1 - Estrutura do gréao de arroz.
Fonte: VIEIRA; CARVALHO (1999)

2.2 Farelo de arroz

Com a operacao de polimento do grdo de arroz, o envoltorio da cariopse,
capa de aleurona e o gérmen (embrido) sao eliminados na forma de farelo, restando
apenas o endosperma, que é a parte do grao utilizada na alimentacdo humana.

A composicéao e as propriedades do gréo de arroz, assim como do farelo de
arroz, dependem do genotipo, das condi¢cdes ambientais e do tipo de processamento
(HOSENEY,1991; LAKKAKULA; LIMA; WALKER, 2004).
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O farelo resultante da etapa de polimento do gréo de arroz representa de 8%
a 11% do peso total do grédo, apresentando aspecto farindceo, fibroso e suave ao
tato (PARRADO et al., 2006).

Os gréaos de arroz destinados ao consumo humano, podem ser submetidos a
2 tipos de processos, resultando em produtos distintos:

a) Arroz branco polido — constitui-se na forma predominantemente
consumida na maioria das regioes brasileiras, sendo obtido a partir do polimento do
grado integral, pela remocdo da casca e de proporcdes variaveis das camadas
externas do endosperma e do gérmen (JULIANO; PEREZ; MINGSARN, 1990).

b) Arroz parboilizado polido - 0 arroz em casca é submetido a um
processo hidrotérmico, antes das etapas de descasque e polimento, proporcionando
a gelatinizacao total ou parcial do amido. O produto resultante apresenta aspecto e
odor caracteristico, além de um valor nutricional mais elevado devido a restituicao
parcial de alguns componentes do grao durante o processo. No Brasil o arroz
parboilizado atinge cerca de 20% do arroz consumido (JULIANO; PEREZ,
MINGSARN, 1990).

2.2.1 Estabilidade do farelo de arroz

A preservacdo do farelo de arroz “in natura” € muito problematica,
especialmente devido a acdo enzimatica que leva a decomposicdo dos
triacilglicerdis, com consequente geragcdo de 4cidos graxos livres. Os &cidos graxos
livres produzem um sabor acido e desagradavel, comprometendo a utilizacdo do
farelo para consumo e como matéria-prima para extracao de 6leos comestiveis. Em
condi¢cdes propicias (umidade e temperaturas elevadas) as enzimas hidrolizam
rapidamente os lipideos, produzindo um aumento rapido de acidez livre. Além disso,
0 Oleo também pode ser oxidado, agregando odores e sabores rancosos, e perdas
de constituintes importantes, como vitaminas e antioxidantes naturais (CARVALHO;
VIEIRA, 1999; RODRIGUES; ONOYAMA; MEIRELLES, 2006).

A enzima responsavel pela degradagdo dos lipideos e consequente
elevacdo da acidez do farelo de arroz é a lipase, a qual precisaria ser inativada
rapidamente para tornar o farelo estavel ao armazenamento e adequado para o
emprego como matéria-prima alimenticia (LAKKAKULA; LIMA; WALKER, 2004).
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Estudos demostram que o farelo obtido de arroz parboilizado apresenta-se
estavel por um periodo superior a 4 meses, evidenciando ndo necessitar de
processo complementar para garantir sua qualidade. No entanto o farelo obtido do
polimento do arroz integral degrada rapidamente (SILVA; SANCHES; AMANTE,
2006).

2.2.2 Composicao do farelo de arroz

No farelo de arroz encontram-se teores variaveis de amido proveniente do
endosperma, como também de residuos de cascas e de fragmentos dos graos
resultantes do processo de descasque e polimento (CARVALHO; VIEIRA, 1999). O
percentual mais representativo de vitaminas, fibras, proteinas e minerais do gréo de
arroz encontra-se nas camadas que originam o farelo.

As caracteristicas fisicas e quimicas do farelo de arroz dependem de varios
fatores, como da cultivar, do tratamento do grdo antes do beneficiamento, do
sistema de beneficiamento empregado e do grau de polimento a que o gréo foi
submetido. No Brasil, a legislagdo ndo estabelece padrbes de qualidade para farelo
de arroz; entretanto, a industria de processamento do arroz utiliza parametros pré-

estipulados pela categoria (tab. 1).

Tabela 1 - Limites de tolerancia para o farelo de arroz estabilizado ou parboilizado.

Componentes Tolerancia
Gordura 16% minimo
Proteina 13% minimo
Fibra da dieta total 20% minimo
Fibra bruta 9% maximo
Cinzas 10%maximo
Cinzas (farelo parboilizado) 15% maximo
Umidade 12% maximo
Acidos graxos livres (FFA) 4% maximo
Silica (SiO,) 0,1% maximo
Carbonato de célcio (CaCOs) 2% maximo
Carbonato de calcio (farelo parboilizado) 6% maximo

Fonte: SAUNDERS (1990)

De acordo com a origem, variacbes expressivas podem ser encontradas
para a composi¢do quimica do farelo de arroz. Quando avaliados os farelos oriundos
dos E.U.A., Espanha, Itédlia, Japdo, México, Nepal e Sri Lanka, encontraram-se

teores de proteinas que variavam de 11,5 a 17,2%; lipideos de 12,8 a 22,6%; fibra
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bruta entre 6,2 e 14,4%; extrato nao nitrogenado entre 33,5 e 53,5%, e percentual de
cinzas entre 8,0 e 15,4% (BERMUDES, 1994).

O farelo de arroz é uma excelente fonte de minerais, proteinas e 6leo, além
de conter expressivo teor de vitaminas (CARVALHO; VIEIRA, 1999; PARRADO et al.,
2006). O elevado conteudo de lipideos, aliado ao seu baixo valor comercial,
justificam o emprego do farelo de arroz como matéria-prima para indastria de
extracdo e refino de 6leo comestivel (SILVA; SANCHES; AMANTE, 2001). Os
principais acidos graxos constituintes dos lipideos do farelo de arroz sdo os acidos
palmitico (12,3 a 20,5%), linoléico (27,0 a 40,7%) e oléico (37,1 a 52,8%)
(TORTOSA,; BARBER, 1979).

O farelo de arroz desengordurado possui cerca de 15% de proteinas e fibras,
e apresenta como principais minerais 0 cromo e o cobre, 0s quais tém importante
papel na formacéao de insulina, além de zinco e magnésio, que sdo importantes para
0 desenvolvimento, e abundancia em vitamina Aj;;. O farelo de arroz
desengordurado pelletizado, por representar uma excelente fonte protéica, é
amplamente utilizado como componente de formulacdo de racdes para animais
(MASSARO; PINTO, 2002; HAMADA, 2000; FARREL; HUTTON, 1990).

Tanto no farelo como no Oleo estdo presentes inUmeros componentes
minoritarios, enquadrados na categoria de biofendis, que s&o relacionados a
diversos beneficios a saude humana, como por exemplo, na reducédo do nivel de
colesterol sanguiineo (RODRIGUES; PESSOA FILHO; MEIRELLES, 2004).

2.3  Oleo de farelo de arroz

Oleos e gorduras constituem-se em substancias insollveis em agua
(hidrofébicas), podendo ser de origem animal, vegetal ou mesmo microbiana, sendo
formadas predominantemente de produtos de condensacao entre "glicerol” e "acido
graxos", denominados de triacilglicerdis (MORETTO; FETT,1998).

O 6leo do farelo de arroz é consumido especialmente no leste da Asia, onde
aproximadamente 80 mil toneladas sdo consumidas anualmente no Japdo. Esse
Oleo recebeu atencao devido a seus beneficios Unicos a saude, por apresentar uma
grande quantidade de fitoquimicos, incluindo o orizanol, tocoferdis e tocotriendis
(DANIELSKI et al., 2005).
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O o6leo do farelo de arroz é constituido por cerca de 68 a 71% de
triacilglicerdis, 2 a 3% de diacilgliceréis, 5 a 6% de monoacilgliceréis e 2 a 3% de
acidos graxos livres. Os glicolipidios compreendem cerca de 5 a 7%, fosfolipidios de
3 a 4%, ceras de 2 a 3% e os lipideos insaponificaveis aproximadamente 4%
(MCCASKILL; ZHANG, 1999; AUSMAN; RONG; NICOLOSI, 2005).

Quando comparado a outros 6leos vegetais, o 6leo oriundo do farelo de
arroz evidencia algumas vantagens, como a de conter importantes micronutrientes;
ser mais resistente a oxidacao; e apresentar gosto mais neutro. Como desvantagem,
menciona-se 0 maior custo de processo pela maior complexidade de seu refino
(RODRIGUES; ONOYAMA; MEIRELLES, 2006).

2.3.1 Extracéao e refino do 6leo de arroz

O processamento para a obtencdo de 6leos vegetais engloba de forma geral,
a extracao e o refino.

A extracdo do Oleo do farelo de arroz € complexa, principalmente pela
dificuldade do refino deste Oleo, devido a elevada acidez, alto contetudo de
insaponificaveis e de ceras (3,0%) e pela sua forte coloracdo (ABOISSA, 2006).

O farelo de arroz obtido apés a moagem do grdo se deteriora rapidamente,
devido a reacOes hidroliticas e oxidativas. A moagem rompe a estrura natural do
grao, fornecendo o contato entre as enzimas e o 6leo. A acao da lipase ocosiona a
formacdo de &cidos graxos livres, formando gosto de sabdo. Pela acdo das
lipoxigenases, os lipideos sdo degradados em compostos quimicos de cadeia curta,
produzindo-se sabor similar ao de 6leo rancificado (GODBER; MARTIN; SHIN, 1993).
Assim, a deterioracdo do farelo de arroz, a qual esta propenso logo apds a sua
obtencdo, se constitui no principal problema, dificultando um aproveitamento mais
rentavel.

A extrusao termoplastica, através da acdo do calor (125-135C) durante 1 a 3
segundos, com o0 produto a uma umidade entre 11-15%, inativa as enzimas
(SAUNDERS, 1990). Esse processo, também conhecido por condicionamento,
promove o rompimento das paredes das células facilitando a saida do 6leo, ou seja,

promove a ruptura das peliculas protéicas dos esferozomas facilitando a etapa de



20

extracdo (RITTNER, 1999; MORETTO; FETT, 1998). ApG6s o condicionamento, 0
farelo passa pela peleteira, com o objetivo de formar os pellets (farelo peletizado).

Segundo Rittner (1999) a extracao por solvente é uma forma de obtencéo de
Oleos vegetais, na qual a maior parte do 6leo é extraida mediante dissolu¢do em um
solvente apropriado, de modo a permitir a obtengcdo de um residuo protéico com
baixo teor de 6leo residual.

Muitos solventes organicos sdo adequados para a extracdo do 6leo, porém o
hexano € o mais utilizado devido a sua eficiéncia e disponibilidade. Todavia por este
solvente ser inflamavel, o isopropanol tem sido considerado uma op¢do promissora
para sua substituicdo, embora apresente menor eficiéncia de extragdo, o 6leo
extraido possui maior teor de vitamina E (HU et al., 1996).

O processo de refino ao qual é submetido um 6leo bruto, para que este
atinja o grau comestivel, é decisivo na qualidade (odor, sabor, cor), na
funcionalidade (composi¢do em acidos graxos, vitaminas e antioxidantes) e no custo
(perda de Oleo neutro, equipamentos e custo energético) do produto final
(RODRIGUES, PESSOA FILHO; MEIRELLES, 2004).

Atualmente se aplicam duas formas de refino para o 6leo de arroz, o refino
fisico (desacidificac@o por destilagdo) e o mais convencional, que é o refino quimico
(desadificacdo com alcali), onde as principais etapas sao: degomagem,

neutralizacdo, branqueamento, deceramento e desodorizagao (Fig. 2).
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Figura 2 - Fluxograma do processo de refino quimico de 6leo de arroz.

A degomagem consiste na eliminacdo de compostos presentes no 6leo bruto
suscetiveis de se tornarem insolUveis em 0Oleo por hidratacdo, como os fosfolipidios
e as lipoproteinas, ou ainda, de serem eliminadas na fase aquosa, como o0s
hidrocarbonetos (BARUFFALDI; OLIVEIRA, 1998). Esse material (goma) é
removido atraves de hidratacdo pela adicdo de pequena quantidade de agua, acido
citrico ou acido fosforico, que sdo removidos por centrifugacdo. Os fosfatideos
hidrataveis podem ser facilmente removidos pela adicdo de um volume de agua
equivalente ao seu volume, por terem baixa solubilidade em 6éleo. Os fosfatideos
nao-hidrataveis sdo constituidos por sais de ferro, sddio e magnésio do acido
fosfatidico, e somente podem ser condicionados a uma fase hidratavel através de
um tratamento com acidos concentrados (ZAMBIAZI, 1997). As gomas geralmente
sdo removidas antes da neutralizacdo para minimizar as perdas de 0Oleo neutro,
devido sua acéo emulsificante.

Na neutralizac&o o 6leo bruto é misturado com uma solucéo alcali diluido em

agua, usualmente soda caustica, a qual tem como principal objetivo a eliminacéo de
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acidos graxos livres (ARAUJO, 1999). Nesta etapa os acidos formam sais de sodio
(sabdes), os quais sdo separados por centrifugacdo. A retirada dos acidos graxos
livres do oOleo diminui a suscetibilidade a rancificacdo e a alteracdo de cor
(BARUFFALDI; OLIVEIRA, 1998). Devido ao alto teor de acidos graxos livres no 6leo
de farelo de arroz, a neutralizacdo torna-se a etapa de maior dificuldade,
ocasionando altas perdas do 6leo neutro.

