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“Um dia vocé aprende que o tempo ndo € algo que
possa voltar para tras. Portanto, plante seu jardim e
decore sua alma, ao invés de esperar que alguém lhe
traga flores. E vocé aprende que realmente pode
suportar... Que realmente é forte, e que pode ir muito
mais longe depois de pensar que nao se pode mais.”

(William Shakespeare)
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RESUMO

A demanda por O6leos vegetais para consumo doméstico e industrial tem
aumentado consideravelmente nos dltimos anos. O 6leo de farelo de arroz é um 6leo vegetal
altamente nutritivo, pois é rico em tocois e y-orizanol. A degomagem ¢é a primeira etapa no
refino de 6leos vegetais e tem como principal objetivo a remocdo dos fosfolipidios ou gomas.
Dentre os processos de degomagem amplamente aplicados, a degomagem enzimadtica que faz
o uso de enzimas denominadas fosfolipases € o tinico processo que garante reducdo dos teores
de fésforo (<10 mg/kg) independente da qualidade inicial do 6leo. A fosfolipase A1 (PLA/)
hidrolisa a primeira ligacdo acil éster gerando lisofosfolipidios e dcidos graxos livres como
subprodutos. A fosfolipase C (PLC) por sua vez, atua liberando moléculas de diacilglicerois,
aumentando também o rendimento em 6leo neutro. Desta forma, o objetivo desse trabalho foi
avaliar parametros de processo tais como concentragdo de enzima e tempo de reacdo,
aplicados ao 6leo de farelo de arroz para as enzimas PLA; e PLC-1G, combinagao (PLC-
1G/PLA)) e para o coquetel (PLC-3G). Inicialmente foi feita a caracterizagdo do 6leo bruto e
a degomagem aquosa, onde foi observado que o teor de 3% de dgua era o mais apropriado.
Ap0s isso, foi realizado o condicionamento quimico para obter as melhores condi¢des de pH
para enzima atuar e seguiu-se para as degomagens. Dessa forma, foi utilizada a enzima PLA|,
em que foi observada uma reducdo no teor de foésforo (P) para 10,4 mg/kg, sendo que a
concentracdo de enzima considerada ideal foi de 50 mg/kg obtendo-se um aumento em AGL,
em termos relativos, de 91,4%. Em seguida foi feita a degomagem com a enzima Purifine®
PLC (PLC-1G), em que a concentracao 6tima escolhida foi de 300 mg/kg e foi verificado que
ocorreu diminui¢do do teor de fésforo para 67,6 mg/kg e aumento de DAG até 91,1% para
120 min de reacdo. As combinac¢des de PLC-1G/PLA; e o coquetel (PLC-3G) apresentaram
aumento nos valores de DAG e AGL, além de baixos teores (5 mg/kg) de fésforo (P), para os
diferentes tempos de reagdo (60 e 120 min). Foi verificado que o teor de y-orizanol e de tocois
ndo variou durante o processo de degomagem enzimatica apresentando valores préximos ao
observado no condicionamento quimico. Assim, as enzimas utilizadas nos processos de
degomagem enzimatica foram eficazes e mantiveram os componentes minoritdrios presentes

no o6leo.

Palavras-chave: Oleos vegetais, fosfolipases, degomagem enzimatica, fosfolipidios,

componentes minoritarios.



ABSTRACT

The demand for vegetable oils for domestic and industrial use has significantly increased in
recent years. Rice bran oil is a highly nutritious vegetable oil, as it is rich in tocols and y-
oryzanol. Degumming is the first step in the vegetable oil refining process and its main
objective is the removal of phospholipids or gums. Among the widely applied degumming
processes, enzymatic degumming using phospholipase enzymes is the only process that
guarantees a reduction in the phosphorus levels (<10 mg/kg) regardless of the initial quality of
the oil. Phospholipase A; (PLA;) hydrolyzes the first acyl ester bond, generating
lysophospholipids and free fatty acids as by-products. Phospholipase C (PLC), in its turn, acts
by releasing diacylglycerol molecules, also increasing neutral oil yield. Thus, the objective of
the present work was to evaluate process parameters such as chemical conditioning, enzyme
concentration and rate of reaction, applied to rice bran oil for the enzymes PLA; and PLC-1G,
combination (PLC-1G/PLA/) and cocktail (PLC-3G). Initially, the characterization of crude
oil and water degumming were performed, where it was observed that the 3% water content
was the most appropriate. After this, chemical conditioning was performed in order to obtain
the best pH and temperature conditions for the enzyme to act. Thus, the enzyme PLA;| was
used, in which a reduction in the content of phosphorus (P) to 10.4 mg/kg was observed, with
the enzyme concentration considered ideal being 50 mg/kg, obtaining an increase in AGL, in
relative terms, of 91.4%. Then, degumming was performed with the enzyme Purifine® PLC
(PLC-1G), in which the optimum concentration was 300 mg/kg and it was found that the
phosphorus content decreased to 67.6 mg/kg and increased DAG up to 91.1% for 120 min of
reaction time. The combinations of PLC-1G/PLA; and the cocktail (PLC-3G) presented low
levels of phosphorus (P), close to 5 mg/kg for 60 and 120 min of reaction, and increased DAG
and FFA. It was verified that the content of y-oryzanol and tocols did not vary during the
enzymatic degumming process, presenting values close to that observed in chemical
conditioning. Thus, the enzymes used for enzymatic degumming processes were effective and
kept the minor components present in the oil.

Keywords: vegetable oils, phospholipases, enzymatic degumming, phospholipids, minor
components.
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1. INTRODUCAO

A producdo nacional de arroz alcancou 10,4 milhdes de toneladas para a safra de
2018/2019 e a producdo da safra de 2019/2020 estd estimada em 10,6 milhdes de toneladas.
Apesar de o arroz ser uma cultura comum em quase todo o pais, a maior parte da producdo
ocorre em dois estados, sendo eles Rio Grande do Sul e Santa Catarina. O Rio Grande do Sul,
onde predomina o arroz irrigado, concentra 70,5% da producdo nacional. A producdo gatcha
foi estimada em 7,3 milhdes de toneladas. Santa Catarina, segundo produtor nacional, estimou

uma producio de 1,1 milhdo de toneladas (IBGE, 2020).

O ¢leo de farelo de arroz bruto é definido como 6leo obtido a partir de farelo de
arroz (Oryza sativa L.) por procedimentos tecnoldgicos adequados, como por exemplo, a
extracao (ANVISA, 1999; CODEX ALIMENTARIUS, 2015). Este 6leo tem na sua
composi¢do fracOes saponificdveis e insaponificaveis. Os principais compostos presentes na
fracdo saponificavel sdo triglicerideos e fosfolipidios, enquanto os tocoferois, tocotrienois, € 0
y-orizanol, antioxidantes amplamente conhecidos, sdo encontrado na fragdo insaponificdvel

(ENGELMANN et al., 2016).

Para que se atinja o grau comestivel, o 6leo bruto, resultado do processo de
extracdo, deve ser submetido ao processo de refino, cujo objetivo € remover impurezas e
compostos indesejaveis (BASIRON, 2005). A degomagem € a primeira etapa no refino de
Oleos vegetais e tem como principal objetivo a remogdo dos fosfolipidios ou gomas. Os
principais fosfolipidios presentes no 6leo de arroz sdo: fosfatidilcolina (PC), fosfatidilinositol
(PI), fosfatidiletanolamina (PE) e 4cido fosfatidico (PA). Os fosfolipidios sao classificados de
acordo com o seu grau de hidratacdo em hidrataveis e ndo hidrataveis. Os fosfolipidios
hidratdveis (HPL) se tornam insoluveis em Oleo na presenca de dgua e sdo facilmente
separados por centrifugacdo. Os fosfolipidios ndo hidrativeis (NHPL), em sua grande
maioria, estdo complexados com os sais de cdlcio (Ca), magnésio (Mg) e ferro (Fe) e para
serem removidos necessitam da adi¢do de um agente quelante (acido citrico, EDTA) para
sequestrar os fons metélicos, possibilitando sua precipitacdo e separacdo por centrifugacdo. A
taxa de hidratacao dos fosfolipidios em ordem decrescente é defina como: fosfatidilcolina >

fosfatidilinositol > fosfatidiletanolamina > acido fosfatidico (COWAN; KORSHOLM, 2009).
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Diversos métodos de purificacdo tém sido estudados para a remocdo dos
fosfolipidios, dentre estes se destacam a degomagem aquosa e as diferentes variacdes da
degomagem 4cida tais como super degomagem, degomagem completa, e a degomagem total.
Porém, em todas as técnicas citadas, o teor de fosforo final depende da qualidade do 6leo
vegetal bruto, decorrendo em uma grande variabilidade dos resultados (DIJKSTRA, 2010). A
degomagem enzimdtica € o processo que converte os fosfolipidios NHPL em sua forma
hidratavel (HPL), através do uso de enzimas conhecidas como fosfolipases (LAW, 2009). A
nivel comercial, a fosfolipase A (PLA) e a fosfolipase C (PLC) sdo as mais comumente
utilizadas para o processo de degomagem, pois além de reduzirem teor de fésforo também
atuam aumentando o rendimento em Oleo neutro através da liberacdo de acidos graxos ou

diacilglicerois.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da degomagem enzimética na
reducdo do teor de fésforo e rendimento do 6leo de farelo de arroz, bem como avaliar
parametros fisico-quimicos e teor de componentes minoritdrios apds o processo de

degomagem.

2.2. Objetivos Especificos

e Determinar a melhor condi¢do de processo em relacdo a porcentagem de dgua
adicionada ao 6leo de farelo de arroz bruto, de forma a obter melhor rendimento € menor teor
de fosforo;

e Determinar as melhores condi¢des de processo em relacdo a concentracio de
enzima para as fosfolipases PLA; e PLC-1G adicionadas ao 6leo de farelo de arroz bruto, de
forma a obter melhor rendimento e menor teor de fésforo;

e Estudar a cinética de reducdo do teor de fésforo no 6leo de farelo de arroz
bruto para diferentes tempos de reagdo (15, 30, 60, 90, 120 min) para a condi¢do Gtima de
cada enzima (PLA; e PLC-1G);

e Avaliar o efeito conjunto das enzimas PLC-1G/PLA; e do coquetel PLC-3G
apos a degomagem do 6leo de farelo de arroz bruto;

e Analisar a influéncia da degomagem enzimadtica sobre os parametros fisico-
quimicos e teor de componentes minoritarios (tocoferois, tocotrienois e y-orizanol) presentes

no 6leo de farelo de arroz.
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1. Arroz

O arroz (Oryza sativa L.) € um dos cereais mais produzidos e consumidos no
mundo, caracterizando-se como principal alimento para mais da metade da populacio
mundial. Sua importancia é destacada principalmente em paises em desenvolvimento, tais
como o Brasil, desempenhando papel estratégico em niveis econdmico e social. A producao
mundial anual de arroz é de aproximadamente 606 milhdes de toneladas. Nesse cendrio, o
Brasil participa com aproximadamente 13 milhdes de toneladas (2,17% da produgao mundial)

(FAO, 2017).

O arroz é um produto com pequeno comércio internacional. Os dez maiores
produtores sao: China, fndia, Indonésia, Bangladesh, Vietnd, Tailandia, Myanmar, Filipinas,
Brasil e Japdo. O Brasil, com uma produgdo anual, base casca, de 13 milhdes de toneladas de
arroz nas dltimas safras, participa com 79,3% da produ¢cdo do MERCOSUL (na média de
2008/09 até 2014/15) (SOSBALI, 2010).

A producdo de arroz ocorre em diversos estados, sob vdrias condi¢des ambientais
e manejo, o que € assegurada pela sua ampla adaptabilidade. O Rio Grande do Sul € o estado
brasileiro que mais produz arroz com sistema de irrigacdo por inundacido. Enquanto que o
sistema de producdo de arroz de terras altas € o mais difundido territorialmente com producao

em Mato Grosso, Goias, Piaui, Maranhao, Para, Rondonia e Tocantins (BRASIL, 2017).

O beneficiamento do arroz produz quatro tipos de produtos: o arroz integral, o
branco polido, o integral parboilizado e o parboilizado polido. A aparéncia do grdo de arroz
influencia diretamente na compra e em sua aceitacdo pelos consumidores, pois se sabe que a
cor branca e transldcida € a mais aceita, sendo o arroz branco o mais consumido dentre todos

os tipos existentes (SANTESTEVAN, 2011).

3.1.1. Estrutura e composicao do grao

O grao de arroz € formado pela cariopse e por uma camada protetora, a casca. Esta
ultima corresponde a cerca de 20% do peso do grao. A cariopse € formada por diferentes
camadas, sendo as mais externas o pericarpo, tegumento e aleurona, que representam 5 - 8%

da massa do arroz integral. A camada de aleurona apresenta duas estruturas de
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armazenamento, os graos de aleurona (corpos proteicos) e os corpos lipidicos. O gérmen esta
localizado na base do grdo, € rico em proteinas e lipidios, e representa 2 - 3% do arroz
integral. O endosperma forma a maior parte do grao (89 - 94% do arroz integral) e é formado
por células ricas em granulos de amido e com alguns corpos protéicos (JULIANO;

BECHTEL, 1985).

Através da descascagem, separa-se a casca da cariopse, obtendo-se o arroz
integral. Esse pode ser polido para remog¢do do farelo (pericarpo, tegumento, camada de
aleurona e gérmen), que representa 8,5 - 14,8% do arroz integral (JULIANO; BECHTEL,
1985), obtendo-se o arroz branco polido. Os grios também podem ser submetidos a
parboilizacdo, processo hidrotérmico de gelatinizacdo do amido através do qual se obtém o

arroz parboilizado, o qual pode ser consumido na forma integral ou polido.

O arroz é constituido principalmente por amido, apresentando quantidades
menores de proteinas, lipidios, fibras e cinzas. Entretanto, a composicao do grdo e de suas
fracOes estd sujeita a diferencas varietais, variacOes ambientais, de manejo, de processamento
e de armazenamento (ZHOU et al., 2002), produzindo graos com caracteristicas nutricionais
diferenciadas. Além disso, os nutrientes nido estao uniformemente distribuidos nas diferentes
fracoes do grdo. As camadas externas apresentam maiores concentracdes de proteinas,
lipidios, fibra, minerais e vitaminas, enquanto o centro € rico em amido. Dessa forma, o

polimento resulta em reducdo no teor de nutrientes, exceto de amido, originando as diferencas

na composicao entre o arroz integral e o polido.

A Figura 1 apresenta um desenho esquemdtico de um grdo de arroz e suas
divisdes. Um aspecto interessante na producdo do arroz € que durante o processo de
polimento retira-se o gérmen, causando uma diminuicdo no teor de gordura e também na

possibilidade de oxidacdo, aumentando significativamente a vida de prateleira do mesmo.
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Figura 1. Desenho esquemético da constitui¢do do grio de arroz.
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Fonte: GALERA, 2006

3.2. Farelo de arroz

O farelo, um dos subprodutos resultantes do beneficiamento do arroz, representa
de 8% a 11% do peso total do grdo, sendo obtido a partir do seu polimento (PARRADO et al.,
2006). O farelo de arroz apresenta aspecto farindceo, fibroso e suave ao tato. O pericarpo, 0
tegumento, a camada de aleurona e o gérmen (embrido) sao eliminados durante a operacao de
polimento na forma de farelo de arroz, restando o endosperma (grio de arroz polido)

(LAKKAKULA et al., 2004).

O farelo de arroz contém teores varidveis de amido proveniente do endosperma,
além de residuos da casca e de fragmentos de grio, devido ao processo de descasque e
polimento do cereal. No farelo de boa qualidade, esses contaminantes sdo indesejaveis e

devem ser evitados tanto quanto possivel (CARVALHO; VIEIRA, 1999).

A maior limitagdo para a utilizagdo do farelo de arroz tem sido a sua natureza
altamente instdvel durante o armazenamento, devido ao seu elevado teor de lipidios. Apds o
polimento do arroz, as enzimas presentes no farelo (lipase, fosfolipase, glicolipase,

lipoxigenase e oxidase) hidrolisam rapidamente os triacilglicerois, aumentando o teor de



23

acidos graxos livres (Figura 2) e o desenvolvimento de odores e sabor de ranco (MUJAHID et

al., 2005).

Figura 2. Exemplo de hidrélise do triacilglicerol formando uma molécula de diacilglicerol e

uma de acido carboxilico.
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Fonte: MARTINS et al., 2013

De acordo com a origem, expressivas variacdes podem ser encontradas para a
composi¢cdo quimica do farelo de arroz. A avaliacdo de produtos oriundos dos EUA, Espanha,
Italia, Japdo, México, Nepal e Sri Lanka revelou teores de proteinas entre 11,5 a 17,2%;
teores de lipidios variando de 12,8 a 22,6%; fibra bruta de 6,2 a 14,4%; extrato ndo
nitrogenado entre 33,5 e 53,5%, e percentual de cinzas na faixa de 8,0 e 15,4% (BERMUDES,
1994).

