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RESUMO

O arroz é um importante produto agricola brasileiro com destaque na producao
para o Rio Grande do Sul. Neste trabalho estudou-se a composi¢cao quimica de
Oleos de farelo e farinha de arroz produzido no Rio Grande do Sul. Os dleos do
farelo de arroz integral e integral parboilizado, e da farinha dos grdos do arroz
integral parboilizado, parboilizado polido e branco polido foram obtidos por
extracdo com Soxhlet. Foram pesquisados os tocdis (tocoferdis e tocotrienadis),
acidos graxos (livres e ligados) e y-orizanol. Os 6leos foram caracterizados
através espectrometria de massa com ionizacdo por eletronebulizacdo (ESI-
MS/MS), cromatografia liquida com detector de arranjo de diodo (LC-DAD),
acoplamentos LC-DAD-ESI-MS, LC-ESI-MS/MS, além da cromatografia gasosa
com detector de ionizagdo em chama (GC-FID). O farelo de arroz apresentou
maior teor de 6leo que a farinha dos gréos, como também maiores concentracdes
dos &cidos graxos. No 6leo do farelo de arroz integral foi encontrada a maior
concentracéo dos constituintes da fracdo do y-orizanol. A vitamina E foi detectada
em pequena quantidade nos 6leos analisados. A metodologia de analise
quantitativa por LC-DAD, da fragcdo do y-orizanol foi realizada considerando os
principais parametros (seletividade, linearidade, precisdo, exatidao e robustez) de
acordo com guia de validacdo do International Conference on Harmonisation
(ICH).
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ABSTRACT

Rice is an important Brazilian agricultural product and Rio Grande do Sul is its
major producer. Oil composition of rice bran and rice flour produced in Rio Grande
do Sul was investigated in this work. The oils from integral and brown parboiled
rice bran, flour from grain parboiled brown rice, parboiled polished and polished
white were obtained by Soxhlet extraction. Tocopherols and tocotrienols, fatty
acids (free and bound) and y-oryzanol also were analyzed in this work. The oils
were characterized by mass spectrometry with electrospray ionization (ESI-
MS/MS), liquid chromatography with diode array detector (LC-DAD), tandem LC-
DAD-ESI-MS, LC-ESI-MS/MS and gas chromatography with flame ionization
detector (GC-FID). Rice bran had a higher oil content than the flour of grains, as
well as higher concentrations of fatty acids. In oil rice bran was found the highest
concentration of the fraction of y-oryzanol. Vitamin E was detected in small
amounts in the oils analyzed. The methodology of quantitative analysis of y-
oryzanol fraction, by LC-DAD, was validated considering selectivity, linearity,
precision, accuracy and robustness as main parameters, in accordance with

International Conference on Harmonisation (ICH) validation guide.
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1 INTRODUCAO

O arroz (Oriza sativa) € considerado um alimento basico na alimentacéo da
populacdo brasileira, avaliado como o segundo alimento mais consumido no
mundo e esta presente na mesa de dois tercos da populacdo mundial, sendo a
China um dos maiores consumidores. Constitui-se na terceira maior cultura
cerealifera do mundo, apenas ultrapassado pelo milho e trigo. O arroz branco € o
mais consumido, entretanto, produtos que contenham farinha de arroz (gréo
triturado) como ingredientes tém surgido no comeércio.

Até chegar a forma de ser adquirido pelo consumidor, o arroz passa por
um processo de beneficiamento, sendo as principais formas de arroz beneficiado:
branco polido, integral e parboilizado. O processo pelo qual os gréos irdo ser
submetidos durante o beneficiamento é diferente em cada um dos casos. O valor
nutritivo e a cor também estéo relacionados ao processo de beneficiamento.

O arroz depois de recebido no engenho é seco, descascado e os graos
inteiros seguem para o brunidor que retira uma parte da camada escura, chamada
de farelo. Nessa etapa os graos, que ja estdo mais brancos e levemente opacos,
serdo enviados para o polidor, deixando-os com aspecto vitreo. Ocorre, entéo, a
separacdo dos graos inteiros da quirera fina (grdos quebrados) e dos graos
descascados daqueles que nao foram descascados, estando pronto para ser
embalado e comercializado, sendo este, o arroz branco polido*.

O arroz integral passa pelo mesmo processo de beneficiamento do arroz
branco polido, porém a brunicdo é feita de maneira mais branda. Apenas a
camada mais externa é removida, permanecendo o germe e o farelo, motivo pelo
qual é considerado um arroz mais nutritivo, além de possuir textura e sabor
diferenciados. Devido ao fato do arroz integral ser um grao in natura, apenas
descascado, possui alta atividade enzimatica, dificultando sua conservagao, e por
consequéncia, reduzindo o tempo de prateleira®.

O processamento do arroz parboilizado passa por outras trés etapas.
Apds uma primeira secagem o gréo passa pelo processo de encharcamento em
autoclave, no qual a agua provoca a migracao dos componentes soluveis do grao

(vitaminas hidrossolUveis e sais minerais), da camada externa (pelicula e germe)
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para o interior do grdo, enriguecendo-o sob o ponto de vista nutricional.
Normalmente esse procedimento ocorre num intervalo de tempo de 6 a 9 horas
com temperatura em torno de 65 °C. Essa fase é responsavel pelas alteracdes de
cor e aumento do valor nutricional do arroz. A etapa seguinte € chamada de
gelatinizacdo, que promove a fixacdo dos nutrientes transferidos no
encharcamento. A gelatinizacdo do amido é realizada em autoclave e promove a
eliminagdo de microrganismos, inativando assim as enzimas, sendo responsavel,
inclusive, por propiciar um tempo de vida de prateleira maior. A Ultima etapa
especifica do processo de parboilizacdo consiste em fazer o arroz voltar ao seu
teor inicial de umidade (aproximadamente 13%), através de uma segunda
secagem™?.

No processo de beneficiamento do arroz ha a geragcdo de subprodutos
que podem ser reutilizados com diferentes finalidades. Por exemplo, a casca
retirada dos grdos é um importante subproduto, pois pode ser utilizada para
geracdo de energia, fabricacdo de sab&o abrasivo e na composicdo de
fertilizantes, entre outros.

Outro subproduto muito importante é o farelo de arroz, uma das partes
mais nutritivas do arroz, que constitui a matéria-prima para extracdo (com uso de
solventes ou prensagem mecéanica) do 6leo de arroz. Pode ser reutilizado na
indUstria cosmética e farmacéutica, ou ainda como 6leo comestivel, apés ser
refinado. Os alimentos fritos no 6leo de arroz industrializado apresentam melhores
qualidades sensoriais (crocancia, odor e sabor), além de constituirem um alimento
de melhor qualidade nutricional. Esse 0leo comestivel tem recebido atencdo por
apresentar expressivo contetudo de acidos graxos poliinsaturados, de compostos
nutracéuticos, como o y-orizanol e também de tocoferdis e tocotriendis,
conhecidos como tocdis. Entretanto, apesar de seu alto valor nutritivo, o farelo de
arroz € habitualmente empregado na producéo de racao animal.

Ha também a quirera de arroz (graos quebrados) como subproduto
resultante do beneficiamento de arroz, de baixo valor comercial e que pode ser
utilizada em racdo animal e na industria de cerveja.

A composicao do gréo de arroz vai depender de alguns fatores como
tipo de cultivar, tratamento do grdao antes do beneficiamento, sistema de

beneficiamento empregado e grau de polimento ao qual o grado foi submetido. Os
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graos podem apresentar formatos, aspecto, cor e odores diferentes. Além disso,
0s nutrientes ndo estdo uniformemente distribuidos nas diferentes fracbes do
grao.

E importante, portanto, identificar e quantificar os constituintes do arroz e
seus subprodutos, para melhor utilizar este insumo agricola. Para isso, €&
necessario o desenvolvimento de um método analitico eficiente. Observa-se que
existem poucos estudos na literatura sobre o isolamento e quantificacdo dos
compostos presentes no 6leo de arroz.

O desenvolvimento e validagdo de novos métodos analiticos sao
importantes para obtencdo de resultados confiaveis, além de possibilitar o
conhecimento das limitagcdes das analises.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de
diodo (HPLC-DAD) é uma eficiente técnica para a analise quimica, qualitativa e
guantitativa das mais variadas amostras. Possui diversas aplicacfes, podendo ser
citadas: amostras ambientais (pesticidas), amostras alimentares (vitaminas,
compostos fendlicos, etc.), compostos farmacéuticos (drogas de abuso,
antibioticos, etc.), entre outras.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas (LC-MS) permitiu grandes avangos na tentativa de elucidar estruturas
complexas como, por exemplo, as estruturas do y-orizanol. E uma técnica que
combina a capacidade de separacdo da cromatografia liquida, com a
sensibilidade da detecgéo de separacao da espectrometria de massas.

Um dos ultimos trabalhos publicados sobre analise de éleo de arroz via
LC-ESI-MS sdo de Fang® (2003) e Yu* (2007), sendo inclusive do mesmo grupo
de pesquisa. E importante destacar que o primeiro realiza apenas identificacdo
dos constituintes do y-orizanol em 6leo de farelo de arroz, e o segundo a analise
do germe e do farelo de arroz de somente um tipo de arroz.

Face ao exposto, o presente trabalho corrobora a importancia da
pesquisa na determinacdo dos constituintes dos 6leos de farelos de arroz integral
(OFAI) e integral parboilizado (OFAIP) e dos 6leos obtidos das farinhas dos gréos
de arroz parboilizado polido (OFGAPP), integral parboilizado (OFGAIP) e branco
polido (OFGABP). Para isso, seréo aplicados métodos cromatograficos (GC e LC)
e técnicas espectroscopicas (UV-DAD e MS).
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1.1 OBJETIVOS

Objetivo geral

Desenvolver metodologia analitica para a identificacdo dos constituintes
presentes nos Oleos de farelo de arroz (integral e integral parboilizado) e de
farinha de arroz (integral, integral parboilizado, parboilizado polido e branco

polido) e quantificagéo do y-orizanol.

Objetivos especificos

% Extrair o 6leo do farelo e da farinha arroz (integral, integral parboilizado,
parboilizado polido e branco polido);

% Isolar e identificar os constituintes dos 6leos através da cromatografia liquida
de alta eficiencia (LC), da espectrometria de massas (ESI-MS) e dos
acoplamentos LC-DAD-ESI-MS e LC-ESI-MS;

« Utilizar a cromatografia gasosa com detector de ionizacdo em chama (GC-
FID) na andlise e quantificacdo dos acidos graxos presentes nos 0leos
extraidos;

% Utilizar a cromatografia liquida com detector de arranjo de diodos para a
analise e quantificacdo dos constituintes do y-orizanol nos 6leos extraidos;

+ Validar o método analitico para analise do teor de y-orizanol nas amostras de

Oleos de arroz;

X3

%

Realizar um estudo comparativo entre os dados obtidos para os 6leos de

farelo e de farinha do grédo de arroz.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ARROZ (Oriza sativa)

Na literatura chinesa sdo encontradas as mais antigas referéncias sobre o
arroz, ha cerca de 5.000 anos. Porém, bem antes de qualquer evidéncia histérica, ha
indicios de que o arroz foi, provavelmente, o principal alimento e a primeira planta
cultivada no sudeste da Asia, que seria o local de origem do arroz. No Brasil, foi
introduzido em 1530, no Rio Grande do Sul, e, em Mato Grosso, por volta de 1940
em roca de toco e, na década de 70, com o surgimento da agricultura mecanizada®.

Assim como a produgdo, o consumo de arroz no mundo concentra-se nos
paises do sudeste asiatico. Intimamente agregado a cultura da regido, o consumo
per capita de arroz nos paises do sudeste asiatico € muito superior aos dos demais
paises ocidentais. Segundo dados da Organizacdo de alimento e agricultura dos
Estados Unidos (FAO)®, o consumo brasileiro de arroz é de aproximadamente 52,5
quilogramas por habitante por ano (base casca). Embora o consumo mundial médio
por habitante ser inferior (84,8 kg/hab/ano), este valor € considerado alto se
comparado com 0 consumo per capita dos paises desenvolvidos (16,7 kg/hab/ano).

Dados da CONAB’ indicam que apesar da reducdo das culturas de ver&o -
arroz sequeiro ou arroz de terras altas - a producdo de arroz no Brasil deve ser
maior que a da safra anterior, compensada, principalmente, pelo aumento de area
cultivada na regiao Sul (5,5%).

A producdo nacional de arroz da safra 2010/11 deve ficar em 12.628,2 mil
toneladas havendo um incremento em torno de 8,3% (967,3 mil toneladas) em
relacdo & safra 2009/10".

Nas Figuras 1 e 2 sédo apresentados dados comparativos da safra de
2009/2010 em relagdo a safra de 2010/2011 (considerando Dezembro/2010 e
Janeiro/2011), para area plantada e para a producéo de arroz, respectivamente.
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Figura 1. Comparacdo entre a safra 09/10 e 10/11 de area plantada de arroz,
realizada pela CONAB em Janeiro de 2011. Valores em 1.000 toneladas’.
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Figura 2: Comparacao entre a safra 09/10 e 10/11 de arroz, realizado pela CONAB
em Janeiro de 2011. Valores em 1.000 toneladas’.

Analisando os graficos da Figura 1 e 2, percebe-se que o cultivo do arroz
irrigado esta presente em todas as regides brasileiras, mas destaca-se a Regido Sul,
que é responsavel, atualmente, por 60 % da producdo total deste cereal.
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Uma comparacdo entre as safras de 2005/06 até 2010/11 é mostrada na
Figura 3. Neste grafico constam dados da produgcédo, consumo, importacdo e
exportacdo de arroz no Brasil. Percebe que ha pouca diferenca entre os valores de
producdo e consumo nos ultimos anos. Pode-se concluir, também, que a maior parte
da producado nacional se destina ao consumo interno, pois tanto a importacdo como
a exportacao referem-se a valores pequenos e que apresentam pouca variabilidade

com o tempo.

Balanco de oferta e demanda
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Figura 3: Balanco de oferta e demanda de arroz no Brasil das safras de 2005/06 até
2010/11. Fonte: CONAB - levantamento: Jan/2011.

O beneficiamento deste cereal produz quatro tipos de arroz: integral, branco
polido, integral parboilizado e parboilizado polido. As etapas desse beneficiamento
estdo descritas na Figura 4.

Dentre as caracteristicas da aparéncia do arroz, a cor branca e translucida do
gréo é a que mais contribui para a aceitacdo deste produto por parte do consumidor,
0 qual corresponde a mais de 70% do consumo. O arroz integral parboilizado tem

um consumo entre 22 e 25 % e o integral cerca de 3 a 4 %.
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Figura 4: Fluxograma das etapas de beneficiamento do arroz, apresentando
produtos e subprodutos dos diversos processos.
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O arroz integral apresenta cor marrom devido as camadas de farelo, que séao
ricas em minerais e vitaminas, como por exemplo, fibras dietéticas, acidos fitico,
vitaminas E e B e do &cido y-aminobutirico (do inglés, Gamma-AminoButyric Acid -
GABA), que sdo removidas durante o processo de beneficiamento®. J& o processo
de parboilizacdo pode ser resumido como uma a¢édo da agua e do calor promovendo
a migracdo e fixacdo de minerais e vitaminas hidrossolUveis que se encontram na
pelicula e germe, que penetram no grao a medida que este absorve agua, deixando-

0 mais rico sob o ponto de vista nutricional®.