A remocéao dos pigmentos naturalmente presentes no 6leo bruto (clorofilas e
carotenos) ocorre na etapa de branqueamento, onde sdo utilizadas terras
adsorventes. A terra adsorvente € adicionada e apdés removida por filtracdo. As
terras adsorventes mais utilizadas sdo as argilas clarificantes ou silica (FERRARI,
1996), terra natural ativada, terra acida e carvao vegetal (WEISS, 1983).

O 6leo de arroz contém um teor de ceras (alcoois graxos de cadeia longa)
superior ao encontrado em outros 6leos vegetais, por isso, se faz necessario a etapa
de deceramento. O método de remocé&o consiste no resfriamento do éleo no tanque,
onde as ceras cristalizam, precipitam e sdo removidas por filtracdo ou centrifugacéo
(KAO; LUH, 1991 apud SCAVARIELLO, 1997). O dleo resultante apresenta um
aspecto limpido e claro.

A ultima etapa do refino consiste na desodoriza¢ao, que tem por objetivo de
deixar o Oleo isento de substancias volateis responsaveis por odores e sabores
desagradaveis (BARUFFALDI; OLIVEIRA, 1998). A desodorizacéao do Oleo do farelo
de arroz é efetuada através do aquecimento do 6leo a temperaturas de 200-250C
sob alto vacuo (3-5mmHg absoluto). Os componentes volateis que afetam o sabor e
odor, como aldeidos, cetonas, perdxidos e acidos graxos livres, sdo volatilizados e
removidos durante o processo (KAO; LUH, 1991 apud SCAVARIELLO, 1997).

2.3.2 Composicdo em acidos graxos

Os acidos graxos ocorrem na nhatureza como compostos livres e
esterificados. A maior parte dos acidos graxos naturais encontram-se esterificados
com o glicerol, formando os triacilglicerois, que sao os principais componentes dos
Oleos e gorduras comestiveis. Os acidos graxos livres, componentes naturais das
gorduras, ocorrem em quantidades geralmente pequenas (MORETTO; FETT, 1998).

Os lipidios neutros podem ser hidrolizados em digliceréis, monoglicerois e acidos
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graxos livres sob condicbes de calor e umidade (KAO; LUH, 1991 apud
SCAVARIELLO, 1997; SALUNKHE et al., 1991).

A caracterizacdo dos acidos graxos (AG) se faz importante para determinar
a identidade e qualidade de Oleos comestiveis. A cromatografia gasosa (CG) tem
sido amplamente utilizada na andélise dos AG em 0Oleos e gorduras. A determinacao
analitica inclui uma etapa de preparacdo da amostra, onde os AG por apresentarem
baixa volatilidade e estabilidade térmica, requerem uma etapa adicional de
derivatizacao, onde os grupos carboxilicos sdo convertidos em grupos mais volateis
como trimetilsilil-ésteres ou metil-ésteres (HELRICH, 1998 apub TAVARES et al.,
2003; MARTIN-HERNANDEZ et al., 1988 apub TAVARES et al., 2003)

Na analise do perfil de acidos graxos em 0leos vegetais por cromatografia
gasosa, tem sido realizado com coluna capilar de silica fundida; com detector de
ionizacdo de chama, utilizando o gas hélio, nitrogénio ou hidrogénio como gas de
arraste. Os AG também podem ser separados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) em fase reversa, mas sua detectacdo tem sido uma restricdo
(TAVARES et al., 2003).

A distribuicdo dos acidos graxos no 6leo de arroz corresponde a cerca de
18% de &cidos graxos saturados, 45% de acidos graxos monoinsaturados e 37% de
acidos graxos poliinsaturados (tab. 2). Tanto para o farelo quanto para o 6leo de
arroz, 0os principais acidos graxos saturados sdo os acidos palmitico (14-17%) e
estearico (2,0-2,5%), e os principais acidos graxos insaturados sdo os acidos oléico
(40-45%), linoléico (35-37%) e linolénico (1-2%) (ZAMBIAZI, 1997). Segundo Kao e
Luh (1991 apud SCAVARIELLO, 1997) os acidos graxos oléico, linoléico e palmitico

constituem mais de 90% da porcéo dos gliceridios.

Tabela 2 - Acidos graxos constituintes do farelo e 6leo de arroz.

Acidos Graxos (AG) % dos

AG totais

C14:.0 Miristico 0,1a24

C16:0 Palmitico 12,3 a
20,5

Cil6:1 Palmitoléico 0,1a0,2

C18:0 Estearico 1,1a3,0

Cci18:1 Oléico 37,1a
52,8

C18:2 Linoléico 27,0 a
40,7

C18:3 Linolénico 0,5a2,3



24

C20:0 Araquico 0,3a0,7
C22:0 Behénico 0,5a1,0
C24.0 Lignocérico 0,4a0,9

Fonte: TORTOSA; BARBER (1979)

Do ponto de vista nutricional, os acidos linoléico e linolénico s&o
considerados "acidos graxos essenciais”, ou seja, hdo podem ser produzidos pelo
organismo humano, portanto, devem ser ingeridos através da dieta (SILVA;
SANCHES; AMANTE, 2001).

A capacidade hipolipidémica do 6leo do farelo de arroz ndo é inteiramente
explicada por sua composi¢cdo em acidos graxos, pois 0 que o torna diferente dos
outros Oleos € o seu grande conteudo de matéria-insaponificavel, em particular,
componentes do esterol da planta, incluindo os tocotriendis, tocoferoéis, orizandis,
ésteres do acido ferdulico, fitosterdis e alcoois triterpénicos (WILSON et al., 2007;
QURESHI et al., 1991). Estudos em animais e humanos utilizando diferentes fracdes
de matéria-insaponificavel, demostraram que a capacidade do Oleo de farelo de
arroz de reduzir os niveis séricos de colesterol total e do LDL foi maior do que
somente baseado na composicao dos acidos graxos (AUSMAN; RONG; NICOLOSI,
2005).

2.3.3 Componentes nao glicerideos

Nos Oleos e gorduras sao encontradas pequenas quantidades de
componentes nao glicerideos; os 0leos vegetais brutos contém menos de 5% e os
Oleos refinados menos de 2% destes componentes. No refino, alguns desses
componentes sdo removidos completamente, outros parcialmente. Aqueles que
persistem no Oleo refinado, ainda que em tracos, podem afetar as caracteristicas
das gorduras devido a alguma propriedade peculiar, como, por exemplo, apresentar
acdo pré ou antioxidante, ser fortemente odorifero, ter sabor acentuado ou ser
altamente colorido (MORETTO; FETT, 1998).

Os compostos nao glicerideos de principal ocorréncia nos 6leos brutos séao
representados pelos fosfatideos, que séo definidos estruturalmente pela presenca
do glicerol esterificado com acidos graxos e com &cido fosférico (MORETTO; FETT,
1998).

Todos os 6leos e gorduras brutos contém uma variedade de fosfatideos (ou

fosfolipideos). Nas moléculas dos fosfatideos ha uma regido de grande afinidade
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pela agua (sitio hidrofilico) e outra, representada pelas cadeias hidrocarbonadas dos
acidos graxos, hidrofébica. Quando a regido hidrofilica é hidratada, os fosfatideos se
insolubilizam no Oleo, e nessa condicdo, sado facilmente removidos (MORETTO;
FETT, 1998). Segundo Hemavathy e Prabhakar (1987) os compostos prodominantes
dos fosfolipidios sdo fosfatidil colina (35,0-38,0%), fosfatidil etanolamina (27,2-
33,2%), fosfatidil inositol (10,9-23,3%) e acido fosfatidico (3,6-9,2%).

As ceras sao alcoois monohidroxilados de cadeias hidrocarbonadas longas,
também denominados de alcoois graxos, ocorrendo nos Oleos e gorduras
esterificados com acidos graxos. Alguns 6leos vegetais, incluindo os 6leos de milho,
de arroz e de soja, com cerca de 0,005% de ceras, apresentam-se turvos em
temperaturas mais baixas (MORETTO; FETT, 1998). O oleo de farelo de arroz
contém elevado conteudo de ceras (2-5%), que varia segundo o método de extracéo
e da origem do farelo; as ceras tém a tendéncia de decantar no tanque de
estocagem (KAO; LUH, 1991 apub SCAVARIELLO, 1997).

Os hidrocarbonetos incolores também sdo encontrados em pequenas
quantidades (0,1 — 1,0%) na maioria das gorduras, tendo o esqualeno como o
composto de maior ocorréncia (MORETTO; FETT, 1998).

Os compostos nao glicerideos que afetam a aparéncia de 6leos e gorduras
sdo as substancias que imprimem coloracdo, destacando-se os carotendides e a
clorofila. Os carotendides sdo 0s principais responsaveis pela coloracdo amarelo a
vermelho na maioria dos 6leos e gorduras, e a cor esverdeada é resultante devido a
presenca da clorofila (MORETTO; FETT, 1998).

Os compostos ndo glicerideos naturais da planta que afetam o sabor e o
odor dos Oleos sdo mais agradaveis ou brandos do que os desenvolvidos por
reacoes quimicas, particularmente pela oxidagcdo, cujos odores e sabores sao
indesejaveis no produto final (MORETTO; FETT, 1998).

2.3.3.1 Matéria-Insaponificavel

O 6leo de arroz apresenta beneficios a saude, os quais sédo atribuidos
principalmente ao alto nivel de matéria insaponificavel.
A fracdo insaponificavel dos lipideos compreende os constituintes que apés

saponificacdo apresentam-se sollveis em solventes organicos. A proporcdo de
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matéria insaponificavel depende dos tratamentos a que foi submetido, do tipo e da
natureza de extragdo do 6leo (FERRARI, 2001).

A matéria-insaponificavel € constituida principalmente por esterois
(fitosterdis), hidrocarbonetos, compostos fendlicos, tocoferdis e pigmentos, que
constituem cerca de 4,2% do 6leo de arroz bruto (MORETTO; FETT, 1998).

O Oleo de farelo de arroz bruto apresenta cerca de 4% de matéria
insaponificavel (AUSMAN; RONG; NICOLOSI, 2005). Desse conteudo, 43% sao
esterdis e correlatos (orizandis, tocoferdis e tocotriendis), 28% sao acidos
triterpénicos, 10% de 4-metil esterdis e menos de 19% representam compostos
apolares (esqualeno, outros hidrocarbonetos e alcoois alifaticos) (SAYER;
SAUNDERS, 1990; KIM et al., 2001; SHIN et al., 1997; RODRIGUES; ONOYAMA;
MEIRELLES, 2006).

O Oleo oriundo do farelo de arroz apresenta expressivo conteudo de
tocoferdis e tocotriendis, conhecidos por tocois, 0os quais representam um fator
importante na estabilidade oxidativa (RODRIGUES; ONOYAMA; MEIRELLES, 2006;
KIM; GODBER, 2001). O alfa, gama e delta tocoferol sdo o0s principais
representantes da familia dos tocéis no 6leo do farelo de arroz, que segundo
Zambiazi (1997) representam cerca de 1000 mg.Kg™ de 6leo.

O Oleo do farelo de arroz também contém y-orizanol, que estd presente na
concentracdo de aproximadamente 2,0% em Oleos crus e 1,7% em Oleos
degomados (SHIN et al.,, 1997; XU; GODBER, 1999). O vy-orizanol tem sido
preconizado como potente antioxidante natural, além de estar relacionado a varios
beneficios & saude humana, o que lhe confere alto valor comercial (GONG-
YUANSSHENG; YAO-HUIYUAN, 2001; XU; HUA; GODBER, 2001).

23311 Tocoferois

Os tocoferdis e os tocotriendis fazem parte da mesma familia de compostos,
que constituem a vitamina E (SHIN; GODBER, 1994; RODRIGUES; ONOYAMA;
MEIRELLES, 2006; KIM et al., 2001).

Estes compostos constituem-se em antioxidantes naturais mais abundante
em vegetais, sendo reconhecidos como excelentes antioxidantes bioldgicos que
protegem membranas celulares, além de aumentar a estabilidade oxidativa de Oleos
vegetais e gorduras animais (TAKUR; SRIVASTA, 1996; HAUMANN, 1990).
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Na auséncia de vitamina E os acidos graxos insaturados dos fosfolipidios
constituintes das membranas sao facilmente oxidados, gerando hidroperéxidos que
iniciam as reacdes de autoxidacdo (BURGEOIS, 1992). O papel primario da vitamina
E consiste na interrupcdo da cadeia de propagacdo de radicais livres
(HENNEKEKENS; GAZIANO, 1993). Block e Langseth (1994) relacionaram o efeito
da oxidacdo sobre varios estagios de doengas, entre elas incluem-se: o cancer,
através do inicio da carcinogénese, promocao de desenvolvimento de tumores,
mutagénese e transformacdo da divisdo celular; de doencas cardiovasculares,
através da oxidacdo das lipoproteinas do sangue e o desenvolvimento de
aterosclerose e efeitos danosos sobre tecidos ocasionando os ataques cardiacos; e
de catarata, pelos danos oxidativos as membranas oculares.