O elevado conteudo de lipidios do farelo de arroz (entre 12,8 a 22,6%), aliado ao
seu baixo valor comercial, justificam seu emprego majoritdrio como matéria-prima para
inddstria de extracdo de 6leo comestivel (SILVA; SANCHES; AMANTE, 2001). O 6leo de
arroz apresenta alta resisténcia a oxidagcdo devido ao alto teor de tocoferdis e gama-orizanol,
que apresentam ac¢do antioxidante. A remog¢do do 6leo ndo prejudica o uso do farelo para
posterior aproveitamento, pois o conteido de proteina e demais substancias € preservado
durante o processo de extracdo, exceto as vitaminas lipossoliveis, que ficam mais

concentradas no 6leo (LEMOS; SOARES, 2000).

Antes da extracdo geralmente, o farelo de arroz passa por um pré-tratamento em
que ele passa por extrusao, o que lhe confere maior estabilidade e aumenta o fluxo de solvente
durante a etapa de extracdo do o6leo (ORTHOEFER, 2005). Na Figura 3 podem ser

visualizadas as etapas do processamento que vai até a extracdo do 6leo e separacio do farelo.
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Inicialmente a matéria-prima possui alta umidade, o que pode causar diminui¢ao
no rendimento do 6leo e no conteddo proteico do farelo resultante. Dessa forma, a matéria-
prima passa primeiramente pela etapa de recebimento, onde a umidade € reduzida a
aproximadamente 13%, no intuito de diminuir os danos ao longo do processamento e

armazenamento, aumentando sua estabilidade (ANDERSON, 2005).

Figura 3. Etapas do processamento do arroz em casca até a separagao em o6leo e

farelo.
Recepcao J—
Limpeza
I
Estabilizacao
Pré-Tratamento | —< I
Secagem
I
Extrusao
~—
Extracao Dessolventizagdo —————> Farelo

Dessolventizagao

Oleo Bruto

Fonte: Adaptado de ANDERSON (2005)

3.3. Obtencao de oleos por extracao usando solvente

O 6leo bruto utilizado no presente estudo foi extraido por solvente pela empresa
Irgovel. Segundo Terigar et al. (2011) ha dois processos geralmente utilizados para extragao
de dleos vegetais e a escolha por um deles depende das caracteristicas da matéria-prima. A
primeira € a extracao por prensagem mecanica e a segunda, a extracdo por solventes. Quando
a matéria-prima oleaginosa apresenta alto teor de 6leo € mais vantajosa a prensagem

mecanica, entretanto em alguns casos o teor de 6leo por esse método ndo se mostra
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satisfatorio e a extragdo por solventes € a solucdo mais vidvel, como é o caso do farelo de

arroz.

Normalmente, o éleo de farelo de arroz € extraido por solvente quimico organico
(hexano), o qual dissolve o Oleo residual da torta deixando-o praticamente sem Oleo
(MANDARINO; ROESSING, 2001). Outros casos como a soja e o algoddo, que apresentam
baixo conteddo de dleo, ou seja, t€ém menos de 20% do peso dos graos de material graxo, os
graos apds serem torrados e moidos sofrem diretamente a extracdo por solvente (RAMALHO;

SUAREZ, 2013).

Atualmente o solvente mais utilizado € o hexano, por satisfazer uma série de
exigéncias apropriadas para a operacdo, sendo elas: dissolver com facilidade o 6leo, ndo
agindo sobre outros componentes dos graos; possuir composi¢cdo homogénea e estreita faixa
de temperatura de ebuli¢do, em torno de 70 °C, que diminui a decomposi¢do do dleo; ser
imiscivel em dgua, ndo formando azeotropos; e ter baixo calor latente de ebuli¢do. Entretanto,
este solvente apresenta algumas desvantagens, como a alta inflamabilidade e o alto custo

(MANDARINO; ROESSING, 2001; RAMALHO; SUAREZ, 2013; PEREIRA, 2009).

O 6leo € solubilizado no solvente através de dois mecanismos: a dissolu¢ido por
simples contato entre as células vegetais desfeitas durante a prensagem ou moagem, ou por
meio de difusdo, em que o d6leo atravessa lentamente as paredes semipermedveis das células
intactas para o meio liquido. A dissolucdo € um processo rapido e facil. J& o processo de
difusdo € mais demorado e dependente da mistura 6leo e solvente através da parede celular
semipermedvel (CARVALHO, 2011; RAMALHO; SUAREZ, 2013). Observa-se entdo, que
durante a extracao dos graos laminados ou triturados, a velocidade do desengorduramento &,
no comeco muito rdpido, diminuindo com o decorrer do processo (MANDARINO;
ROESSING, 2001; CARVALHO 2011). O dleo resultante do processo de extracdo por
solvente é chamado de 6leo bruto. Para ser consumido, o 6leo bruto, necessita passar pelas

etapas posteriores de refino (RAMALHO; SUAREZ, 2013).

3.4. Oleo de farelo de arroz
O interesse mundial no o6leo de farelo de arroz (RBO) tem aumentado

consideravelmente, uma vez que € uma fonte natural rica em antioxidantes e contém uma
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composi¢do equilibrada de acidos graxos, a maioria deles de valor nutricional, farmacéutico e
cosmético (JESUS et al., 2010; CHEN et al., 2011). O 6leo comestivel obtido do farelo de
arroz é apreciado especialmente no leste da Asia. No Japdo, aproximadamente 80 mil
toneladas desse 6leo sdo consumidas anualmente. Esse dleo recebeu atengao por apresentar
grande quantidade de compostos nutracéuticos como o y-orizanol, tocoferois e tocotrienois,
sendo os dois ultimos componentes da familia da vitamina E (DANIELSKI et al., 2005). O -
orizanol foi inicialmente encontrado no 6leo de farelo de arroz em 1954. Como foi isolado do
6leo obtido a partir do arroz (Oryza sativa) e continha um grupo hidroxila em sua estrutura,
foi convenientemente chamado de orizanol. Estudos posteriores revelaram que o orizanol nao

¢ um composto simples e sim uma mistura de ésteres do 4cido ferdlico (GRAF, 1992).

O 6leo do farelo de arroz € constituido por cerca de 81 a 84% de triacilglicerois, 2
a 3% de diacilglicerois, 1 a 2% de monoacilglicerois e 2 a 6% de acidos graxos livres. Ainda,
apresenta fracdes varidveis de glicolipidios (0,8%), fosfolipidios (1 - 2%), ceras (3 - 4%)
(GHOSH, 2007). Os lipidios saponificdveis contidos no 6leo de farelo de arroz perfazem um
total de 90 — 96% do total, enquanto os insaponificdveis estdo entre 3 € 8%, contendo
predominantemente esterois e dlcoois triterpénicos e apresenta apenas tracos de colesterol,
sendo comparativamente encontrada maior quantidade de material insaponificdvel em 6leo de

farelo de arroz do que em outros 6leos vegetais (LEMOS; SOARES, 2000).

De acordo com a Tabela 1, a composi¢do dos 4cidos graxos corresponde a cerca
de 18% de 4cidos graxos saturados, 45% de 4cidos graxos monoinsaturados e 37% de acidos
graxos poliinsaturados. Os principais acidos graxos saturados sdo os dcidos palmitico (12 -
18%) e estearico (1,0 - 3%) e os principais insaturados sdo os 4cidos oleico (38 - 50%),

linoleico (22 - 42%) e linolénico (0 - 1%) (ROGERS et al., 1993).

O ¢leo de farelo de arroz apresenta beneficios impares a satde, os quais podem
ser atribuidos principalmente ao alto nivel de matéria insaponificdvel. Do conteudo de matéria
insaponificdvel, 43% sao esterois e correlatos (orizanois, tocoferois e tocotrienois), 28%
dcidos triterpénicos, 10% 4-metil esterois € menos de 19% representam compostos polares
(esqualeno, outros hidrocarbonetos e dlcoois alifaticos) (RODRIGUES; ONOYAMA;
MEIRELLES, 2006). As diferencas na composi¢ao se devem aos aspectos de cultivo, como
solo e variabilidades climaticas. Investigacdes tém demonstrado que a ingestdo do 6leo de

farelo de arroz causa uma reducdo no colesterol de baixa densidade (LDL) e também do
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N

acimulo de gorduras nas artérias o que a literatura atribui a matéria insaponificivel

(ROGERS et al., 1993).

Tabela 1. Composicido em dcidos graxos do 6leo de farelo de arroz

Acido graxo Nome %
Cl4: 0 Acido mirfstico 0,1-1,0
C 16:0 Acido palmitico 12,0 - 18,0
C 16:1 Acido palmitoléico 0,2-0,6
C 18:0 Acido estedrico 1,0-3,0
C18:1 Acido oleico 38,0 -50,0
C18:2 Acido linoleico 22,0 -42,0
C 18:3 Acido linolénico 0,0-1,0
C 20:0 Acido araquidico 0,0-1,0

Fonte: ROGERS et al., 1993

O dleo de farelo de arroz, em comparagdo com outros 6leos evidencia algumas
vantagens como sua alta resisténcia a oxidagdo durante coc¢do. Além disso, suas propriedades
nutricionais o fazem disputar espagco com os 6leos de gergelim e oliva. Como desvantagem
tem-se 0 maior custo em relacdo a outros 6leos devido a uma maior complexidade no
processo de refino, fator responsdavel por sua menor producdo em alguns paises

(RODRIGUES; ONOYAMA; MEIRELLES, 2006).

Segundo Prasad et al. (2011), o 6leo de farelo de arroz apresenta efeitos benéficos
ao organismo, principalmente para o tratamento de doengas cronicas, agindo como um agente
anticolesterolémico, apresentando beneficios para o sistema cardiovascular e atuando como

agente antitumoral.

3.4.1. Tocoferois e tocotrienois

A vitamina E corresponde a oito diferentes compostos, nomeados a-, -, y-, o-,
(alfa, beta, gama e delta) tocoferois e tocotrienois. O a-tocoferol encontra-se presente na
maioria dos 6leos vegetais, em sementes oleaginosas e alimentos de origem animal. Sendo

assim, os Oleos vegetais comestiveis, além de possuirem altas concentracdes de tocoferois e
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alguns tocotrienois, apresentam grande consumo em todo o mundo, sendo, portanto, Os

alimentos de maior contribui¢do para a ingestdo de vitamina E (GUINAZ, 2009).

Segundo Berger et al. (2005) e Rajam et al. (2005), dentre os 6leos vegetais, o
O0leo de farelo de arroz é um dos mais nutritivos e saudaveis. Considerado rico em
componentes minoritdrios, torna-se atrativo por suas caracteristicas nutracéuticas e também
pela composicdo equilibrada em 4cidos graxos. Na matéria insaponificdvel presente no 6leo
os constituintes nutricionalmente mais importantes sdo o gama-orizanol, tocoferois e

tocotrienois (tocois), sendo os dois tltimos os que compdem a vitamina E.

O conteudo de tocoferois e tocotrienois estd relacionado com o processamento
aplicado. Dessa forma, dependendo do processamento utilizado durante a extracdo e refino do
6leo, o teor de tocoferois pode ser diminuido em até 80%. Além disso, perdas podem
acontecer depois na etapa de estocagem, por exposicdo ao oxigénio, luz, altas temperaturas,

entre outros fatores (PESTANA, 2008).

O dleo de farelo de arroz bruto contém niveis relativamente elevados de tocois,
dos quais 70% corresponde a tocotrienois (Figura 4). Entre os 6leos comestiveis essa
condi¢do € rara. No entanto, o conteudo destes compostos €, muitas vezes, reduzido em
funcdo da falta de cuidados no armazenamento e processamento (RAJAM et al., 2005). A

Tabela 2 mostra o teor de tocois para diferentes tipos de dleo.

Tabela 2. Teor de tocois (mg/kg) em diferentes tipos de 6leos vegetais brutos.

Tocoferol Tocotrienol
) (mg/kg) (mg/kg)
Oleo B o Y o o Y )

Arroz ND-47 49-583 ND-212 ND-31 ND-627 142-790 ND-59
Soja ND - 36 9-352 89-2307 154-932 ND-69 ND-103 ND

Milho ND-356 23-573 268-2468 23-75 ND-239 ND-450 ND-20

Palma ND-234  4-193 ND-526 ND-123 4-336 14-710 ND-377
Girassol ND-45 403-935 ND-34 ND -7 ND ND ND

Fonte: CODEX STAN 210, (2015); ND: Nao detectado.

Segundo Prasad et al. (2011), os tocoferois e tocotrienois, possuem acao
antioxidante, isto €, combatem os radicais livres no organismo e sugerem também que as

variacdes gama e delta dos tocotriendis inibem o crescimento de células cancerigenas no
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organismo. Alguns dados da literatura afirmam que os tocotrienois sdo mais efetivos do que

os tocoferois e possuem maior estabilidade (KHOR; NG, 2000; CICERO et al., 2001).

O efeito hipocolesterolémico do tocotrienol estd relacionado a um mecanismo de
inibi¢do da producdo de colesterol. Ele age inibindo a 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A

redutase (HMGCoA), responsdvel pela sintese do colesterol (CICERO et al., 2001).

Figura 4. Estrutura quimica de base dos tocoferdis (a) e tocotrienois (b)
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CHa CH; CHa
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(II) Alfa (o-) CH3 CH3 CH3
(III) Beta (B-) CH; H CH;
(IV) Gama (y-) H CH3 CHj3
(V) Delta (6-) H H CHs;

Os tocoferois s@o encontrados normalmente em nozes e 6leos vegetais comuns
como, gérmen de trigo e girassol, os tocotrienois estdo concentrados nos graos de cereais
(aveia, cevada) e alguns Oleos vegetais como de palma e Oleo de farelo de arroz

(THERIAULT et al., 1999).
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3.4.2. Fosfolipidios

Os lipidios complexos conhecidos como fosfolipidios sdo também chamados
glicerofosfolipidios ou glicerol-fosfatidios. Sdo os principais componentes das membranas
celulares, sendo que somente quantidades muito pequenas ocorrem em outros locais da célula.
Os fosfolipidios sao definidos pela presenca de um polidlcool esterificado com 4cido graxo e
com éacido fosférico (H3POs4). O 4cido fosférico, por sua vez, apresenta-se também
esterificado a um dalcool aminado (colina, etanolamina), ou um aminoacido (serina), ou
mesmo a um polidlcool ciclico chamado inositol. Os fosfolipidios, em contraste com o0s
triacilglicerois, sdo substidncias com fungdes tanto polares quanto apolares, isto explica
propriedades importantes, pois constituem uma ponte entre gorduras e fase aquosa, também
tem grande facilidade para formar lipoproteinas (celular), constituindo membranas
(RIBEIRO; SERAVALLLI, 2004).

Para o refino de 6leos, os fosfolipidios sdo divididos em duas categorias, 0s quais
sdo denominados hidratdveis e ndo hidratdveis. A adicdo de dgua torna os fosfolipidios
hidrataveis (HPL) dilatados, formando géis ou precipitados, facilitando assim sua separacdo
do ¢6leo através do processo de centrifugacdo. Os fosfolipidios ndo hidrataveis (NHPL) sao
transformados em formas hidratdveis através da utilizacdo de dcidos ou outros agentes como
EDTA, sendo, portanto, removidos juntamente com os fosfolipidios hidrataveis (O’BRIEN,

2000).

A quantidade de fosfolipidios presente nos Oleos vegetais € varidvel e estd na
faixa de 1 - 4%. Os mais comuns sdo fosfatidilcolina (PC), fosfatidilinositol (PI),
fosfatitiletanolamina (PE) e acido fosfatidico (PA). A fosfatitiletanolamina (PE) e acido
fosfatidico (PA) sdo nao hidratdaveis quando complexados com sais de cdlcio e magnésio, e a
fosfatidilcolina (PC) e o fosfatidilinositol (PI) ndo se apresentam complexados e sdo
hidrataveis (OLIVEIRA, 2012). Os fosfolipidios predominantes no 6leo de farelo de arroz
sdo: fosfatidilcolina (41 - 42%), fosfatidiletanolamina (31 - 33%) e fosfatidilinositol (15 -
17%) (MANO et al., 1999).

A estrutura molecular dos fosfolipidios determina a sua capacidade de hidratacio
e separagdo do Oleo. Na Figura 5 verifica-se a estrutura dos 3 principais fosfolipidios e do
acido fosfatidico. Segundo Diez (2000), além da hidratabilidade, também fatores cinéticos

interferem na eficiéncia de remocao dos fosfolipidios.
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Figura S. Estrutura quimica dos principais fosfolipidios presentes em 6leos vegetais.

Estrutura de X Nome OH-X None do Fosfolipidio
—H Agua Acido fosfatidico
L NH3 Etanolamina Fosfatidil etanolamina
CH,
/\/TLCH3 Colina Fostatidil colina
CH,
CH COH
Mioinusotol Fosfatidil inusitol
OH

Fonte: DIEZ,2000

Tabela 3. Velocidade relativa de hidratag¢ao dos fosfatidios a 80 °C.