2.2 CONSTITUICAO QUIMICA DO ARROZ

Em relacdo a constituicdo do arroz, destaca-se a presenca fitoquimicos, como
carotendis, tocois e y-orizanol. Essas substancias estdo associadas a reducéo do
risco de doencas crénicas®*H1213,

O farelo de arroz € um subproduto, gerado a partir do polimento do gréo, e
seu 6leo tem sido relatado como benéfico para a satde cardiovascular*®. Segundo
Zigoneanu™ e colaboradores, o farelo de arroz contém entre 18 e 22% de 6leo e é
usado na preparacao de alimentos em varios paises. Os autores também relatam
gue o Oleo de farelo de arroz contém de 0,10 a 0,14% de vitamina E, entre 0,9 a
29% de vy-orizanol, sabendo que estas concentragbes podem variar
substancialmente de acordo com a origem do arroz.

A vitamina E € um termo genérico para um grupo de quatro tocoferoéis e
quatro tocotriendis (a—, p—, y— € 8-), conhecidos como tocéis (Figura 5), dos quais o
a-tocoferol € o que apresenta maior atividade biologica, exercendo importante papel
como inibidor da oxidacdo dos radicais livres'®. Desde 1922, quando Evans'’
descobriu a vitamina E, foram verificados efeitos positivos no tratamento da
sindrome de Parkinson e contra o envelhecimento, capaz de prevenir a doenca de
Alzheimer e alergias'®. Também tem sido relatada a capacidade de aumentar a
imunidade, reduzir o risco de cancer e doencas coronarias'®**?*. Do mesmo modo,

7

o o-tocoferol é conhecido por seus beneficios na diminuicdo dos indices do

colesterol, sua atividade anti-aterogénica e por inibir a oxidacdo de alimentos®?>.
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Figura 5: Estruturas dos constituintes dos tocoferdis e tocotriendis (o, B, y € 3).

O Oleo do farelo de arroz contém cerca de 95% de lipidios saponificaveis,
incluindo (glicolipidios e fosfolipidios, e 4,2% de compostos insaponificaveis

(tocoferdis, tocotriendis, y-orizanol, esteréis e carotendides), enquanto outros 6leos

apresentam um contetido insaponificaveis inferior a 1-2%°4%°,

O 6leo do farelo de arroz possui uma composicdo de 81 a 84% triacilgliceréis
(TAG), 2 a 3% diacilglicer6is (DAG), 1 a 2% monoacilgliceréis (MAG), 2 a 6% de
acidos graxos livres (FFA, do inglés Free Fatty Acids). Ainda, apresenta fracdes
variaveis de ceras, 3 a 4%, glicolipidios, 0,8%, fosfolipidios de 1 a 2 % e lipidios

insaponificaveis, 4%°. A Figura 6 mostra as estruturas dos &cidos oléico, linoléico e

linolénico, componentes dos acidos graxos do 6leo de arroz.

0
Q
HO
MDH
Acido oléico
y — — —

Acido linolénico

Acido linoléico

Figura 6: Férmulas estruturais dos &cidos graxos insaturados: ol€ico, linoléico e

linolénico
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Segundo Pestana®®, o contetido total dos acidos graxos no farelo corresponde
a 18% de saturados, 45% de mono-insaturados e 37% de acidos graxos poli-
insaturados. Os principais acidos graxos saturados sao o acido palmitico (14 a 17%)
e o estearico (2,0 a 2,5%); e os principais insaturados sao os acidos oléico (40 a
45%), linoléico (35 a 37%) e linolénico (1 a 2%).

Em praticamente todos os Oleos e gorduras de origem animal e vegetal sdo
encontrados o &cido oléico, destacando-se como um dos &acidos graxos mais
amplamente distribuido na natureza. Os &cidos linoléico e linolénico, do ponto de
vista nutricional, sdo considerados “acidos graxos essenciais”, e devem ser ingeridos
através da dieta, pois ndo podem ser sintetizados pelo organismo humano?.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)?’, considerando a
necessidade de maior controle sanitario na é&rea de alimentos, sugere as
caracteristicas minimas de qualidade a que devem obedecer os 6leos e gorduras
vegetais, e de acordo com suas normas, no 6leo obtido do farelo de arroz, os acidos
graxos insaturados linoléico e oléico devem corresponder a maior concentracdo na
amostra, de 40 a 50% e de 29 a 42%, respectivamente.

Biaggioni e Barros?® realizaram testes que avaliaram o nivel de acidos graxos
livres em gréos de arroz envelhecidos artificialmente e amostras comerciais. Como a
formacao de acidos graxos livres nos graos € resultante da hidrélise das gorduras,
nesse tipo de analise é possivel detectar uma discreta perda de qualidade durante o
armazenamento do arroz. Esta andlise € interessante, pois além de servir de
controle de qualidade para o produto, auxilia na minimizacdo dos prejuizos e no
aumento da qualidade fisiologica das sementes.

Um dos principais componentes presentes no 6leo de farelo de arroz, é o y-
orizanol, que inicialmente era considerado como um Unico componente, mas
posteriormente foi caracterizado como uma mistura de ésteres de acido ferulico de
alcodis triterpénicos (ferulatos de cicloartenila e de ciclobranol) e esterdis (ferulatos

3,12,29,30,31

de campesterila e de sitosterila) Na Figura 7 sdo apresentadas as

estruturas dos ferulatos.
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Figura 7: Férmulas estruturais dos principais componentes do y-orizanol.

Esse importante fitoquimico, por ser mais resistente ao calor, torna-se mais
efetivo que os tocoferois. Esses compostos apresentam multiplas acdes, como por
exemplo, tratamento de Ulceras do estresse, efeitos no crescimento, combate a
doencas cefélicas e cervicais e a anemia, prevencao da arteriosclerose, entre outros.
A fracdo y-orizanol além de possuir aplicacbes nutracéuticas e farmacoldgicas,
também € usada na composicdo de cosméticos, como antioxidante natural em
alimentos, bebidas e cosméticos®. Most** e colaboradores afirmaram ter uma
reducdo nas taxas de colesterol no sangue de homens e mulheres que

apresentaram consumo de 6leo de farelo de arroz em suas dietas.

2.3 EXTRACAO E ANALISE DO OLEO DE ARROZ

Varias técnicas utilizadas para a extracéo, isolamento e purificacdo do 6leo de
arroz tém sido descritas na literatura®>?+293233,

Diferentes métodos de extracdo de a-tocoferol e y- orizanol de farelo de arroz
foram estudados por Imsanguan'® e colaboradores, sendo que o melhor método
avaliado foi a extracdo usando di6éxido de carbono como fluido supercritico, pois

apresentou maior rendimento e taxa de extracao.
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Ruperez** e colaboradores publicaram uma revisdo bibliografica com 161
artigos, onde analisaram criticamente as diferentes formas de pré-tratamento de
amostras e andlise desses compostos, além de um estudo sobre as metodologias
para analise cromatografica do a-tocoferol.

A vitamina E foi determinada por varios métodos, usando fase normal ou em
fase reversa em cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés High
Performance Liquid Chromatography) com deteccéo por UV e/ou fluorescéncia®+°.

Yu* e colaboradores identificaram e quantificaram vitamina E e y-orizanol em
farelo e germe de arroz por cromatografia liquida com detector de ultravioleta
acoplado a espectrometria de massas com ionizacao por eletronebulizacéo (LC-UV-
ESI-MS/MS, do inglés Liquid Chromatography with Ultraviolet Detector coupled to
Mass Spectrometry with Electrospray lonization), onde constataram que o principal
tocol encontrado foi o a-tocoferol no germe e y-tocotrienol no farelo.

Fang® e colaboradores identificaram mais de 23 ésteres dos &cidos ferdlico
e incluindo o éster do &cido caféico no Oleo de farelo de arroz, com o
desenvolvimento de uma metodologia usando cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massa.

A Tabela | apresenta um resumo das técnicas analiticas encontradas na
literatura e utilizadas na andlise dos tocdis, y-orizanol e acidos graxos em

amostras alimentares.

Vanessa A. Santestevan 14



Dissertacdo de Mestrado — PPGQ/UFRGS

Revisdo Bibliografica

Tabela I: Identificacdo de tocais, y-orizanol e acidos graxos em amostras alimentares.

Amostra Analito Técnica Ref.
- Oleo de girassol e leite saponificados Tocoferol: 6leo de girassol: 42,46 mg/100 g; leite: 100,47 1g/100g HPLC-UV; LC-MS; ESI; APCI 13
- Farelo de arroz (Chacherngson, Tailandia) y-orizanol e o-tocoferol HPLC-UV 18
- Oleo de farelo de arroz com y-orizanol; - Oleo de : )
: ) . o e ) X o HPLC-UV; GC-FID;
farelo de arroz e - Oleo de soja parcialmente Vitamina E; y-orizanol; acidos graxos; compostos néo volateis 22
: HPSEC-ELSD

hidrogenado
-Oleo de farelo de arroz (Taichung, Taiwan) . o . e Ca RP-HPLC com UV-Vis

y-orizanol ; &cido graxo livre (acido oléico, linoléico e linolénico); trigliceridios RMN 'H: GC-FID 24
-Farelo de arroz de diferentes variedades do anol LC-MS/MS 3
Arcansas-USA. y-ornizano ESI-MS
- Farelo de arroz y-orizanol HPLC-UV 29
- Oleo cru de farelo de arroz y-orizanol ; tocoferol; B-caroteno LC-DAD-APCI-MS 30
- Farelo de milho (Paris, IL)
- Oleo de milho refinado e n&o refinado (Danville, IL)
- Farelo e dleo de farelo de arroz (Petaluma, CA; .
Southampton, NY; Salem, MA; Fountain Hills, AZ; y-orizanol HPLC-UV 31
Glendale Heights, IL; Los Angeles, CA; Englewood
Cliffs, NJ)
-Oleo de oliva; - Suco de cenoura e - Farelo de trigo a-tocoferol; B-caroteno; B- criptoxantina; luteina; zeaxantina LC-APCI-MS/MS 37
- Farinha de arroz de trés variedades: y-orizanol (mg g-') HPLC-UV-Vis 38
A: Cripto (Alemanha) A: 0,627 GC-FID
B: Balilla (Alemanha) B: 0,393 GC/MS
C: Xiuschuil 1 (China) C: 0,310 LC-GC
;1;26%'8 :ezg(;rzc;z integral (ltalia, Espanha e Franga J-orizanol (0,26-62,7 mg g*) LC-GC 39
- Germe de arroz y-orizanol (mg g') Vitamina E (mg g°') LC-MS/MS 4
- Farelo sem germe Germe: 0,578  Farelo: 2,813 Germe: 0,612 Farelo: 0,106 ESI-MS
-Oleo de farelo de arroz (Crowley, LA) Tocoferol (a-/y-) (ng g-') Tocotrienol (o-/y-) (ug g-') L 40

26,04-64,69/3,25-7,29 8,19-183,76/17,36-43,76 HPLC com fluorescéncia
- Oleo de oliva (18 amostras, Portugal) Tocoferol (o-/B-/y-18-) (ug g) Tocotrienol (o-/B-/y-18-) (ng g) NP-HPLC-UV; NP-HPLC-ELSD; 41
256/2,08/5,29/0,45 0,67/nd 0,49/nd NP-HPLC-fluorescéncia/DAD
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y-orizanol Tocoferol (a-/6-/B,y-) Tocotrienol (o-/6-/B,y-)
A: 0,787 mgml' | A:0,120/0,017/0,114 mg ml-! A:0,086/0,048/0,478 mg ml-! HPLC-fluorescéncia
- : , B: 0,144 mg ml-! B: nd/nd/0,016 mg ml-* B: 0,010/nd/0,062 mg ml-* I~
- Oleo refinado de farelo de arroz (S variedades) | o o'445 momis | C:0.016/0,008/0,083 mgm | C:0,013/0,016/0.309 mg mi- ﬂ,’:ﬁg&zﬁg fr‘;;;%f;écﬁon) 11
D: 0,510 mg ml-* D: 0,218/nd/0,99 mg ml-* D: nd/0,006/0,322 mg ml-!
E: 0,718 mgml' | E:0,054/0,040/0,358 mg ml' E: 0,078/0,104/0,975 mg ml
igﬁgﬁ;{roz integral trés variedades (Venezuelal: y-orizanol (mg g') | Tocoferol (a-/y-) (ug g) Tocotrienol (o-/6-/y-) (ug g)
B: Zeta 15 Farelo Arroz Farelo Arroz Farelo Arroz HPLC-UV 42
C- FONAIAP-1 A1,55 A 033 | And/410  A7,83549 | A:nd/17,9/138  A:7,08/2.08/28,3
B:6,84 B:0,39 B:26,4/20,9 B:8,51/4,04 | B:159/7,21/140 B:7,18/2,58/42,7
C:212 C:0,20 | C:35,0/26,3 C:nd/6,70 | C:24,3/6,501127 C: 3,45/4,06/36,2
- Farelo de arroz y-orizanol (mg g*) | Tocoferol (a-/B,y-) (ug g') | Tocotrienol (o-/B,y-/8-)(ng g)
A: Cypress A:3,4-39 A: 37,1-73,7/9,8-24,6 A: 26,7-54,8/53,2-164,0/ 3,4-4,6 | RP-HPLC com UV-Vis 43
B: Bengal B: 3,8-4,2 B: 29,4-80,9/12,4/29,6 B: 19,2-54,5/43,5-127,5/ 4,5-6,2
- Extraido o farelo do arroz em casca da safra | y-orizanol (mg g-* Tocoferol (o-/y- -1 Tocotrienol (o-/y- ! A
1999/2000 (Arkansas Louisiana, Mississippi Texas) | 2,510—((3,8%2 ) 27-(94/6y-5)9(Mgg ) 47-16(5/61y-1)3.(0ngg )| NP-HPLC & com fluorescéncia | 44
- Oleo refinado de arroz (Pelotas) y-orizanol (mg g-') | Tocoferol (ow-/B-+y-/5-)(ug g) Acido graxo (Sat./insat.) (%)
A: 6leo cru A: 12,40 A: 0,16/0,097/0,0049 A: 0,26/0,73
B: 6leo degomado B: 12,10 B: 0,16/0,096/0,0048 B: 0,28/0,71
C: dleo neutralizado C: 9,49 C: 0,18/0,084/0,0034 C: 0,29/0,71 RP-HPLC com UV-Vis; GC-FID 45
D: dleo branqueado D: 0,37 D: 0,20/0,086/0,0038 D: 0,26/0,73
E: 6leo desparafinado E: 0,36 E: 0,19/0,086/0,0038 E: 0,25/0,74
F: 6leo desodorizado F:0,29 F: 0,21/0,077/0,0038 F: 0,26/0,74

nd: ndo detectado
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2.4 TECNICAS ANALITICAS

2.4.1 Cromatografia em Fase Gasosa: GC-FID

O detector de ionizagdo em chama (FID, do inglés Flame lonization
Detector) acoplado a cromatografia gasosa apresenta alto nivel de detectabilidade
e resposta quase universal*®*’. Esta é uma técnica ja fundamentada e bastante
utilizada na analise de 6leos fixos*®*?®*. Como o foco principal desse trabalho é a
identificacdo dos principais constituintes dos O6leos de arroz, esta técnica foi
utilizada com intuito de se obter resultados referentes aos acidos graxos totais,
fazendo desta maneira, uma caracterizacdo total das amostras. Visto que a
cromatografia liquida e a espectrometria de massas permitem a caracterizacao
dos acidos graxos livres (néo ligados ao glicerol), ndo necessitando do passo de

derivatizacao..