Tanto os tocoferdis como os tocotriendis sdo derivados de um anel 6-
cromanol, sendo que os tocoferdis contém uma cadeia lateral isoprendide saturada
de 16 carbonos, e os tocotriendis contém uma cadeia lateral com tripla insaturacao
(Fig. 3). Dentro de cada série, os compostos somente diferem no namero e na
posicdo de grupos metileno no anel aromatico (MORAES, 2003). Tanto os tocoferois

como os tocotriendis apresentam-se como alfa, beta, gama e delta (AZZl; STOCKER,

2000).
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Figura 3 - Estrutura dos tocoferdis e tocotrienois
Fonte: MORAES, 2003.
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Dentre os tocoferois, o a-tocoferol € o mais largamente distribuido na
natureza e o que apresenta maior atividade biolégica como vitamina E. O &-tocoferol
apresenta somente 50% da atividade do a-tocoferol, apesar de ser a principal forma
existente na dieta humana. O B e 0 y-tocoferol possuem respectivamente 40% e
10% de atividadde do a-tocoferol (SGARBIERI, 1987 apub MORAES, 2003;
TRABER; PACKER, 1995). A atividade biologica do a-, y- e O&-tocoferol séo
respectivamente, 1.5, 0.15 e 0.05 IU.mg™ (KAMAL-ELDIN; APPELQVIST, 1996).

Os tocoferdis inibem a peroxidagéo lipidica por serem captadores de radicais
lipidicos peroxila, evitando que os radicais peroxila possam reagir com as cadeias
laterais de acidos graxos adjacentes ou com proteinas de membranas. O grupo —OH
do a-tocoferol doa seu atomo de hidrogénio ao radical peroxila (LOOe), formando
um radical a-tocoferila (a-Te) e um hidroperoxido. Em uma reacdo subsequente, o
radical a-tocoferila (a-Te) reage com um outro radical peroxil (LOOe) formando um
produto estavel (Fig. 4). Portanto, o a-tocoferol interrompe a reacdo de cadeia da
peroxidacao lipidica (PORTER et al., 1995).

If. //h'\/\‘v” R AN AN (L - tocoferol

O-T+LOO + —» O~ T+ + LOOH

A-T+ +LO0+* — LOO-QL-T

Figura 4 - Mecanismo simplificado da a¢éo antioxidante do a-tocoferol.
Fonte: Porter et al., 1995.

Segundo Bramely et al. (2000) cerca de 60-70% dos tocoferdis séo retidos
durante o processo de extracdo e de refino de 6leos vegetais. O conteudo de
tocoferdis no 6leo de soja bruto e desodorizado, segundo Jung et al. (1989) é de
1670 e 1138ppm, respectivamente, sendo removido 31,8% dos tocoferdis durante o
processo de refino, porém a propor¢cao relativa do alfa, gama e delta tocoferol

permanece constante.
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A identificac&o dos tocoferdis tem sido realizada por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC ou CLAE), em fase normal ou em fase reversa. No entanto, as
melhores resoluc¢des dos picos homologos dos tocoferdis (alfa, beta, delta e gama)
tém sido conseguidos pela utilizacdo de colunas de fase normal (LI et al., 2007;
PSOMIADOU et al., 2000; PANFILI et al., 1994). No entanto, Gliszczynska-Swigto e
Sikorska (2004) afirmam que embora a coluna de fase normal separe
individualmente todos os tocoferdis, separacfes em coluna de fase reversa possui
vantagens como o atingir em curto tempo o equilibrio e apresentar melhor
reprodutibilidade do tempo de retencgéao.

No trabalho desenvolvido por Chen e Bergman (2005) para a identificagéo
simultdnea dos tocoferdis, tocotriendis e orizanois em farelo de arroz, foi utilizado
cromatografia liquida de alta eficiéncia com coluna de fase reversa, tendo como fase
movel inicial acetonitrila:metanol:isopropanol:acido acético (1%) (45:45:5:5, viviviv) e
fluxo de 0,8 ml.min™. O detector para tocoferéis e tocotriendis foi de fluorescéncia,
com comprimento de onda de excitacdo de 298nm e de emissdo de 328nm,
respectivamente. Para detectar os orizandis utilizou-se o detector UV-vis a 325nm.

A preparacdo da amostra para a analise da vitamina E dos 6leos usando
cromatografia liquida de alta eficiéncia é realizada pela diluicdo direta do 6leo em
hexano ou em uma mistura de hexano contendo um solvente mais polar como
propanol. Se a cromatografia for com coluna de fase reversa, a amostra de 6leo &
diluida em metanol, etanol ou propanol, ou ainda dissolvido na mistura de
acetonitrila:metanol:propanol (ADACHI e ISOBE, 2003).

2.3.3.1.2 y-Orizanol

O y-orizanol foi inicialmente isolado do 6leo obtido a partir do arroz (Oryza
sativa L.) em 1954, e por conter um grupamento hidroxila, foi denominado de
orizanol. Estudos subsequientes revelaram que o orizanol ndo é um componente
simples, mas compreende um conjunto de esteril ferulatos, denominados de y-
orizanol (KANEKO; TSUCHICA, 1954 apub SCAVARIELLO, 1997; TSUCHICA et al.,
1956 apub SCAVARIELLO, 1997).

O y-orizanol consiste em uma complexa mistura de ésteres do acido ferulico
com alcoois triterpenos e esterodis, onde mais de 23 ésteres dos acidos ferulico e

caféico ja foram identificados, incluindo o A7-estigmastenil ferulato, estigmasteril
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ferulato, A7-campestenil ferulato, A7-sitostenil ferulato, sitosteril ferulato, campestanil
ferulato, sitostanil ferulato, cicloartenil ferulato, 24-metileno cicloartanil ferulato e
campesteril ferulato (Fig. 5), apresentando os trés ultimos compostos em maior
quantidade (KIM et al., 2001; FANG; YU; BADGER, 2003; XU; GODBER, 1999).
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Figura 5 - Estrutura dos componentes do y-orizanol.
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Fonte: XU; GODBER, 1999.

O orizanol é considerado um antioxidante mais efetivo que os tocoferdis, por
ser mais resistente ao calor. Entre as multiplas agfes deste composto mencionam-
se os efeitos no crescimento, combate a doencas cefalicas e cervicais, minimizacéo
dos sintomas da menopausa, combate a anemia, no tratamento de ulceras do
estresse e como coadjuvante no tratamento de doengas circulatorias. As
propriedades do orizanol justificam seu amplo uso, seja como medicamento, em
composi¢cado de cosméticos, como agente antienvelhecimento da pele e até mesmo
como filtro solar (XU; HUA; GODBER, 2001; AMATO, 2006; WILSON et al., 2007;
SILVA; SANCHES; AMANTE, 2001; WILSON et al., 2000). Porém, sua utilizacado
tem sido ainda bastante restrita, principalmente devido ao seu alto custo, atribuido
em grande parte a dificuldade de purificagdo. Outro aspecto limitante é a caréncia de
estudos sobre a atividade antioxidante deste componente quando associado a
outros constituintes dos alimentos (GONG-YUANSSHENG; YAO-HUIYUAN, 2001,
XU; HUA; GODBER, 2001).

A capacidade do gama-orizanol de inibir a oxidacéo lipidica € dependente de
sua concentracdo sendo que na dose de 10 mmol kgt apresenta atividade
comparavel a do antioxidante sintético BHT (GERTZ; KLOSTERMANN; KOCHHAR,
2000; HUANG et al., 2002; JULIANO et al., 2005; NYSTROM et al., 2005).

No estudo em relacdo ao efeito da atividade antioxidante dos ésteres do
acido ferulico e tocoferois realizado por Nystrom et al. (2007), foi verificado que
esses compostos reduziram a formacéo de polimeros a altas temperaturas, tanto
isolados quanto juntos, sendo que nenhum efeito de sinergismo foi observado entre
eles. Os ésteres do &cido ferulico foram degradados em menor proporgdo que o alfa-
tocoferol, 0 que segundo o autor, indica que o sitostanil ferulato € um antioxidante
promissor para ser empregado sob altas temperaturas. A mistura de ésteres do
acido ferulico, comumente conhecida como y-orizanol, varia bastante de acordo com
o cereal que a origina (arroz, milho, centeio ou trigo). Enquanto que no arroz
predomina o dimetilesterol (cicloartenol e 24-metilenocicloartanol), nos demais
cereais predominam os desmetilterols (sitosterol, campesterol e suas formas

saturadas- estanais).
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A atividade antioxidante dos ésteres do &cido ferulico € baseada na doacgéo
de hidrogénio do grupo hidroxil do acido ferulico. Assim, estes compostos atuam
como os demais antioxidantes comumente utilizados na industria de alimentos (BHT,
BHA e TBHQ). Estes ésteres sdo compostos polares e de baixo peso molecular,
com solubilidade limitada em 6leos. A solubilidade dos ésteres do acido ferulico no
Oleo pode ser aumentada quando ocorre sua esterificagdo com componentes ndo
polares do Oleo; este processo também promove o aumento de sua estabilidade
térmica.

Alguns trabalhos relatam o contéudo de y-orizanol no 6leo de farelo de arroz
bruto e refinado. Seetharamaiah e Prabakar (1986) encontraram um conteudo de y-
orizanol no 6leo de farelo de arroz bruto comercial na faixa de 1,3 a 1,9%. Outros
trabalhos relatam teores de y-orizanol de 1,0 a 2,0% no 6leo de farelo de arroz bruto
(NORTON, 1995).

Yoon e Kim (1994) determinaram o conteudo de antioxidantes naturais e a
estabilidade oxidativa do 6leo de farelo de arroz em diferentes etapas de refino e
concluiram que o teor de y-orizanol mantinha-se constante no o6leo bruto e
degomado, mas decrescia apdés o 6leo ser neutralizado, ocorrendo perdas de até
51% do conteudo original de y-orizanol.

Orthofer (1996) verificou que o refino quimico reduziu o contetdo de y-
orizanol de 2,0% para 0,1%, e o refino fisico para 1,0-1,5%. A adicdo de alcali ao
Oleo para formacédo da borra resulta na remocéo de y-orizanol com a borra; portanto,
o conteudo de y-orizanol no 6leo de arroz depende do método de refino utilizado.

Segundo Seetharamaiah e Prabakar (1986) durante o refino quimico, a
etapa de neutralizacdo € a que acarreta maior perda de y-orizanol no Oleo,
ocorrendo uma reducéo de 3,1 a 1,3%.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia tem se destacado entre os
métodos cromatogréaficos utilizados para a identificacdo do y-orizanol. O método de
cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa desenvolvido por Rogers et al.
(1993) consiste na separacao simultanea e quantificacdo de tocoferol, tocotrienol e
y-orizanol presentes no Oleo de farelo de arroz. Tocoferol e tocotrienol foram
identificados por detector fluorescente e os componentes do y-orizanol por detector
de UV-visivel a 325nm. A separacdo dos componentes do y-orizanol foi efetuada

utilizando uma coluna de silica (5um, ODS C18). A composicdo da fase mével de
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melhor resolucao para estes componentes, consistiu de uma mistura de acetonitrila:
metanol: isopropanol na relagéo 50:45:5 (v/v/v) respectivamente, e fluxo 1mL.min™.

Norton (1995 apub GODBER; XU, 1999) também utilizou coluna de fase
reversa, com fase movel constituida de acetonitrila: n-butanol: acido acético: agua
(94:3:2:1, viviviv) identificando cinco componentes individuais do y-orizanol, tendo
encontrado em maiores quantidades o cicloartenil ferulato, 24-metileno cicloartenil
ferulato e o campesteril ferulato.

A técnica cromatografica desenvolvida por Xu e Godber (1999) consiste em
uma purificagdo prévia dos componentes do y-orizanol presentes no 6leo de arroz,
com o uso de uma coluna de vidro empacotada com silica, e como fase mével
hexano:etil acetato (7:3), para a remocao dos triacilgliceréis, e apds hexano:etil
acetato (1:1) para remover o y-orizanol. A etapa de identificacdo e quantificacao foi
realizada cromatografia liquida de alta performance de fase reversa, com fase movel
composta por metanol:acetonitrila:diclorometano:acido acético na propor¢cdo de
50:44:3:3 (v/vIvIv) respectivamente, com fluxo de 1,4mL min™, detector de arranjo de
diodo UV-vis no comprimento de onda 330-450nm.

Os métodos cromatograficos descritos apresentaram similaridade nos
principais componentes identificados, todos encontraram 0S componentes
cicloartenil ferulato, 24-metileno cicloartenil ferulato e campesteril ferulato como os
trés componentes presentes em maiores propor¢cdes na fracdo do gama-oryzanol.
Xu e Godber (1999) mencionaram que 0s demais componentes desta fracéo
apresentaram picos com areas muito pequenas quando comparado com o0s trés
maiores constituintes, e que esta situacdo seria 0 maior impedimento para

separacao e identificacdo individual dos componentes.



MATERIAIS E METODOS

3.1 Matéria-prima

O farelo e o 6leo de arroz foram doados por uma industria processadora de
6leo vegetal da cidade de Pelotas/RS (Industria Rio-Grandense de Oleos Vegetais —
Irgovel). Apds o recebimento, as amostras foram congeladas a -18TC até o momento
das analises. O farelo foi embalado em sacos plasticos e o Oleo de arroz foi
armazenado em frascos plasticos traslicidos.

As amostras de farelo e Oleo de arroz foram retiradas da linha de
processamento da industria Irgovel, por um técnico responsavel. As amostras do
farelo de arroz branco e parboilizado foram coletadas apds o recebimento na
indUstria, e as amostras do farelo peletizado e desengordurado foram obtidas logo
apOs o processamento na industria. As amostras de 6leo de arroz foram coletadas
ap0s a etapas de extracdo (6leo bruto), de degomagem, de neutralizacdo, de
branqueamento, de deceramento e de desodorizacdo. As coletas dos farelos e 6leos
foram feitas de trés lotes do processamento, e para cada lote foram realizadas
analises em duplicata.