Fosfolipido PC Pl Pl-Ca PE |PE-Ca| PA | PACa
Velocidade relativa
100 44 24 16 0,9 85 0,6
de hidratagdo

Fonte: DIEZ, 2000

O tempo de contato entre o Oleo e a dgua tem alguma influéncia no

estabelecimento do equilibrio cinético. O tempo de contato ndo €, no entanto o unico fator que

afeta a cinética de hidratacdo dos fosfatidios; a interface 6leo/agua e a distancia de difusdo

nessa interface (ou seja, a qualidade da dispersdo da dgua no 6leo) também apresentam

influéncia.



32

3.4.3. Gama-Orizanol

O y-orizanol representa cerca de 2% do 6leo, dependendo da variedade do arroz e
€ constituido por uma mistura complexa de ésteres de dcido fertlico com fitosterois e dlcoois
triterpénicos (JULIANO et al., 2005). O 4cido ferdlico, esterificado com esterois em plantas,
como nos orizanois, aumenta o potencial antioxidante, favorecendo o acesso molecular a
componentes hidrofébicos, que sdo mais susceptiveis a destrui¢do celular oxidativa. O
potencial antioxidante dos orizanois também € potencializado por agentes sinergistas, como
fosfolipidios, aminoécidos e a-tocoferois, presentes em grande quantidade no farelo de arroz
(SILVA; SANCHES; AMANTE, 2001). Mais de 23 ésteres dos acidos ferulico e caféico ja
foram identificados no y-orizanol, sendo os principais componentes (mais de 80% da fra¢ao
do y-orizanol) o 24-metileno cicloartenil ferulato, cicloartenilferulato ou cicloartenol, B-
sitoesterilferulato e campesterilferulato ou campesterol (FANG; YU; BADGER, 2003). Na

Figura 6 encontram-se as estruturas quimicas dos principais componentes do y-orizanol.

Figura 6. Estrutura quimica dos principais componentes do gama-orizanol

G /@95\/*7/ /ﬁgj&
H-.CL'}ID/%)\
o H,CO
cicloartenil HD 2d4-metilenocicloartenil
8] (]
H.Eﬂwﬁ I-*;’L-I.'J a
HO .
E-sitoestenl campesterll

Fonte: Adaptado de SANTESTEVAN (2011)

Wilson et al. (2007), demonstraram que no 6leo de farelo de arroz, o orizanol e o
acido fertlico possuem atividade de diminui¢do do colesterol por diferentes mecanismos de

acdo. O orizanol exerce grande efeito na diminui¢do dos niveis de LDL e aumento do HDL no
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plasma e o 4cido ferdlico possui grande capacidade antioxidante devido a sua habilidade de

manter os niveis de vitamina E no soro sanguineo.

A popularidade do farelo de arroz e seu 6leo vém aumentando e deverd encorajar
ainda mais os consumidores conscientes com a sadide, por apresentar caracteristicas
interessantes, tanto tecnologicamente, quanto nutricionalmente (KAHLON, 2009). Neste
sentido, torna-se extremamente importante avaliar cuidadosamente como as varidveis
utilizadas no processo de refino e mais especificamente da etapa de degomagem impactam no
rendimento e composi¢do quimica do 6leo, de maneira que se preserve a composicdo do

produto obtido.

3.5. Refino

O refino € o processo de remog¢do das impurezas presentes nos Oleos, podendo ser
naturais ou formadas em etapas anteriores do processamento. O refino de dleos vegetais pode
seguir duas vias distintas: quimica ou fisica (Figura 7). A principal diferenca entre os dois
tipos de refino estd na remog¢do dos dcidos graxos livres (AGL). Enquanto no refino quimico
os AGL sdo removidos pela adi¢io de soda cdustica, no refino fisico a remocao ¢ feita através
do processo de destilacdo durante a etapa de desodorizacdo/desacidificagdo que ocorrem
conjuntamente (KELLENS; DE GREYT, 2000). Ambos os processos consistem na
degomagem (opcional para o refino quimico), desacidificacdo, branqueamento e
desodorizacdo. Winterizacdo e pré-branqueamento podem ser necessdrios para certos 6leos ou

aplicacoes.

O conteddo de fosfolipidios e a acidez sdo os fatores que norteiam a escolha do
tipo de refino a ser realizado em Oleos comestiveis. O refino quimico requer um 6leo com
baixa acidez e ndo exige baixo conteudo de fosfolipidios. Ja para a realizacdo do refino fisico
0 Oleo ao sair da degomagem deve conter teores de fosforos menores que 10 mg/kg e pode ser
aplicado a 6leos de elevada acidez. No refino fisico o contedido de compostos que contém
fosforo devera ser diminuido (< 5 mg/kg apds o branqueamento) para se obter um produto

final de qualidade superior (AUTINO, 2012).

7z

O refino quimico € composto pelas etapas de neutralizacdo, onde se utiliza o
NaOH; clarificacdo, em que os pigmentos sdo adsorvidos geralmente por terras clarificantes e

desodorizacdo, onde os 4cidos graxos remanescentes sao eliminados, juntamente com os
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aldeidos e cetonas presentes no Oleo. O processo por via quimica apresenta algumas
desvantagens, como alto consumo de energia, elevado consumo de 4gua e producdo de
efluentes (RIBEIRO et al., 2005). J4 o refino fisico apresenta vdrias vantagens como, por
exemplo, produtos de alto valor econdmico como o gama-orizanol e os tocois que podem ser

utilizados em industrias de alimentos, farmacéuticas, entre outras.

Segundo Krishna et al. (2001), durante o refino fisico o teor de y-orizanol no 6leo
de farelo de arroz se manteve aproximadamente o mesmo do 6leo bruto, indicando que o
refino fisico ndo provoca mudancas significativas na quantidade de y-orizanol, diferentemente
do que ocorre no refino quimico, onde ocorrem variagdes considerdveis durante a etapa de

neutralizacdo, pois o y-orizanol é separado com o sabao formado durante esta etapa.

O refino de um o6leo bruto deve resultar em um produto com boa aparéncia,
paladar neutro, resistente a oxidacdo e livre de substancias téxicas e indesejdveis. Por outro
lado, este processo deve preservar os compostos desejaveis (triacilglicerois e compostos
minoritdrios) no 6leo refinado e, proteger o dleo final de provaveis reacdes secundérias que

produziriam compostos indesejaveis (KARLESKIND; WOLFF, 1996).

Figura 7. Etapas do refino quimico e fisico

Oleo Bruto

| Refino Quimico | l'

| Degomagem [ coms }-——| Degomagem
Neutralizaqéo{-'ﬁgk---ﬁ Branqueamen{o
Branqueamento
Y AGL| Deodorizagéo
Desodorizagdo 1 °ESTXA20 k| yapor/Nitrogénio
\Aﬁ—
Oleo Refinado

Fonte: Adaptado de Kellens e De Greyt, 2000
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3.5.1. Degomagem

O ¢leo vegetal bruto contém um grande nimero de compostos de natureza graxa
ndo trigliceridica em diferentes teores de acordo com a natureza do 6leo envolvido. A
producdo de dleos refinados de alta qualidade requer o maximo possivel de remocdo de
materiais indesejaveis, com um dano minimo aos triacilglicerois e tocoferois associado a

perda minima de 6leo neutro (GUNSTONE, 1983).

A degomagem € a primeira etapa do refino e seu intuito é remover os fosfolipidios
presentes no 6leo vegetal, além de facilitar o armazenamento e transporte do 6leo bruto. Os
fosfolipidios podem causar escurecimento no Oleo e serem precursores de sabores
indesejdveis. Dessa forma, a remo¢do é essencial para a producdo de um O6leo de boa

qualidade (CALHEIROS, 2007).

Degomagem Aquosa

A degomagem aquosa € o método mais simples para a remocao de fosfolipidios a
partir de 6leos vegetais. No entanto, apenas os HPL podem ser removidos durante esse tipo de
degomagem, resultando em teores de fésforo no 6leo degomado entre 80 - 150 mg/kg. Esses

valores podem oscilar dependendo do tipo e da qualidade do 6leo bruto e da presenga de

NHPL (GIBON; TIRTIAUX, 2000).

Nesse processo, os fosfolipidios (gomas) sdo hidratados, tornando-se insoliveis
no 6leo e sdo removidos por centrifugacdo. A temperatura € um fator de grande importincia
para degomagem aquosa. Uma baixa temperatura (60 °C) nessa etapa resulta em uma melhor
degomagem, mas a custa de maiores perdas de 6leo nas gomas; com temperatura mais alta (80
°C) as perdas serdo reduzidas, entretanto, mais gomas permanecerdo no 6leo (ZAMBIAZI,

2003).

Degomagem Acida

A degomagem 4cida pode ser considerada uma alternativa ao processo de
degomagem aquosa, pois utiliza um acido combinado com agua. O 6leo € tratado por um
acido, geralmente 4cido fosférico ou 4cido citrico na presenca de dgua. O teor de fosforo apds
a degomagem varia de 15 - 80 mg/kg dependendo dos diferentes tipos e da qualidade do 6leo

bruto. Para 6leos contendo quantidades relativamente baixas de NHPL (por exemplo, 6leo de
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girassol), este processo pode conduzir a um teor de foésforo residual mais baixo (5 a 30 mg/kg)
do que a degomagem aquosa. O processo € geralmente realizado em temperaturas em torno de

80 °C (CAMPBELL et al., 1983).

No processo de degomagem 4cida, o dcido fosférico forma um precipitado ou o
cido citrico forma um complexo com cdlcio e magnésio. Porém, devido ao elevado teor de
fosforo residual, o 6leo ainda requer um pds-tratamento para que siga para o refino fisico no

qual teores abaixo de 10 mg/kg sdo requeridos (CAMPBELL et al., 1983).

3.6. Degomagem enzimatica de dleos vegetais

Recentemente, desenvolvimentos tém sido realizados com o uso da degomagem
enzimatica, que possui vdrias vantagens sobre os métodos quimicos, como maiores
rendimentos de 6leo refinado, menor geracao de efluentes e menor uso de produtos quimicos
(DIUKSTRA 2011; HAMMOND et al., 2005). A degomagem enzimética ¢ um método de
remocgdo de fosfolipidios em que fosfolipases sdo usadas para converter os fosfolipidios ndo
hidratdveis (NHPL) em uma forma hidratavel (HPL), promovendo posteriormente a hidrélise
dos mesmos. Para serem considerados bem sucedidos, os métodos de degomagem devem
reduzir o nivel de fésforo no 6leo para valores menores que 10 mg/kg. A atuacdo das
fosfolipases libera 6leo neutro na forma de acidos graxos livres ou diacilglicerois, os quais
aumentam o rendimento do 6leo (SAMPAIO et al., 2015). A Tabela 4 apresenta as principais

fosfolipases utilizadas em degomagem enzimética de 6leos vegetais.

Tabela 4. Principais fosfolipases comerciais utilizadas em degomagem enzimdtica de 6leos
vegetais

Fornecedor Nome comercial Tipo de enzima
Novozymes Lecitase Ultra PLA;
Novozymes Lecitase® 10L PLA;
Novozymes Lecitase® Novo PLA;
Novozymes Quara Low P PLA;
DSM Purifine® PLC (1° geragio) PLC
DSM Purifine® PLC (3° geracao) Coquetel (PLA2, PLC-PI, PLC-1G)
DSM Gumzyme ™ PLA,
Danisco Lysomax® PLA,
Verenium Purifine ™ PLC
AB Enzymes Rohalase® PL XTRA PLA>

Fonte: Adaptado de Dayton & Galhardo (2020)
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O processo de degomagem enzimatica foi lan¢ado industrialmente na década de
90 sob o codinome “Enzymax”, o qual consistia em trés etapas principais, sendo estas: o
ajuste do pH do meio através da adi¢do de uma solucdo tampdo; realizacdo da reacdo
enzimdtica; e a separacdo das gomas e do 6leo degomado (AALRUST et al., 1992). No
entanto, o processo “Enzymax” ndo encontrou grande aplicagdo industrial devido ao alto
custo da enzima, sua relativa baixa estabilidade e seletividade, e também ao fato de ser

utilizada uma lipase proveniente do pancreas de porco.

Atualmente, tem-se observado um grande interesse das industrias processadoras
de 6leos vegetais no processo de degomagem enzimdtica. Uma das principais razdes esta
relacionada a otimizacdo das enzimas. Desta forma, enzimas mais estaveis, com custos mais
acessiveis e de diferentes fornecedores se tornaram disponiveis no mercado. Além disso, o
processo de degomagem enzimadtica ndo € apresentado apenas como um processo eficiente de
degomagem, mas também como um processo que pode aumentar o rendimento do refino dos
Oleos vegetais através da reducdo das perdas de 6leo neutro causadas por arraste mecanico, €
também através da degradacdo das moléculas de fosfolipidios produzindo AGL e DAG

(COWAN; KORSHOLM, 2009).

Nos ultimos anos, diferentes tipos de fosfolipases comerciais de origem
microbiana t€m sido utilizados para a degomagem de Oleos vegetais. Os principais tipos de
fosfolipases sdo: A1, Az, C, e D e seus sitios ativos variam de acordo com sua especificidade
(Figura 8) (CLAUSEN, 2001). As fosfolipases A1 (PLA1) e A> (PLA>) liberam um dacido
graxo da molécula de fosfolipidio, resultando em um lisofosfolipidio e um 4cido graxo. Para
tempos de reacdo suficientes, ambas as enzimas sio relativamente ndo seletivas, podendo

degradar praticamente todos os fosfolipidios.

Em estudos realizados utilizando a PLA; (Lecitase Ultra) os teores de fosforo do
6leo de farelo de arroz e 6leo de soja foram reduzidos para menos de 5 mg/kg e 6 mg/kg apos
6 horas, respectivamente (JAHANI et al., 2008). No caso da PLA, (Lecitase 10 L), o
contetido de fésforo do 6leo de soja foi enzimaticamente degomado para 4,9 mg/kg apds 5 h
(JIANG et al., 2011). Roy et al., (2002) realizaram a degomagem enzimatica usando Lecitase
Ultra com o 6leo de farelo de arroz e os resultados indicaram que a degomagem mediada pela
fosfolipase A1 ndo conseguiu reduzir o teor de fésforo no 6leo de farelo de arroz para niveis

adequados (< 10 mg/kg). No caso do 6leo de colza, o nivel de fésforo foi reduzido para <5
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mg/kg utilizando uma fosfolipase A1 de Fusarium oxyspurum com o nome comercial de

Lecitase® Novo (CLAUSEN, 2001).
Figura 8. Mecanismo de acdo das fosfolipases. Onde X= H, colina, inositol, etanolamina,
serina, etc.

Fosfolipase A,
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Fosfolipase A, ”
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A fosfolipase C origindria da levedura Pichia pastoris (DSM Company), também
conhecida como Purifine® 1G (PLC-1G) atua diretamente na ligacdo entre o glicerol e o
fosfato, liberando um grupo fosfato ligado a um éster, o qual € soluvel em dgua e uma
molécula de DAG, que fica retida na fase oleosa, contribuindo para o rendimento do processo.
A PLC-1G ¢é uma enzima seletiva, atuando na degradacdo dos dois principais fosfolipidios
presentes no 6leo (PC e PE) (SAMPAIO et al., 2019). Dessa forma, reduzindo problemas de
emulsificagdo e o consequente arraste mecanico. Além disso, as PLCs ndo geram d4cidos
graxos livres como subproduto e, portanto, ndo aumentam a acidez do 6leo degomado, o que
pode impactar positivamente no processo de refino do 6leo e do produto final (CLAUSEN
2001; DIUKSTRA 2011; YANG et al., 2008). No entanto, a desvantagem da fosfolipase C é
que, em geral, ndo degrada o PA e PI, resultando em um 6leo com teores de fosforos similares

a degomagem aquosa (50 - 150 mg/kg).

Jiang et al. (2015) estudaram a degomagem enzimatica de diferentes dleos brutos,
sendo trés variedades de dleo de soja, trés de colza, um de 6leo de farelo de arroz e um de
camélia utilizando a fosfolipase A1 (PLA1) e a fosfolipase C (PLC) origindria do Bacilus

cereus. Os autores verificaram que a PLC utilizada poderia catalisar a separacdo do grupo
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fosfato de fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina sem  pré-tratamento  4cido,
consequentemente, liberando diacilglicerol (DAG) soldvel em 6leo, o que melhoraria o
rendimento do produto apds o processo de degomagem. Porém, os teores de fésforo em todos
os Oleos degomados estudados ficaram entre 12 — 126 mg/kg. Sampaio et al. (2019) avaliaram
o processo de degomagem enzimdtica do 6leo de milho bruto (951 mg/kg) utilizando a
fosfolipase PLC-1G e obteve um teor de fésforo no 6leo de degomado de 27 mg/kg. Como
pode ser verificado, em ambos os casos os teores de fosforo ainda sdao superiores aqueles
necessdrios para seguir o processo de refino fisico. Uma forma para se resolver esse problema
seria 0 uso de coquetéis onde as enzimas PLA e PLC sdo usadas combinadas no processo

industrial.