2.4.2 Espectrometria de Massa

A espectrometria de massas tem se mostrado uma ferramenta muito
poderosa para obter informacdes adicionais sobre o peso molecular, isétopos,
padrées e fragmentacdo dos analitos. Ela é capaz de separar espécies
carregadas de acordo com suas razbes massa-carga (m/z), além de determinar
suas intensidades®.

Ha diferentes tipos de analisadores comercializados: analisador do tipo
quadrupolo, “triplo” quadrupolo (QqQ) e de aprisionamento de ions (ion-trap).

O analisador de aprisionamento de ions (ion trap) € um quadrupolo
tridimensional que “captura” todos os ions que sdo introduzidos em seu interior e
os mantém “aprisionados” até que uma determinada radio frequéncia seja
aplicada tornando os ions de certa razdo m/z instaveis, sendo libertados da
camara®®®°. A Figura 8 mostra um esquema de um analisador de massa ion trap.

Ja a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa com

ionizagao por eletronebulizacao (LC-ESI-MS, do inglés, Liquid Chromatography
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coupled to Mass Spectrometry with Electrospray lonization), tem se destacado na
caracterizacdo de amostras complexas. A literatura relata que a ionizacdo em
modo negativo € mais eficiente do que no modo positivo, tanto na ionizacdo por
eletronebulizacdo (ESI), quanto por ionizacdo quimica a pressdo atmosférica

(APCI, do inglés, Atmospheric Pressure Chemical lonization) 3**3,

eletrado

} anel
entrada __

nuvem de
ions T

saida

| \|
| |
alimentador / 0
DC '.__JI alimentador
\\] I DC
— ) II,I

AVAVAY

gerador RF

Figura 8: Analisador ion trap, onde RF indica radio frequéncia e DC corrente
continua.

A ionizacdo a pressdo atmosférica (API, do inglés Atmospheric Pressure
lonization) ocorre em uma camara de ionizacdo, e deve executar trés processos
fundamentais: geracdo de aerossol, resultado do vacuo; ionizagédo, causada por
um forte campo elétrico; e evaporacdo do solvente, devido ao gas de secagem
inerte quente (geralmente aquecido de 120 a 365° C). A amostra é introduzida na
camara de ionizacao através de um nebulizador, e esses processos ocorrem sob
pressdo atmosférica, fora da regido de vacuo do espectrometro de massa (Figura
9)%.

Os ions dessolvatados sdo encaminhados para a regido de baixa pressao
através de um orificio, chamado de capilar. Depois, o skimmer tem a funcéo de
focalizar esses ions do analito, enquanto a nebulizacédo do gas de secagem esta

ocorrendo. Assim, 0s ions sao transferidos para o espectrébmetro de massa.
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final da coluna do HPLC —»

gas de nebulizagdo —» .. ski:mmer
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\ \ i
b Ny i . lentes
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. doras
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descarte octopdlos
camara de transporte de ions ion trap  detector
nebulizacao

geracao de ions

Figura 9: Fonte de ionizacdo a Pressdo Atmosférica (API) e sistema de vacuo.

Em ESI, a ionizagdo é suave, isto €, ions pseudo-moleculares intactos sao
formados, [M+H]" no modo positivo e [M-H]' no modo negativo. A técnica ESI é
basicamente uma transferéncia dos analitos da fase liquida para a fase gasosa, e
esse processo pode ser resumido em quatro etapas: formacdo de ions,
nebulizacdo, dessolvatacdo e evaporacdo do ion. Na fonte de ESI, o analito
passa por uma agulha capilar, que esta envolta por N, com fluxo constante, onde
é aplicada uma diferenca de potencial, fazendo com que ocorra a pulverizacdo da
amostra e do solvente gerando goticulas carregadas (“spray”). Entdo, essas
goticulas sédo dessolvatadas, ocorrendo a diminuicdo do tamanho, até o ponto em
gue a tensao superficial ndo suporta mais a pressao e ocorre uma “explosao
couldmbica”, gerando gotas menores, e uma série de explosdes passam a ocorrer
(Figura 10) . Em seguida, essas goticulas passam por um cone, na sequéncia por

um focalizador, e finalmente s&o enviadas ao espectrometro de massa (Figura 11)
49
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Figura 10: Mecanismo de formacdo de ions na técnica de ionizacdo por

“electrospray” (ESI).

Focalizador
Analito/Solvente Capil
agulha capilar gotas (‘'spray’) apriar .
Eluente \ ! Espectréometro
Fluxo [_ ) / // de massas
Seringa ! \
L— Fluxo de
M2 IEl
Cone 1 '

Figura 11: Esquema representativo de uma fonte de ESI.

As goticulas dispersas contém solvente, ions positivos e negativos do
analito. O tipo de ions que se formara, dependerd da composicdo do liquido
pulverizado. Se, por exemplo, a solugdo contém a amostra em acido acético, com
um potencial positivo em relacdo a agulha, os ions positivos serdo predominantes
(H30") e seréo formados ions moleculares carregados positivamente [M-H]".

No acoplamento com a cromatografia liquida, a fase movel proveniente da
coluna analitica é direcionada através de uma interface para o espectrometro de
massa, através de um split, sendo realizada com uma conexao adequada, um “T”
localizado apos a coluna. E de grande importancia no acoplamento que os jons
na fase gasosa, sejam um reflexo do que esta presente na fase liquida

proveniente da coluna cromatografica.
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Fenn>® e colaboradores demonstraram pela primeira vez o uso do ESI
como ferramenta para o acoplamento LC-MS a pressao atmosférica. Fenn foi
laureado, em 2002, com o Nobel de Quimica por suas descobertas e trabalhos

com ESI.

2.5 VALIDACAO DO METODO ANALITICO

O objetivo da validacdo de um método analitico € demonstrar que 0 mesmo
€ apropriado para a finalidade escolhida. Durante a validacdo do método analitico
suas caracteristicas de execugdo sao expressas em termos de parametros
analiticos, que séo: especificidade, linearidade, exatiddo, precisao (repetitividade
e precisdo intermediaria), intervalo e robustez.>>*?

Especificidade é a capacidade de avaliar o analito na presenca de
componentes que podem estar presentes na matriz. Normalmente, essas
medidas poderao incluir as impurezas, produtos da degradacao, constituintes da
matriz, entre outros™*.

O intervalo de linearidade de um procedimento analitico € a sua
capacidade (dentro de um determinado intervalo) de demonstrar que o0s
resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracao (quantidade) do
analito na amostra®’. Ele é expresso no intervalo superior e inferior de
concentracdo do analito, demonstrando que o procedimento analitico tem um
nivel adequado de preciséo, exatidéo e linearidade®>*3.

Os erros de uma medida analitica séo determinados pela preciséo e a pela
exatiddo>*. Denomina-se precisdo a concordancia entre os varios valores obtidos.
Pode ser expressa como uma estimativa de desvio padrédo(s) ou desvio padrao
relativo (DPR), também chamado de coeficiente de variacdo (CV%), de uma série
de repeticdes da mesma amostra, em diferentes preparacées>. Esse parametro
deve ser avaliado de trés maneiras: repetitividade (precisao intra-dia), precisédo
intermediéria (precisao inter-dia) e reprodutibilidade (preciséo inter-laboratorial). A
repetitividade € o grau de concordancia entre resultados de analises individuais
quando o procedimento é aplicado repetidamente as multiplas analises de uma

mesma amostra homogénea, em idénticas condicdes de teste. De forma geral, a
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repetitividade ocorre quando a amostra € a mesma, assim como a mesma
instrumentacao, analista e dia®**°. A precisdo intermediaria é expressa como as
variacfes dentro de um laboratdrio, mas realizadas em dias diferentes, analistas
diferentes, sobre uma mesma amostra ou padréo, definindo exatamente quais as
condicbes a variar (uma ou mais)>>.

A precisao entre laboratorios diferentes € chamada de reprodutibilidade,
sendo obtida usando o mesmo método e amostra, mas com analistas e
equipamentos diferentes. Vale ressaltar que este termo é frequentemente
utilizado, erroneamente, para expressar a precisao intermediaria>".

A robustez € uma medida da capacidade de um método em resistir a
pequenas e deliberadas variacbes dos parametros analiticos. Esse parametro

mede a confiabilidade do método em condi¢ées normais de operag&o®>’.

Vanessa A. Santestevan 22



PARTE EXPER/MENTAL




Dissertacdo de Mestrado — PPGQ/UFRGS

Procedimento Experimental

3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 AMOSTRAS

As amostras utilizadas foram de farelo e gréo de arroz. Os farelos de arroz
(2 amostras) foram obtidos do polimento de arroz integral e integral parboilizado,
provenientes de arroz da classe longo fino.

O arroz foi cultivado na regido sul do Rio Grande do Sul, através de
sistema irrigado, safra 2007, gentilmente cedido pelo Laboratério de Pds-Colheita,
Industrializacdo e Qualidade de Graos, do Departamento de Ciéncia e Tecnologia
Agroindustrial, na Faculdade de Agronomia “Eliseu Maciel”, Universidade Federal
de Pelotas/RS (DCTA-FAEM-UFPEL).

Também foram adquiridas 3 amostras de grdo de arroz produzidas
comercialmente, do tipo 1, classe longo fino, sendo de arroz branco (subgrupo
polido), integral (subgrupo integral parboilizado) e parboilizado (subgrupo
parboilizado polido). Essas amostras de grdos de arroz foram moidas em um
moedor comercial, obtendo-se assim, um produto denominado de farinha de

arroz.

3.2 SOLVENTES, PADROES E REAGENTES

Os padrdes a- e y-tocoferol foram adquiridos da Sigma-Aldrich. Os &cidos
usados na cromatografia liquida foram: acidos linoléico, oléico e linolénico
(Sigma-Alldrich, >99%), e na cromatografia gasosa o acido palmitico e linolénico
(Fluka, >99%), esteéarico e oléico (Sigma-Alldrich, >99%) e linoléico (Sigma-
Alldrich).

O padrdo de vy-orizanol foi adquirido da Wako Chemicals USA. Os
solventes metanol e isopropanol adquiridos da J.T. Baker e acetonitrila da Tedia,
todos grau HPLC. O hexano e o metanol usados foram grau p.a, Merck, assim
como o BF3, NaOH e NaCl.
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3.3 EXTRACAO DO OLEO DO FARELO E DA FARINHA DE ARROZ

Foram pesadas 20,00 g de cada amostra de arroz (farelo (2) e farinha (3)),
em cartuchos de papel filtro e, submetidas a extracdo em Soxhlet com hexano
(PE = 68°C) durante cinco horas®®. As extracdes foram realizadas em triplicata.
Os extratos obtidos foram concentrados e o rendimento de cada extracdo foi
calculado pela razdo massa/massa (massa de Oleo produzida/massa de amostra
usada). Na Figura 12 consta um fluxograma sobre as amostras, 0 processo de

extragcao e os 0Oleos obtidos.

Amostras
|
J |
Farelo de Arroz: Faripha do Grdo de Arroz:
- Integral - Branco polido

- Integral parboilizado - Parboilizado polido

‘ - Integral parboilizado
.

Extracdo do oleo
fixo

Oleo fixo
| | |

OFAl OFAIP . OFGABP { OFGAPP { OFGAIP

Figura 12: Fluxograma das amostras e dos 0leos obtidos a partir da extragdo com
Soxhlet. Siglas: OFAI = 6leo de farelo de arroz integral; OFAIP = idem, parboilizado;
OFGABP = ¢leo de farinha de grdo de arroz branco polido; OFGAPP = idem parboilizado
polido e OFGAIP = idem integral parboilizado.
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A partir das extracbes foram geradas as amostras codificadas no quadro

abaixo:

OFAI = Oleo de farelo de arroz integral

OFAIP = Oleo de farelo de arroz integral parboilizado
OFGABP = o0leo de farinha de grao de arroz branco polido
OFGAPP = o0leo de farinha de gréo de arroz parboilizado polido e

OFGAIP = dleo de farinha de grao de arroz integral parboilizado

3.4 ANALISE DOS OLEOS DE FARELO E FARINHA DE ARROZ

Um esquema geral das andlises realizadas esta apresentado na Figura 13.

Amostras

- Oleo de farelo de arroz: integral e integral
parboilizado

- Oleo da faripha dos graos de arroz: branco
polido, parboilizado polido e integral parboilizado

Analise Qualitativa Analise Quantitativa
(Vitamina E, y-orizanol (y-orizanol e acidos
e acidos graxos) graxos)
ESI-MS/MS  LC-DAD  LC-DAD- LC-ESl-  GC-FID { LC-DAD { GC-FID

ESI-MS/MS MS/MS

Figura 13: Fluxograma das analises realizadas no desenvolvimento do trabalho
experimental.
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Foram realizadas analises qualitativas dos tocoéis (a- e y-tocoferol), dos
constituintes do y-orizanol e dos acidos graxos (linoléico, oléico e linolénico)
presentes nos Oleos fixos dos farelos e das farinhas de arroz, fazendo uso de
diferentes técnicas cromatograficas. Os compostos dos constituintes do y-orizanol
e o0s acidos graxos foram quantificados através de LC-DAD e GC-FID,

respectivamente. O método de LC-DAD foi validado.

3.4.1 Condicdes de analise no sistema ESI-MS/MS

3.4.1.1 Preparo dos padrdes e das amostras

Para a determinacdo da fracdo dos constituintes do y-orizanol, dos acidos
graxos (oléico, linoléico e linolénico) e dos tocois (a-e y-tocoferol) foram
preparadas solucbes estoque (Sg) dos padroes em metanol, todas na
concentracéo de 1 mg mL™. Para o preparo das solucdes de trabalho (St), 100 pL
de cada solucéo estoque foram dissolvidos em 10 mL de uma solugdo metanol/10
mM de acetato de aménio (10 pg mL™).

Foram preparadas solucdes estoque de cada amostra de 6leo dissolvendo
100 mg do 6leo em 10 mL de metanol. A partir dessas solucdes, preparou-se a
solucdo de trabalho dissolvendo uma aliquota de 100 uL na solu¢do metanol/10

mM de acetato de aménio (10 ug mL™) em um bal&o volumétrico de 10 mL.