3.2 Padrbes para cromatografia

Os padrdes utilizados foram &-Tocoferol e y-Tocoferol (Sigma, na pureza de
90% e maior ou igual a 96%, respectivamente); a-Tocoferol (Merck de pureza 99%);
e y-orizanol (grau analitico, TCI - Tokyo, Jap&o).

Para os &cidos graxos utilizou-se uma mistura contendo os acidos caproico,
caprilico, caprico, caproléico, laurico, dodecendico, miristico, miristoléico, palmitico,
palmitoléico, margarico, heptadecendico, estearico, oléico, linoléico, linolénico,

araquidico, gadoléico, eicosadiendico, eicosatriendico, eicosatetraendico, behénico,
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erdcico, docosadiendico, docosatriendico, tetraendico, lignocérico e nervonico

(Sigma).

3.3 Sistema cromatografico

Para a determinacéo dos tocoferois e dos orizandis foi utilizando um sistema
de cromatografia liquida de alta eficiéncia-HPLC (SHIMADZU) constituido por
modulo de mistura dos solventes LC-10ATyp, desgaseificador FCV-10ALyp, bomba
reodine DGU-14,, sistema de controle SCL-10Ayp, forno da coluna CTO-10ASyp, €
amostrador automéatico SIL-10AF. Utilizou-se uma coluna de separacdo analitica de
fase reversa, Shim-Pak CLC-ODS (3,9cm x 150mm x 4um), tendo como fase
estacionaria grupamentos octadesil. Utilizou-se o detector espectrofotométrico UV/V
SPD-10AVyp, para a identificacdo dos orizandis; e o detector de fluorescéncia RF-
10Ax., para a identificacdo dos tocoferois. Os dados foram adquiridos e processados
com o uso do software Class-VP.

Os acidos graxos foram analisados em cromatégrafo gasoso-CG (Shimadzu
GC-14B), provido com detector FID, com coluna capilar (J & W Scientific) de
dimensé&o 30m x 0,252mm, revestida por filme 0,25 ym, com fase liquida DB-225. Os
dados adquiridos e processados com auxilio do software Glass-GC10. As amostras

foram injetadas manualmente com seringa (PerkinElmer) de capacidade de 10pL.

3.4 Métodos

3.4.1 Caracterizacao do farelo de arroz

a) Extrato etéreo
As amostras foram pesadas em papel filtro e submetidas a extracdo no
Extrator de Soxhlet com éter de petréleo, segundo a técnica descrita pelo Instituto

Adolfo Lutz (1985); sendo os resultados expressos em %.

b) Umidade
O farelo de arroz foi pesado em capsulas previamente taradas e colocado
em estufa a 105C até atingir peso constante, segundo metodologia do Instituto

Adolfo Lutz (1985); os resultados foram expressos em %.
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c) Teor de acidez

O farelo foi pesado, colocado em contato com solucdo de éter etilico:alcool
etilico (2:1, v/v) na proporcao de farelo:solvente de 2:10 (p/v), por aproximadamente
15h, apés filtrado e completado o volume de 25mL com a mistura de solventes, apés
adicionou-se fenolftaleina e titulou-se com solucdo alcalina, segundo metodologia

da AOCS (1992); sendo os resultados expressos em % de acido oléico.

d) indice de peroxido

O farelo foi pesado, colocado em contato com solugdo &acido
acético:cloroférmio (3:2), na propor¢cdo de farelo:solvente de 1:6 (p/v) por
aproximadamente 15h, apés filtrado e completado o volume de 30mL com a mistura
de solvente. Apds seguiu-se os passos descritos pela AOCS (1992); os resultados
foram expressos meg-gO, .Kg™* amostra.

3.4.2 Caracterizacao do oleo de arroz

a) Umidade
O dleo de arroz foi pesado em capsulas previamente taradas e colocado em
estufa a 105T até atingir peso constante, segundo metodologia do Instituto Adolfo

Lutz (1985); os resultados foram expressos em %.

b) pH
Realizado diretamente no Oleo a temperatura ambiente com auxilio do

potencidometro.

c) Teor de acidez

O dleo foi pesado e solubilizado com 25mL de solucdo de éter etilico:alcool
etilico (2:1, v/v), adicionou-se fenolftaleina e titulou-se com solucdo alcalina,
segundo metodologia da AOCS (1992); sendo os resultados expressos em % de
acido oléico.
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d) indice de peroxido
O O6leo de arroz foi dissolvido com 30mL de solugdo &cido
acético:cloroférmio (3:2). Apds seguiu-se 0s passos descritos pela AOCS (1992); os

resultados foram expressos meg-gO. .Kg™* amostra.

e) Matéria-insaponificavel

Realizado segundo metodologia descrita por Zambiazi (1997) com pequenas
modificacdes. Pesou-se entre 2,0 a 2,59 de oleo, adicionou-se 25 mL de KOH
alcodlico 1,5N, misturou-se periodicamente 15 em 15min durante 1h, e apds deixou-
se em repouso por 18h na auséncia de luz. Apds este periodo transferiu-se para
funil de decantacéao, adicionou-se 40mL de agua e 40mL de éter de petréleo, agitou-
se por 1 min. e deixou-se em repouso até separacao das fases. Transferiu-se a fase
inferior (fase aquosa) para outro funil de decantacao e adicionou-se 20mL de éter de
petrdleo. Na fase etérea adicionou-se 20mL de agua. A fase inferior de ambos os
funis foram descartadas e as fases etéreas foram coletadas em erlenmeyer
previamente tarado, seguindo-se a evaporac¢ao do solvente em banho-maria a 60C,

pesando-se o residuo final.

3.4.3 Composicdo em acidos graxos por cromatografia gasosa

3.4.3.1 Preparo das amostras

Para analise do farelo de arroz, primeiramente, realizou-se a extracdo do
Oleo. Pesou-se cerca de 10g de amostra e extraiu-se a fragdo etérea por 4h em
extrator de Soxlhet utilizando éter de petrdleo. Apos as amostras foram
centrifugadas por 10 min a 3.000rpm. O solvente foi totalmente evaporado em
sistema de vacuo, a temperatura de 50C.

A preparacdo das amostras de 0Oleo extraido do farelo de arroz e dos 6leos
de arroz, para determinacao do perfil de acidos graxos foi realizada segundo técnica
descrita por Zambiazi (1997).

Pesou-se aproximadamente 45 mg de 6leo em tubos de ensaio com tampa,
dissolveu-se o 6leo em 1 mL de éter de petrdleo, adicionou-se 12 mL de 0,5N HCI
em metanol, misturou-se no vortex e colocou-se em aguecimento em estufa a 65°C
por uma hora (até que a solucéo ficasse transparente). Apos a amostra foi resfriada

a temperatura ambiente e adicionada de 5 mL de isooctano e 6 mL de agua
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destilada, seguida por mistura vigorosa. Esperou-se até que a parte da fase superior
estivesse clara. A camada superior foi parcialmente transferida para dentro de um
vial de CG de 1,5mL. Cerca de 1,5uL de amostra foi injetado no CG utilizando split
de 1:50.

3.4.3.2 Condi¢des cromatograficas

Seguiu-se 0 método descrito por Zambiazi (1997), com pequenas
modificacdes.

Utilizou-se um gradiente de temperatura, com a temperatura inicial da coluna
de 100C, mantida por 0,5min; apds passou para 150°C com incremento linear de
8T min ™, mantida por 0,5min; seguindo a 180 com incremento linear de 1,5C
min™, mantida por 5min; e finalmente a 220C com increm ento linear de 2C min ?,
mantida por 6min; totalizando 58,25min. O injetor e o detector foram mantidos na

temperatura de 250C. Utilizou-se o nitrogénio como gas de arraste a 1.0mL.m™.

3.4.4 Identificacao e quantificacdo de tocoferois e y-orizanol por cromatografia

liguida de alta eficiéncia

3.4.4.1 Preparo das amostras

Para o farelo de arroz, pesou-se cerca de 10g de amostra e extraiu-se a
fracdo etérea em extrator de Soxlhet por 4h, empregando éter de petréleo. Apos as
amostras foram centrifugadas por 10 min a 3.000rpm. O solvente foi totalmente
evaporado em sistema de vacuo, a temperatura de 50°C. O residuo foi pesado e
dissolvido com isopropanol:acetonitrila (7:3, v/v) em volume conhecido (5mL).
Centrifugou-se por 6min a 9.000rpm, em microcentrifuga NT800 Nova Técnica,
transferindo-se a amostra para o vial do HPLC de 1,5mL, para posterior
determinacao dos tocoferois e y-orizanol.

Para a analise dos tocoferdéis, as amostras do 6leo de arroz foram diluidas
com isopropanol:acetonitrila (7:3, v/v), até completar o volume de 5mL. Para a
analise de y-orizanol dos 6leos, diluiu-se cerca de 0,25g de 6leo na mesma
proporcao e volume de solventes.

Para ambas analises procedeu-se a centrifugacdo por 6min a 9.000rpm em
microcentrifuga NT800 Nova Técnica e na seqiéncia transferiu-se a amostra para o
vial do HPLC de 1,5mL.
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3.4.4.2 Condi¢des cromatograficas

A andlise dos tocoferois e orizandis foi baseada na metodologia descrita por
Chen e Berman (2005), com pequenas modificacbes. Para ambas determinacoes
utilizou-se fluxo constante de 1mL min™. Para andlise de tocofer6is a fase mével
inicial foi acetonitrilazmetanol:isopropanol (50:40:10, v/v/v) por 10min, alterando-se
linearmente para acetonitrila:metanol:isopropanol (30:65:5, v/v/v) mantendo-se até
12 min; e retornando linearmente para a fase movel inicial, totalizando 15min de
analise. Para analise de y-orizanol a fase movel inicial foi
acetonitrila:zmetanol:isopropanol  (50:40:10, v/v/lv) por 10min, alterando-se
linearmente para acetonitrila:metanol:isopropanol (30:65:5, v/v/v), mantendo-se por
5min e aos 20min retornando linearmente para a fase movel inicial, totalizando 30
min de analise.

Para a analise do y-orizanol injetou-se de 10-20uL de amostra, usando o
detector UV/VIS a 325nm. Para analise dos tocoferois injetou-se de 20-40uL,

utilizou-se o detector de fluorescéncia com excitacdo de 290nm e emissao a 330nm.
3.4.5 Andlise Estatistica
Foi realizada a analise de variancia (ANOVA), e comparagdo de médias pelo

teste de Tukey, ambos ao nivel de 5% de probabilidade, através do programa
Statistica 6.0 (STATSOFT, 2004).



RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Caracterizacao do farelo de arroz
Os resultados das analises do farelo de arroz branco, parboilizado,
peletizado e desengordurado (tab. 3), mostram as caracteristicas iniciais da matéria-
prima utilizada para o processo de extracdo do Oleo de arroz, e da massa obtida

apos o processo de extragao.

Tabela 3 - Caracteristicas fisico-quimicas dos farelos de arroz.

Farelo de arroz Umidade Extrato etéreo Acidez Indice de peroxido
(%) (%) (% ac. oléico) (meg-g.kg™)
Branco 10,62 a 19,53 a 1,40 a 0,00 a
Parboilizado 8,86 b 23,43 b 0,64 b 1,22 a
Peletizado 9,60 c 19,21 a 152a 1,11a
Desengordurado 12,84d 0,13 c 0,40 b 0,00 a

Valores seguidos por letras iguais na mesma coluna néo diferem entre si a 5% de significancia pelo
teste de Tukey (p<0,05).

O farelo de arroz branco caracteriza-se como sendo o produto oriundo do
polimento do gréo de arroz apos ter passado pelas etapas de secagem e descasque
do grdo integral. O farelo de arroz parboilizado € obtido ap6s as etapas de
encharcamento, autoclavagem, secagem, descasque e polimento do arroz integral.
O farelo de arroz peletizado consiste em uma mistura de 70% de farelo polido e 30%
de farelo parboilizado, a qual passa por um cozimento, peletizacdo e secagem. E o
farelo desengordurado consiste no farelo de arroz peletizado, que passou pela etapa
de extracdo do Oleo via solvente, seguido de dessolventizagdo; este € normalmente
aproveitado para a elaboracao de racoes.

Verificou-se que o teor de umidade das amostras de farelo de arroz diferiu
significativamente (Apéndices), possivelmente devido as etapas diferenciadas de
obtencgéo de cada farelo. O conteudo de umidade do farelo de arroz encontrado por
Hwang et al. (2005) variou de 9,61 a 14,74%. Estudos de Silva, Sanches e Amante
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(2006), relatam teores de umidade de 9,96% e 7,96%, respectivamente para o farelo
de arroz parboilizado e farelo de arroz branco.

O farelo de arroz parboilizado apresentou um valor de extrato etéreo
significativamente superior aos demais farelos. Os valores encontrados por Denardin
et al. (2003), foram de 27,83% para farelo de arroz parboilizado e 18,54% para o
farelo de arroz branco. Segundo estes autores, estes teores podem ser explicados,
tendo em vista que os graos resultantes do processo de parboilizacdo apresentam
consisténcia fisica mais dura do que aqueles ndo processados antes do
descascaque. Desta forma, os graos tornam-se mais resistente a abrasdo dos
brunidores no processo de descasque e polimento, resultando em um farelo com
maior proporcdo de camadas externas e menor contribuicdo de endosperma. A
maior presenca de endosperma nos farelos brancos causa um efeito “diluidor” no
extrato etéreo.