3.6.1. Coquetel PLC-3G

A Purifine® 3G (PLC-3G) é um coquetel de fosfolipases formado pelas enzimas
PLA>, PLC-1G, e PLC-PI. A PLC-1G atua na degradacdo da PC e PE, a PLC-PI atua na
degradacdo do PI (fosfatidilinositol), enquanto a PLA; atua na hidrélise do PA (4cido
fosfatidico) e dos demais fosfolipidios remanescentes. A atuacdo em conjunto garante a
reducdo do teor de fosforo a valores abaixo de 10 mg/kg, além do aumento do conteddo de

6leo neutro do 6leo degomado.

O coquetel PLC-3G apresenta alguns beneficios em relacdo a outras enzimas,
como por exemplo, maior rendimento de 6leo, portanto, maior lucro. A enzima PLC 3G
separa os fosfolipidios do 6leo, aumentando a produg¢do de 6leo pela captura de digliceridios
na fase oleosa. Com isso, a PLC-3G reduz drasticamente o volume da goma e reduz sua
capacidade de formar uma emulsdo. Menos formacdo de emulsdo significa menor perda de
rendimento de d6leo devido ao 6leo retido, enquanto um menor teor de goma significa uma

separacdo mais limpa do 6leo das fases pesadas, aumentando o rendimento (DSM, 2019).

De acordo com a empresa DSM (2019), para o processamento de 6leos de
sementes, como a soja, a enzima Purifine® 3G aumenta o rendimento do éleo em até 2,5%,
em comparagdo com os métodos tradicionais, como a degomagem aquosa ou dcida. O valor
desse aumento de rendimento é de até US $ 5 milhdes por ano de 6leo recuperado em uma

tipica fabrica de processamento de 6leo de 1.000 TM por dia. Porém, é importante salientar
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que até o presente momento ndo existem estudos cientificos com o coquetel Purifine 3G

comprovando as afirmacdes do fabricante.

4. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de Extracdo, Termodinamica Aplicada e

Equilibrio (EXTRAE) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).

4.1. Matéria-prima

O 6leo bruto do farelo de arroz (Oryza sativa) foi cedido pela empresa Irgovel de
Pelotas-RS. O o6leo foi extraido por solvente e armazenado em bombonas de pléstico,
permanecendo a temperatura de aproximadamente 15 °C até a realizacdo dos testes. As
enzimas utilizadas durante os testes foram fosfolipase A; (PLA;) cedida pela Novozymes
(Bagsvaerd, Dinamarca) e a Purifine® PLC (1° e 3° gera¢do) desenvolvida pela DSM-
Holanda.

4.2. Analises fisico-quimicas

4.2.1. Analise de acidez livre
A acidez livre foi determinada por titulacdo com hidréxido de sédio, através do
método oficial Ca 5a-40 (AOCS, 2009). Aproximadamente 1 g de amostra foi pesada e
dissolvida em 50 mL de dlcool hidratado 99,5%. Em seguida a amostra foi titulada com
hidréxido de sédio até a viragem do indicador (fenolftaleina). A fracdo madssica de acidez na
amostra foi calculada levando-se em conta a massa da amostra, o volume de hidréxido de
sodio utilizado e o peso molecular do 4dcido oleico (Equacdo 1 e 2), o qual é o 4cido graxo
majoritario.
mL gastos de NaOH x N x F x PM(NaOH) (1)
massa da amostra

Indice de Acidez (mg de NaOH/g) =

Onde, mL gastos de NaOH: volume de NaOH gastos na titulagdo; N: normalidade
da solucdo de NaOH (0,01 N); F: fator de correcdo da solu¢cdo de NaOH; PM: peso molecular
do NaOH.
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mL gastos de NaOH x N x 28,2 x F (2)
massa da amostra

AGL em &cido oleico (%) =

Onde, mL gastos de NaOH: volume de NaOH gastos na titulacdo; N: normalidade
da solucdo de NaOH; F: fator da solucdo de NaOH; 28,2: fator de conversdo (equivalente

grama) do 4cido oleico.

4.2.2. Composicao em acilglicerois

Essa andlise foi baseada na metodologia oficial Cd 11b-91 (AOCS, 2009). Foram
pesadas, aproximadamente, 0,05g das amostras de 6leo, adicionado o tetradecano e o agente
derivatizante (BSTFA). Esses seguiram para estufa a 70 °C/20 min. Apds esse tempo, foram
transferidos 50 uL. de amostra para vials e ressuspendido com 1 mL de hexano. Essas
amostras seguiram para um cromatdgrafo a gis (CG Agilent 7890A, Japao) com injecao

OnColumn.

4.2.3. Minerais

Os minerais analisados no 6leo de farelo de arroz bruto e degomado foram: o P
(Fosforo), Fe (Ferro), Ca (Célcio) e Mg (Magnésio). Estes foram quantificados usando o
método Plasma Indutivamente Acoplado (ICP) de acordo com método oficial Ca 20-99

(AOCS, 2009).

4.2.4. Analise de pH

O pH das gomas foi medido diretamente com pHmetro de bancada (marca Lab

1000) e todas as medidas foram realizadas em triplicata.

4.2.5. Analise de ressonincia magnética nuclear (RMN)
A composi¢ao dos fosfolipidios do 6leo de farelo de arroz bruto foi determinada
por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) empregando um espectrOmetro automaético

Bruker Avance III 600 MHz. O padrao interno utilizado para quantificacdo dos fosfolipidios

foi o trifenil fostato (DIEHL, 2008).
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4.2.6. Umidade do 6leo e das gomas
Para determinacdo da umidade do 6leo foi utilizada a titulagdo Karl Fischer de
acordo com o método AOCS Ca 2e-84 (AOCS, 2009). A umidade das gomas foi medida

através de balanca de infravermelho (marca Bel Engineering).

4.3. Analise dos componentes minoritarios

4.3.1. Tocoferois e Tocotrienois

A determinacdo do teor de tocoferois e tocotrienois no 6leo bruto e nos 6leos
degomados foi realizada conforme metodologia de Ansolin (2017). O 6leo foi diluido em
isopropanol em uma concentracio de aproximadamente 8000 pg.mL!. As amostras foram
filtradas em filtros PTFE hidrofébico e depois seguiram para andlise. Para andlise de
cromatografia liquida foi utilizado um espectrometro de massas (LC-MS) e um sistema
Cromatografico Waters composto de um cromatégrafo liquido de ultra performance (UPLC),
modelo Acquity, acoplado com espectrometro de massa. A separacdo dos compostos foi
realizada em uma coluna UPLC BEH CI18 (1.7 um, 2.1 x 100 mm) operando a 30 °C. O

volume de injecdo foi de 5 uL. Todas as amostras foram analisadas em triplicata.

4.3.2. Analise de Gama-orizanol

O teor de y-orizanol no 6leo bruto e nos 6leos degomados foi determinado
segundo metodologia do CODEX ALIMENTARIUS (2015) que utiliza espectroscopia, onde
n-heptano € utilizado como solvente. Primeiramente realizou-se uma varredura da solugdo de
y-orizanol em heptano em toda a faixa do espectro UV-Visivel para se determinar o
comprimento de onda no qual ocorre a mdxima absor¢do. Uma curva de calibracao foi, entdo,
construida com solucdes de concentragcdes conhecidas (0,030-0,20 mg/ml) de y-orizanol em
heptano no comprimento de onda de maxima absorcao.

A determinacdo de y-orizanol no 6leo bruto de farelo de arroz foi realizada
pesando-se aproximadamente 0,02 g da amostra em balao volumétrico de 25 mL e diluindo-se
com heptano. Em seguida, a solugdo foi transferida para uma cubeta de quartzo para a leitura

da absorbancia no comprimento maximo de absor¢do que foi de 315 nm, contra o branco.
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4.4. Aplicacio da degomagem no 6leo de farelo de arroz

O Odleo de farelo de arroz foi submetido a degomagem aquosa, ao
condicionamento quimico e também a degomagem enzimdtica de acordo com metodologia
proposta por Sampaio et al. (2015). Para realizacdo da degomagem aquosa utilizou-se o teor
de 3, 5, 7 e 10% de dgua, no intuito de definir o melhor resultado. Durante a degomagem
enzimatica, as enzimas foram adicionadas diretamente ao Sleo apés o condicionamento
quimico (com ajuste do pH). As enzimas foram estudadas separadas quanto as condicdes de
processo (concentracdo de enzima e tempo de reacdo). Posteriormente, com a obtengdo da
melhor condi¢do para cada enzima, foi estudada a combinacdo de ambas no mesmo processo
(Figura 9). Para a enzima PLA; e PLC-1G foram testadas diferentes concentracdes € tempos
de reagdo, assim como para as combinacdes de enzimas (PLA1/PLC-1G) e o coquetel PLC-

3G.
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Figura 9. Diagrama experimental do processo de degomagem aplicado ao 6leo de farelo de

arroz.
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Ci: PLC-1G (100, 200, 300, 400 mg/kg)/120 min;

Ca: PLC-1G (15, 30, 60, 90, 120 min)/300 mg/kg;

Di: PLC-3G (60 min)/ 300 mg/kg;

D»: PLC-3G (120 min)/ 300 mg/kg;

E1: PLA{/PLC-1G (60 min)/ 50 e 300 mg/kg, respectivamente;
E>: PLA1/PLC-1G (120 min)/ 50 e 300 mg/kg, respectivamente.
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4.5. Degomagem aquosa

Para realizacdo do processo de degomagem aquosa, o 6leo bruto foi inicialmente
aquecido a 80 °C e porcentagens de dgua de 3, 5, 7 e 10 % (m/m) referentes a massa de 6leo
foram adicionadas. A mistura permaneceu sob agitacdo por 15 min/350 rpm. Apds este
periodo, a mistura foi entdo centrifugada (10000 rpm/15 min) ocorrendo a separaciao do 6leo

degomado e das gomas ou fosfolipidios.

4.6. Condicionamento quimico (CC)

O condicionamento quimico teve por objetivo ajustar o pH ideal para que desta
forma, a enzima viesse a atuar. Para o condicionamento quimico, o 4cido citrico foi
adicionado como uma solucdo aquosa a 30% (m/m) no 6leo bruto de farelo de arroz. O dleo
foi pré-aquecido de 80 °C, seguido de forte agitacdo (1 min/16000 rpm) em ultraturrax e a
mistura foi agitada durante 15 min/350 rpm em agitador mecénico. Logo apds foi adicionado
NaOH como uma solu¢do aquosa 14% (m/m) que também passou por forte agitacdo (1
min/16000 rpm) em ultraturrax o que garantiu uma boa dispersdo entre o 6leo e o NaOH. O

pH 6timo atingido pela PLA| e pela PLC (1G e 3G) foi de 5,1 e 5,6, respectivamente.

Figura 10. Sistema utilizado para experimentos de degomagem. a) Ultraturrax; b) Agitador.

a) Ultraturrax b) Agitador Mecanico

Fonte: Autoria Prépria Fonte: Autoria Prépria
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4.7. Degomagem enzimatica

A degomagem enzimdtica utilizando as enzimas PLA, e PLC foi realizada de
acordo com a metodologia proposta por Sampaio et al. (2015). As condi¢des de processo
foram testadas em relacdo a concentracdo de enzima e tempo de reacdo. A etapa de ajuste do
pH do meio foi realizada de acordo com o condicionamento quimico descrito anteriormente.
Ap6s o ajuste do pH, a temperatura do 6leo foi reduzida para 55 ou 60 ° C, a depender do tipo
de enzima, sendo entdo adicionada a concentracdo desejada de enzima (10 — 400 mg/kg). A
mistura foi homogeneizada (1 min/16000 rpm) em ultraturrax e submetida a agitacdo suave
(350 rpm) em agitador mecanico durante todo o tempo de reagdo (15, 30, 60, 90 e 120 min).
As enzimas (PLA; e PLC) foram adicionadas separadas e posteriormente de forma
combinada. Em seguida, a mistura foi aquecida até 85 °C, promovendo a desnaturacdo e
inativacdo da enzima. Apds a reacdo, a mistura foi centrifugada (10000 rpm/15min) para
separacdo do 6leo degomado e dos fosfolipidios. A Figura 11 mostra o 6leo bruto de farelo de

arroz e o 6leo degomado.

Figura 11. Oleo bruto e 6leo degomado de farelo de arroz.

Oleo bruto Oleo degomado

Fonte: Autoria Prépria

4.8. Calculo do teor de diacilglicerol (DAG)

A composicao dos fosfolipidios no 6leo bruto de farelo de arroz foi medida por
RMN e seu conteddo foi utilizado para o célculo tedrico do teor de diacilglicerol que seria
gerado apds o processo de degomagem enzimadtica. Durante o processo de degomagem a
enzima (PLC) hidrolisa a ligacdo entre o acilglicerol e o grupo fosfato liberando diacilglicerol

(DAG), que € reconhecido como parte do 6leo e, portanto, contribui para o rendimento em



47

6leo neutro. Dessa forma, sabendo que a enzima PLC-1G ¢é especifica para os fosfolipidios
PC e PE, inicialmente faz-se a soma dos fosfolipidios (PL) que serdo hidrolisados (Equagdo

3) pela PLC-1G.
PL = PC+PE (3)

Tendo conhecimento do teor de fosfolipidio que podem ser hidrolisados e gerarem
DAG, pode-se fazer os célculos até chegar ao teor de DAG esperado no 6leo degomado
através da PLC-1G, como mostra a Equacdo 4. Segundo Dayton e Galhardo (2008), a
quantidade de DAG que pode ser gerada pode ser calculada usando o contetdo original de PC
+ PE do o6leo multiplicado pela razdo entre o peso molecular da dioleina e os pesos
moleculares médios dos fosfolipidios (605/750) e utiliza-se uma eficiéncia de reacdo
observada de aproximadamente 85% (explicada experimentalmente pela reacdo completa do
PC, mas apenas reacdo parcial do PE, devido a taxa relativa de sua hidratacdo). Na pratica,

todo o DAG formado permanece no 6leo degomado e esta representado na Equacgdo (4):
DAG (%) = (PC+PE) * 605/750 * 0,85) (4)

Como o 6leo bruto tem um teor 0,65 % (PC+PE), portanto seria esperado um
aumento de DAG igual 0,45%, o que deveria ser somado ao teor de DAG previamente

existente no oleo bruto.

Para a enzima PLC-3G deve-se levar em consideracao o teor de PI, além do PC e
PE, pois a enzima € capaz de hidrolisar os trés fosfolipidios. Como o 6leo bruto tem um teor
0,84 % (PC+PE+PI), portanto seria esperado um aumento de DAG igual 0,57%. Dessa forma,

o célculo levaria em consideracdo o aumento de DAG em porcentagem apds degomagem.
DAG (%) = (PC+PE+PI) * 605/750 * 0,85) (5)

4.9. Calculo do teor de acidos graxos livres (AGL)

O teor de AGL pode ser calculado a partir do teor de fosfolipidios presentes no
6leo, porém para a geracao de acido graxo o processo de degomagem deve ser realizado com
o uso da PLA;. Assim, para saber a quantidade esperada de AGL ¢é importante saber o teor de
fosfolipidio presente no 6leo. Neste caso, diferentemente da enzima PLC, ndo € necessario
saber a composi¢do em PL, ja que a enzima ndo € seletiva. Assim, sabendo-se o teor de PL
por meio da andlise de RMN € possivel calcular o aumento tedrico ou esperado de AGL apds

degomagem com a enzima PLA;.
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AGL (%) = ((Total de PL) * 0,036% / (0,1 PL%) (6)

Dessa forma, ao saber o aumento tedrico em AGL por meio do célculo
apresentado pela Equagdo 6, € possivel calcular a acidez mdxima total apés degomagem,
somando o aumento tedrico com a acidez do 6leo de farelo de arroz bruto inicial. Como o
6leo bruto possui 0,91% de PL, espera-se que ocorra a formacao de 0,33% de AGL no 6leo
degomado através da PLA, sendo que este valor deve ser somado ao teor de AGL j4 existente

no Oleo bruto.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizacao da matéria-prima

A Tabela 5 apresenta a composi¢do em dcidos graxos, acilglicerois e tocois para o
Oleo de farelo de arroz bruto. De acordo com os resultados, os dcidos graxos em maior
propor¢do sdo: oleico (39,6%), linoleico (36,4%) e palmitico (20,2 %). O total de acidos
graxos saturados encontrados foi de 22,2%, enquanto o total de dcidos graxos insaturados foi
de 77,8 %. Resultados similares foram obtidos por Liidtke (2016), onde os teores de 4cidos
graxos em maior propor¢ao no farelo de arroz foram: oleico (32,8 - 35,6%), linoleico (30,8-
33,5%) e palmitico (19,5-21,1%). Segundo Moretto e Fett (1998), a maior proporcao de

acidos graxos insaturados € uma caracteristica de dleos vegetais.