3.4.1.2 Analise instrumental direta (ESI-MS/MS)

As solucbes de trabalho (padroes e amostras) foram injetadas
manualmente, diretamente (0,2 mL min™) no espectrémetro de massa com
detector de ion trap (MS/MS), Brucker, Esquire 6000, equipado com a camara de
ionizagao por eletronebulizac&o (ESI), usando para isolamento e fragmentacéo os
valores de m/z de cada ion pseudo-molecular [M — H]'. As condi¢des otimizadas

para as analises foram as seguintes:
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- gas de nebulizacdo: nitrogénio a uma pressao de 30,0 psi, com fluxo de 8,0 L
min™ e temperatura de secagem de 220 °C;
- temperatura do espectrometro de massa: 250 °C;
- voltagem do capilar e do focalizador: 4500 V e -40 V, respectivamente;
- voltagem do 1° e do 2° octopélo: -12 V e -1,74 V, respectivamente;
- intervalo da varredura: de m/z 80 a 850.

Os parametros de controle da ionizacdo a pressédo atmosférica (API) e
do espectrobmetro de massas via Smart Tune foram: estabilidade do composto
(compound stability) de 50%, nivel de aprisionamento (trap drive level) de 93%.
No modo controle do niumero de ions (ICC) os parametros foram: alvo (target) de
5000; tempo maximo de acumulacdo de 50,00 ms. CondicGes adaptadas de

Fang®.

3.4.1.3 Analise instrumental cromatografica (LC-ESI-MS/MS)

As analises cromatograficas (LC) foram realizadas em um sistema de
cromatografia liqguida de alta eficiéncia (Shimadzu, Japao), constituido por dois
moédulos de mistura dos solventes (bombas reodine LC-20AD), desgaseificador
DGU-20A3, sistema de controle CBM-20A, forno da coluna CTO-20A, amostrador
automatico SIL-20A e detector de arranjo de diodos SPD-M20A. As condi¢des

cromatograficas otimizadas estédo apresentadas na Tabela Il.
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Tabela II: Condi¢gbes cromatogréaficas do equipamento LC-ESI-MS/MS

Caracteristicas LC-ESI-MS/MS
Coluna ACE5C-18 (15¢cm x 4.6 mm d.i. X 5 um)
. A: 4gua (acetato de aménio 10 mM)
Fase Mével o
B: metanol (acetato de amoénio 10 mM)
Gradiente 0 min, 50% B; 5,0 min, 90% B; 8,0 min, 100% B; 30,0 min, 100%
B; 30,1 min, 50% B; 35 min 50%B
Fluxo da fase movel 0,2 mL.min*
Volume de injec¢éo 20 uL
Temperatura da 40 °C
coluna
Fonte de ionizagdo ESI

As condicbes do espectrometro de massas (ESI-MS/MS) foram as
otimizadas e descritas no item 3.4.1.2. As solucdes de trabalho dos padrdes e as
amostras foram submetidas as mesmas condi¢cfes. Os dados foram adquiridos e

processados com o uso do software Esquire®.

3.4.2 CondicOes de analise no LC-DAD e LC-DAD-ESI-MS/MS

3.4.2.1 Preparo dos padrdes e das amostras

As solucdes estoque (Sg) dos padrdes y—orizanol (1030 pug mL™?), a-
tocoferol (2500 ug mL™), y-tocoferol (10000 ug mL™), &cido oléico (1760 ug mL™),
acido linoléico (1750 ug mL™) e acido linolénico (1000 pg mL™) foram preparadas
em metanol. A partir das solucdes estoques de cada padrdo foram preparadas
solugbes de trabalho (St) na solucéo diluente (acetonitrila:metanol:iso-propanol,
50:45:5 (v/v/v)), todas com concentracdo de 100 pg mL™.

Para a analise quantitativa de y-orizanol, uma solucdo estoque do padrao
(320 pg mL™) foi preparada em metanol. A partir dessa solucdo foram realizadas
diluicdes na solucéo diluente (acetonitrila:metanol:iso-propanol, 50:45:5 (v/v)) para
construgdo da curva de calibracdo (sendo também a curva de linearidade), nas
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concentraces de 100, 150, 200, 250 e 300 ug mL™. Esses valores compreendem
o intervalo de 50 a 150% da concentracdo tedrica das amostras, seguindo os
parametros definidos pelo ICH-Q2(R1), 2005,
A concentracdo das amostras, para analise quantitativa, foi calculada

através das equacgfes que sdo mostradas a seguir:

(X areas y-orizanol — b)

Csolu(;éo injetada — p Equacéo 1

__ Csolugao injetada x fd x 100

C% de yorizanol — m Equacéo 2

Onde,

> areas y-orizanol = somatorio das areas dos picos referentes ao y-orizanol;
b = coeficiente linear da reta;

a = coeficiente angular da reta

fd = Fator de diluigéo (2)

m = peso de amostra na solucdo analisada, em ug.

As amostras foram preparadas em tubos de ensaio para os quais foram
pesados cerca de 65,00 mg de cada 6leo de arroz, obtido conforme item anterior
e adicionado 2,0 mL de uma solucdo diluente (acetonitrila:metanol:iso-propanol,
50:45:5 (v/v)). As solucbes foram agitadas num Vortex, durante 1 min e
centrifugadas por 20 min a 3000 rpm (Centrifuga FANEM/SP/Brasil, Excelsa Baby
). A camada superior foi filtrada em membrana de PTFE (Teflon ou
Politetrafluotileno), com poros de 0,45 um, didmetro de 15 mm, adquiridas da
Macherey-Nagel (Diiren/Alemanha), conforme metodologia descrita em Stoéggl®*,
com modificagfes. Um esquema do preparo das amostras é mostrado na Figura

14.
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Solugao diluente
(ACN: MeOH:iso-PrOH,
50:45:5 (v/v)

) Aditacio

(1 min no Vortex)

ll

bleo Centrifugagao

A
7 N

Filtragao
(membrana de PTFE)

oS
=

Analise

Figura 14: Esquema representativo do preparo das amostras.
3.4.2.2 Parametros da validagado do método de quantificagdo de y-orizanol

Os parametros analiticos (ou figuras de mérito) usados para a validacéo do
método de quantificacdo do y-orizanol foram: seletividade, linearidade, intervalo
(faixa linear), precisado, exatidao e robustez, segundo exigéncias do ICH-Q2 (R1),
2005°!. Conforme critérios deste instituto, quando os analitos ndo estdo em nivel
de traco nas amostras, € realizado um intervalo na curva de linearidade
abrangendo a concentracdo esperada na amostra. Sendo esse também o motivo
pelo qual, ndo foram determinados os limites de deteccéao e quantificagéo.

A seletividade foi analisada através do branco das amostras (solvente
extrator - acetonitrila:metanol:iso-propanol), pureza dos picos dos constituintes do
y-orizanol nos Oleos e no padrdo, aléem da comparacdo espectral (indice de
similaridade) entre o padrao e as amostras.

A linearidade foi verificada através da construcado de curva de linearidade

conforme descrita no item 3.4.2.1.
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Para cada concentracao foram preparadas solu¢cdes em duplicata, sendo
cada ponto desta curva representado pela média de duas determinacdes.

O parametro da repetitividade (precisédo intra-dia) foi avaliado a partir do
desvio padréo relativo (DPR) de seis determinacbes de igual concentracao
executadas pelo mesmo analista. A precisdo intermediaria (preciséo inter-dias) foi
verificada através do DPR da analise de seis amostras de igual concentracéo,
realizadas em trés dias de diferenca e por outro analista.

A exatidao foi avaliada pelo teste de recuperacdo, sendo realizada no nivel
de 100% da concentracédo tedrica da amostra.

Para as amostras de farelo de arroz cerca de 30 mg de 6leo foram pesadas
em tubo de ensaio, sendo adicionados 625 puL da solucdo estoque de y-orizanol e
guantidade suficiente para 2 mL da solugéo diluente.

Para as amostra de farinha de grdos de arroz, 40 mg de Oleo foram
pesadas, adicionados 625 uL da solucdo mae de y-orizanol e quantidade
suficiente para 2 mL da solucdo diluente. Apds dissolucéo e agitacdo de ambas
as amostras, as mesmas foram centrifugadas, sendo a parte superior de cada
solucéo encaminha para analise por LC.

O percentual de recuperacédo em relacdo a quantidade adicionada (R%) foi

obtido para amostras e foi calculado através da seguinte equacao:
Cr ~
Ry, = )X 100 Equacéo 3
t

Onde:
C, = concentracdo encontrada experimentalmente das amostras, em ug
mL’

C, = concentracao tedrica das amostras, em pg mL™

Para avaliacdo da robustez do método, o fluxo da fase mével, pH e a
temperatura da coluna foram alterados. O fluxo da FM foi modificado para 0,9 e
1,1 mL min™ (método validado = 1,0 mL min™), o pH alterado para 0,075 e 0,125
% de &cido férmico na FM (método validado = 0,1% de acido) e a temperatura da

coluna teve alteracéo para 36 e 44 °C (método validado = 40 °C). O resultado da
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robustez foi avaliado através do DPR entre o valor obtido com o método normal e

com as modificacdes.

3.4.2.2.1 Andalise Instrumental: LC-DAD e LC-DAD-ESI-MS/MS

As andlises cromatograficas foram realizadas em um sistema de
cromatografia liquida de alta eficiéncia - HPLC (Shimadzu, Jap&o), constituido por
dois modulos de mistura dos solventes (bombas reodine LC-20AD),
desgaseificador DGU-20A3, sistema de controle CBM-20A, forno da coluna CTO-
20A, amostrador automatico SIL-20A e detector de arranjo de diodo SPD-M20A.
Foi utilizado um gradiente semelhante ao desenvolvido por Yu* e colaboradores.

As condi¢des cromatograficas otimizadas sdo apresentadas na Tabela lll.

Tabela lll: Condi¢cdes empregadas no LC-DAD.

Caracteristicas Descricao
Coluna ACE5C-18 (15cm x 4.6 mm d.i. X 5 um)
solvente A: acetonitrila (0,1% acido férmico)
Fase Movel solvente B: agua (0,1% &cido férmico)
0 min, 20% B; 12 min, 70% B; 16 min, 85% B; 24 min, 90%
Gradiente B; 54 min, 100% B; 67 min 100% B; 68 min, 20% B; 73
min, 20 % B
Volume de injecao 20 uL
Fluxo da fase mével 1,0 mL min™?
190 £ 10 nm, para os FFA,
Comprimento de onda 290 £ 10 nm, para os tocois,

320 £ 10 nm para o y—orizanol

Temperatura da coluna 40 °C

As condi¢des cromatograficas do LC-DAD-ESI-MS/MS séo as mesmas da
Tabela Il (item 3.4.1.3) e as condicbes do ESI-MS/MS, estdono item 3.4.1.2. O
acoplamento do LC-DAD para o detector de massas ocorreu através de um split
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com vazao de 1:10 para o fluxo de fase movel, sendo a maior parte descartada e

a menor parte injetada no espectrometro de massas.

3.4.3 Condicdes de analise no GC-FID

3.4.3.1 Preparo das amostras e dos padrdes

Foi realizada a reacdo de derivatizacdo nas amostras de 6leos dos farelo e
das farinhas para andlise dos acidos graxos fixos através da cromatografia
gasosa com detector de ionizacdo em chama (GC-FID). Dentre os tipos de
derivatizacao, a esterificagdo com alcool catalisada com trifluoreto de boro (BF3) é
a mais classica (Figura 15). A reacdo é basicamente a interacdo que ocorre entre
um &cido graxo existente em O6leos ou gorduras, quebrando a molécula de
triacilglicerol, formando glicerol e sais de metais alcalinos, com uma base forte,
enquanto o sistema € mantido em aquecimento. Concomitantemente, ocorre o
deslocamento do metal alcalino pela metila do metanol presente no meio

reacional, formando o éter metilico correspondente’*°.

BF
R-COOH + H3COH — >

or

R-COOCH; + H,0

acido metanol éster agua

Figura 15: Reacéo de derivatizacdo com BF.

Foram pesados 100 mg de Oleo em um erlenmeyer de 100 mL e
adicionados 5 mL de solucdo metandlica de NaOH (20 mg mL™). A seguir foi
acoplado ao erlenmeyer um condensador e apds o inicio de refluxo o sistema
permaneceu por 5 min em chapa de aquecimento com agitacdo. Entao, pela parte
superior do condensador, foram adicionados 2 mL de trifluoreto de boro (BF3)
dissolvido em metanol. A mistura permaneceu por mais dois minutos em ebulicéo,
sendo entdo adicionados 5 mL de hexano. Ap6s 1 min, a agitacdo foi suspensa e
a solucdo permaneceu em repouso, esfriando naturalmente, e recebeu uma
solucdo saturada de cloreto de sédio (NaCl) até que a mistura se tornasse turva,

com intuito de separar as fases. A solucao foi transferida para um tubo de ensaio,
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onde a fase superior contendo hexano com os acidos derivatizados (fase
organica) foi retirada. Essa fase foi filtrada em Na,SO, anidro para retirar o
excesso de agua. Na sequéncia, o filtrado foi transferido para um baldo
volumétrico de 10 mL, deixando-se evaporar o solvente presente para se obter o
rendimento de derivatizacdo, sendo este calculado pela razdo massa/massa.
Posteriormente o baldo foi elevado a marca com hexano para analise dos ésteres
metilicos dos acidos graxos, via GC-FID.

Foram usados padrbes de éteres metilicos dos seguintes 4cidos graxos:

palmitico (C16:0*, C17H340,, Fluka, pureza >99%),

estearico (C18:0*, C19H350,, Sigma, pureza >99%),

oléico (C18:1*, C19H3502, Sigma, pureza >99%),

linoléico (C18:2*, C19H340,, Sigma, pureza >99%) e

linolénico (C18:3*, C19H3,0,, Fluka, pureza >99%).

* n° de carbonos na estrutura: n° de ligacdes duplas. Por exemplo, C16:0:
corresponde ao acido com 16 carbonos e nenhuma ligagéo dupla.

Destes ésteres, foram preparadas solu¢cdes padrdo, na concentracdo de
1000 mg L. Cada solugéio padréo foi injetada individualmente com a finalidade
de se obter seus respectivos tempos de retencdo, visando a comparacdo com o

tempo de retencdo dos compostos de interesse presentes nas amostras de 6leo.

3.4.3.2 Analise quantitativa dos acidos graxos via GC-FID

A andlise quantitativa foi realizada através da calibracdo com padrdo
externo, também conhecida como calibragdo com um ponto de calibracdo. Este
método envolve a comparacdo direta das respostas obtidas com os picos,
separadamente analisados, das solugdes padrao e amostras. Nos casos em que
a padronizacdo externa € utilizada, os calculos podem ser realizados segundo a

equacao:

: A amostra
Cisol padrio (m) x fdx100

Ciy, = Equagéo 4

Pamostra
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Onde,
Ciy = concentracao percentual do composto i na amostra;
Clisol padrao = concentragdo do composto i da solugéo padréo, em mg.mL™;
Aamostra = area encontrada da amostra,;
Apadrao i = area do padréo do composto i;
fd = fator de diluicéo;

Pamostra = P€S0 de amostra na solucéo analisada, em mg.