Os conteudos dos extratos etéreos dos farelos de arroz branco e peletizado
nao demonstraram diferencas significativas, o que pode ser atribuido a constituicao
do farelo peletizado, onde predomina o farelo branco (70%). O menor contetudo de
extrato etéreo no farelo desengordurado esta, obviamente, relacionado a extracédo
do 6leo (cerca de 99%) via solvente. Segundo Rittner (1999), a massa residual de
farelo desengordurado deve conter abaixo de 1% de extrato etéreo quando o
processo de extracao for eficiente.

O farelo de arroz branco apresentou maior acidez que o farelo de arroz
parboilizado. Segundo Denardin et al. (2003) a atividade da enzima lipase presente
no farelo do gréo branco ocasiona a desesterificacdo dos triacilgliceréis, liberando
acidos graxos e conseqientemente aumentando acidez. Segundo Silva, Sanches e
Amante (2006), o processo de parboilizacdo € uma das formas de estabilizar o farelo
de arroz, por induzir a inativagdo das enzimas. Estes autores descrevem valores de
acidez solavel em alcool de 1,14% para o farelo parboilizado e de 15,43% para o
farelo polido.

Os valores de acidez do farelo de arroz branco e do farelo peletizado néo
diferiram significativamente, porém, diferiram dos valores encontrados para 0s
farelos parboilizado e desengordurado. O farelo de arroz peletizado apresentou
maior acidez que o farelo branco, provavelmente devido ao intervalo de tempo
transcorrido entre o preparo da mistura do farelo branco e parboilizado e a etapa de

estabilizacdo e peletizagcdo: maior tempo entre estas etapas pode contribuir para



42

aumentar a acidez do farelo, devido a acdo da enzima lipase. O farelo
desengordurado apresentou baixo conteido em acidez, devido a grande parte de
acidos graxos livres (aproximadamente 74%) serem removidos durante o processo
de extracao por solventes.

O indice de perdxido dos farelos apresentou-se em niveis muito baixos.
Tanto no processo de parboilizagdo quanto no processo de condicionamento do
farelo para a obtencao do farelo peletizado ocorre a utilizacdo de altas temperaturas,
0 que poderia gerar formacao de pequenas quantidades de peroxidos nestes farelos.
Observa-se que o farelo desengordurado ndo apresentou indice de peréxido, o que

pode provavelmente estar relacionado a extracéo total via solvente.

4.2. Caracterizacao do oleo de arroz

Os dados da caracterizacdo fisico-quimica dos 6leos de arroz bruto,
degomado, neutralizado, clarificado, decerado e desodorizado estdo apresentados
na tab. 4.

Tabela 4 - Caracteristicas fisico-quimicas dos 6leos de arroz.

Oleo de arroz Umidade pH Acidez Indice de peréxido Matéria-
(%) (% &cido (meg-g.kg™) Insaponificavel.
oléico) (%)
Bruto 101la 5,79 a 8,14 a 8,54 a 2,28 a
Degomado 0,64 ab 5,56 a 6,55 b 571b 1,88 a
Neutralizado 0,34 b 8,12b 0,08 c 579b 1,92 a
Clarificado 0,04 c 6,38 a 0,17 c 3,80b 2,04 a
Decerado 0,04 c 6,29 a 0,21c 591b 1,98 a
Desodorizado 0,08 c 6,09 a 0,11c 0,28 c 2,01l a

Valores seguidos por letras iguais na mesma coluna néo diferem entre si a 5% de significancia pelo
teste de Tukey (p<0,05).

Durante o processo de refino observa-se uma reducao significativa no teor
de umidade do 6leo, que se mantém praticamente constante apds 0 processo de
clarificac@o. Scavariello (1997) relata um teor de umidade de 0,74% no Oleo de arroz
bruto e de 0,97% no 6leo degomado. Yokochi (1974) apub Scavariello (1997), relata
valores de 1,5% de umidade no Oleo de arroz bruto.

O valor do pH no 6leo neutro foi 0 mais elevado, e o Unico que diferiu
significativamente dos demais; devido a adicdo de alcali nesta etapa do refino
guimico, o pH tende a tornar-se mais basico. Salienta-se que a coleta desta amostra

ocorre apo0s a retirada da borra por centrifugacdo, porém, antes da etapa de
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lavagem com agua, a qual tem por objetivo eliminar completamente os residuos da
soda cadustica.

Observa-se que o teor de acidez em acido oléico foi maior no 6leo de arroz
bruto (8,14% em &cido oléico) e no degomado (6,55% em &acido oléico), diferindo
significativamente dos demais. Scavariello (1997) relata 17,7% de acidez para o 6leo
bruto (0 que equivale a 8,9% de acidez em &cido oléico); 18,06% para O6leo
degomado (0 que equivale a 9,1% de acidez em acido oléico), e 0,3% para o Oleo
neutralizado (o que equivale a aproximadamente 0,01% de acidez em acido oléico).
O alto valor de acidez para o Oleo bruto é atribuido a condicdo inicial da matéria-
prima, salientando-se que na etapa de extragcdo do 6leo, os acidos graxos livres sdo
solubilizados pelo solvente, e ficam em maior propor¢cdo no 6leo. O processo de
neutralizacdo promove a remoc¢ao dos acidos graxos livres pela adicdo de alcali
(solucéo de hidroxido de sédio), que pelo contato com os acidos graxos livres forma
uma pasta (borra) contendo o sabao (sais oriundos do processo de neutralizag&o),
qgue é removida por centrifugacdo. Um pequeno aumento na acidez foi observado no
Oleo clarificado, o que pode ser atribuido a etapa de lavagem (ap0s a centrifugacéo),
considerando que o emprego de agua para retirada completa dos residuos de soda,
pode contribuir para formacdo de acidos graxos livres. Durante o deceramento
ocorreu um pequeno aumento no teor de acidez, possivelmente associado ao
aumento proporcional da acidez no total da massa de 0leo, devido a retirada da cera.
Na etapa de desodorizacdo, a acidez apresentou um decréscimo, 0 que esta
relacionado com a volatizagdo dos &cidos graxos livres, um dos objetivos desta
etapa.

Ao final da etapa de refino observou-se uma reducédo de aproximadamente
98,7% dos acidos graxos livres presentes inicialmente no oOleo bruto. Rodrigues,
Péssoa Filho e Meirelles (2004), também citam que o processo de refino reduziu em
99,2% os acidos graxos livres no 6leo, passando de 9,34 % de acidez (em acido
oléico) no Oleo de arroz bruto, para 0,07% no 6leo de arroz refinado.

A acidez maxima (em acido oléico) permitida pela ANVISA (1999), para o
6leo de arroz bruto, semi-refinado (extraido, degomado e neutralizado) e refinado €,
respectivamente, 15%, 0,8% e 0,3%,; portanto, todos os Oleos analisados neste
estudo enquadram-se nos padrdes estabelecidos pela legislacao brasileira.

O oleo bruto apresentou um valor do indice de peréxido significativamente

superior aos demais, resultado da condicéo inicial da matéria-prima (farelo de arroz);



0 que pode estar associado a atuacdo das enzimas lipoxigenases. Pupa (2004)
descreve que na forma intacta do grdo, os lipidios ficam separados na estrutura
celular; porém, com a etapa de descasque e polimento, as enzimas e 0 oxigénio
atmosférico entram em contato com os lipideos, induzindo a oxidacao e originando
peréxidos, produtos iniciais do processo oxidativo.

Os odleos de arroz degomado, neutralizado, clarificado e decerado néo
apresentaram diferenca significativa em relacdo ao indice de peroxido, o que
provavelmente esta relacionado a ineficiéncia destas etapas na remocao dos
peréxidos, visto ndo ser o objetivo das mesmas. O 6leo desodorizado apresentou o
menor indice de peroxidos, ou seja, a etapa de desodorizacao atraves da utilizagédo
de alta temperatura e baixa pressdo sob vacuo, volatiliza os residuos oriundos da
oxidacdo, dentre estes os peroxidos, satisfazendo o objetivo desta etapa. Os oOleos
analisados apresentaram indices de peroxidos dentro do estipulado pela legislacédo
brasileira (ANVISA, 1999), onde o méximo permitido é de 10 meg-g kg™.

Os Oleos das diferentes etapas de refino ndo apresentaram diferenca
significativa no conteddo de matéria-insaponificavel. Observou-se que durante o
processo de refino do 6leo de arroz o contedudo de matéria-insaponificavel reduziu-
se em aproximadamente 11,8%, passando de 2,28% no 6leo bruto para 2,01% no
Oleo refinado. Os resultados encontrados estdo dentro do estabelecido pela
legislacdo brasileira, de no maximo 5% (ANVISA, 1999). Scavariello (1997)
encontrou para oOleo de arroz bruto 5,2% de matéria insaponificavel e 4,3% para o

6leo neutralizado.

4.3 Composicao em acidos graxos no farelo e oleo de arroz

A composicao em acidos graxos dos farelos de arroz branco, parboilizado,
peletizado e desengordurado € apresentada na tab. 5.

Os acidos graxos em maior proporc¢ao no farelo de arroz séo o oléico (32,81-
35,61%), linoléico (30,77-33,47%) e palmitico (19,52-21,13%). O total de acidos
graxos saturados nas amostras encontrou-se entre 26,63 e 28,13%. Maiores
proporcdes de acidos graxos insaturados sdo caracteristicos em 6leos de origem
vegetal; o percentual no farelo de arroz variou de 71,87 a 73,37%.

As etapas de processamento a que estes farelos foram submetidos nao

foram prejudiciais aos lipideos presentes, porque a composi¢cdo em acidos graxos
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nao apresentou expressivas diferencas. O que se espera nos processos oxidativos,
€ que ocorra a reducdo do percentual de acidos graxos insaturados inferindo num

acreéscimo de acidos graxos saturados.

Tabela 5 - Composicao em acidos graxos nos farelos de arroz

Farelo de arroz
Branco Parboilizado Peletizado Desengordurado

AG** % % % %

Caprico C10:.0 tr* tr 0,04 tr
Laurico C12:0 tr tr 0,07 0,09
Miristico C14:0 tr 0,29 0,29 0,41
Miristoléico Cl4:1 0,24 tr 0,05 0,59
Palmitico C16:0 19,52 20,36 20,37 21,13
Palmitoléico Ci16:1 0,15 0,15 0,14 0,15
Margérico C17:0 1,35 0,92 0,55 1,19

Heptadecendico C17:1 tr tr tr tr
Estearico C18:0 1,53 1,74 1,49 1,61
Oléico Cci8:1 36,32 36,27 37,72 32,81
Linoléico C18:2 30,77 32,89 33,30 33,47
Linolénico C18:3 3,72 3,01 2,49 4,05
Araquidico C20:0 0,46 0,47 0,54 0,42
Gadoléico C20:1 0,72 0,58 0,50 0,66
Eicosadienoico C20:2 2,08 1,30 0,81 1,09
Behénico C22:0 1,59 0,99 0,83 0,81

Docosadiendico C22:2 tr tr tr tr

Docosatriendico C22:3 tr tr tr tr
Tetraendico C22:4 tr tr tr 0,50
Lignocérico C24:0 1,19 0,74 0,44 0,66
Nervonico C24:1 0,35 0,30 0,35 0,37
% AG satur ados 28,13 27,70 26,67 26,63
%AG insaturados 71,87 72,29 73,33 73,37

*tr — significa que somente foi detectado tracos deste acido graxo.
**AG — na forma de ésteres metilicos.

Os acidos graxos constituintes dos 6leos de arroz apresentaram propor¢oes
semelhantes as encontradas nos farelos (tab. 6). Os acidos oléico, linoléico e
palmitico, apresentaram as maiores proporc¢oes, variando respectivamente de 33,25
a 37,43%, 30,19 a 33,16% e 17,55 a 19,97%. Segundo o regulamento de identidade
e qualidade de Oleos vegetais (ANVISA, 1999), o 6leo de arroz deve apresentar
esses trés acidos graxos como os principais, na propor¢ado de 40-50%, 29-42% e 12-
18%, respectivamente.

O total de acidos graxos insaturados no 0leo de arroz, nas diferentes etapas
do processo apresentou apenas uma pequena variagdo, encontrando-se valores
entre 71,04 e 74,45%. Os acidos graxos saturados apresentaram-se na

concentracdo de 25,55 a 28,96%. Observa-se que o0 6leo decerado apresentou
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menor percentagem de acidos graxos saturados, o que pode estar associado ao
maior ponto de fusdo dos acidos graxos saturados, que provavelmente, possibilitou
durante o resfriamento do Oleo (etapa do deceramento), a sua remocao parcial
juntamente com as ceras, aumentando assim a percentagem dos acidos graxos
insaturados.

A proporcdo relativa dos acidos linolénico, gadoléico, docosadiendico,
docosatriendico, tetraendico e nervonico reduziu durante o processamento do 6leo
de arroz, e como estes sdo acidos graxos insaturados, esse decréscimo pode ser
atribuido a ocorréncia de reacdes oxidativas.