Segundo Pestana (2008) existe uma quantidade consideravel dos éacidos linoleico
e linolénico no 6leo de farelo de arroz bruto. Os 4cidos graxos linolénico e linoleico, por ndo
serem sintetizados pelo organismo, constituem os dcidos graxos essenciais. Tais 4cidos sdo
elementos estruturais necessdrios a sintese de lipidios de tecidos, e t€m um papel importante
na regulacdo de vérios processos metabolicos, de transporte e excre¢do. A caréncia de acidos
graxos essenciais na alimentacdo dos mamiferos (especialmente do homem) conduz a
alteracdes no crescimento, na pele, imunoldgicas, neuroldgicas, e sérios transtornos

comportamentais (INNIS, 2004).

Como esperado, a maior propor¢do dos acilglicerois presentes no 6leo de arroz
bruto é formado pelos triacilglicerois (TAG), representando aproximadamente 92,7% do total.
E importante salientar que quanto maior o teor de TAG, melhor a qualidade do éleo. Os
acilglicerdis parciais (DAG e MAG) sdo provenientes da degradacdo dos TAGs e os

resultados revelam que estes estdo presentes nas seguintes proporgdes: 2,17 e 0,13 %,
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respectivamente. Os 4cidos graxos livres, os quais sdo os produtos da degradacdo final dos

TAGs representam cerca de 5,0% do 6leo.

Os tocoferois e tocotrienois (tocois), juntamente com o fy-orizanol sdo
antioxidantes naturais e t€m a funcdo de prevenir a degradacdo do Oleo, também estdo
relacionados a satde do ser humano e por esse motivo sdao compostos desejdveis. Os tocois
sdo considerados agentes importantes no tratamento das dislipidemias por alterarem o
metabolismo lipidico, por exemplo, reduzem a acetilcoenzima A do figado (precursora do

colesterol) e interferem nas atividades de carboxilase e acido mélico (PRASAD et al., 2011).

Devido ao alto nivel de componentes ativos, o 6leo de farelo de arroz é
considerado excelente para a satide do ser humano, pois y-orizanol e tocois tém a capacidade
de diminuir o colesterol no sangue e diminuir absorcdo de colesterol. Tocotrienois e y-
orizanol sdo conhecidos como poderosos antioxidantes e isso estd associado com a prevencao
de doencas cardiovasculares e alguns tipos de cancer. Devido a esses efeitos benéficos, o dleo
de farelo de arroz tem um alto valor nutricional e, portanto, € muito atraente comercialmente

(VAN HOED et al., 2006).

A Tabela 5 apresenta a composicao dos tocois presentes no 6leo de farelo de arroz
bruto e o Apéndice 1 mostra o cromatograma dos tocois no 6leo bruto. Os teores de P/y-
tocotrienol e B/y-tocoferol foram medidos conjuntamente, devido a disponibilidade do tipo de
padrao. O B/y-tocotrienol (461,4 mg/kg) apresentou a maior concentragao no 6leo de farelo de
arroz bruto, seguido do B/y-tocoferol (149,7 mg/kg) e do a-tocoferol (146,9 mg/kg). Igbal et
al. (2005) analisaram o 6leo de farelo de arroz bruto e encontram para 2 variedades, valores
totais de tocois de 756 mg/kg e 766 mg/kg. No presente estudo, o valor total de tocois
encontrado para o 6leo de arroz bruto foi de 796,3 mg/kg, o que indica que o presente estudo

encontra-se de acordo com a literatura.

Segundo Ahsan et al. (2015) os tocotrienois sdo encontrados em certos cereais
(cevada, trigo, urucum) e dleos vegetais como 6leo de palma, 6leo de farelo de arroz, dleo de
coco, onde o 6leo de palma e o dleo de farelo de arroz contém quantidades particularmente
mais altas de tocotrienois (940 mg/kg e 465 mg/kg, respectivamente). O dleo utilizado neste
trabalho apresentou um valor total de 499 mg/kg para os tocotrienois, sendo, portanto,
predominantes. Variacdes podem ocorrer devido a fatores, como por exemplo, a variedade do

arroz utilizado para a extragdo do farelo e do dleo.
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Tabela 5. Caracterizacdo do 6leo bruto de farelo de arroz.

Parametro RBO!

TAG (%) 92,73 £0,03
DAG (%) 2,17 £0,04
MAG (%) 0,13 +0,00
AGL (%) 4,97 £0,02
Composicao em acidos graxos (%)

Miristico (C14:0) 0,28 +0,02
Palmitico (C16:0) 20,20 + 0,01
Estedrico (C18:0) 1,75 £ 0,1
Oleico (C18:1) 39,56 £ 0,05
Linoleico (C18:2) 36,37 £ 0,8
Linolénico (C18:3) 1,84 +0,02
Composicao em Tocdis (mg/kg)

o — tocoferol 146,96 + 0,12
B/ y — tocoferol 149,70 £ 0,28
o — tocotrienol 38,22 £ 0,54
B/y — tocotrienol 461,45 £2,89
Total 796,33 £0,01
y — orizanol (%) 1,80 £0,03

IRBO: Oleo de farelo de arroz bruto

O teor de y-orizanol foi analisado e o 6leo bruto de farelo de arroz apresentou um
teor de 1,8%. Observa-se que o valor de y-orizanol do presente estudo encontra-se dentro da
faixa citada na literatura por Van Hoed et al. (2006) que encontrou para o 6leo bruto de farelo

de arroz o teor de 1,8% de y-orizanol.

Em comparacdo com a maioria dos 6leos vegetais, o 6leo bruto de farelo de arroz
possui uma composi¢do maior de componentes minoritarios € compostos bioativos, como y-
orizanol, tocotrienois e fitoesterois, demonstrando assim, ser um 6leo de alto valor nutricional
e de grande importincia para a satide do consumidor. O y-orizanol € constituido por um grupo
de ésteres de acidos fertlicos e de dlcoois triterpénicos e fitoesterois. Os quatro componentes
principais do vy-orizanol no O6leo bruto de farelo de arroz sdo o ferulato de 24-
metilenocicloartenol, o ferulato de cicloartenol, o ferulato de campesterol e o ferulato de -

sitosterol (VAN HOED et al., 2006).

A Tabela 6 apresenta o teor de minerais e a composi¢ao de fosfolipidios presentes
no 6leo de farelo de arroz bruto. Em geral, devido ao processo de extracdo utilizado, o 6leo de

farelo de arroz bruto apresenta elevados teores de minerais. Os minerais de maior relevancia
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para o processo de refino de 6leo sdo: P (426,0 mg/kg) e Fe (9,6 mg/kg), pois estes estdo
relacionados com o escurecimento do 6leo e perdas durante o refino. Além disso, o célcio (5,0
mg/kg) e o magnésio (60 mg/kg) estdo relacionados aos fosfolipidios ndo hidratdveis e

consequentemente ao escurecimento do 6leo.

De acordo com a composi¢cdo em fosfolipidios, os compostos em maior propor¢ao
no 6leo de farelo de arroz bruto sdo o PC (0,39%), PE (0,25%) e o PI (0,20%). O PC e PI sao
considerados hidratdveis, enquanto o PE pode ser parcialmente hidratdvel, caso esteja ligado a

um metal do tipo Ca, Mg ou Fe, e o PA (0,07%) é considerado completamente ndo hidratdvel.

Tabela 6. Teor de minerais e composicao em fosfolipidios do 6leo de farelo de arroz bruto.

Minerais (mg/kg)

P 426,0 £6,0
Fe 9,60 + 0,06
Ca 5,05 £ 0,08
Mg 60,0 + 0,20
Composicao em Fosfolipidios (%)

PC 0,39 + 0,04
PE 0,25 + 0,02
PI 0,20 £ 0,01
PA 0,07 £0,03
Total 0,91+ 0,03

5.2. Degomagem aquosa

A degomagem aquosa tem como objetivo a remocao dos fosfolipidios hidratdveis
(HPL). O processo de degomagem aquosa do 6leo bruto de farelo de arroz foi realizado
utilizando-se proporgdes de dgua variando entre 3 - 10% m/m, em relacdo a massa de 6leo. A
Figura 12 apresenta os valores dos minerais encontrados para as diferentes propor¢des de

agua.

De acordo com os resultados apresentados na Figura 12, ocorreu uma reducdo no
teor de todos os minerais presentes no 6leo de arroz apds a degomagem aquosa. O teor de
foésforo no 6leo bruto foi reduzido de 426 mg/kg para 32,0; 22,0; 20,5 e 17,2 mg/kg ao se
adicionar 3, 5, 7 e 10% de agua, respectivamente. Como pode-se verificar, houve somente
uma pequena redugdo do teor de fosforo (32,0 — 17,2 mg/kg) quando aumentou-se o teor de

dgua de 3 — 10%, ndo apresentando grandes vantagens para o processo, além de aumentar os
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custos do mesmo e a consequente geracdo de efluentes. Desta forma, 3% m/m de dgua j4 seria

um valor adequado para realizacdo do processo de degomagem aquosa.

Figura 12. Teor de minerais apés degomagem aquosa do 6leo de farelo de arroz bruto.
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Durante todo o processamento a temperatura foi monitorada, permanecendo em
torno de 80 °C, o que pode ter facilitado a degomagem. Segundo Dijkstra (2017) a
degomagem aquosa ainda € um processo comum para remover fosfolipidios do 6leo bruto.
Nesse processo, a dgua quente € adicionada ao 6leo bruto de 80 - 85 °C e a mistura é agitada
em um processo geralmente chamado de "hidratacdo". Assim, os fosfolipidios "hidrataveis"
aglomeram-se na interface 6leo e dgua, capturando com eles alguns fosfolipidios ndo
hidratéveis.

Apesar de a degomagem aquosa atuar na reducao do teor de fésforo e dos demais
minerais (Fe, Ca e Mg) presentes no 6leo de farelo de arroz, os resultados obtidos ainda ndo
atendem ao limite estabelecido para o processo de refino fisico (< 10 mg/kg). Desta forma, o
6leo precisa ser submetido a outro processo de purificacdo para seguir para as demais etapas.

Os dcidos graxos livres (AGL) sdo formados a partir da degradacdo dos
triacilglicerois através de reacdes de hidrolise. A Figura 13 apresenta o teor dos AGL dos
6leos submetidos a degomagem aquosa. Como pode ser observado, o teor dos AGL
apresentou um ligeiro aumento (4,9 - 5,2%), o que pode ser resultado da hidrélise do dleo,

devido as condicdes do processo, como presenca de dgua e aquecimento.
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Figura 13. Teor de 4cidos graxos livres no 6leo de farelo de arroz ap6s degomagem aquosa.
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Componentes Minoritdrios

O 6leo de farelo de arroz também foi analisado em relacdo a compostos
minoritdrios com elevado poder antioxidante, como tocoferois e tocotrienois. Estes sdo
encontrados em propor¢des varidveis em plantas, sendo que sua principal fonte sdo os 6leos
vegetais. Apds degomagem aquosa, os teores de tocois foram analisados para verificar se

houve alteracio apds o processo e os resultados encontram-se na Tabela 7.

A Tabela 7 traz o teor de tocois apds degomagem aquosa € como pode ser
observado o [/y-tocotrienol apresentou o maior teor dentre os tocois para o dleo apods
degomagem aquosa, variando de um teor de 461,4 mg/kg para o dleo bruto, até 438,5 mg/kg
para 10% de dgua adicionada. Da mesma forma, os valores para a-tocoferol e B/y-tocoferol
variaram com os diferentes teores de 4gua, apresentando maior perda para 10% de 4gua
adicionada. Nao foi detectada a presenca do o-tocoferol no 6leo utilizado. Em resultados
apresentados por Liidtke (2016), os autores verificaram uma perda de 53% no teor a-tocoferol

apos o processo de degomagem.

De uma forma geral neste trabalho, o aumento do teor de 4gua na degomagem
aquosa apresentou pouco efeito na reducdo dos tocois totais, apresentando perda de
aproximadamente 8% entre 0 - 3% de dgua adicionada, 9% entre 0 - 5% de agua adicionada e

entre 0 - 7 e 0 - 10%, apresentou perda de 11,4% e 12,8%, respectivamente.



Tabela 7. Teor de tocois (mg/kg) apés degomagem aquosa do 6leo de farelo de arroz.

Teor de

doua (%) B/y-tocotrienol  a-tocotrienol  B/y-tocoferol  a-tocoferol Total
0* 461,4+29 38,2+0,5 149,7+0,3 146,9£0,1  796,3 + 18,1
3 460,1 £2.,8 19,2 +2.8 1202+ 1,8 1332 +1,1 732,8 £ 1,8
5 455,2+2,0 18,0+ 1,2 119,2+£23 130,2 £2,1 722,7+5.3
7 4429 + 1,2 17,0+ 1,3 118,2+2,1 127,6 + 1,7 705,3+7,5
10 438,5+29 150+ 1,2 116,1 £2,1 124,0+£230 693,6 £15,3

*Corresponde ao teor de tocois no 6leo bruto

O y-orizanol consiste em um importante componente minoritario do 6leo de farelo
de arroz e também foi analisado apés degomagem aquosa. Os resultados mostraram que no
6leo bruto, o teor de y-orizanol que era de 1,8%, sofreu uma pequena reducdo para 1,7% com
a adicdo de 3% de dgua adicionada. Ap6s adi¢do de 10% de dgua o 6leo degomado apresentou
um teor de y-orizanol de 1,69%. Como pode ser verificado, o teor de y-orizanol permaneceu
constante apds a degomagem aquosa, indicando que o processo ndo tem efeito sobre o teor do

mesmo.

5.3. Degomagem enzimatica (PLA/)

A degomagem € uma etapa crucial no refino de d6leos e deve ser realizada antes
das etapas de neutralizacdo, branqueamento e desacidificacio do produto, consistindo na
primeira etapa do refino. A degomagem enzimética € o processo mais eficaz para a remog¢ao
dos fosfolipidios ou gomas, sendo o processo realizado através da utilizacdo das fosfolipases.
A fosfolipase A1 (PLA;) mais utilizada industrialmente € conhecida como Lecitase Ultra
(Novozymes). Devido a sua atuacdo na posicao sn; do fosfolipidio, essa enzima produz acidos
graxos livres e lisofosfolipidios. Os 4cidos graxos provenientes da hidrdlise dos fosfolipidios
participam do aumento do rendimento de 6leo, enquanto os lisofosfolipidios sdo removidos
por centrifugacdo, constituindo as gomas.

Inicialmente foi realizado o ajuste do pH do meio para o valor 6timo de atuagdo
da enzima (5,1) através do procedimento denominado condicionamento quimico (CC), o qual
faz o uso de um 4cido (4cido citrico) e uma base (NaOH). Apds a realizacdo do
condicionamento quimico, a enzima PLA; foi adicionada ao o6leo em diferentes
concentracgdes, sendo estas: 10, 30, 50, e 70 mg/kg. A Figura 14 apresenta a variagdo do teor

de fésforo em fungdo da concentracdo de enzima utilizada na reacdo. Como pode ser

observado, o teor de fésforo diminui a medida que a concentragdo de enzima aumenta. Para as
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concentracdes de enzima de 10 e 30 mg/kg, o teor de fésforo foi reduzido de 87,6 mg/kg
(condicionamento quimico) para 22,8 e 11,9 mg/kg, respectivamente. Para concentracdes de
enzima de 50 e 70 mg/kg, o fésforo residual no 6leo degomado foi reduzido para 10,4 e 9,5

mg/kg, respectivamente.

De acordo com Yang et al. (2008), para que o 6leo degomado seja submetido ao
processo de refino fisico € necessério que o teor de fésforo seja < 10 mg/kg, pois a etapa de
branqueamento ainda atuaria na reducdo deste valor atingindo teores < 5 mg/kg, evitando
assim possiveis problemas de escurecimento do 6leo refinado. Portanto, levando-se em conta
que a concentracdo de 50 mg/kg de enzima resultou em um teor de fésforo de 10,4 mg/kg,
conclui-se que esta seria a concentracdo 6tima da enzima Lecitase Ultra para degomagem do

Oleo de farelo de arroz.

A influéncia da concentracdo da enzima Lecitase Ultra aplicada ao 6leo de soja
bruto foi avaliada por Sampaio et al. (2015). Os autores verificaram uma redugdo gradativa do
teor de fosforo a medida que a concentracdo de enzima aumentava de 30 para 100 mg/kg,
atingindo valores de 9 mg/kg e 2 mg/kg, respectivamente. Em outro estudo realizado por Roy
et al. (2002), utilizando a enzima Lecitase Novo (40 mg/kg), os autores verificaram uma
reducgdo do teor de fosforo do dleo bruto de farelo de arroz de 403 m/kg para 18 mg/kg. Apos
degomagem, o 6leo foi entdo submetido ao processo de branqueamento atingindo teores de

fosforo < 5 mg/kg.