3.4.3.3 Andlise Instrumental: GC-FID

Os ésteres metilicos resultantes da derivatizacao foram analisados em um
cromatografo gasoso com detector de ionizagdo em chama — GC-FID (modelo
Shimadzu — 2010), equipado com coluna capilar de silica fundida DB-Waxetr (com
30 m de comprimento, 0,25 mm de espessura e revestida por filme de 0,25 um).

As condi¢cdes cromatograficas foram: 180°C (0 min), com incremento de
5°C min™ até 220°C, mantendo-se a temperatura por 10 min. As temperaturas do
detector e do injetor foram mantidas em 280°C, com split de 1:50, num tempo total

de corrida de 18 min.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 EXTRACAO DO OLEO

O rendimento dos 6leos obtidos das extracdes com Soxhlet das amostras
estdo descritos na Tabela IV.

Tabela IV: Rendimento em massa (%) das extracdes de 6leo fixo.

Amostra Rend. (% m/m)
Farelo de arroz integral 13,77 £ 0,31
Farelo de arroz integral parboilizado 24,4 + 0,43
Farinha de arroz parboilizado polido 0,21 + 0,05
Farinha de arroz branco polido 0,32+ 0,03
Farinha de arroz integral parboilizado 2,46 + 0,04

Analisando a Tabela IV, observa-se que as amostras de farelo de arroz
apresentaram maior rendimento de 6leo, comparadas as das farinhas de gréo de
arroz. Esses dados estdo de acordo com as informacées da literatura®®. E
relatado que, nas camadas do farelo esta concentrada a maior parte dos lipidios
(biomoléculas insoltveis em agua) do grdo do arroz. Durante o descascamento,
obtém-se o farelo (pericarpo e germe), que representa de 6 a 8% do grao inteiro.
O farelo contém entre 12 e 18% de 6leo e o restante do gréo apenas 0,8%, sendo
esse 0 motivo pelo qual a extracdo do Oleo (nhas industrias) é feita a partir do
farelo de arroz>®%%°%,

As amostras integrais que passaram pelo processo de parboilizacdo
apresentaram maior quantidade de Oleo do que as que ndo passaram por essa
etapa. Como pode ser visto na Tabela 1V, o farelo do arroz integral parboilizado
contém mais 0Oleo que o farelo do arroz integral. A mesma situacdo tem-se para
0s graos, pois dentre as amostras de farinha, € a proveniente do arroz integral
parboilizado a que apresentou maior rendimento de 6leo. Confirmando que o

processo de parboilizacdo (realizado no arroz em casca) provoca a difuséo e
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lixiviacdo de uma fracdo de 6leo na operacdo de encharcamento, que estdo em

maior concentracédo na casca do arroz*®.

4.2 ANALISE DOS CONSTITUINTES DA VITAMINA E

Primeiramente os padrées o-tocoferol (a-T)e vy-tocoferol (y-T) e as
amostras de 6leo de farelo (OFAI e OFAIP) e de farinha (OFGAPP, OFGAIP,
OFGABP) foram analisados através da infusdo direta no ESI-MS/MS. Uma
caracterizacdo dessas amostras também foi feita com uso da cromatografia
liquida, a partir da comparacédo com o tempo de retencdo e com 0s espectros do
DAD dos padrdes utilizados. Esses constituintes também foram analisados via
LC-DAD-ESI-MS/MS e LC-ESI-MS/MS.

4.2.1 ESI-MS/MS

As solucbes do padréo a e y-tocoferol foram analisadas através da injecéo
direta com ionizacdo ESI no modo negativo. Seus espectros sdo apresentados na
Figura 16.

Nessa Figura, observam-se os pseudo-ions moleculares [M-H] (Figura 16A
e 16B), sendo m/z de 4153 e 429,2 referentes ao o e y-tocoferol,
respectivamente. Esses ions representam, primeiramente, a perda de um
hidrogénio ([M-H], m/z 415,3 e 429,2), na sequéncia a perda de uma metila ([M-
H-Me]’, m/z 400,2 e 414,2), e por fim, a estrutura é fragmentada na parte
chamada de anel cromanol (m/z 149 e 163) da cauda, representada pelo ligante
fitla, conforme representado na parte inferior das Figuras A e B. Os ions
identificados, tanto nos padrdes, quanto nas amostras, estdo de acordo com 0s

dados descritos na literatura®®*.
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Figura 16: Espectrograma ESI-MS e MS/MS do padréo de y-Tocoferol (A, A’) e a-
Tocoferol (B,B’).

As amostras também foram analisadas via ESI-MS/MS, nas mesmas
condi¢Bes do padrdo. Quando esses ions foram selecionados e fragmentados,
obteve-se 0 mesmo modelo de fragmentacédo dos padrbées. Como 0s espectros
das cinco amostras sdo muito semelhantes entre si, mostra-se apenas o espectro
da amostra OFAIP na Figura 17.
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Figura 17: Espectrograma ESI-MS da amostra OFAIP com énfase para os ions
correspondentes ao a e y-tocoferol (m/z 429,3 e 415,1).
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Os fons devem apresentar uma intensidade superior & 10* para que seja
aceito como um fragmento de interesse e nao ser considerado ruido. Os
espectros de massas das amostras (Figura 17) confirmam a presenca da vitamina
E (y- e a-tocoferol). Apesar dos analitos em questdo apresentarem intensidade
superior & 10%, percebe-se uma baixa intensidade dos mesmos, uma vez que o
sinal é relativamente pequena quando comparada aos demais ions.

As amostras foram analisadas no modo negativo, positivo e alternado
(quando ocorre ionizacdo ora negativa ora positiva). Sendo observado que,
somente quando a ionizagcdo ocorria no modo negativo, havia a presenca de ions
caracteristicos as estruturas estudadas. Logo, todas as amostras foram obtidas
no modo de ionizacdo negativa, concordando com dados da literatura, que
indicam que esta é a ionizacdo mais efetiva®*. Lanina e colaboradores®®, quando
analisaram tocoferois (o—, p—, y— e 0-), obtiveram uma resposta no modo ESI

negativo de 10 a 45 vezes maior em relacdo ao modo de ionizacao positivo.

4.2.2 LC-ESI-MS/MS e LC-DAD-MS-ESI

Uma mistura dos padrdes y-T (y-tocoferol) e a-T (a-tocoferol) foi analisada
através da injecdo no acoplamento direto do LC com a espectrometria de massas
(LC-ESI-MS/MS), usando como fase moével agua e metanol, ambos com acetato
de ambnio como agente ionizante.

A Figura 18 mostra os resultados da analise dos tocoferois por LC-ESI-
MS/MS tanto para as solu¢cbes padrdo como para a amostra de OFAIP, uma vez
gue todas as amostras apresentaram perfis semelhantes. Na Figura 18A tem-se
cromatograma de ions totais referentes ao y-T e a-T na mistura de padrbes, nas
Figuras 18B e 18C estdo os cromatogramas do ion extraido de cada padrao (m/z
415 para 0 y-T e m/z 429 para 0 a-T), 0s espectros de massas completos destes
compostos padrdes estao nas Figuras 18B’ e 18C’, e a Figura 18D apresenta uma
ampliacdo do cromatograma do ion extraido para a amostra OFAIP.

Os cromatogramas do ion extraido do y-T e a-T apresentaram o6tima
resolucdo; ja nas amostras, esta resolucdo ndo foi tdo boa, devido a baixa

intensidade encontrada destes compostos.
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Figura 18: Cromatogramas do ion total (LC-ESI-MS/MS) da mistura de padrdes a
e y-tocoferol (A) e da amostra OFAIP (D); Cromatogramas do ion extraido de cada
padrao separadamente (B e C) e espetros de massa dos dois compostos (B’ e

C).
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Usando apenas a cromatografia liguida sem a ferramenta da
espectrometria de massas e por consequéncia, do espectro com o ion extraido,
nao seria possivel detectar a presenca destes compostos. Provavelmente por
estarem em baixa concentracdo nos graos e pela presenca de interferentes.
Entretanto, a ionizacdo dos compostos ocorreu, pois seus pseudo-ions
moleculares foram observados através da espectrometria de massas, como pode
ser observado nos espectros da Figura 18 B’ e C'.

A sequéncia de elui¢do e os ions moleculares detectados com essa técnica
estéo de acordo com os resultados encontrados na literatura®*334:333>,

A literatura relata que a vitamina E esta presente em concentracfes muito
baixas no farelo de arroz. Yu* e colaboradores quantificaram a vitamina E via LC-
ESI-MS/MS em uma amostra de farelo de arroz, e, dos dois tocoferois (y—e a-) e
dois tocotriendis (y—e &-) investigados, foi detectado apenas y-tocotrienol, com
concentracéo na ordem de 106 ug g™

Existem alguns problemas que dificultam a determinacédo das vitaminas em
alimentos, como por exemplo, as diferentes estruturas e propriedades quimicas
das vitaminas e também pelo fato que as vitaminas presentes nos alimentos estao
em baixas concentracdes. Também se deve considerar a alta complexidade das
matrizes alimentares, em que as interferéncias quimicas podem ser problematicas
em funcdo da técnica utilizada. Contudo, essa limitacdo pode ser superada pelo
uso da técnica LC-MS, conforme o tipo da amostra.®?

Usando-se apenas a técnica de LC-DAD com deteccdo na regidao de
comprimento de onda na regidao dos tocois (A = 290 £ 10 nm), a deteccéo da
vitamina E foi mais dificultada.

Na Figura 19 sdo apresentados os cromatogramas dos padrbes y e a-
tocoferol através do LC-DAD, e os cromatogramas das cinco amostras de 6leo
analisadas. Todos os cromatogramas foram obtidos no comprimento de onda de
290 = 10 nm. O y-tocoferol possui um tempo de retengdo de 42 min, e 0 a-
tocoferol de 46 min.

Observa-se similaridade entre o perfil cromatografico das amostras de 6leo
de farelo e também entre as do 6leo da farinha do grdo de arroz. Contudo,
percebe-se a baixa intensidade dos picos cromatograficos referentes aos

compostos a e y-tocoferol, assim como sua pouca resolugdo nas amostras.
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Amostras de farelo de arroz e de arroz integral, de trés variedades de arroz
da Venezuela, foram avaliadas por Aguilar-Garcia**. No método HPLC usado, a
fase movel foi uma mistura de MeOH/ACN,15:85 (v/v), modo isocratico. Em uma
amostra de farelo e em outra de arroz integral, o a-tocoferol ndo foi detectado,
por estarem abaixo do limite de deteccdo de 0.5 pg g*. Os resultados das
concentracbes desses analitos, apresentados pelos autores, sdo mostrados na
Tabela | (pagina 15).
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Figura 19: Cromatogramas obtidos via LC-DAD das amostras de oOleos: (A)
OFGAIP; (B) OFGAPP; (C) OFGABP; (D) OFAIP e (E) OFAI, com uma ampliacédo
do cromatograma dos padrdes em (F), L =290 + 10 nm.
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Adibi e Rennick®? utilizaram HPLC para analisar amostras de 6leo de farelo
de arroz, 6leo de farelo de arroz com y-orizanol e 6leo de soja parcialmente
hidrogenado usados para fritar batatas. Foram investigados os quatro tocoferois
(a—, B—, y—, &) e tocotriendis (o—, B—, y—, 6—). Os resultados das analises do 6leo
de farelo de arroz, antes de ser utilizado para fritura, mostraram que nem todos os
tocois foram detectados na amostra. A concentracdo de o—tocoferol foi de 118% e
de y—tocoferol foi de 4,64%, célculos baseados em porcentagem de area. Os
compostos - e d—-tocoferol ndo foram detectados nas amostras em questao.

Em outro estudo utilizando HPLC, Rogers™ e colaboradores, analisaram
cinco amostras de 6leo refinado de farelo de arroz de diferentes fabricantes. Seus
resultados mostraram valores muito distintos entre si na quantidade de tocoferais,
de tocotrienéis. Por exemplo, em uma amostra (B) foi encontrado 16 mg L™ de
tocoferéis, enquanto que em outra (E) a quantidade foi de 542 mg L™. O mesmo
observou-se para analise de tocotriendis. Na amostra B foi verificado uma
concentracdo de 72 mg L™ e na amostra (E) a concentracdo foi de 1157 mg L™.
Os autores concluiram que, tanto a origem como a variedade do arroz, como o
tipo de processamento usado, afetam drasticamente a composicdo quimica do
0leo produzido.

Os compostos o e y-tocoferol foram também analisados através do
acoplamento LC-DAD-ESI-MS/MS, sendo esse acoplamento realizado através de
um split. Com essa técnica, além do espectro obtido do DAD, h4d também a
confirmacdo através dos espectros de massas. Os cromatogramas obtidos
apresentam perfis complexos, confirmando a baixa concentracdo destes
compostos nas amostras estudadas. A Figura 20 apresenta os espectros de
massas obtidos nesta técnica, nos tempos de retencdo de 42,8 e 45,9 minutos,
evidenciando a presencga dos pseudo-ions moleculares m/z 415 (y-tocoferol) e m/z
429 (a-tocoferol), porém, com baixa intensidade.

Embora a vitamina E nédo tenha sido quantificada nesse trabalho, presume-
se a pequena concentracdo desses analitos nas amostras de 0Oleo do farelo e

menor ainda no 6leo da farinha.
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Figura 20: Espectros de massa obtidos pelo acoplamento LC-DAD-ESI-MS/MS,
no modo negativo, da amostra de 6leo de farelo de arroz integral parboilizado nos
tempos de retencéo do y e a-tocoferol (42,8 e 45,9 min).

Os relatos sobre andlises dos tocoferdis, usando a LC acoplada a
espectrometria de massa, LC-ESI-MS/MS™3%  apresentam a seguinte
sequéncia de eluicdo: 6 < B <y < a. A literatura também cita que o uso da mistura
de acetonitrila-agua, como fase movel, promove uma melhor separacdo
cromatografica do que quando é usado metanol-agua, porém o tempo de analise
fica prolongado™®

Na literatura ha também informacdes sobre os efeitos da temperatura e da
exposicdo a luz UV®, além da instabilidade ao ar, umidade, luz e calor por parte
das vitaminas, podendo resultar em uma subestimacdo da concentracdo do

analito devido & degradacdo que pode ocorrer durante o preparo da amostra®

4.2.3 Consideragdes sobre as técnicas de anélise da vitamina E

Dentre as técnicas utilizadas neste trabalho para a identificacdo da

vitamina E nos o6leos, a que apresentou melhores resultados foi LC-ESI-MS/MS.
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Porque além dos espectros de massas, foram obtidos cromatogramas dos ions
extraidos com 6tima separacao cromatografica.