As guantidades relativas dos acidos graxos dos 6leos de arroz degomado e
desodorizado foram semelhantes aos encontrados por Rodrigues, Onoyama e
Meirelles (2006). A composicdo em acidos graxos do Oleo de arroz degomado,
determinada por estes autores foi: 0-0,30% de miristico, 18,18-19,91% de palmitico,
1,94-1,84% de estearico, 40,90-40,01% de oléico, 35,70-36,34% de linoleico, 1,73-
1,90% de linolénico, 0-0,73% de arquidico e 0-0,47% de gadoleico. Para o Oleo de
arroz desodorizado foi: de 0,96% de miristico, 18,17% de palmitico, 0,61% de
palmitoleico, 1,54% de esteérico, 38,50% de oléico, 35,61% de linoléico, 2,67% de

linolénico, 0,78% de araquidico e 0,16% de gadoléico.
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Tabela 6 - Composicao de acidos graxos nos 0leos de arroz.

Oleo de Arroz
Bruto Degomado Neutro Clarificado Decerado Desodorizado

AG** % % % % % %
Céprico C10:0 tr* 0,09 0,12 tr tr tr
Laurico C12:0 tr 0,13 0,13 tr tr tr
Miristico c14:0 0,25 0,33 0,11 tr 0,07 0,24
Miristoléico Cc14:1 0,04 0,20 0,34 0,23 0,02 0,01
Palmitico ci16:0 17,55 19,97 18,48 18,26 18,73 19,20
Palmitoléico cie:1 0,15 0,15 0,14 0,13 0,13 0,14
Margarico C17.0 2,07 1,12 4,30 1,43 0,89 0,86
Heptadecendico C17:1 tr Tr tr 0,33 tr tr
Estearico c18:.0 1,47 1,52 1,45 1,53 1,66 1,60
Oléico C18:1 33,25 34,37 36,07 35,99 38,19 37,95
Linoléico Cc18:2 30,19 31,93 31,40 30,90 33,16 33,07
Linolénico C18:3 4,26 3,11 3,20 4,47 2,91 2,66
Araquidico c20.0 0,73 0,48 0,53 0,52 0,64 0,59
Gadoléico c20:1 1,21 0,77 0,75 0,47 0,65 0,61
Eicosadiendico C20:2 2,02 1,32 1,26 2,52 1,16 1,19
Eicosapentandico C20.5 tr 0,32 tr tr tr Tr
Behénico c22:.0 3,17 1,17 0,86 1,82 0,88 0,97
Docosadiendico C22:2 0,23 Tr tr tr tr tr
Docosatriendico C€22:3 0,50 0,12 tr tr tr tr
Tetraendico c22:4 0,75 0,70 tr tr tr tr
Lignocérico Cc24.0 1,23 1,40 0,52 1,11 0,60 0,66
Nervonico Cc24:1 0,95 0,81 0,32 0,30 0,32 0,25
% AG saturados 26,46 28,56 28,96 26,73 25,55 25,96
%AG insaturados 73,54 71,44 71,04 73,27 74,45 74,04

*tr — significa que somente foi detectado tragos deste acido graxo.
*AG — na forma de ésteres metilicos.

4.4 Identificacédo e quantificacao de tocoferdis no farelo e 6leo de arroz

Para realizar a quantificacdo dos tocoferais, inicialmente foi preparada uma
solugéo para o a-, y- e d-tocoferol (solugdo méae), o B-tocoferol ndo foi avaliado por
falta de padrdo. A partir desta solucdo retirou-se varias aliquotas e completou-se
volumes definidos para preparar as solu¢cdes nas concentracfes desejadas
(Apéndices).

De cada uma destas solugdes, injetou-se no cromatégrafo liquido de alta
eficiéncia 20uL, desenvolvendo a analise nas mesmas condigbes que
posteriormente foi analisada as amostras. Com isso, obteve-se a equacao de

regressao correspondente a cada um dos tocoferodis (Apéndices).



48

A resposta em relacdo a concentracdo dos diferentes tocoferdis no detector
de fluorescéncia com excitagdo em 290nm e emissdo em 330nm, foi distinta, o que
pode ser observado pelas inclinacdes de cada curva.

O cromatograma tipico da separacédo de a-, y- e d&-tocoferdis presentes nas
amostras de farelo e do 6leo de arroz, determinados através de HPLC pode ser visto
na Fig. 6.

Os primeiros picos (picos 1) sdo resultantes de impurezas presentes na
amostra, nao resolvidas no processo de separacdo, e que também absorvem na
regido de absorcédo dos tocoferdis. Os picos no tempo de retencdo médio de 4,0 a
55 min (picos 2), baseado em dados da literatura provavelmente sejam de
tocotriendis. Segundo Abidi (2000) a ordem de saida dos tocotrienois e tocoferois,
em condicdes cromatograficas semelhantes, seriam: &-tocotrienol, y-tocotrienol, a-

tocotrienol, d-tocoferol, B-tocoferol, y-tocoferol e a-tocoferol.
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Figura 6 - Cromatograma tipico dos tocoferdis nas amostras de farelo e do éleo de
arroz.

Os tocoferois foram detectados em um intervalo de 7 a 9 min, no tempo total
de analise de 15 min.
O &-tocoferol (pico 3) apresentou a melhor resolucdo quando comparado aos

demais tocoferois, com um tempo de retencdo medio de 7min. O tempo de retencéo

Volts
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médio do y-tocoferol (pico 4) foi de 8min e do a-tocoferol (pico 5) de 9min. Os picos
do y- e do a-tocoferol apresentaram um “tailing”, ou seja, uma deformagao caudal ao
final do pico, possivelmente devido a presenca de interferentes, pois 0s picos que
representaram os padrées nao continham as caudas. No entanto, a presenca de
interferentes ndo prejudicou a quantificacdo destes tocoferodis. Segundo Abidi (2000)
0 B-tocoferol é o pico apos o d-tocoferol, através do qual pode-se sugerir que o [3-
tocoferol no 6leo e farelo de arroz, esta presente em quantidades muito pequenas,
nao se alcancando resolucéao deste no cromatograma. Outra possibilidade é que o -
tocoferol ndo tenha se separado de seu isébmero, o y-tocoferol, e tenham saido no
mesmo pico.

O contetido de tocoferdis, expressos em mg.100g™ de farelo de arroz, estéo

apresentados na tab. 7.

Tabela 7 - Contetdo de tocoferdis expressos em mg.100g™, nos farelos de arroz.
Farelo de arroz a-tocoferol y-tocoferol  &-tocoferol  *}(a,y,d) tocoferdis

Branco 6,21 a 1,50 a 0,08 a 7,82
Parboilizado 1,84 b 0,53 b 0,11 b 2,48
Peletizado 5,79 a 1,45 a 0,11 b 7,35
Desengordurado 0,52 b 0,12 b 0,01c 0,66

Valores seguidos por letras iguais na mesma coluna néo diferem entre si a 5% de significancia pelo
teste de Tukey (p<0,05).
*significa somatorio de a-,y- e d-tocoferol.

Os farelos de arroz branco e peletizado apresentaram os maiores contetdos
de a-tocoferol e y-tocoferol. Os farelos de arroz parboilizado e desengordurado
apresentaram maiores conteudos em ©&-tocoferol, embora em quantidades muito
pequenas.

Pela comparacdo do conteudo total de tocoferéis no farelo peletizado
(destinado a extracdo do 6leo) e no farelo desengordurado (farelo obtido apds o
processo de extracdo do Oleo), observa-se que a etapa de extragdo reduziu o
contetido do total de tocoferdis de 7,35 para 0,66 mg.100g™, ou seja, 91,06% dos
tocoferdis presentes no farelo peletizado foram retirados pelo aquecimento e
solubilizac&do no solvente de extracao.

O total de tocoferdis foi 68,22% inferior no farelo parboilizado quando
comparado ao farelo branco. Essa diferenca pode estar relacionada a perda de
tocoferdis pela lixiviacado e pela utilizacado de altas temperaturas durante as etapas
de encharcamento e autoclavagem no processo de parboilizacdo do arroz. Porém,

deve-se levar em consideracéo que esses farelos ndo foram obtidos do mesmo gréo
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de arroz; portanto, a cultivar, sistema de cultivo e clima, podem ter parcialmente
influenciado nestas diferencas.

Dentre os tocoferois individuais, o a-tocoferol foi o componente que
apresentou a maior concentracdo nos diferentes farelos de arroz, contribuindo com
cerca de 74 a 79%, seguido pelo y-tocoferol (19-21%) e pelo &-tocoferol (1-4%). De
todos os farelos, o farelo de arroz parboilizado foi o que apresentou a menor
distribuicdo relativa a-tocoferol, por outro lado, este foi 0 que mostrou os maiores

valores para y- e 6-tocoferol (tab. 8).

Tabela 8 - Distribuigc&o relativa de tocoferéis, em percentual, nos farelos de arroz.
Farelo de arroz a-tocoferol  y-tocoferol o-tocoferol

Polido 79,49 19,52 0,98
Parboilizado 74,23 21,46 4,31
Peletizado 78,75 19,79 1,46
Desengordurado 79,30 18,60 2,13

A concentragédo de a-tocoferol em farelos de arroz branco, encontrado por
Chen e Bergman (2005), variou de 2,94 a 8,09 mg.100g*, em func&o das diferentes
variedades e diferentes solventes empregados no processo de extracdo do oOleo.
Esses autores relatam contetidos de B- e y-tocoferéis entre 0,98 e 2,96mg.100g™ no
farelo branco.

Gavino et al. (2007) analisaram diferentes variedades de farelo de arroz e
encontraram conte(dos totais de tocoferdis entre 4,1 a 6,1mg.100g™, resultados
préximos aos encontrado neste estudo (7,81mg.100g™).

O conteudo do a-, y- e O-tocoferol e o conteudo total dos tocoferdis,

expressos em mg.100g™* de 6leo de arroz, estdo apresentados na tab. 9.

Tabela 9 - Contetido de tocoferdis, expressos em mg.100g™, nos 6leos de arroz.
Oleo de arroz a-tocoferol  y-tocoferol  &- tocoferol  *}(a, vy, O)

tocoferois
Bruto 16,11 a 9,73 a 0,49 a 26,33
Degomado 16,91 a 9,63 a 0,48 a 27,03
Neutralizado 18,35 ab 8,43 a 0,34 b 27,12
Clarificado 20,04 ¢ 8,62 a 0,38 ab 29,04
Decerado 19,58 bc 8,65 a 0,38 ab 28,61
Desodorizado 21,54 c 7,74 a 0,38 ab 29,66

Valores seguidos por letras iguais na mesma coluna néo diferem entre si a 5% de significancia pelo
teste de Tukey (p<0,05).
*significa somatorio de a-,y- e d-tocoferol.
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O contetudo de a-tocoferol apresentou um pequeno aumento significativo
(Apéndices) durante o processamento do 6leo, o que poderia ser atribuido ao
aumento proporcional da quantidade deste tocoferol na massa do 0leo, devido a
retirada da goma, da borra e da cera nos respectivos processos, degomagem,
neutralizacéo e deceramento. Portanto, observa-se que o a-tocoferol apresentou-se
estdvel nas temperaturas das etapas de refino, principalmente durante a
desodorizacéo, e néo solubilizou-se na agua de lavagem utilizada na degomagem e
neutralizacao.

O y- e ©o&-tocoferol apresentaram um pequeno decréscimo durante o
processamento. Embora n&o sendo significativo, o conteddo de vy-tocoferol
apresentou uma tendéncia de reducao na etapa de neutralizacédo e desodorizacao.

O conteudo de d-tocoferol apresentou uma pequena variacdo na etapa de
neutralizagéo e nao foi alterado durante a etapa de desodorizag&o, o que indica sua
maior estabilidade a altas temperatura quando comparado aos demais tocoferdis.

O total de tocoferdis apresentou-se 12,65% superior no 0leo desodorizado
ao do 6leo bruto, o que esta relacionado ao aumento de 33,71% do conteudo de a-
tocoferol durante o processamento do 6leo de arroz.

Krishna et al. (2006) relatam no 6leo de arroz bruto 49 mg de tocoferdis por
100g de 6leo, distribuidos entre 12,6mg.100g™ de a-tocoferol, 26,9mg.100g™* de B-
tocoferol, e 9,5mg.100g™ de y-tocoferol. Portanto, esses autores encontraram o B-
tocoferol como o tocoferol majoritario no 6leo, o que nao coincide com os valores
encontrados neste estudo. Desai et al (1988) relatam contetudo de a-tocoferol entre
17 e 33mg.100g™ de 6leo refinado de arroz, valores mais préximos ao encontrados
neste estudo.

Ferrari (1996) relatou as alteracdes no contetdo dos tocoferdis nos Oleo de
milho, soja e canola durante o processo de refino. Este autor relata que ocorreu
perdas dos tocoferbis no processo de refino, principalmente na etapa de
desodorizacéo, onde o contetudo no 6leo de milho reduziu em 53,14% do a-tocoferol,
61,42% do y-tocoferol e 63,52% do &-tocoferol; para o 6leo de soja reduziu 29,71%
do a-tocoferol, 31,58% do y-tocoferol e 31,7% do &-tocoferol; para o 6leo de canola
reduziu 19,61% do a-tocoferol, 28,26% do y-tocoferol e 28,05% do d-tocoferol.

Ferrari (1996) encontrou para o 0leo de milho refinado em laboratorio um

aumento de 7,05% no contelido a-tocoferol (de 18,87mg 100g™* passou para
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20,20mg 100g™), enquanto que o y- e d-tocoferol diminuiram, respectivamente,
13,49% (de 137,25 para 118,74mg 100g™) e 7,76% (de 7,99 para 7,37mg 100g™).