Figura 14. Efeito da concentrag¢do da enzima Lecitase Ultra sobre a reducao do teor de

minerais (condi¢des da reacdo: 120 min; 3% dgua; pH 5,1; 52 °C).
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A enzima Lecitase Ultra (PLA1) utilizada neste trabalho atua seletivamente na
posicdo sn; do fosfolipidio liberando um dcido graxo. Segundo De Greyt (2012) a degradagdo
de 0,1% de fosfolipidio geraria um aumento de 0,036% em AGL. Como o 6leo de farelo de
arroz bruto possui 0,91% de fosfolipidios ocorreria a geragao de 0,33% de acidez. No entanto,
a instabilidade da posi¢do sn> do fosfolipidio pode favorecer a migracdo do grupo acil da
posicdo snz para a posi¢do sn;. Neste caso, a enzima atuaria novamente liberando mais um
dcido graxo livre no 6leo degomado, aumentando, portanto, a acidez do 6leo.

A Figura 15 ilustra a variacdo do teor de dcidos graxos livres para as diferentes
concentracdes estudadas da enzima Lecitase Ultra. Como pode ser verificado, o teor de acidez
aumenta a medida que a quantidade de enzima é aumentada, tendo como base o teor de acidez
presente no condicionamento quimico do 6leo de farelo de arroz bruto (4,99%). Para as
concentracdes de 10, 30, 50 e 70 mg/kg, os valores de AGL, em termos relativos aumentam
respectivamente: 36,6%, 64%, 91,4% e 94,5%. Como pode ser verificado, a partir da
concentracdo de 50 mg/kg o teor de acidez do 6leo degomado parece se estabilizar, indicando
um possivel completo consumo do substrato. De acordo com os resultados, ndo houve
geragdo extra de acidos graxos, provavelmente devido ao tempo de reagdo (120 min) que ndo

favorece a acdo da enzima sobre a posicdo sn2 do fosfolipidio.

Figura 15. Aumento relativo em 4cidos graxos livres apés degomagem enzimatica com

diferentes concentragdes de PLA;.
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Componentes Minoritdrios

Ap6s a degomagem do 6leo de farelo de arroz com a fosfolipase PLA1, analisou-
se o conteido de tocoferois e tocotrienois, os quais foram expressos em mg/kg de dleo
(Tabela 8). O Apéndice 2 mostra o cromatograma para o 6leo degomado. Como pode ser
observado, de 0 - 30 mg/kg de PLA| observou-se uma perda de somente 2% no teor dos
tocois. Entre 0 - 50 mg/kg a perda foi de 10,5% e entre 0 - 70 foi de aproximadamente 7%.
Dessa forma, pode-se verificar que a degomagem com a enzima PLA; ndo causa grandes
alteracdes nos teores de tocois. Isso ocorre provavelmente devido a degomagem enzimadtica
Ser um processo que usa temperaturas mais brandas, além da adicdo de somente pequenas

quantidades de 4cidos e bases.

Em outras etapas do refino fisico, como a desacidificacdo, onde o odleo é
submetido a elevadas temperaturas e baixas pressdes, pode ocorrer uma maior variacdo do
contetido de tocois. Van Hoed et al. (2010) realizou a desacidificacdo fisica aplicada ao 6leo
de farelo de arroz e constatou que ap0s esta etapa o 6leo apresentou alteracio na composi¢ao
relativa dos tocois, onde as principais perdas foram observadas para o y-tocotrienol e y-
tocoferol, conhecidos como os principais antioxidantes que protegem o 6leo contra oxidagdo

durante o armazenamento.

Tabela 8. Teor de tocois (mg/kg) apds degomagem com PLA|.

PLA; B/y-tocotrienol  a-tocotrienol  P/y-tocoferol a-tocoferol Total
(mg/kg)
0* 458,3+1,3 29,2 +£0,0 136,1 +0,1 140,2+0,0  763,8 £21,2
10 456,5 + 1,2 19,9+£0,2 143,9 £ 0,7 1324+1,4  752,7+132
30 4519 +5,5 23,5+0,3 146,5+ 1,5 136,8+1,6  758,7+17,5
50 408,4+0,3 16,0 £0,0 137,5+0,4 121,6 £0,9  683,6 +37,6
70 4074 £5,5 184+1,2 146,7 + 2,9 1380+1,8  710,6 +16,0

*Corresponde ao experimento do condicionamento quimico

Um dos grandes desafios dos processos de refino de 6leos de alto valor agregado,
como o 6leo de farelo de arroz € a manuten¢do dos componentes que os tornam diferenciados,
como ¢ o caso do componente y-orizanol. Apds o processo de degomagem o contetido desse
composto minoritario foi analisado e ndo apresentou alteracdes consideraveis com o aumento
da concentracdo de PLA;. O 6leo bruto que inicialmente apresentou um teor de 1,8% de y-
orizanol apresentou um valor de 1,6% quando utilizando a maior concentracao de enzima (70

mg/kg/120 min).
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De acordo com a literatura, maiores concentra¢des de base podem ter um efeito de
reducdo do teor de y-orizanol. Van Hoed et al. (2010) verificaram que durante o processo de
neutralizacdo com 0,1% de NaOH, seguida de uma etapa de lavagem, foi atingida uma
reten¢do de y-orizanol de 90%. Ao aumentar o teor de NaOH para 0,2%, a retencdo de y-

orizanol foi reduzida para 52%.

5.4. Cinética de reacao (PLA{)

A cinética da reacdo é importante para se estudar a hidrélise enzimatica no tempo,
ou seja, através dela € possivel verificar o menor tempo no qual o menor teor de fosforo é
obtido e assim, verificar as condi¢des 6timas de tempo em que a enzima atua. Através do
estudo da cinética de reacdo da enzima, também € possivel maximizar a acdo da mesma, o que
resulta em menores custos. Em geral, o estudo da cinética € feito na concentracdo 6tima da
enzima, que para o caso da PLA; foi de 50 mg/kg e com diferentes tempos de reacdo (15, 30,
60, 90 e 120 min).

A Figura 16 apresenta o teor de minerais obtido apds a degomagem com a enzima
Lecitase Ultra (PLA1) para os diferentes tempos de reacdo. Como pode ser observado, o teor
de fosforo foi reduzido de 26 a 21 mg/kg para tempos de reacdo variando entre 15 - 30 min.
Para tempos de reacdo entre 30 - 60 min o teor de fésforo foi reduzido para os valores de 21 e
15 mg/kg, respectivamente. Aumentando o tempo de reacdo para 60 - 90 min, o teor de
fosforo foi reduzido para valores entre 15 - 13 mg/kg. Para o tempo de reagdo de 120 min, o
6leo degomado atingiu 10,4 mg/kg, se enquadrando, portanto, no valor desejado para que o
6leo possa seguir as demais etapas do refino fisico (10 mg/kg). Sendo assim, o tempo de
reacdo de 120 min foi escolhido como tempo mais apropriado para atuacdo da enzima PLA;

(Lecitase Ultra).
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Figura 16. Teor de minerais ap6s degomagem com a enzima PLA; (Lecitase Ultra) em

diferentes tempos de reacgdo.
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Jahani et al. (2008) realizaram a degomagem enzimética do 6leo de farelo de arroz
utilizando a enzima Lecitase Ultra (PLA;) obtida de uma amostra experimental de
Thermomyces lanuginosus/Fusarium oxysporum, com a concentra¢iao de 50 mg/kg. De acordo
com os autores, foi obtida a reducdo do teor de fésforo para valores <10 mg/kg apds um
tempo de reacdo de 240 min.

Além do teor de fosforo obtido no 6leo degomado para os diferentes tempos de
reacdo, foi avaliado também o possivel aumento do teor de dcidos graxos livres. Isso ocorreu,
pois as fosfolipases, como a PLA, sdo um grupo de enzimas, que atuam na hidrélise do
fosfolipidio liberando lisofosfolipidios e acidos graxos livres. Neste trabalho foi analisado o
teor de 4cidos graxos livres apos degomagem, no intuito de verificar a eficdcia da enzima com

relacdo ao aumento do rendimento do dleo.

A Figura 17 apresenta o aumento relativo do teor de dcidos graxos livres para os
diferentes tempos de reag@o (0 — 120 min), utilizando a concentracio de 50 mg/kg de enzima.
Entre 0 — 30 min houve um acréscimo de 0,20% de AGL, que equivale 60,9% do valor teérico
esperado. Para tempos de reacdo entre O — 60min ocorreu um aumento de 0,24% de AGL que
equivale a 73% do valor esperado. Para tempos de reac@o entre 0 — 90 min e 0 — 120 min, os
resultados foram equivalentes a 79,3% e 91,5%, respectivamente. Como apds 120 min de
reacdo o aumento em termos relativos foi de aproximadamente 91,5% de AGL no 6leo

degomado, esse tempo foi escolhido como o melhor tempo de atuacdo da enzima.
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Figura 17. Aumento relativo em dcidos graxos livres apds diferentes tempos de reagdo com
PLA:.
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Como mostram os dados (Figuras 18 e 19), o teor de fésforo diminui, a medida

que o teor de AGL aumenta com o tempo de reacdo, demonstrando assim a capacidade da

enzima PLA; de degomar o 6leo de farelo de arroz.

Componentes Minoritdrios

Os componentes minoritdrios foram analisados e os teores de tocois presentes no
6leo degomado com PLA; ao longo do tempo, encontram-se na Tabela 9. Durante os
primeiros 0 - 15 min de reagdo, a perda de tocois foi de aproximadamente 9%, quando
comparado ao teor previamente existente no 6leo proveniente do condicionamento quimico.
Entre 0 - 30 min a perda foi de aproximadamente 6%, ja as perdas entre 0 - 60 min, 0 -
90min e 0 - 120 min foram, respectivamente: 8%, 9% e 10,5%. De acordo com os resultados,
a porcentagem de perda dos tocois permanece praticamente constante com o tempo de reacdo,
ocorrendo leves perdas. Ao avaliar os tocois individualmente, nota-se que o B/y-tocotrienol foi
responsavel pelos maiores teores, o que estd relacionado com os préprios valores existentes
no 6leo bruto.

O 6leo degomado pela enzima PLA; (Lecitase Ultra) também foi analisado em
relacdo ao teor do componente minoritdrio y-orizanol. Este ndo apresentou grandes alteracdes
em seu resultado (1,6 — 1,7%), o que significa que a degomagem enzimdtica nao alterou o

contetudo de y-orizanol, sendo uma boa alternativa para o refino do 6leo de farelo de arroz.
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Tabela 9. Teor de tocois (mg/kg) apés degomagem a 50 mg/kg de PLA; ao longo do tempo.

PLA;

(min) B/y-tocotrienol  a-tocotrienol  B/y-tocoferol  a-tocoferol Total
0* 4583+ 1,3 29,2 +0,0 136,1 £ 0,0 140,2 £0,0 763,8 £21,2
15 402,2 £ 4.4 18,3+ 1,0 130,8 £3,9 1424 +4.2 693,7+3.9
30 408,7 £ 2,1 17,5+ 0,6 148,1 £0,8 1453 +1.3 719,6 £ 14,3
60 390,6 + 3,8 16,5+0,2 152,6 + 1,2 1434 +04 703,1 £2,6
90 375,5+2,6 15,2+0,3 154,5+£5.8 1514 +4,6 696,7 £ 1,8
120 408,4 +0,3 16,0 £0,1 137,5+04 121,6 £0,9 683,6 £ 11,1

*Corresponde ao experimento do condicionamento quimico

5.5. Degomagem enzimatica (PLC-1G)

A enzima PLC-1G (Purifine® PLC-DSM) é uma fosfolipase que atua de forma
seletiva nos fosfolipidios PC e PE. Esta atua na ligacdo anterior ao grupo fosfato, fazendo a
clivagem do fosfolipidio em uma molécula de diacilglicerol e um grupo fosfato, sendo que o
diacilglicerol permanece no 6leo, aumentando assim o rendimento em O6leo neutro apds
degomagem. Como as fosfolipases decompdem os fosfolipidios em fragmentos soliiveis em
agua e soluveis em Oleo, isto reduz sua capacidade de formar uma emulsdo, o que, por sua
vez, significa menor perda de rendimento em funcao de arraste do 6leo. A Figura 18 apresenta
o teor dos minerais presentes no 6leo de farelo de arroz apés degomagem com a enzima PLC-
1G.

Como pode ser verificado, o teor de fésforo (P) decresce a medida que a
concentracdo de enzima aumenta € 0 mesmo ocorre para os demais minerais como Ca e Mg.
No tempo zero, correspondente ao condicionamento quimico, o teor de P no 6leo era de 87,6
mg/kg. Para 100 e 200 mg/kg o teor de P apresentado foi 85,8 e 84,7 mg/kg, respectivamente.
Para as concentracdes de 300 e 400 mg/kg, da enzima PLC-1G, o 6leo degomado apresentou
os menores teores de fosforo, sendo estes: 67,6 € 46,5 mg/kg, respectivamente. O elevado teor
de fésforo remanescente no 6leo degomado apds atuagdo da enzima PLC-1G se deve
provavelmente a ndo degradacdo de PI e PA, pois a enzima atua de forma seletiva em relagdo

a PC e PE.
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Figura 18. Teor de minerais ap6s degomagem com diferentes concentracdes da enzima PLC-

1G.
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Devido a diferenga para o teor de fosforo entre as concentragdes de 300 e 400
mg/kg da enzima PLC-1G, optou-se por seguir para as proximas degomagens com a
concentracdo de 300 mg/kg, tendo em vista o custo investido no processo, o qual é
proveniente principalmente da enzima. Na realidade, o teor de fésforo encontrado no presente
estudo apresenta um comportamento que ja era esperado, pois segundo Gupta (2017),
dependendo do 6leo degomado e do processo empregado, o teor de P apds degomagem com a

enzima PLC-1G pode chegar a valores maiores que 100 mg/kg.

A Tabela 10 traz a composi¢ao em acilglicerois do 6leo de farelo de arroz apds
degomagem com diferentes concentragdes da enzima PLC-1G. Como pode ser observado, o
teor de DAG aumentou a medida que a concentracdo da enzima PLC-1G foi aumentada,
mostrando assim, que a enzima apresenta acdo efetiva em relacdo a formacao de DAG apds
degomagem do 6leo de farelo de arroz. E importante salientar também que como os
acilglicerois sdo analisados conjuntamente, a medida que o teor de DAG aumenta os teores de
TAG e MAG também sofrem alteracoes.

Atualmente existem poucos estudos na literatura sobre degomagem enzimadtica de
6leos vegetais com a enzima PLC-1G. De uma forma geral, esses artigos mostram que ocorre
aumento no teor de DAG e que esse aumento € funcdo da hidrdlise de PC e PE. Os autores

(JIANG et al., 2015) e (YE et al., 2016) investigaram o uso da enzima PLC em diversos 6leos



63

vegetais brutos, como soja, canola, camélia e farelo de arroz e observaram o aumento do

contetdo de DAG em todos os casos.

Tabela 10. Composicdo em acilglicerois do 6leo de farelo de arroz degomado com diferentes

concentracdes de PLC-1G.

PLC (mg/kg) TAG (%) DAG (%) MAG (%)
0* 92,61 £0,22 2,22+0,19 0,18 £0,02
100 92,45 +0,09 2,41 £0,06 0,15 +0,03
200 92,27 + 0,03 2,56 £0,05 0,17 £ 0,01
300 92,14 £ 0,12 2,63 +£0,09 0,24 £ 0,03
400 92,11 £0,15 2,65+0,11 0,24 + 0,03

*Corresponde ao experimento do condicionamento quimico

O teor de DAG variou de 2,22% para a concentracdo de PLC-1G de 0 mg/kg
(CC), até o teor de 2,63% para a concentracdo de 300 mg/kg de enzima. Dessa forma o
aumento de DAG foi de 0,41%. Considerando que a enzima PLC-1G € especifica para PC e
PE e os valores para os dois sdo, respectivamente 0,3912% e 0,2542%, resultando em um teor
total de 0,65% (PC + PE). Para um teor de fosfolipidio de 0,65% (PC+PE) seria esperado um
aumento total de DAG esperado seria 0,45%. Isso significa que em termos relativos,
aproximadamente 91,1% do total dos fosfolipidios PC e PE foram hidrolisados em DAG, para
o tempo de reacdo de 120 min de processo e 300 mg/kg de enzima. Foi verificado que a
adicao de mais 100 mg/kg, ou seja, de 300 mg/kg para 400 mg/kg de enzima, resultou em um
aumento relativo de apenas 4% no teor de DAG. Dessa forma, optou-se por utilizar 300
mg/kg como concentracio maxima de PLC-1G nos demais experimentos. Resultados
similares foram obtidos por Sampaio et al. (2019) quando avaliando a degomagem enzimatica

do 6leo de milho bruto utilizando a enzima PLC-1G.