Com a analise via ESI-MS/MS também se obteve bons resultados. Uma
vez que se pode ter um conhecimento prévio dos ions desses compostos.

A técnica com acoplamento através do split (LC-DAD-ESI-MS) néao
demonstrou grandes vantagens. Apesar da boa separa¢do cromatografica do y-T
e o-T, o tempo de retencdo dos compostos foi maior. No LC-ESI-MS/MS os tocois
tiveram tempo de retencdo de 16 minutos, enquanto que no LC-DAD ou no LC-
DAD-ESI-MS o tempo de retencao foi de 42 min (y-T) e 46 min (a-T).

4.3 ANALISE DOS ACIDOS GRAXOS

As cinco amostras (OFAI, OFAIP, OFGAPP, OFGAIP, OFGABP) foram
analisadas para investigacdo dos acidos graxos livres (FFA, do inglés free fatty
acids) (linoléico, oléico e linolénico), através das técnicas: ESI-MS/MS, LC-DAD,
LC-DAD-ESI-MS/MS e LC-ESI-MS/MS. Além desses, os &cidos totais (incluindo
palmitico e estearico) foram identificados e quantificados via GC-FID. Desta forma
se utiliza todo o potencial das técnicas cromatografias disponiveis uma vez que,
por cromatografia gasosa s6 podem ser analisados os acidos apés derivatizacao,
a qual ndo diferencia a origem dos acidos: se ligados na forma de gliceridios ou
se livres na forma acida. O total de acidos indica o perfil do 6leo, enquanto os FFA

indicam a acidez e a qualidade do 6leo em estudo.

4.3.1 Acidos graxos livres: Anélise por ESI-MS/MS e LC-ESI-MS/MS

Primeiramente os padrbées dos acidos graxos (linolénico, linoléico e oléico)
foram analisados no modo negativo da ionizacdo ESI, através de infuséo direta no
MS. Os ions dos espectros obtidos representam a perda de um hidrogénio da
estrutura de cada acido quando ocorre a primeira fragmentacao indicando assim
com precisdo 0 seu peso molecular. Na sequéncia, os trés acidos foram

investigados em todas as amostras.

Vanessa A. Santestevan 47



Dissertacdo de Mestrado — PPGQ/UFRGS

Resultados e Discussao

A Figura 21 apresenta estes resultados. Devido a semelhanca dos
espectros, € mostrado apenas da amostra de Oleo de farelo de arroz integral
parboilizado (OFAIP). No modo de injecao direta, a solu¢cdo da amostra € ionizada
constantemente, ou seja, estad sempre ocorrendo a fragmentacdo dos analitos da
amostra. Na Figura 21(d) mostra-se um instante dessa ionizagéo, onde se pode
visualizar varios ions presentes na solucdo analisada, inclusive os ions
caracteristicos dos acidos graxos (em destaque).

Apos a identificacdo dos ions referentes aos &cidos graxos de interesse
nas amostras, esses mesmos ions foram selecionados para que a fragmentacéo
seja feita e confirmando assim presenca do composto. A Figura 22 mostra esses

ions selecionados e sua fragmentacao.
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Figura 21: Espectrogramas ESI-MS dos pseudos-ions moleculares [M-H]?, no
modo negativo, dos padrdes do acido (a) linolénico, (b) linoléico e (c) oléico, e
espectro via ESI-MS dos pseudo-ions moleculares [M-H], no modo negativo, da
amostra OFAIP (d). Em destaque os acidos linolénico (m/z 277), linoléico (m/z
279) e oléico (m/z 281).
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Figura 22: Espectrograma ESI-MS e MS/MS da amostra de 6leo de farelo de
arroz integral parboilizado, onde (A) € o0 espectro de massa dos pseudos-ions
moleculares [M-H] do acido linolénico (B) do acido linoléico e (C) do acido oléico.
E (A’), (B’) e (C’) os espectros dos fragmentos (MS/MS ou MS,) dos pseudos-ions
moleculares dos respectivos acidos.

Nos espectros da esquerda desta Figura 22 tém-se os pseudo-ions
moleculares de cada acido. Na segunda fragmentacdo (espectros da direita) dos
acidos linoléico e linolénico, os ion m/z 259 e 261 indicam que h& perda de uma
molécula de agua, pois a diferenca € 18 para os ions m/z 277 e 279. Mas no
espectro da segunda fragmentagdo do &cido oléico, hd um intenso ion em m/z
280, provavelmente representando a perda de um hidrogénio de ligacdo dupla. Ha
também nesse espectro o ion m/z 263 indicando, simultaneamente, a possivel
perda de uma molécula de agua da estrutura.

Apos esta andlise, realizou-se o acoplamento do sistema ESI-MS/MS com
o sistema LC, injetando a mistura de padrdes (acidos linolénico, linoléico e oléico).
Neste caso a fase mével usada foi dgua e metanol, ambos com acetato de

amonio como agente ionizante, com a finalidade de auxiliar a ionizagao.
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Na Figura 23A consta o cromatograma do ion total referente aos trés
padrées dos acidos. Na Figura 23B o ion extraido do &cido linolénico, m/z 277,
23C do &cido linoléico m/z 279 e 23D do acido oléico m/z 281. E seus respectivos
espectros de massa nas Figuras 23B’, 23C’ e 23D’.

Analisando o cromatograma da Figura 23A, nota-se que 0s picos quase se
sobrepdem, ndo ha uma boa resolucdo cromatografica. Entretanto, através do ion
extraido e, concomitantemente, da espectrometria de massa, essa dificuldade da
baixa resolucao cromatografica € sanada. Pois, como mostram 0s espectros, 0s
ions referentes aos acidos podem claramente ser observados.

Nas mesmas condicdes dos padrbes, as amostras também foram
processadas através do acoplamento direto LC-ESI-MS/MS (Figura 23E). Como
todas as amostras apresentaram um perfil cromatografico semelhante, é
mostrado apenas o resultado da amostra OFAIP.

Os picos dos acidos que foram identificados nas amostras estdo em
concordancia com os picos dos padrdes, apresentando o0 mesmo tempo de
retencdo. Além disso, os compostos foram confirmados com os espectros de
massa, através dos espectros obtidos do acoplamento da cromatografia liquida de

alta eficiéncia com a espectrometria de massas (LC-ESI-MS).
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Figura 23: Cromatograma do ion total, via LC-ESI-MS/MS, da mistura dos padrdes do &cido linolénico, linoléico e oléico (A), ion

extraido de cada composto (B, C e D), seus respectivos espetros de massa (B’, C’ e D’) e (E) cromatograma do ion total obtido
para a amostra OFAIP.
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Com a presenca dos outros ions na amostra, a sobreposicdo dos picos
referente aos acidos fica mais evidente. Mas, quando se obtém o ion extraido, ou
seja, eliminando-se 0s outros ions, cada pico cromatografico apresentara um
tempo de retencao diferente, logo, um cromatograma distinto. Podendo assim,
serem visualizados individualmente.

Os FFA também foram analisados através da técnica de LC/DAD. Na
Figura 24 sdo mostrados os cromatogramas dos padrdes dos acidos graxos
oléico, linoléico e linolénico e os cromatogramas das 5 amostras de Oleo
estudadas neste trabalho, submetidas as mesmas condi¢cbes dos padrdes de
acidos graxos. Os espectros foram obtidos na regido dos acidos graxos livres, A =
190 + 10 nm. Os tempos de retencdo obtidos foram: &cido linolénico 18,5 min,
acido linoléico 20,5 min e acido oléico 23,6 min.

Os tempos de retencao dos picos dos 3 acidos identificados nas amostras,
assim como os espectros obtidos do DAD, estdo de acordo com os obtidos dos
padrées. E comparando-se a intensidade dos picos cromatograficos da Figura 24,
pode-se deduzir que ha uma maior quantidade desses acidos nas amostras do
Oleo de farelo arroz integral parboilizado, do que nas demais amostras.
Provavelmente devido ao processo de parboilizacdo, onde na etapa de
encharcamento em agua (em média por 3 h) e depois a autoclavagem, a uma
temperatura média de 65°C, aumentando a acidez do meio.

O acoplamento do LC-DAD com a espectrometria de massas permitiu uma
confirmacéo mais precisa sobre a presenca ou nao dos analitos em questdo. Uma
vez que, além do ion de interesse, também se pode comparar 0 pico
cromatografico com o espectro do DAD. Desta maneira, os acidos foram
confirmados nas amostras de 6leo de arroz através dos espectros de massas e
do DAD dos padrbes dos acidos graxos. Os espectros e cromatogramas obtidos
foram muito semelhantes aos obtidos nas técnicas anteriores, e por esta razao

nao sao apresentados aqui.
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Figura 24: Cromatogramas obtido via LC-DAD das solu¢fes dos padrbes dos acidos graxos: (A) linolénico; (B) linoléico; (C) oléico
e das amostras de 6leo de farelo de arroz (D) e de farinha de gréo de arroz (E), A =190 = 10 nm.
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Convencionalmente, &cidos graxos sdo analisados por cromatografia
gasosa com detector de massa (GC/MS) ou ionizacdo em chama (GC-FID), apos
esterificacdo do Oleo. Sabe-se que o 6leo de farelo de arroz é constituido de 68 a
71% de triacilglicerdis, 2 a 3% de diglicerdis, 5 a 6% de monoglicerois e apenas 2
a 3% de Acidos graxos livres®. Sendo a maior parte dos &cidos graxos composta
por glicerol, a melhor técnica para sua analise é a cromatografia gasosa apos a
esterificacdo do 6leo. No entanto, para andlise dos acidos graxos livres, uma
opcdo é a cromatografia liquida. Contudo, ndo foram encontrados estudos de
andlises de farelo ou de farinha de arroz por HPLC, tampouco, comparacdes
entre as quantidades de acidos existentes entre 6leo de farelo e de farinha de
grao de arroz.

Paucar-Menacho® e colaboradores, através da caracterizacdo fisico-
quimica, avaliaram o teor de acidez de um 6leo bruto de farelo de arroz e do 6leo
obtido pelo refino fisico. A porcentagem de acidos graxos livres para o 0leo bruto
foi préximo de 1,5. Valores baixos de acidez para 6leo sdo obtidos somente
quando a industria produtora de arroz tem seu processo de obtencdo do 6leo
dentro da propria planta de producédo, permitindo uma inativacdo eficiente das
lipases que atuam fortemente no farelo. Oleos brutos de farelo de arroz
disponiveis no mercado nacional apresentam teores elevados de acidez na faixa
de 10 a 15% em acidos graxos livres e apresentam coloracfes extremamente
escuras, aproximando-se da cor negra. Os autores afirmam que, quanto maior a
porcentagem de acidos graxos livres no 6leo bruto, maiores serdo as perdas no
refino do dleo.

Tendo a necessidade de se conhecer o teor acido em um Odleo, a
cromatografia liquida pode ser uma alternativa para se quantificar os principais
acidos graxos livres presentes no 6leo de arroz.

Os &acidos graxos oléico e linoléico desempenham importante papel no
organismo humano. De acordo com Manhdes® eles possuem acdes
antitrombdticas, anti-inflamatorias e estimulam a imunidade, além de estarem
relacionados com a diminuicdo de doencas cardiacas e seus fatores de risco. As
duplas ligacdes de compostos quimicos presentes em alimentos que consumimos
freqientemente ocorrem na configuracdo cis. Ligagfes trans, também presentes,

sao resultados da hidrogenacédo, processo usado para aumentar viscosidade de
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Oleos. A maioria dos acidos graxos trans da dieta apresentam n (numero de
insaturacoes) igual a 1 e cadeia de 18 carbonos.

Do ponto de vista nutricional, os acidos linoléico e linolénico s&o
considerados “acidos graxos essenciais” e como nao podem ser sintetizados pelo
organismo humano deve ser ingeridos através da dieta, segundo Pestana e
colaboradores?®.

Manhaes®® destaca em sua pesquisa que, além do seu papel nutricional, o
acido graxo essencial »-3, derivado do &cido linolénico, pode ajudar a prevenir ou
tratar uma variedade de doencas, incluindo doencas do coracdo, cancer, artrite,
depressao e mal de Alzheimer entre outros.

4.3.2 Acidos graxos totais: Anélise por GC-FID

Como a maior parte dos acidos graxos estdo presentes nos 6leos vegetais
na forma de ésteres de glicerol, a identificacdo e quantificacdo destes &cidos
passa por um processo de quebra desta ligagdo e a formacédo de um derivado
metilico. Os ésteres metilicos resultantes da derivatizacdo dos 6leos de farelo e
de farinha de arroz pela reacdo com BF3; e metanol foram analisados pela
cromatografia gasosa com detector de ionizacdo em chama.

A identificacdo dos ésteres metilicos foi realizada através da comparacéo
com o tempo de retencdo dos padrbes cromatograficos de ésteres metilicos de
acidos graxos (palmitico, estearico, oléico, linoléico e linolénico).

Na Figura 25 sdo apresentados os cromatogramas referentes as amostras
de 6leo de farelo e de farinha de arroz integral parboilizado (OFAIP e OFGAIP)
derivatizados com BF3; metandlico. As demais amostras apresentaram resultados
semelhantes, e por esta razdo, seus cromatogramas nao sao apresentados.

A Tabela V apresenta os resultados da analise quantitativa realizada
também por GC/FID com base na equacgéo 4, seccédo 3.4.3.2, do teor de acidos
graxos totais nas amostras OFAIP e OFGAIP.

Com base na Tabela V, podemos verificar que as concentracdes dos
acidos graxos sdo maiores no 0leo do farelo de arroz do que na farinha dos gréos
de arroz. Em ambas as amostras, os acidos graxos insaturados linoléico e oléico

apresentaram uma maior quantidade, seguido do acido palmitico.
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Figura 25: Cromatograma das amostras de 6leo de farelo (A) e de farinha (B) de
arroz integral parboilizado derivatizadas com BF3.

Tabela V: Concentracdo dos ésteres metilicos dos acidos graxos presentes nas
amostras de 6leo de farelo e de farinha dos graos de arroz integral parboilizado.

Esteres metilicos Concentragdo %
Pico tr (min)
Sigla* Nome Farelo (%) Farinha (%)
1 C16:0  Palmitato de metila 7,19 16,46 16,35
2 C18:0 Estearato de metila 9,96 1,21 1,17
3 C18:1  Oleato de metila 10,38 37,43 37,30
4 C18:2 Linoleato de metila 11,29 41,41 41,15
5 C18:3  Linolenato de metila 12,71 3,31 3,20

* n° de carbonos na estrutura: n° de ligages duplas. Por exemplo, C16:0: contém 16 carbonos
com nenhuma ligagéo dupla.