As distribuicdes relativas dos tocoferoéis, em percentual, nas etapas do refino
do Oleo de arroz, estdo apresentadas na Fig. 7.
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Figura 7 - Distribuicdo relativa de tocoferois, em percentual, nos éleos de arroz.

O a-tocoferol foi 0 componente que apresentou maior contetdo nos o6leos de
arroz de todas as etapas do processo de refino, contribuindo com cerca de 61-73%
do total de tocoferéis, seguido pelo y-tocoferol (26-40%) e pelo d-tocoferol (1-2%).

4.5 Identificacédo e quantificacdo de  y-orizanol no farelo e 6leo de arroz

Preparou-se duas solugdes iniciais de y-orizanol, com concentragfes de
0,06259.100mL™® e de 0,259.50mL™, respectivamente. A solucdo de menor
concentracdo foi utilizada para fazer as diluicbes das solucbes de menores
concentracdes: 15ug.mL™, 30ug.mL™, 50ug.mL™ e 75ug.mL™. A solucdo de maior
concentracdo foi utilizada para fazer as diluicbes das solucbes de maiores
concentracdes: 250ug.mL™, 750ug.mL™, 1500ug.mL™, 2250ug.mL™, 3000ug.mL™ e
3750pug.mL™. O volume de cada solucdo injetado no cromatégrafo de liquidos de alta
eficiéncia foi de 20uL (Apéndices).
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O gréfico representando a curva padrdo do y-orizanol (Apéndices) foi
construido utilizando a soma total da area dos picos correspondentes aos
compostos individuais presentes no padrédo de y-orizanol. Optou-se pela soma total
dos picos pela falta de padrbes individuais correspondentes a cada componente
presente no y-orizanol.

O comatograma tipico do y-orizanol das amostras de farelo e do 6leo de

arroz, obtido por cromatografia liquida de alta eficiéncia apresenta-se na Fig. 8.

200

180

160

140

r120

F80

F 60

r 40

F20

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
Minutes

Figura 8 - Cromatograma tipico do y-orizanol nas amostras de farelo e 6leo de arroz.

Picos de 1 a 8: componentes néo identificados neste estudo.

A resolucdo dos picos que fazem parte da fragdo do y-orizanol foi
considerada adequada, conseguindo-se a separacao de oito picos individuais. Pela
dificuldade de separacdo do pico 5 nas diferentes amostras de farelo e 0Oleo,
considerou-se a soma das &reas dos dois picos para a sua quantificacao.

A identificacdo dos componentes individuais ndo foi realizada neste estudo,
pela inexisténcia de padrbes destes compostos no mercado. No entanto,
comparando o cromatograma com estudos realizados por Xu e Godber (1999), o
qual desenvolveu o processo cromatografico nas mesmas condi¢des deste estudo, e
identificou os picos através do espectro de massa, pode-se inferir que 0s picos

sejam:

mAU



1- A’-estigmastenil ferulato, com tempo de retencdo (TR) médio de 12,9min;

2- estigmasteril ferulato, com TR médio de 13,9min;

3- cicoartenil ferulato, com TR médio de 15,0min;

4- 24-metileno cicloartenil ferulato, com TR médio de 16,5min;

5- mistura de A7-campestenil ferulato, campesteril ferulato e A7-sitostenil
ferulato com TR médio de 18,25min;

6- sitosteril ferulato, com TR médio de 20,7min;

7- campestanil ferulato, com TR médio de 22,0min;

8- sitostanil ferulato, com TR médio de 24,3min.

O contetido de y-orizanol, expresso em mg.100g™, no farelo de arroz, esta

apresentado na tab. 10.

Tabela 10 - Conteudo de y-orizanol nos farelo de arroz.
Farelo de arroz  y-orizanol (mg.100g™)

Polido 168,30 b
Parboilizado 267,52 c
Peletizado 191,77 b
Desengordurado 12,70 a

Valores seguidos por letras iguais na mesma coluna néo diferem entre si a 5% de significancia pelo
teste de Tukey (p<0,05).

Observa-se que, diferentemente dos tocoferdis, o conteudo de y-orizanol
apresentou-se em niveis mais elevados no farelo de arroz parboilizado, o que pode
ser explicado por uma maior estabilidade do y-orizanol em temperaturas elevadas
(etapas de encharcamento e autoclavagem na parboilizacdo). Porém, como
colocado anteriormente, esses farelos ndo foram obtidos do mesmo grao de arroz;
portanto, a cultivar, o sistema de cultivo e o clima, podem ter parcialmente
influenciado nos resultados de y-orizanol.

Embora néo significativo, o farelo de arroz peletizado apresentou maior
conteudo de y-orizanol do que o farelo de arroz polido, o que pode ser atribuido ao
percentual de farelo parboilizado (30%) no farelo peletizado, o qual apresenta maior
conteudo de y-orizanol.

Comparando os resultados do y-orizanol com o total dos tocoferdis (tab. 10),
observa-se que o contetdo de y-orizanol é consideravelmente superior em todos os
farelos; cerca de 20 vezes acima no farelo polido, peletizado e desengordurado e

cerca de 100 vezes no farelo parboilizado.
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O conteudo de y-orizanol no farelo de arroz branco, segundo Gavino et al.
(2007), varia de 155 a 272 mg.100g™, resultados préximos aos encontrados neste
estudo (tab. 11).

Observa-se que a etapa de extracdo reduziu o conteudo de y-orizanol de
191,77 para 12,70 mg.100g’, ou seja, 93,38% do y-orizanol presentes no farelo
peletizado foram retirados pelo aquecimento e solubilizacdo no solvente de extracéo.

A presenca de y-orizanol ja foi mencionada em grdos como milho, trigo e
cevada, porém como destacado por DAS et al. (1998), o farelo de arroz € a fonte
natural mais abundante e acessivel para a obtencéo deste composto.

Como mostrado pelo cromatograma tipico da composicdo de y-orizanol
(Figura 8), esta fracdo se caracteriza por um conjunto de compostos. O contetudo
individual de cada composto do y-orizanol presente no farelo de arroz (mg.100g™* de
farelo) e a distribuicdo relativa de cada componente do y-orizanol (%), estéo

apresentados na tab. 11.

Tabela 11 - Contetdo dos componentes do y-orizanol no farelo de arroz e sua
distribuicdo relativa, em percentual.

Farelo de arroz

Polido Parboilizado Peletizado Desengordurado

Componentes* mg.100g" % mg.100g™ % mg.100g™ % mg.100g" %
1 1,70 1,0 1,89 0,7 1,76 0,9 0,25 2,0
2 1,46 0,9 1,28 0,5 1,17 0,6 0,17 1,3
3 29,41 17,5 44,99 16,8 25,43 13,3 2,19 17,2
4 59,15 35,1 96,02 35,9 66,50 34,7 4,31 33,9
5 49,40 29,3 77,54 29,0 62,46 32,6 3,71 29,2
6 20,35 12,1 31,86 11,9 22,81 11,9 1,48 11,6
7 4,36 2,6 8,61 3,2 7,34 3,8 0,36 2,8
8 2,47 14 5,34 2,0 4,30 2,2 0,23 1,8
Total 168,30 100 267,52 100 191,77 100 12,70 100

*Componentes correspondentes aos picos da Fig. 8.

Observa-se que o farelo de arroz parboilizado, em funcdo de seu maior
conteaddo em orizandis, apresentou o maior conteuddo de cada um de seus
componentes, comparando com demais farelos, com exce¢do do composto 2. Por
outro lado, 0 mesmo se observou com 0s menores conteudos dos componentes
individuais no farelo de arroz desengordurado.

O componente 4 foi 0 que se apresentou em maior propor¢ao (33,9-35,9%)
nos farelos analisados, seguido pelo componente 5 (29,0-32,6%), pelo componente
3 (13,3-17,5%) e pelo componente 6 (11,6-12,1%). Segundo Xu e Godber, (1999),

estes componentes possivelmente sejam, respectivamente, 0 24-metileno
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cicloartenil ferulato, campesteril ferulato (juntamente com A’-campestenil ferulato e
A’-sitostenil), cicloartenil ferulato e o sitosteril ferulato, Os componentes relativos aos
picos 1, 2, 7 e 8, apresentaram apenas quantidades muito pequenas nos farelos
analisados.

Engel (2003) relata a presenca, no grdo de arroz integral moido, do
cicloartenil ferulato (36,6%) (componente 3), 24-metileno cicloartenil ferulato (33,5%)
(componente 4), campesteril ferulato (16,9%) (componente 5), B-sitosteril (8,3%)
(componente 6) e do campestanil (4,6%) (componente 7). Comparando-se com 0s
resultados de distribuicao relativa na tab. 11, observa-se que os componentes 4, 6 e
7 apresentaram valores muito proximos ao descrito no estudo deste autor.

O conteudo de y-orizanol nos 6leos de arroz oriundos das diferentes etapas

de refino, esta apresentado na tab. 12.

Tabela 12 - Contetido dos componentes do y-orizanol, expressos em mg.100g™, nos
Oleos de arroz.

Oleo de arroz

Componentes*  Bruto Degomado Neutro Clarificado Decerado Desodorizado

1 11,13 12,30 0,81 0,48 0,72 0,57
2 14,71 14,48 0,32 0,16 0,30 0,20
3 291,17 267,38 9,67 6,18 7,19 5,77
4 493,01 485,87 20,45 4,72 8,39 7,44
5 219,78 214,78 8,63 17,94 12,59 9,63
6 158,59 156,52 6,57 5,03 4,80 3,59
7 30,97 38,43 1,81 1,10 0,96 0,79
8 21,36 22,60 1,07 0,96 0,85 0,99
Total 1240,72a 1212,37a  49,32b 36,56b 35,81b 28,97b

*Componentes correspondentes aos picos da Fig. 8.
Valores do total seguidos por letras iguais na mesma coluna ndo diferem entre si a 5% de
significancia pelo teste de Tukey (p<0,05).

O conteudo de y-orizanol no 6leo de arroz bruto analisado neste estudo,
apresenta-se dentro de valores descritos na literatura, 980mg.100g™ (XU; GODBER,
1999), 1.220mg.100g™ (SCAVARIELLO, 1997), 1.720mg.100g”" (RODRIGUES;
PESSOA FILHO; MEIRELLES, 2004) e de 1.630-2.720mg.100g™ (KRISHNA et al.,
2001).

O 6leo degomado apresenta um conteddo de y-orizanol muito proximo ao
Oleo de arroz bruto, que mesmo nao sendo significativo, apresentou uma tendéncia
de perda (2,28%) durante o processo de degomagem (tab. 13), 0 que pode estar
relacionado ao arraste de parte y-orizanol juntamente com a goma, que age como

um emulsificante.
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Tabela 13 - Perdas de y-orizanol, em porcentagem, nas etapas de refino do 6leo de

arroz.

Etapas do refino % de perdas
Degomagem 2,3%
Neutralizacéo 95,9%
Clarificac&o 25,9%
Deceramento 2,0%
Desodorizagéo 19,1%

Scavariello (1997) encontrou no 6leo degomado 1.250mg 100g™ de y-
orizanol, resultado muito préximo ao encontrado neste estudo (1.212,4mg 100mg™);
no entanto, diferentemente do encontrado neste trabalho, este autor relata um
aumento de 2,45% de y-orizanol no 6leo degomado.

Observa-se uma reducéao significativa no conteudo de y-orizanol no 6leo de
arroz neutro, ou seja, na etapa de neutralizagdo ocasionou uma reducdo de 95,9%
no contetdo de orizandis. Krishna et al. (2001) também relatam perdas de 93,0 a
94,6% no conteudo de y-orizanol nesta etapa. Na neutralizagcdo ocorre a adicéo
alcali que reage com os acidos graxos livres, promovendo a formacao de uma borra
(constituida por alto percentual de sabao). Grande quantidade do y-orizanol é
arrastada com a borra, possivelmente em fungéo da polaridade das moléculas que
fazem parte dos compostos presentes na fracdo do y-orizanol, as quais apresentam
em sua estrutura o acido ferulico.

Nas etapas de clarificacdo, deceramento e desodorizacdo, Krishna et al.
(2001) relatam perdas de y-orizanol de 0,0%, 5,9% e 0,0%, respectivamente. Neste
estudo, as perdas nestas etapas foram respectivamente, de 25,9%, 2,0% e 19,1%.
Essas diferencas podem ser atribuidas a diferentes parametros empregados pela
indUstria nestas etapas, como por exemplo, na etapa de clarificacdo, onde pode-se
variar o meio filtrante (terra adsorvente), que pode ser constituido por argila
clarificante, silica, terra natural ativada, terra acida e carvao vegetal (WEISS, 1983).
No processo de deceramento pode variar a temperatura de resfriamento do Oleo, e
na etapa de desodorizacdo pode variar a temperatura, pressao e tempo em que o
Oleo fica submetido ao processo.

O contetdo de y-orizanol no éleo de arroz bruto foi de 1240,72mg.100g™*,
durante o processamento ocorreu uma reducdo de cerca de 98% de y-orizanol,
restando apenas 28,97mg.100g™ no 6leo de arroz refinado, resultado este que esta
de acordo com o encontrado por Rogers et al. (1993) que descreve um conteudo de
y-orizanol no 6leo de arroz refinado quimicamente de 10 a 80mg.100g™.
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Segundo Krishna et al. (2001), o 6leo de arroz apos o refino quimico
apresentou de 190 a 200mg.100g™ de y-orizanol, evidenciando perda entre 88 e
93%., Rodrigues, Onoyana e Meirelles (2006) detectaram um contetdo de y-orizanol
no 6leo de arroz refinado de 120mg.100g™.