Segundo Jiang et al. (2015) o DAG gerado pela hidrélise de PC e PE poderia
melhorar o rendimento de 6leo apds o processo de degomagem com PLC, o que foi observado
no presente estudo ji para a concetracao de 300 mg/kg de enzima. Além disso, a enzima em
concentracoes mais elevadas (400 mg/kg) é mais suscetivel a aglomeragdo, o que reduz a
reacdo efetiva nas fases, ou seja, a partir de um dado momento a enzima atinge sua eficiéncia

maxima fazendo com que nao ocorra mais um aumento considerdvel de DAG.
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Componentes Minoritdrios

Os componentes minoritdrios (tocois e y-orizanol) representam um grande atrativo
do 6leo de farelo de arroz, por apresentarem beneficios a saide e por isso também foram
analisados nos 6leos degomados com a utilizacdo da enzima PLC-1G. O teor de tocois para o

6leo degomado com PLC-1G em diferentes concentragdes encontra-se na Tabela 11.

Tabela 11. Teor de tocois (mg/kg) apés degomagem com diferentes concentragdes de PLC-

1G.

PLC-1G

(me/ke) B/y-tocotrienol  a-tocotrienol  P/y-tocoferol a-tocoferol Total
0* 4576 £1,2 28,2+0,0 136,2 £ 0,0 141,2 £ 0,0 763,2 £ 20,1
100 4229 +34 22,4 +0,1 128,8 £ 0,2 1274 +0,4 701,5 £ 8,1
200 423,1 £4,0 21,6 £0,2 127,8 £2,4 133,1+1,4 705,7 £5,1
300 420,7 £ 1,2 20,0 £0,2 124,4 £ 0,6 131,3+0,5 696,4 + 11,7
400 419,8 + 6,7 22,7+0,4 1199+ 1,4 1354+ 1,0 697,9 + 10,6

*Corresponde ao experimento do condicionamento quimico

Como pode ser observado na Tabela 11, o teor de P/y-tocotrienol apresentou
valores mais elevados que os demais tocois (419,8 — 457,6 mg/kg), seguido por P/y-tocoferol
(119,9 — 136,2 mg/kg) e a-tocoferol (127,4 — 141,2 mg/kg) seguindo os teores encontrados no
Oleo bruto de farelo de arroz. Rajam et al. (2005) estudaram o efeito do refino fisico sobre os
componentes minoritdrios no 6leo de farelo de arroz em escala laboratorial e em escala
industrial e verificaram que os tocois apresentaram reducdo durante os testes em escala piloto
e escala industrial em funcdo das perdas ocorridas durante as etapas de processamento do
Oleo.

Para verificar o efeito das diferentes concentragdes da enzima PLC-1G sobre o
teor de y-orizanol apds processo de degomagem enzimdtica analisou-se os 6leos degomados.
De acordo com os resultados, ao aumentar a concentragdo de enzima, o teor de y-orizanol
permaneceu constante (1,7%), indicando que a enzima e/ou o processo nao degradam o

mesmo.

5.6. Cinética de reacao (PLC-1G)
Ap6s a definicdlo da melhor concentragcdo de enzima para realizacdo dos
experimentos com a enzima PLC-1G aplicada ao 6leo de farelo de arroz bruto, procedeu-se a

avaliagdo da cinética de reacdo. Dessa forma, foi realizada a degomagem enzimdtica com a
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PLC-1G para a concentracdo de 300 mg/kg nos seguintes tempos de reacdo: 0, 15, 30, 60, 90

e 120 min, como mostra a Figura 19.

Como esperado, apds a degomagem utilizando a enzima PLC-1G foi observada
uma queda no teor de fésforo com o aumento do tempo de reacdo. Para tempos de reacio
entre 90 — 120 min a redug¢do no teor de fésforo nado foi tao perceptivel, variando entre 67 — 68
mg/kg, provavelmente devido a completa degradacdo dos fosfolipidios aos quais a PLC-1G
atua de forma seletiva (PC e PE). Para os demais minerais, tais como Ca e Mg, os valores
encontrados variaram entre 0,6 — 2,6 mg/kg e 3,6 — 11 mg/kg, respectivamente, e o Fe variou
de 0,3 — 0,7 mg/kg, demonstrando que a maior parte desses minerais foram retirados com a

goma.

Figura 19. Teor de minerais apds cinética com PLC-1G.
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Apo6s os tempos de reacdo definidos para a avaliacdo da cinética de reagdo, os
6leos degomados foram analisados em relacdo ao teor de acilglicerois (Tabela 12). Os
acilglicerois sdo formados basicamente pelos TAG, DAG e MAG, porém de acordo com a
espeficificidade da enzima, a degradacdo de PC e PE geraria maiores teores de DAG, o que
consequentemente interfere na concentracdo dos demais acilglicerois. O teor de acilglicerois
variou entre 92,14 —92,61% e 0,18 — 0,24% para TAG e MAG, respectivamente.

Os DAG’s por sua vez, aumentaram a medida que ocorreu o aumento do tempo de
reacdo, alcangcando maior porcentagem para o tempo de 120 min de rea¢do. Considerando o
teor inicial de DAG no experimento controle (CC), sendo 2,22%. Para 15 min apresentou o

teor de 2,26%, pode-se verificar que o aumento absoluto do teor de DAG para o tempo de 15
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min foi de 0,04%, o que corresponde ao valor relativo de 8,9%. Enquanto para o tempo de 30
min o teor foi de 2,35% e o aumento absoluto de DAG foi de 0,13% que corresponde a 28,9%
em termos relativos. Para 60, 90 e 120 min os teores foram: 2,42%, 2,54% e 2,63% € o
aumento absoluto de DAG foi de 0,20%, 0,32% e 0,41% o que corresponde em termos
relativos a 44,4%, 71,1% e a 91,1%, respectivamente. Os célculos dos valores relativos foram
realizados tendo como base a soma do teor de PC+PE (0,65%), que resultaria no valor

absoluto de DAG de 0,45%.

Jiang et al. (2015) estudaram a otimizacdo da degomagem de 6leo de camélia
utilizando a enzima PLC (obtida por fermentacdo submersa de Bacillus cereus geneticamente
modificada). De acordo com os resultados, o contetido de fésforo residual do 6leo de camélia
foi reduzido de 575,59 mg/kg para um teor menor que 20 mg/kg em 2 h, e nenhuma redugao
significativa foi observada ap6s 2 h. O rendimento do 6leo de camélia degomado foi
aumentando lentamente com o aumento do tempo de reacdo. Isto pode ser explicado, ja que a
enzima PLC utilizada no estudo s6 poderia catalisar o grupo fosfato de PC e PE, o que
significa que o 6leo tratado com PLC requer etapas de tratamento além da degomagem, no

processo de refino fisico.

Sampaio et al. (2019) estudaram a degomagem enzimatica de 6leo de milho
utilizando 200 mg/kg de enzima PLC-1G e constataram que apds 120 min de reacdo o
aumento relativo no teor de DAG foi de 92% e o teor de P, foi de 27 mg/kg. Os autores
também verificaram que um aumento do tempo de reacdo para 240 min contribuia apenas
com um leve aumento de DAG e diminui¢@o do P residual. Dessa forma, os autores decidiram

que o tempo de 120 min, seria o tempo 6timo de reagao.

Tabela 12. Composicao em acilglicerois do dleo de farelo de arroz degomado em diferentes

tempos de reacdo para a enzima PLC-1G

Tempo (min) TAG (%) DAG (%) MAG (%)
0* 92,61 £0,22 2,22 +0,19 0,18 £ 0,02
15 92,51 £ 0,09 2,26 £0,07 0,23 £ 0,00
30 92,40 + 0,03 2,35 +£0,00 0,26 £ 0,02
60 92,32 + 0,02 2,42 + 0,04 0,26 £ 0,02
90 92,21 £0,11 2,54 +£0,12 0,24 £ 0,00
120 92,14 £ 0,16 2,63 +0,19 0,24+ 0,01

Condi¢oes= 300 mg/kg; pH= 5,6; *Corresponde ao experimento do condicionamento quimico.
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Componentes Minoritdrios

Além da avaliacdo do teor de fosforo e DAG’s nos o6leos degomados, estes
também foram analisados em relagdo aos teores de tocois e y-orizanol. O teor de tocois foi
analisado por UPLC e encontra-se na Tabela 13. A maior perda no teor de tocois ocorreu para
120 min de rea¢do que apresentou aproximadamente 9% de perda, podendo estar relacionado
ao maior tempo de processo. O total de tocois encontrados para o 6leo de arroz degomado
variou entre 696,4 — 763,2 mg/kg ao longo dos 120 min de reacdo. Valores similares foram
encontrados por Rodrigues et al. (2014), que encontraram para o 6leo de farelo de arroz

degomado um teor total de 794 mg/kg de tocois.

Neste estudo, os principais tocois encontrados, tanto no 6leo bruto, como apds o
condicionamento quimico e degomagem enziméatica foram o B/y-tocotrienol (402,2 — 457,6
mg/kg), seguido pelo P/y-tocoferol (124,4 — 148,1). Segundo Van Hoed (2010), na maioria
dos dleos vegetais, o principal tocoferol ¢ o y-tocoferol. Porém, o 6leo de farelo de arroz é
rico em tocotrienois, principalmente y-tocotrienol. Assim, o presente estudo encontra-se de

acordo com a literatura, onde o B/y-tocotrienol apresentou os maiores valores.

O teor de y-orizanol representa um importante composto presente no 6leo de
farelo de arroz e foi medido no presente estudo apds degomagem com enzima PLC-1G para
os diferentes tempos de reacdo. De acordo com as andlises, o teor de y-orizanol apresentou
uma leve redu¢do de 1,8% no 6leo bruto para 1,7% no 6leo degomado apds o tempo de reacao

de 120 min permaneceu praticamente constante durante o estudo da cinética da reacdo.

Tabela 13. Teor de tocois (mg/kg) apés degomagem com PLC-1G ao longo do tempo.

PLC-1G

(min) B/y-tocotrienol  a-tocotrienol  B/y-tocoferol  a-tocoferol Total
0 457,6 1,2 28,2+0,0 136,2 +0,0 141,2 +0,0 763,2 +20,1
15 402,2 £ 8,2 18,3+0,5 135,5+24 1482+ 1,4 704,2 + 4,1
30 408,7 £5,7 17,504 148,1 £ 0,8 1453 +1,5 719,6 £6,8
60 409,3 £3,4 17,1 £0,3 146,8 + 3,0 1442 +24 7174 +£5,2
90 410,1 £ 2,1 20,1 £0,4 140,2 £2,2 1424+ 1,4 712,8 +£2,0
120 420,7 £ 1,2 20,0+£0,2 1244 +0,6 131,3+0,5 696,4 £ 9,6

*Corresponde ao experimento do condicionamento quimico

Krishna et al. (2001) estudaram a variagdo do teor de y-orizanol apds o refino

quimico e fisico e constataram que o teor de y-orizanol no 6leo de farelo de arroz submetido
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ao refino fisico variou de 1,60 a 1,74%, enquanto o 6leo refinado quimicamente apresentou
uma quantidade consideravelmente menor (0,19%). Esse resultado demonstrou que o y-
orizanol foi afetado pelo refino quimico, que tem como diferencial a etapa de neutraliza¢do na
qual se utilizam altas concentracdes de base (NaOH), sendo que o y-orizanol foi perdido
principalmente na forma de sabdes. No presente estudo, no entanto, a quantidade de NaOH

utilizada foi bem pequena e praticamente nao causou alteracdes no teor de y-orizanol.

5.7. Degomagem com combinacao de enzimas/coquetel

A combinacdo das duas enzimas (PLA; e PLC-1G) foi realizada no intuito de
avaliar a acdo das mesmas utilizadas em conjunto e assim fazer uma comparacdo com o
coquetel PLC-3G, o qual € composto pelas enzimas PLC-1G, PLA; e PLC-PI. O uso da
combinacdo de enzimas ou do coquetel tem com objetivo ndo somente o aumento do
rendimento em o6leo neutro, como também a reducdo do teor de fésforo, o qual ndao se
consegue com o uso individual da enzima PLC-1G. Primeiramente, a combinagdo de enzimas
ou coquetel foi avaliado para o tempo de reacdo 60 min e apds, para o tempo de 120 min. Para
cada experimento foi feita uma comparacdo do efeito da combinacdo de enzimas e do
coquetel sobre o 6leo de farelo de arroz, quanto a composicdo em acilglicerois, componentes

minoritdrios e teores de minerais (P, Ca, Mg e Fe).

5.7.1. Uso de PLC-1G/ PLA/ por (60 min) e PLC-3G por 60 min

O coquetel PLC-3G € conjunto de fosfolipases que atuam em todos os
fosfolipidios (PA, PI, PC e PE), pois consiste em uma mistura das enzimas PLC-1G, PLA> e
PI-PLC (GUPTA, 2017). Portanto, ela age ndo somente aumentando o rendimento em 6leo
neutro (AGL e DAG), como também reduzindo o teor de minerais. E importante ressaltar que
o fésforo tem papel importante no escurecimento do dleo.

Dayton e Galhardo (2008) descreveram o uso de uma combinacdo de enzimas
PLC e PLA; para hidrélise completa de fosfolipidios em um processo de degomagem de dleo
de soja. Os autores realizaram degomagem sequencial e simultdnea com PLC e PLA| em 38
amostras. Uma sinergia entre os dois tipos diferentes de enzimas foi verificado, mesmo
quando as condi¢des de reagdo nao eram 6timas para ambas, onde o teor de P variou de 1,8 —

109,6 mg/kg.
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Em comparacdio com o processo de degomagem tradicional, a degomagem
enzimatica do 6leo de farelo de arroz tem vantagens como, por exemplo, melhor utiliza¢io de
subprodutos como gomas e ceras, diminuicdo de perdas de 6leo devido a eliminagdo da
neutralizacdo quimica, menor perda de 6leo na goma, y-orizanol bem preservado, processo
ecoldgico com menos dgua residual e efluentes, menor perda de 6leo por lavagem com dgua
(SENGAR et al., 2014). Assim, a degomagem com a combina¢do das duas enzimas (PLA; e
PLC-1G) e o coquetel (PLC-3G) tem muito a acrescentar no processo de refino do dleo de
farelo de arroz.

A Figura 20 apresenta os resultados do teor de minerais presentes no 6leo apos
degomagem com a combinacdo de PLA; e PLC-1G e com o coquetel (PLC-3G) para o tempo
de 60 min de reag¢do. Para a combinacdo foram utilizadas as melhores condi¢des da enzima
PLA; e da enzima PLC-1G. Desta forma, as concentragdes escolhidas para a combinacgdo
foram: 50 mg/kg para a enzima PLA; e 300 mg/kg para a enzima PLC-1G, pois foram as
concentracdes que apresentaram o menores teores de fosforo e maiores teores de 6leo neutro
(AGL ou DAG), o que minimiza os gastos do processo.

A combinacdo de PLA; e PLC-1G teve o tempo de 60 min atuando no 6leo (o
qual havia passado por condicionamento quimico). Apds o ajuste do pH foi realizada a adi¢ao
de 50 mg/kg da enzima PLA;. Assim, seguiu-se entdo para homogeneizacdo (I min/16000
rpm) e agitagdo leve (15 min em agitador mecéanico). Em seguida foi adicionada a
concentragdo de 300 mg/kg da enzima PLC-1G, em que foi feita a agitagdo até o tempo de 60
min. Da mesma forma, o coquetel (PLC-3G) também teve o mesmo tempo de atuacdo de 60
min com uma concentracdo de 300 mg/kg. Apds o tempo de reacdo foi analisado o teor de
minerais para a combinacio de enzimas (PLA1/PLC-1G) e para o coquetel.

De acordo com a Figura 20, pode-se verificar que tanto a combinacdo de enzimas,
quanto o coquetel foram efetivos na reducdo do teor de fosforo do 6leo de farelo de arroz para
teores de aproximadamente 5 mg/kg. Sendo assim, € possivel concluir que tanto a utilizacao
da combinagdo de enzimas quanto do coquetel traria um efeito benéfico para o processo de

degomagem enzimatica do 6leo de farelo de arroz.
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Figura 20. Teor de minerais da combinacdo (PLC - 1G/PLA/) e do coquetel de PLC - 3G

para o tempo de 60 min de reacao.
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A PLC-3G apresentou baixos valores também para Ca e Mg, foram encontrados
os teores de 0,31 e 0,2 mg/kg, respectivamente. Enquanto que a combinagdo apresentou teores
de 0,1 mg/kg e 0,9 mg/kg para Ca e Mg, respectivamente. Dessa forma, do ponto de vista
econOmico e pratico, pode-se dizer que a enzima PLC-3G foi mais efetiva que a combinacao
PLC-1G/PLA; para o mesmo tempo de reacdo (60 min), pois ao utilizar a combinagdo de
enzimas foram gastos 350 mg/kg (50 mg/kg-PLA: + 300 mg/kg-PLC) e para o coquetel a
quantidade utilizada foi de 300 mg/kg, o que resultou em valores similares de minerais,
resultando desta forma, em possiveis menores custos de processo.