Os resultados encontrados nesse trabalho se assemelham aos mostrados

por Gongcalves®®, onde os perfis cromatogréficos de suas amostras (6leo extraido
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de arroz submetido a diferentes processos de parboilizacdo) mostraram-se
similares entre si. Nesse trabalho foram encontrados 37 e 41% de acido oléico e
linoléico, respectivamente no arroz integral. No arroz parboilizado polido,
Goncalves™® encontrou uma concentracdo de 40% do &cido oléico e 41% do
linoléico, enquanto o acido palmitico estava presente na concentracdo de 16% no
arroz integral e 13% no parboilizado polido. Foram analisados os ésteres metilicos
dos acidos graxos extraidos dos Oleos de farinhas de arroz, utilizando diferentes
tempos e temperaturas de encharcamento, além de colunas capilares de silica
fundida DB-5 e carbowax HP 20M. Seus resultados mostram que a diminui¢cédo de
0leo nos gréo de arroz é provocada por aumentos da temperatura da agua de
encharcamento. Mas que essa variacdo da temperatura e duracdo da operacao
nao alteram a distribuicdo dos &cidos graxos no 6leo de arroz.

Em outro trabalho, o 6leo bruto e dleo refinado de farelo de arroz
parboilizado (Jaragua do Sul-SC) foram usados para caracterizacdo e
comparacao de seus constituintes. Seus resultados mostraram que os acidos
palmitico, oléico e linoléico sdo os principais acidos graxos presentes nos 6leos,
constituindo mais de 90% da porcao dos triacilgliceréis®.

Parrado®’ e colaboradores realizaram um estudo em amostras de farelo de
arroz e o extrato enzimatico do farelo de arroz. O farelo de arroz foi extraido com
hexano, para andlise dos acidos graxos e investigados através do GC-FID. Os
acidos graxos que apresentaram maior concentracdo percentual foram: palmitico,
com 16,4%, oléico, com 42,4% e o linoléico, com 36,4%. Essas concentracdes
sao préximas as encontradas nesse trabalho.

Pestana®® afirma que em 6leo de farelo de arroz ha uma quantidade muito
pequena de acido linolénico. Este Oleo, associado ao O6leo de girassol, na
proporcdo 70:30 (v/v), pode reunir as vantagens do alto teor de matéria
insaponificavel do 6leo de arroz e o alto teor de acido linolénico do 6leo de
girassol.

Abidi e Rennick?? realizaram um estudo em 6leo de farelo de arroz, 6leo de
soja parcialmente hidrogenado e 6leo de farelo de arroz com y-orizanol,
originados de Stuttgard, AR. As andlises foram via HPSEC-ELSD para os
compostos nao volateis, GC-FID para os acidos graxos e HPLC-UV para os tocois

e 0 y-orizanol. Os resultados mostraram que, no 6leo de farelo de arroz, a
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composicao percentual para os acidos saturado palmitico e estearico foi de 14,9 e
1,86% respectivamente. Os acidos insaturados oléico, linoléico e linolénico, a

concentracdo na amostra foi de 42,7; 36,8 e 1,22%, respectivamente.

4.3.3 Consideragdes sobre as técnicas na analise dos acidos graxos

Os &cidos graxos totais sdo analisados e quantificados normalmente via
GC-FID. Esta é a técnica convencional, sendo inclusive, a melhor para se analisar
o glicerol ap6s a esterificacdo>®°%°?,

Porém, para andlise dos &cidos graxos livres, a cromatografia liquida foi
mais conveniente. Dentre as utilizadas no presente trabalho, LC-ESI-MS/MS foi a
mais adequada, uma vez gque houve a confirmacdo da presenca dos compostos
nas amostras com os espectros obtidos do espectro do DAD do padrdo. Também,
com os espectros de massas, obtiveram-se 0s ions caracteristicos aos acidos
graxos, permitindo uma completa caracterizagao.

As técnicas de cromatografia liquida e gasosa, acopladas a espectrometria
de massas permitiram, portanto, a analise completa dos acidos livres e ligados,

presentes nas amostras estudadas.

4.4 ANALISE DOS CONSTITUINTES DA FRACAO DE y-ORIZANOL

As cinco amostras (OFAI, OFAIP, OFGAPP, OFGAIP, OFGABP) foram
analisadas através das técnicas: ESI-MS/MS, LC-ESI-MS/MS, LC-DAD e LC-
DAD-ESI-MS/MS. O y-orizanol foi quantificado nas amostras de 6leo de farelo e
de farinha dos grdos de arroz integral parboilizado e o método analitico foi
validado.

Inicialmente os constituintes do padrdo do y-orizanol foram analisados por
injecdo direta no ESI-MS/MS, no modo negativo. O espectro dos pseudo-ions
moleculares [M-H]* é apresentado na Figura 26. As amostras também foram
analisadas nas mesmas condicbes dos padrbes. A Figura 27 apresenta o
espectrograma no modo SCAN da amostra OFAIP, onde os ions correspondentes

aos constituintes da fracdo do y-orizanol estdo em destaque. Os demais espectros
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foram muito semelhantes, por esta razdo ndo sdo apresentados aqui. Na Figura

28 tem-se os espectros dos fragmentos (MS/MS ou MS,) dos ions [M-H-Me] de
cada constituinte da fragao de y-orizanol.

10 fetrulato de
ciclobranila
mfz = 615,53
0,8
o
-
=
506
g
E
ferulato de
0.4 cicloartanila
ferulato de miz = 601,35
campesterila
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Figura 26: Espectrograma ESI-MS no modo negativo da solugdo padréo do y-
orizanol.
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Figura 27: Espectro de massas obtido por ESI-MS no modo negativo da amostra

OFAIP. Com os pseudo-ions moleculares em destaque: m/z 575, m/z 589, m/z
601, m/z 615.
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Figura 28: Espectro ESI-MS e ESI-MS/MS no modo negativo da solugdo padrdo do y-orizanol, onde em (A) é mostrado o espectro
(MS) dos pseudos-ions moleculares [M-H]" do ferulato de campesterila, em (B) do ferulato de sitosterila, em (C) do ferulato de
cicloartanila e em (D) do ferulato de ciclobranila. (A’), (B’), (C’) e (D’) sédo os espectros dos fragmentos (MS/MS ou MS;) dos
pseudos-ions moleculares [M-H-Me]” dos respectivos compostos.
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Utilizando o modo negativo de ionizacdo ESI-MS foram produzidos ions
moleculares desprotonados. Esses ions estdo de acordo com as estruturas dos
quatro principais constituintes da fracdo do y-orizanol (Figura 28), previamente
identificados em 6leo de farelo de arroz**?°. Os dados dos fons moleculares
desprotonados do MS para esses compostos, assim como, os fragmentos
resultante da perda de diferentes grupos metilicos séo apresentados na Tabela
VI.

Tabela VI: Dados do ESI-MS para os constituintes do y-orizanol no 6leo de farelo
e de farinha de arroz.

Estrutura [M-H] [M-H-Me]” [M-H-2Me]
A 575 560 545
B 589 574 559
C 601 586 -
D 615 600 -

O acoplamento direto do LC com a espectrometria de massas (LC-ESI-
MS), usando como fase movel dgua e metanol, ambos com acetato de aménio
para facilitar a ionizacao, propicia um tempo de analise consideravelmente menor.
Além disso, nesse caso nao ha necessidade de resolucdo cromatografica dos
picos para a identificacdo dos compostos de interesse. As cinco (5) amostras e a
solucdo padrao dos constituintes do y-orizanol foram analisadas pela técnica. A
Figura 29 apresenta o cromatograma do ion total para a amostra OFAIP, os
cromatogramas dos ions extraidos para 0s constituintes do y-orizanol e 0s seus
respectivos espectros de massas.

Apesar da coeluicdo dos compostos ferulato de ciclobranol (m/z 615) e
ferulato de campesterila (m/z 575), estes podem ser identificados quando se
obtém o ion extraido, sem que esse fato interfira na identificagdo. Esta € uma
grande vantagem da técnica LC-ESI-MS, porque ndo é necessario que haja uma
total separacdo cromatografica dos picos para que os analitos sejam identificados

na amostra.
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Figura 29: Cromatograma do ion total para a amostra OFAIP (A) e cromatogramas de ions extraidos e espectros de massa para
0s compostos (B e B’) ferulato de cicloartenila, m/z 601; (C e C’) ferulato de ciclobranila, m/z 615; (D e D’) ferulato de campesterila
m/z 575; (E e E’) ferulato de sitosterila m/z 589. Dados obtidos na andlise LC-ESI-MS da solugédo padrdo dos constituintes do vy-

orizanol.
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Os picos cromatograficos identificados com o espectro de massas nas
amostras estdo de acordo com os espectros do padrdo, assim como seus ions.
Durante a andlise, além de selecionar os ions de interesse, tem-se a opcéo de
fragmenté-los. Os ions dos espectros da Figura 29 (B, C’, D’, E’) representam
essa fragmentacdo. Nesses espectros estdo o0s pseudo-ions moleculares
referentes a perda de um hidrogénio da estrutura [M-H], m/z 601, 615, 575 e 589
e seus respectivos fragmentos, indicando a perda de uma metila [M-H-Me], m/z
586, 600, 560 e 574.

Na Figura 30 sdo apresentados os cromatogramas obtidos através da
analise por LC-DAD dos 6leos dos farelos de arroz e das farinhas de graos de
arroz, para a analise dos constituintes da fragdo y-orizanol, os quais apresentam

absorcdo no comprimento de onda de 320 + 10 nm.
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Figura 30: Cromatogramas obtidos via LC-DAD das amostras de 6leos de farelo
de arroz (A) e de farinha dos gréos de arroz (B), A = 320 £ 10 nm.

Verifica-se grande semelhanca do perfil cromatografico das amostras de
Oleo do farelo de arroz e também entre as amostras do Oleo da farinha dos gréos
de arroz. Estando presentes, em todas as amostras, 0s quatro constituintes
principais do y-orizanol. A Figura também sugere, através da intensidade dos
sinais, que no farelo de arroz, esses compostos estejam em maior quantidade.
Esse fato pode ser confirmado com a andlise quantitativa e validagcdo da
metodologia, e também estd4 de acordo com os valores encontrados na revisao

bibliografica®!*31,
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No trabalho desenvolvido por Roggers e colaboradores®, onde foram
analisadas amostras de 0leo refinado de farelo de arroz de diferentes fabricantes
por HPLC-UV-Vis e GC/MS, usando acetonitrila ou metanol isoladamente como
fase movel tiveram piores resultados na resolucdo de y-orizanol. Mas com a
combinagcao de acetonitrila:metanol (50:45, v/v) obtiveram melhores resultados.
Também foram analisados 9, B/y e a-tocoferol e 3, B/y e a-tocotrienol, onde foi
observado que com uso do detector de fluorescéncia houve um aumento da
sensibilidade em relacdo ao UV. Os autores também relatam que os componentes
do y-orizanol encontraram-se separados dos tocoferdis e dos tocotriendis, fato
este também comprovado nos estudos desenvolvidos neste trabalho.

Stoggl e colaboradores® compararam o uso de C18 e C30 como fases
estacionarias para analisar y-orizanol, tocoferois (o, B, y, 6-tocoferol) carotendides
(B-caroteno) e fitoester6is em amostras de 6leo cru de farelo de arroz. Os
resultados mostraram que, utilizando cromatografia liquida em fase reversa (RP-
LC) com C30 como fase estacionaria e metanol:ter-butil metil éter como fase
moével, o método é mais eficiente e obtem-se melhor resolugcédo entre todos os
compostos investigados.

A cromatografia liquida com detector DAD acoplada a espectrometria de
massa foi utilizada para analisar as duas (2) amostras de 6leo de farelo e as trés
(3) amostras Oleo de farinha de grdos de arroz. Esta andlise foi apenas
comprobatéria das investigacdes anteriores, apresentado um cromatograma
idéntico aos conseguidos no sistema LC-ESI-MS/MS, razdo pela qual seus

resultados ndo sao discutidos separadamente.

4.4.1 Andlise quantitativa de y-orizanol usando LC-DAD

A concentracéo do y-orizanol, considerando-se os 4 constituintes da fragéo,
para cada amostra de Oleo de arroz foi calculada conforme as Equagbes 1 e 2, e
os resultados estdo apresentadas na Tabela VII.

Conforme previsto, o0 6leo do farelo de arroz apresentou indices maiores de
y-orizanol do que a farinha de arroz, o que confirma que o farelo contém maior

guantidade de nutrientes/orizanol. Importante também mencionar que o arroz
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integral parboilizado apresenta maior quantidade de y-orizanol no farelo (0,81%)

do que na farinha (0,51%).

Tabela VII: Concentragéo da fracdo de e y-orizanol nas amostras.

Concentracéo de

Amostra y-orizanol (%) DPR (%)
Oleo de farelo de arroz integral 0,94 1,28
Oleo de farelo de arroz integral parboilizado 0,81 0,13
Oleo de farinha de arroz integral parboilizado 0,51 0,19
Oleo de farinha de arroz parboilizado polido 0,16 0,04
Oleo de farinha de arroz branco polido 0,12 0,45

Analisando as amostras de 6leo de farinha, também se comprova que o
processo de parboilizacdo aumenta o teor de y-orizanol no gréo, pois durante
esse processo 0 y-orizanol migra para o interior do grdo. Também a farinha do
grao integral parboilizado tem um teor maior de vy-orizanol do que no gréo
parboilizado polido, e muito mais que no arroz branco polido, indicando que o
polimento retira uma grande quantidade deste composto.

Esses resultados estdo de acordo com os encontrados por Gongalves®®
onde o teor de y-orizanol foi avaliado em amostras de 6leo de arroz. Seus
resultados mostraram que no 6leo do gréao parboilizado polido o teor de y-orizanol
foi de 3,6 pg g* de dleo. Esse valor foi cerca de 6 vezes maior do que a
quantidade obtida do grdo polido ndo parboilizado (0,63 pg g de 6leo),
evidenciando a migracdo da fracdo do y-orizanol para o interior do gréo,
decorrente do processo de parboilizacéo.

Yu* em 2007 publicou um trabalho onde quantificou via LC-ESI-MS/MS  y-
orizanol e vitamina E em amostras de farelo e germe de arroz. Os resultados
indicaram que a quantidade desses compostos é praticamente a mesma no
germe de arroz. Entretanto, quando a analise foi realizada no farelo, y-orizanol
apresentou uma concentracdo de 2813 mg kg', 27 vezes maior que a
concentracéo da vitamina E (106 mg kg™).

O teor de y-orizanol também foi avaliado em farelo e em 6leo de farelo de
arroz por Norton®®. A quantidade do composto determinada pelo autor foi de 3,4

mg g™ no farelo e de 15,7 mg g™ no 6leo do farelo.
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4.4.1.1 Validacdo da metodologia LC-DAD

441.1.1 Seletividade

A seletividade do método cromatografico foi avaliada através do branco da
amostra, analise da pureza dos picos referentes ao y-orizanol nos cromatogramas
das amostras e padrbes, além da comparacdo do espectro do padrdo com 0s
espectros presentes nas amostras. O branco da amostra, solvente carregador —
acetonitrila:metanol:iso-propanol) (Figura 31) ndo apresentou picos proximos ao
tempo de retencd@o do y-orizanol. A pureza dos picos cromatogréaficos referentes
ao y-orizanol na analise do padrao e das amostras (OFAIP e OFGAIP) é mostrada

na Figura 32, sendo que estes se apresentaram puros através da analise do DAD.
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Figura 31: Cromatograma obtido por LC-DAD para o branco da amostra (solvente
— acetonitrila:metanol:iso-propanol).
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Figura 32: Cromatogramas LC-DAD que demonstra a pureza dos picos do y-
orizanol em seus respectivos tempo de retencéo.