A distribuicdo relativa dos componentes do y-orizanol no 6leo arroz, esta
apresentada na tab. 14.

As maiores proporcdes relativas dos componentes que compdem o0 Y-
orizanol no 6leo de arroz bruto foram os componentes 4 (39,74%), 3 (23,47%), 5
(17,71%) e 6 (12,78%). Segundo Xu e Godber (1999) os componentes presentes em
maior proporcao na fracdo do y-orizanol encontrados no 6leo bruto de arroz foram o
cicloartenil ferulato, 24-metileno cicloartenil ferulato e campesteril ferulato, que
possivelmente sejam, respectivamente, os componentes 3, 4 e 5 deste estudo. Por
comparacdes com dados da literatura, o pico 5 (Fig. 8) ndo € um Unico composto
mas possivelmente seja a mistura de A’-campestenil ferulato, campesteril ferulato e

A’-sitostenil.

Tabela 14 - Distribuicéo relativa, em percentagem, dos componentes do y-orizanol
nos o6leo de arroz.
Oleo de arroz
Componentes* Bruto Degomado Neutro Clarificado Decerado Desodorizado

1 0,9 1,0 1,6 1.3 2,0 2,0
2 1,2 1,2 0,6 0,4 0,8 0,7
3 23,5 22,0 19,6 16,9 20,1 19,9
4 39,7 40,1 41,5 12,9 23,4 25,7
5 17,7 17,7 17,5 49,1 35,2 33,2
6 12,8 12,9 13,3 13,7 13,4 12,4
7 2,5 3,2 3,7 3,0 2,7 2,7
8 1,7 1,9 2,2 2,6 2,4 3,4

*Componentes correspondentes aos picos da Fig. 8.

Comparando-se os resultados de distribuicdo relativa dos componentes do
y-orizanol no 6leo de arroz bruto com o farelo do qual esse 6leo foi extraido (farelo
peletizado), observa-se que 0S componentes se apresentaram proporcionalmente,
exceto o componente 3 o qual apresentou um aumento no Oleo bruto e o
componente 5 que apresentou um decréscimo no Oleo bruto, o que pode estar
indicando que estes componentes ndo apresentam a mesma solubilidade frente ao
solvente hexano, ou ainda, que a estabilidade frente a0 aumento de temperatura

durante a extracdo seja menor para o componente 5.
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Durante o processo de refino do Oleo observou-se uma tendéncia de
aumento na distribuicdo relativa dos componentes 1, 5 e 8, supostamente o A’-
estigmastenil ferulato, a mistura de 3 compostos (A’-campestenil ferulato,
campesteril ferulato e A’-sitostenil ferulato) e o sitostanil ferulato, respectivamente; e
uma tendéncia de reducdao relativa dos picos 2, 3 e 4, supostamente o estigmasteril
ferulato, o cicoartenil ferulato e o 24-metileno cicloartenil ferulato, respectivamente.

O componente 4 foi 0 que apresentou maior distribuicdo relativa nos 6leos
bruto, degomado e neutro (39,74-41,46%). ApOs a etapa de clarificacdo o
componente 5 passou a ter maior composicéo relativa no 6leo de arroz (49,07 e
33,23%). A etapa de clarificagdo ocasionou uma redugcéo na composicao relativa do
componente 4 (de 41,46% para 12,91%) e um acréscimo na distribuicdo relativa do
componente 5 (de 17,72% para 49,07%), enquanto que a proporcdo dos demais
componentes se manteve praticamente a mesma.

A etapa de degomagem, como comentado anteriormente, proporcionaou
uma reducdo no conteudo de y-orizanol, sendo responsavel por esta queda,
principalmente, o componente 3, que apresentou reducédo de 8,17%, seguido pelo
componente 5, que reduziu-se em 2,27% durante esta etapa.

Na etapa de neutralizacdo ocorreu uma maior reducdo no contetdo dos
componentes presentes no y-orizanol (Tabela 16). Porém, a redugéo nesta etapa foi
praticamente na mesma proporc¢ao de todos os componentes da fracdo do y-orizanol
(tab. 15). Isto indica a similaridade de polaridade e solubilidade destes compostos,

os quais foram afetados de maneira muito similar nesta etapa de refino.

Tabela 15 - Percentual de perda dos componentes do y-orizanol na etapa de
neutralizacéo.
Componentes* Perda (%)
1 93,4
97,8
96,4
95,8
96,0
95,8
95,3
8 95,3

Total 95,9
*componentes correspondentes aos picos da Fig. 8.
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O grafico na Fig. 9 demonstra o comportamento de cada componente

individual do y-orizanol apés a etapa de neutralizacao.
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Figura 9 - Contetdo dos componentes* do y-orizanol nos 6leos de arroz apés a
neutralizacado. (L representa a escala da esquerda e R escala da direita)
*componentes correspondentes aos picos da Fig. 8.

O conteudo dos componentes 1, 2, e 8 praticamente ndo se altera apos a
neutralizacdo. Os componentes 3, 4 , 6 e 7 apresentaram perdas nas etapas de
clarificacdo, deceramento e desodorizacdo de, respectivamente, 40,4%, 63,7%,
45,4% e 56,4%, o que indica que estes componentes foram mais vulneraveis a estas
etapas que os demais. Essas perdas podem ser atribuidas ao meio filtrante, na
etapa de clarificacao; a afinidade aos acidos graxos de alto peso molecular, na etapa
de deceramento; ou ainda pelo uso de altas temperaturas, na etapa de
desodorizagdo. O componente 5 apresentou comportamento diferenciado dos

demais, aumentando em 11,6% no 6leo desodorizado.



CONCLUSOES

O 6leo durante o refino apresentou-se dentro dos parametros de qualidade
(acidez, indice de perdxido e matéria-insaponificavel) estabelecido pela legislacdo
vigente para 6leo comestivel. O refino reduziu em 99% a acidez e em 97% de
peréxidos presentes inicialmente no 6leo bruto.

Os acidos graxos oléico, linoléico e palmitico sdo os acidos graxos
majoritarios identificados em todas as amostras de farelo e éleo de arroz.

Identificou-se as formas a-, y- e &-tocoferol no farelo e 6leo de arroz, sendo
encontrado o a-tocoferol em maior concentracéo, seguido pelo y-tocoferol.

Durante o processo de refino do 6leo de arroz, os &cidos graxos e 0s
tocoferdis ndo apresentaram perdas significativas.

Identificaram-se oito componentes diferentes que fazem parte do y-orizanal,
sendo apenas constatado durante o refino um aumento na distribuicédo relativa dos
componentes 1, 5 e 8. Os componentes 3, 4 e 5 encontraram-se em maior
concentracéo tanto no farelo quanto no 6leo de arroz.

O processo de refino do 6leo de arroz é responsavel pela perda de 98% do
conteudo de y-orizanol presente no 6leo bruto. A etapa de degomagem gera perdas
de 2,28% do y-orizanol, enquanto que a neutralizacdo reduz em 95,8%, a

clarificagdo em 25,9%, o deceramente em 2% e a desodorizagcdo em 19,1%.
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APENDICE A — Analise de variancia ANOVA

TABELA 1 - Andlise de variancia ao nivel de 5% de probabilidade, para caracterizagdo
fisico-quimica dos farelos de arroz.

Variavel SQ* GL* QM* SQ* GL* QM* F p

Umidade 36,03 3 1201 0,92 12 0,08 156,85 6,86E-10
Acidez 363 3 121 051 12 0,04 2877  9,18E-06
indice peréxido 543 3 1,81 11,43 12 095 1,90 0,18

Extrato étereo 1316,02 3 438,67 2,53 12 0,21 2083,16 1,45E-16

*SQ= soma dos quadrados totais do efeito.
*GL= graus de liberdade do efeito.

*QM= quadrado médio do efeito.

*SQ= soma dos quadrados totais do erro.
**GL= graus de liberdade do erro.

*QM= quadrado médio do erro.

F=valor de F

p= probabilidade (<0,05)

TABELA 2 - Andlise de variancia ao nivel de 5% de probabilidade, para caracterizagdo
fisico-quimica dos 6leos de arroz.
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Variavel SQ* GL* QM*  SQ* GL* QM** F p
Umidade 4,70 5 09 1,70 30 0,06 16,54 7,63E-08
Matéria-Insaponificavel 0,58 5 0,12 7,35 30 0,24 0,48 0,79
Acidez 422,60 5 8454 951 30 0,32 266,75 6,53E-24
pH 2479 5 496 14,74 30 0,49 10,09 9,68E-06
indice de perdxido 229,08 5 4582 56,71 30 1,89 2424 1,05E-09

*SQ= soma dos quadrados totais do efeito.
*GL= graus de liberdade do efeito.

*QM= quadrado médio do efeito.

*SQ= soma dos quadrados totais do erro.
*GL= graus de liberdade do erro.

*QM= quadrado médio do erro.

F=valor de F

p= probabilidade (<0,05)
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TABELA 3 - Andlise de variancia ao nivel de 5% de probabilidade, para tocoferdis e y-
orizanol nos farelos de arroz.

Variavel SQ* GL* QM* SQ** GL* QM** F p

O-tocoferol 0,01 3 3,86E-3 9,75E-05 4 2,44E-05 158,50 0,13E-03
y-tocoferol 2,86 3 0,95 0,13 4 0,03 30,16 3,31E-03
a-tocoferol 48,38 3 16,13 2,60 4 0,65 24,82 4,79E-03
y-orizanol 6,87E+04 3 2,29E+04 274,34 4 68,58 333,75 2,96E-05

*SQ= soma dos quadrados totais do efeito.
*GL= graus de liberdade do efeito.

*QM= quadrado médio do efeito.

*SQ= soma dos quadrados totais do erro.
**GL= graus de liberdade do erro.

*QM= quadrado médio do erro.

F=valor de F

p= probabilidade (<0,05)

TABELA 4 - Andlise de variancia ao nivel de 5% de probabilidade, para tocoferdis e y-
orizanol nos 6leos de arroz.

Variavel SQ* GL* Qwm* SQ** GL** QM** F p
O-tocoferol 0,04 5 0,78E-02 0,55E-02 6 0,91E+03 8,56 0,01
y-tocoferol 5,72 5 1,14 4,59 6 0,76 1,50 0,32
a-tocoferol 41,29 5 8,26 26,10 6 4,35 1,90 0,23
y-orizanol  3,77E+06 5  754074,7 5720,88 6 953,48 790,87 0,23E-07

*SQ= soma dos quadrados totais do efeito.
*GL= graus de liberdade do efeito.

*QM= quadrado médio do efeito.

*SQ= soma dos quadrados totais do erro.
**GL= graus de liberdade do erro.

*QM= quadrado médio do erro.
F=valorde F

p= probabilidade (<0,05)



APENDICE B - Preparo das diluicdes para construcio  das curvas padrdes

Tabela 5 - Preparo das diluicbes para a construcdo da curva padrdo para os tocoferais.
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a-tocoferol y-tocoferol O-tocoferol
Concentracdo inicial 0,125¢g/200mL 0,0125¢g/20mL 0,1259/200mL
da solucéo
25uL/100mL 12,5pL/200mL 25uL/200mL
Aliquotas 10pL/20mL 12,5uL/50mL 25uL/100mL
removidas/volume 10uL/10mL 10uL/20mL 10pL/20mL
dissolvido 10pL/5mL 10uL/10mL 10pL/10mL
20pL/5mL 20uL/10mL 10pL/5mL
40uL/5mL 20uL/5mL 20pL/5mL
40uL/5mL 40uL/5mL
0,156 0,078 0,078
Concentracéo das 0,312 0,156 0,156
diluicBes (pg/mL) 0,625 0,312 0,312
1,250 0,625 0,625
2,500 1,250 1,250
5,000 2,500 2,500
7,000 5,000 5,000
Volume injetado no 20uL 20uL 20uL
HPLC
0,003 0,002 0,002
Concentragéo 0,006 0,003 0,003
correspondente ao 0,012 0,006 0,006
volume injetado 0,025 0,012 0,012
(MO) 0,050 0,025 0,025
0,100 0,050 0,050
0,150 0,100 0,100
Equacéo de
regressao y=375755+76067628x  y=553002+348445746x  y=-77585+267516328x
da curva
R** 0,9979 0,9932 0,9956

*significa o coeficiente de correlacéo linear.



Tabela 6 - Preparo das diluigbes para a construgéo da curva padrao do y-orizanol.

1 2
Concentracao inicial 0,0625g/100mL 0,25¢/50mL
da solucéo
250uL/5mL
Aliquotas 120pL/5mL 750uL/5mL
removidas/volume 240uL/5mL 1500uL/5mL
dissolvido 400uL/5mL 2250uL/5mL
600uL/5mL 3000uL/5mL
3750uL/5mL
Concentracao das 15 250
diluicbes (pg/mL) 30 750
50 1500
75 2250
3000
3750
Volume injetado (uL) no 20 20
HPLC
0,3 5
Concentracéo 0,6 15
correspondente ao 1,0 30
volume injetado (ug) 15 45
60
75

Equacdo de regressao
da curva

R2*

y=-52078+1659970x

0,9997

*significa o coeficiente de correlacédo linear.
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APENDICE C - Curvas padrdes de tocoferdis e  y-orizanol

« a-tocoferol
m O-tocofetol

y-tocoferol
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Figura 1- Curva padrao externa dos tocoferdis
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Figura 2- Curva padréo externa do y-orizanol.
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