Jiang et al. (2015) realizaram degomagens enzimaticas em 8 variedades de
diferentes Oleos vegetais utilizando uma mistura das enzimas PLC + PLA; durante 3,5 horas
(sendo 0,5 h para um pré-tratamento dcido e 3 h de degomagem enzimdtica) e encontrou
teores de fosforo menores que 5 mg/kg para todos os Oleos. Vale salientar que ndo ha

trabalhos na literatura sobre a enzima PLC-3G até o momento.

5.7.2. Uso de PLC-1G/PLA (120 min) e PLC-3G (120 min)

O tempo é um parametro de suma importincia no processo de degomagem
enzimatica, pois através dele € possivel analisar o que estd ocorrendo no meio e se a enzima

estd sendo efetiva, assim possibilitando chegar a condi¢Oes 6timas de processo. Sabendo-se da
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importancia, tanto a combinagcdo de enzimas (PLC-1G/PLA;) quanto o coquetel (PLC-3G)

foram avaliados também para o tempo de reacdo de 120 min, como mostra a Figura 21.

Figura 21. Teor de minerais da combina¢do (PLC-1G/PLA1) e do coquetel de PLC-3G por
120 min.
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De acordo com os resultados pode-se verificar que o teor de fosforo para a
combinacdo com PLC-1G/PLA| apresentou resultado de 5,26 mg/kg de fosforo. Ja a PLC-3G
apresentou, resultado de 5,01 mg/kg para 120 min. Dessa forma, tanto a combinac¢do quanto o
coquetel conseguiram chegar a teores menores que 10 mg/kg de fésforo durante 60 e 120 min
de reacdo. Isso ocorre provavelmente, porque apds os 60 min de reacdo todo o fosfolipidio ja

foi consumido pelas enzimas, resultando em valores que ficam sempre ao redor de 5 mg/kg.

Avaliagdo do rendimento em DAG e AGL apds o processo de degomagem

Como se sabe, as fosfolipases PLA’s sdo responsaveis pela hidrélise dos
fosfolipidios em AGL, enquanto as PLC’s sdo responsaveis pela hidrélise dos fosfolipidios
em DAG. Sendo assim, os 6leos degomados foram analisados em relacdo ao teor de AGL e

DAG para os tempos de reagdao de 60 e 120 min.

Inicialmente foi avaliado o teor de AGL para os tempos de 60 e 120 min tanto
para a combinagdo de enzimas como para o coquetel, € 0 aumento em termos relativos
encontra-se na Figura 22. De acordo com os resultados, o aumento do tempo de reagdo de 60

min para 120 min resultou no aumento do teor de AGL presente no 6leo degomado tanto para
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a combinacdo de enzimas quanto para o coquetel. Porém, se compararmos para um mesmo
tempo de reagdo, é possivel verificar que o uso da combinac¢do resultou em maiores teores de

AGL.

Figura 22. Aumento relativo em 4cidos graxos livres para diferentes tempos de reacdo.
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Tipos de degomagem

Como a partir do uso da combinagdo de enzimas ou do coquetel pode-se obter a
formacdo de AGL ou DAG, o rendimento do 6leo degomado foi avaliado também a partir da
andlise do teor de DAG (Tabela 14). De acordo com os resultados, o aumento do tempo de
reacdo de 60 min para 120 min promoveu um aumento no teor de DAG no 6leo degomado
para a combinacdo PLC-1G/PLA;. Considerando o teor inicial de DAG no experimento
controle (CC) pode-se verificar que o aumento absoluto do teor de DAG para o tempo de 60
min foi de 0,30%, o que corresponde ao valor relativo de 66,7%. Enquanto para o tempo de
120 min o aumento absoluto de DAG foi de 0,42% que corresponde a 93,33% em termos
relativos. Os célculos dos valores relativos foram realizados tendo como base a soma do teor

de PC + PE (0,65%), que resultaria no valor absoluto de DAG de 0,45%.

De acordo com os resultados, o aumento do tempo de reacdo de 60 min para 120
min promoveu um aumento no teor de AGL no 6leo degomado para a combinacdo PLC-
1G/PLA;. Considerando o teor inicial de AGL no experimento controle (CC), pode-se
verificar que o aumento absoluto do teor de AGL para o tempo de 60 min foi de 0,25%, o que
corresponde ao valor relativo de 76,2%. Enquanto para o tempo de 120 min o aumento

absoluto de AGL foi de 0,3% que corresponde a 91,5% em termos relativos.



73

Tabela 14. Composi¢do em acilglicerois do 6leo de farelo de arroz apds degomagem com

combinagdes das enzimas PLC - 1G e PLA e coquetel da enzima PLC - 3G.

Enzimase  Tempo TAG (%) DAG (%)  MAG (%)  AGL (%)
coquetel (min)
cC 0 92,63 + 0,22 22220,19 0,16£0,02 4,99+0,14
PLC-1G/PLA; 60 91,99 + 0,01 2,52+0,02  025+0,00 524+0,02
PLC-1G/PLA; 120 91,84 % 0,09 2,64+0,06 023002 529006
PLC-3G 60 91,81 0,12 2,62+£005 0,36£0,07 5.21+0,00
PLC-3G 120 91,65 + 0,23 2,7620,15  032£0,04 527 +0,04

Chemical conditioning (CC). Different letters in the same column indicate significant differences

Resultados similares foram observados para o coquetel (PLC-3G), onde o teor de
DAG, ap6s 60 min, apresentou um aumento absoluto de 0,40%, o que corresponde a um
aumento relativo de 70,18%. Para o tempo de 120 min de reacdo, o 6leo degomado
apresentou um aumento absoluto de DAG da ordem de 0,54%, o que corresponde em termos
relativos a 94,70%. E importante salientar que no caso do coquetel (PLC-3G), deve existir nos
célculos a inclusdo do PI, pois este possui uma enzima especifica para degradacdo deste

fosfolipidio, resultando em maiores valores de DAG no 6leo degomado.

Para os resultados de AGL foi observado que para o coquetel (PLC-3G), o teor de
AGL apresentou um aumento absoluto de 0,22% apds 60 min, o que corresponde a um
aumento relativo de 67,07%. Para o tempo de 120 min de reagcdo, o 6leo degomado
apresentou um aumento absoluto de AGL da ordem de 0,28%, o que corresponde em termos

relativos a 85,4%.
Componentes Minoritdrios

Os componentes minoritdrios presentes no Oleo de farelo de arroz que
correspondem aos constituintes da vitamina E (tocoferois e tocotrienois) € ao y-orizanol
constituem uma grande vantagem ao 6leo que por suas caracteristicas vem sendo pesquisado e
utilizado em vdrias dreas. A deficiéncia de vitamina E na dieta humana estd relacionada com

anomalias neuroldgicas e distirbios de ma absor¢do de gordura (CHUNHIENG et al., 2008).
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Assim, devido a sua importancia, os teores de tocois das combinacgdes e do coquetel também

foram analisados e encontram-se na Tabela 15.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 15, pode-se verificar que o
/y-tocotrienol apresentou os maiores valores, permanecendo de acordo com os resultados
obtidos para as outras degomagens realizadas anteriormente sem combinacdo. Para a
combinacdo de PLC-1G/PLA; nos dois tempos (60 e 120 min), o teor de PB/y-tocotrienol
variou de 436,7 — 404,2 mg/kg. Enquanto para o coquetel (PLC-3G) nos dois tempos (60 e
120 min) o teor de P/y-tocotrienol variou de 452,1 — 433,5 mg/kg. As pequenas perdas

observadas estdo relacionadas com o processo.

Tabela 15. Concentracdo em (mg/kg) de tocoferois e tocotrienois presentes nas combinagdes

(PLA: e PLC-1G) e no coquetel (PLC-3G).

Tempo Bly- o- B/y-
Tratamento (mir?) tocotrienol  tocotrienol tocogerol o-tocoferol Total
cc* 0 4583+13 292+0,5 136,103 140,2+03 763,8+21,2
PLC/PLA, 60 436,8 £04 294+0,7 151,8+0,2 137,0+£0,2 755,1£9,9
PLC/PLA, 120 4042+12 274+£0,8 1529+0,2 1358+0,3 720,3+14,7
PLC-3G 60 452,116 228+1,3 1299+04 1382+04 743,1+14
PLC-3G 120 4335+14 233+£32 1325+0,6 133,9+0,5 723,1+12,7

*Corresponde ao condicionamento quimico

Os valores de a-tocotrienol, B/y-tocoferol apresentaram uma leve perda para a
combinagdo de PLC-1G/PLA; por 60 e 120 min. O mesmo comportamento foi observado
para o coquetel PLC-3G para os tempos de 60 e 120 min. Sendo que as porcentagens de perda
no teor total de tocois foram maiores para o tempo de 120 min para a combinag¢do (PLC-

1G/PLA1) e PLC-3G, apresentando respectivamente, 6% e 5% de perda.

O contetddo de y-orizanol para os tratamentos de PLC-1G/PLA; (60 min e 120
min) apresentou um teor de aproximadamente 1,7%, para ambos os experimentos, 0 mesmo
resultado obtido apds condicionamento quimico, indicando que a degomagem nao alterou o
conteudo de y-orizanol. Para as degomagens com o coquetel (PLC-3G) nos dois tempos, 60 e
120 min, o teor de y-orizanol também ndo apresentou alteracdes e permaneceu em

aproximadamente 1,7%.

O presente estudo estd de acordo com Krishna et al. (2001) os quais verificaram

que o contetdo de y-orizanol no 6leo ndo foi afetado apés a degomagem. Os autores
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observaram que no 6leo bruto o teor era de 1,86% e apds o processo de degomado passava
para 1,84%. Ainda de acordo com os autores, o refino do 6leo por via fisica conseguiu manter
o teor de y-orizanol no 6leo refinado em aproximadamente 100% do encontrado no dleo
bruto, mostrando que o refino fisico € capaz de manter o y-orizanol mesmo apds o processo de

degomagem.
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6. CONCLUSAO

A primeira etapa do trabalho consistiu na caracterizacdo do 6leo bruto de farelo de
arroz que incluiu: teor de acidez, composi¢cdo em acilglicerois, composi¢do de fosfolipidios,
teor de minerais, composi¢do em 4cidos graxos, € componentes minoritdrios. Apds isso foi
realizada a degomagem aquosa para os teores de 3, 5, 7 e 10% de dgua adicionada durante 15
min. De acordo com os resultados, durante as degomagens niao houve uma grande variagdao no
teor de fosforo (32 - 17,2 mg/kg), assim foi escolhido o teor de dgua de 3% como ideal,

devido aos menores custos envolvidos.

Antes de cada processo de degomagem enzimdtica foi realizado o
condicionamento quimico (CC), onde o objetivo era alcancar o pH ideal para a enzima atuar.
As condicdes 6timas de concentracdo para cada enzima foram encontradas e a partir dessas
condig¢des foram realizadas as degomagens variando o tempo de reacao (15 a 120 min). Dessa
forma, o efeito de cada enzima (PLA, PLC-1G e PLC-3G) separadamente foi avaliado, assim

como o efeito conjunto no 6leo de farelo de arroz bruto.

Primeiramente, foi realizada a degomagem enzimatica com a enzima PLA; com
as concentragdes de 10, 30, 50 e 70 mg/kg durante 120 min, onde o objetivo era escolher a
melhor concentragdo para seguir para o estudo da cinética. Dessa forma, a concentracio
escolhida foi a de 50 mg/kg, pois apresentou teor de fésforo (P) de 10,4 mg/kg durante os

120 min de reagao.

A cinética com a enzima PLA; foi realizada para os tempos de 15, 30, 60, 90 e
120 min, onde foram analisados os teores de minerais, AGL e componentes minoritarios. O
teor de fosforo (P) ja para os tempos de reagdo entre 60 - 90 min, foi reduzido para valores
entre 13 e 15 mg/kg. Para o tempo de reacdo de 120 min, o 6leo degomado atingiu 10,4
mg/kg, se enquadrando, portanto, no valor desejado para que o 6leo tivesse condi¢cdes de
seguir as demais etapas do refino fisico (10 mg/kg). Sendo assim, o tempo de reacdo de 120
min foi escolhido como tempo mais apropriado para atuacdo da enzima PLA; (Lecitase
Ultra). O teor de AGL em termos relativos apos os 120 min de reacdo foi de 91,5 %,
indicando que a enzima foi capaz de hidrolisar os fosfolipidios e esse tempo foi escolhido

como o melhor tempo de atuacdo da enzima.

Para a enzima PLC-1G foram realizadas degomagens com 100, 200, 300 e 400

mg/kg, no intuito de escolher a melhor concentracdo e seguir para a cinética. Foi verificado
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que dentre as concentragdes, a de 300 mg/kg apresentou um teor de fésforo (P) de 67,6
mg/kg. Devido a diferenca para o teor de fésforo entre as concentracdes de 300 e 400 mg/kg
da enzima PLC-1G, optou-se por seguir para as préximas degomagens com a concentracdo de

300 mg/kg.

Ao escolher a concentracdo de 300 mg/kg foi estudada a acdo da PLC-1G ao
longo de 120 min. Foi verificado que o teor de DAG apresentou, em termos relativos, o teor
de 91,1% apds os 120 min de reacdo. Foi verificado que com o aumento do tempo de reacdo
os teores de minerais apresentaram reducdo ao longo do tempo de reagcdo, onde o teor de

fosforo chegou a 67,6 mg/kg ap6s 120 min.

Para as combinagdes de PLC-1G e PLA; foram analisados os teores de minerais,
AGL, DAG e os componentes minoritdrios, assim como para o coquetel (PLC-3G). Tanto as
combinacdes quanto o coquetel apresentaram teores de aproximadamente 5 mg/kg de fésforo
(P), o que indica que tanto a combinagdo quanto o coquetel foram eficientes para o tempo de
60 e 120 min de reacdo. Os AGL apresentaram valores relativos de 76,2% e 91,5% para a
combinacdo (PLC-1G e PLA|) durante 60 min e 120 min, respectivamente. Para o coquetel
(PLC-3@G), os valores em termos relativos foram: 67,1% e 85,4% nos tempos de reacdo de 60
e 120 min, respectivamente. Dessa forma, pode-se notar que a combinacao apresentou maior

teor de AGL apds a degomagem.

Os teores de DAG em termos relativos, para a combinag¢do apds 60 e 120 min
foram 66,7% e 93,3%, respectivamente. Para o coquetel, os teores foram 70,2% e 94,7% para
60 e 120 min, respectivamente, ou seja, apos os 120 min de reacdo o teor de DAG foi similar
para os dois tratamentos. Entretanto a quantidade de enzima utilizada no coquetel (300
mg/kg) € menor que para a combinagdo (350 mg/kg), fazendo com que o tratamento com o

coquetel seja considerado ideal.

As degomagens mantiveram os teores de componentes minoritdrios elevados,
onde o B/y-tocotrienol foi o que apresentou os maiores teores para o 6leo bruto e para todas as
degomagens. O y-orizanol variou de 1,6 — 1,7 % para todas as degomagens, o que significa

que os processos de degomagem nado causaram alteragdes nos componentes minoritarios.

Os processos abordados nesse trabalho poderdo ser utilizados pelas industrias
como forma de redug¢do do teor de P, aumento de AGL e DAG e manutencdo dos

componentes minoritarios (tocois e y-orizanol). Sendo assim, pode-se concluir que as
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degomagens enzimdticas com PLA;, PLC-1G, combinacdo (PLA/PLC-1G) e o coquetel

(PLC-3G) sao eficientes na degomagem de 6leo de farelo de arroz.
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7. SUGESTOES TRABALHOS FUTUROS

Como demonstrado por meio dos experimentos, as enzimas apresentaram 6timos
resultados, mas futuros estudos s@o necessarios para que se tenha uma melhor nog¢do da
capacidade da enzima PLC-3G. Como foi visto essa enzima € relativamente nova e nao ha
uma quantidade significativa de estudos para parametros de andlise da mesma em outros tipos

de 6leos vegetais. Assim, € necessdrio que outras matérias-primas sejam avaliadas.

- Realizacdo de testes com o objetivo de definir as condi¢des 6timas da enzima PLC-3G em
outros tipos de 6leos;
- Utilizar outros métodos de analise de y-orizanol, como HPLC ou UPLC;

- Otimizacao das etapas de refino do 6leo de farelo de arroz
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APENDICES

APENDICE 1. Cromatograma referente a anélise de tocois do 6leo de farelo de arroz bruto

por UPLC.
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APENDICE 2. Cromatograma referente 2 analise de tocois do 6leo de farelo de arroz
degomado com a enzima PLA; por UPLC.
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