O indice de similaridade entre os espectros UV do padrdo e da amostra
estd descritos na Tabela VIII e demonstram que os constituintes do y-orizanol

presentes nas amostras sdo 0s mesmos presentes no padrao empregado.

Tabela VIII: indice de similaridade entre o padréo e as amostras.

Composto OFAIP OFGAIP
(1) ferulato de cicloartenila 0,999333 0,999985
(2) ferulato de ciclobranol 0,999597 0,999583
(3) ferulato de campesterila 0,999395 0,999827
(4) ferulato de sitosterila 0,997606 0,999721
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441.1.2 Linearidade e Intervalo linear

A determinacdo da linearidade e do intervalo linear foi executada em
triplicata a partir da construcdo de uma curva de calibracdo. Esta curva foi
construida em duplicata, na faixa de concentracdo de 100 a 300 ug mL™ para a
fracdo de y-orizanol por LC-DAD e os valores estdo apresentados na Tabela IX.

A representagdo grafica da curva analitica e de calibracdo para os
constituintes do padréo do y-orizanol encontra-se na Figura 33. Observa-se que a
curva de calibracdo apresentou um R? de 0,9996 demonstrando que o método é
linear dentro do intervalo de concentracéo testado (100-300 pg mL™). Segundo o
ICH>! (Q2(R1)-2005), o valor minimo aceitavel do coeficiente de correlacéo (R) da
curva de calibracdo € de 0,998. Na elaboracdo da regressdo, optou-se por
trabalhar com o método dos minimos quadrados por ser a técnica mais
amplamente utilizada para encontrar a equacdo da “melhor” reta que passa
através dos pontos experimentais. Através desse método, obteve-se a equacao
da reta y= 31422x - 299353.

10000000
8000000
o 6000000
o
< 4000000 y = 31422x - 299353
R%=0,9996
2000000

0
50 100 150 200 250 300 350

Concentragdo (ug mL?)

Figura 33: Curva analitica para os constituintes do padrao y-orizanol, obtida por
LC-DAD.

A curva obtida mostra que os resultados da metodologia analitica séo
diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra, podendo ser
relacionada com a area dos picos cromatogréaficos. O intervalo de linearidade do

método ficou definido entre 93 - 292 ug mL™.
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Tabela IX: Resultados da curva da linearidade para os constituintes do y-orizanol, por LC-DAD.

Areas dos picos cromatogréaficos (padréo)

Composto cT Curval Curva 2 adi CR Precisdo Exatiddo (%)
“OMPOSTO (g mLY) — : : : Mediadas (g mLY)  (OPR) :
Areal Area2 Médial Areal Area2 Média2 2curvas

1 (50 %) 100 2908362 2902578 2905470 2882342 2881212 2881777 2893623 93 0,58 93,04

2 (75 %) 150 4357893 4366728 4362310 4306769 4305018 4305893 4334102 139 0,92 92,59

3 (100 %) 200 6078566 5981479 6030022 5971406 6029095 6000250 6015136 192 0,35 96,19

4 (125 %) 250 7437155 7688114 7562635 7528425 7477902 7503164 7532899 241 0,56 96,27

5 (150 %) 300 9291324 9284883 9288104 8999098 9023927 9011513 9149808 292 2,14 97,38

CTi = concentracao tedrica inicial; CR = concentracao real encontrada; DPR = desvio padrao relativo ou coeficiente de variagao
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A partir do grafico da linearidade, pode ser feita a relagcdo entre a
concentracdo e o residuo, representado na Figura 34, e a analise da regressao

descrita na Tabelas X.
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Figura 34: Gréfico dos residuos para a determinacdo quantitativa do y-orizanol,
por LC-DAD.

Tabela X: Resultados da andlise da regressao da curva de linearidade

Estatistica da regresséo

R Multiplo 0,9997791
R-Quadrado 0,9995583
R-Quadrado ajustado 0,9994110
Erro padrao 60299,855
Observacdes 5

Tabela XI: Andlise da variancia da curva de linearidade.

Fvoar; it:cs,: éc:)e : =L MQ Sig nli:f idceag ao
Regress&o 1 2,46841e* 2,4684 "  6788,6647 3,94061e®
Residuo 3 10908217380 3636072460 - -

Total 4 2,4695 e** - - -
SQ - Soma dos quadrados MQ - Quadrados médios
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A partir da analise de variancia podemos testar a validade e a significancia
estatistica da curva ajustada. A analise de variancia dos dados demonstrou que a
hipotese nula (Ho) deve ser rejeitada ja que o valor - p € menor que 0,05 (p=3,94 x
10-6) e os valores de Fcaiculado > Frtabelado (Fcalculado = 6788,6647 > Frapelado (0,05; 1,3) =
10,13). Ao rejeitar a hipotese nula aceitamos a hipétese alternativa (H;), onde Hj:
B,#0, significando que a inclinagdo da reta da regressdo ndo é nula,
demonstrando que a regressdo € significativa e existe uma forte relacdo
estatistica entre as variaveis. Observa-se no grafico dos residuos resultante da
duplicata das curvas que a distribuicdo é aleatdria, ndo existindo um padrdo ou

auto correlacdo aparente entre os residuos.

4.4.1.1.3 Precisao e Exatidao

Os resultados de precisédo e exatidao estdo apresentados nas Tabelas Xl e
XII.
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Tabela XlI: Precisdo intra-dia das amostras de 6leo de farelo e de gréo de arroz integral parboilizado.

Oleo de farelo de arroz integral parboilizado Oleo de grdo de arroz integral parboilizado (farinha)

Analista Ci (ng mL™) DPR (%) Ce (%) DPR (%) Ci(ug mL™) DPR (%)  Ce (%) DPR (%)
1 247,56 1,07 0,72 1,41 173,86 2,20 0,5 2,43
2 246,72 2,01 0,73 1,09 169,99 4,07 0,50 4,21

Ci = Concentracdo de y-orizanol na solucéo injetada (ug mL™) Ce = Concentracdo encontrada de y-orizanol (%).

Tabela Xlll: Resultados de precisao inter-dia para a andlise das amostras de 6leo de farelo e gréo de arroz.

Preciséo inter-dia

Amostras

Ci (ngmL™") DPR (%) Ce (%) DPR (%)
Farelo 247,14 0,17 0,72 0,79
Farinha 171,93 1,12 0,51 1,32
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A repetitividade (precisdo intra-dia) foi analisada através de seis
determinacdes, realizadas no mesmo dia e pelo mesmo analista. A precisao
intermediaria (precisdo inter-dia) foi verificada através da analise de doze
determinacdes, realizadas por 2 analistas diferentes e em dias diferentes.

Para analise de quantificacdo, recomenda-se que o desvio padrao relativo
da precisdo seja de no maximo 5% °*. Portanto, o método proposto é preciso.

A exatidao foi verificada através dos testes de recuperacao no nivel de 100
%. A concentragdo tedrica foi calculada em fungcdo do resultado obtido na
precisdo, onde 65 mg de 6leo de farelo apresentaram 247,14 pg de y-orizanol
mL™ (concentracdo da solucdo injetada) e 30 mg deveriam representar 114 pg
mL™ de y-orizanol. Adicionou-se 625 pL da solucdo estoque de y-orizanol (320 g
mL™) que representam 200 pg de y-orizanol, diluindo para 2,0 mL representariam
um acréscimo de 100 pg de y-orizanol na solucdo injetada, totalizando uma
concentracao teérica de 214 pg mL™ de y-orizanol.

A amostra de 6leo de farinha de arroz (65 mg) apresentou uma
concentracdo da solucdo injetada de 171,93 pg mL™ de y-orizanol. Para os testes
de exatiddo pesou-se 40 mg, que representam uma concentracdo de 105,80 ug
mL™ de y-orizanol. Adicionaram-se os 625 pL da solugéo estoque de y-orizanol
(320 pg mL™) que representariam 100 pg de y-orizanol na solucéo injetada,
totalizando uma concentracéo teérica de 205,80 pug mL™ de y-orizanol.

Os resultados encontrados encontram-se na Tabela XIV.

Tabela XIV: Resultados da exatidao.

Amostras Ct (ng mL™) Cr (ung mL™) Recuperacao (%)
Farelo 2140 193,86 90,59
Farinha 205,8 187,97 91,34

Ct = Concentragéo tedrica da solugéo injetada em y-orizanol
Cr = Concentracgéao real da solucéo injetada em y-orizanol

Observa-se uma recuperacao media de 90,965 %, demonstrando que o

método é preciso e apresenta boa recuperacao.
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4.4.1.1.4 Robustez

Os resultados obtidos para a robustez do método na determinacéo do y-
orizanol, através de pequenas alteracdes nas condi¢cdes cromatograficas podem
ser observados na Tabela Xlll. O calculo do DPR foi obtido através da
comparacao entre o resultado da modificacdo e o obtido na preciséo intermediaria
para o farelo (247,14 pg mL™) e farinha (171,93 pg mL™) de éleo de arroz integral

parboilizado.

Tabela XV: Resultados obtidos para os testes de robustez do método de
determinacao da fracdo de y-orizanol em 6leos de arroz por LC-DAD.

Farelo Farinha

Modificacdes Ci (ug mL™) DPR (%) Ci (ug mL™) DPR (%)
36 °C 249,90 0,56 171,69 0,07
44 °C 265,62 3,60 184,46 3,51
0,9 mL min™ 286,24 7,33 199,81 7,50
1,1 mL min™ 241,38 1,18 168,43 1,03
0,075 % &cido 260,46 2,62 198,23 7,10
0,125 % é&cido 262,13 2,94 198,72 7,23

Ci = Concentracgéo da solucgéo injetada em y-orizanol

Observa-se que as modificacdes de temperatura da coluna (36 ‘Ce44°C)
podem ser realizadas sem causar alteracdo consideravel no resultado, pois
apresentam desvio padrao relativo aceitavel (inferior a 5). Apesar do fluxo de
1,1 mL min™ apresentar desvio padréo relativo cabivel, realizar alteracdes nesse
parametro e na acidez da fase moével, ndo deverdo ser realizadas, pois provocam

modificacdes consideraveis nos resultados.
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4.4.2 Consideragcdes sobre as técnicas para anélise do y-orizanol

As quatro técnicas utilizadas no presente trabalho mostraram-se eficazes
para identificacdo do y-orizanol.

Porém, a técnica ESI-MS apesar de proporcionar a identificacdo mais
rapida e direta dos constituintes do y-orizanol, ndo € apropriada para a
quantificacdo. Isto se deve ao tipo de analisador utilizado, ion-trap, o qual n&o
permite 0 conhecimento da quantidade exata do analito a ser quantificado no
interior do trap.

O método desenvolvido para o LC-ESI-MS/MS foi eficiente, pois
apresentou o beneficio de identificar os quatro constituintes do y-orizanol através
do cromatograma do ion extraido, ndo necessitando da total separacdo dos picos
cromatograficos. Também, confirmacdo pelo espectro de massa de cada
composto da fragao do y-orizanol.

Da mesma maneira, no acoplamento com split (LC-DAD-ESI-MS/MS) h& a
identificacdo pelo DAD e pelo MS, porém o tempo total de analise foi bastante
elevado (75min).

Tendo em vista que o objetivo era, além de identificar, quantificar os
constituintes da fracdo do y-orizanol nas amostras, a andlise via LC-DAD mostrou-
se mais adequada. Pois, com ela, conseguiu-se uma 6tima resolucéo
cromatografica dos picos referentes aos constituintes do y-orizanol. O método de

quantificacao foi validado.
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5 CONCLUSOES

5.1 CONCLUSAO GERAL

Considerando a complexidade da matriz do arroz, os métodos
cromatograficos de andlise desenvolvidos no presente trabalho mostraram-se
eficientes para a identificacdo dos principais constituintes do 6leo de farelo e de

farinha de arroz.

5.2 CONCLUSOES ESPECIFICAS

5.2.1 Extracdo do 6leo de arroz

Das amostras estudadas, o farelo do arroz apresentou maiores teores de
O0leo do que as amostras de farinha dos graos. O farelo de arroz integral
parboilizado apresentou um rendimento de 13,77% de 6leo, enquanto a farinha do

grdo do mesmo tipo de arroz verificou-se um rendimento de 2,46% de dleo.

5.2.2 Técnicas analiticas

A espectrometria de massa com ionizacéo por eletronebulizacdo ESI-MS é
uma técnica que permite uma identificacao rapida dos constituintes presentes na
amostra. Esta técnica possibilitou a identificacdo dos ions referentes ao a- e y-
tocoferol, dos &acidos graxos livres (linoléico, oléico e linolénico) e dos
constituintes do y-orizanol, nas cinco amostras estudadas. Porém, é necessario
um conhecimento prévio dos ions de interesse existentes na solucdo em estudo.

A cromatografia liquida, LC-DAD, mostrou-se eficiente, tanto para anélise
de identificacdo, quanto para quantificacdo dos constituintes do y-orizanol. Ela
também foi eficaz para separacdo cromatografica dos acidos graxos livres. Mas,

para analise dos tocois, ndo apresentou bons resultados, pois nao propiciou boa
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separacdo dos picos. Foi necessario um longo tempo de analise para
investigacdo de todos analitos em uma Unica corrida cromatografica.

O acoplamento da cromatografia liquida com a espectrometria através do
split (LC-DAD-ESI-MS) possibilitou a identificacdo dos analitos em estudo, através
do tempo de retencdo dos padrdes, do espectro do DAD e confirmagdo com 0s
espectros de massa.

Da mesma maneira, o acoplamento LC-ESI-MS, foi eficiente para os trés
grupos de analitos. Com um tempo total de anélise menor, e sem a necessidade
de total separacdo dos picos cromatograficos, sendo esta, uma grande vantagem.
Logo, entre todas as técnicas utilizadas nesse trabalho, foi a que apresentou
melhores resultados e maior rapidez na analise.

O uso da derivatizacdo com BF3; possibilitou a andlise cromatogréfica dos
acidos presentes nas amostras de Oleo de farelo e de farinha de arroz integral
parboilizado via GC-FID.

5.2.3 Composicao quimica das amostras

A vitamina E foi identificada com picos de pequena intensidade nas
amostras de 6leo de farelo de arroz, e intensidade inferior no 6leo de farinha de
grao de arroz.

Nas cinco amostras estudadas, foram identificados os acidos graxos livres
linoléico, oléico e linolénico. A quantificacdo, via GC-FID, dos acidos graxos totais,
apresentou maiores concentracbes do acido oléico e linoléico. Verificou-se
também que a amostra de 6leo de farelo de arroz integral parboilizado possui
teores de acido superiores aos da amostra de 6leo de farinha do grédo do arroz
integral parboilizado.

Os constituintes da fragao do y-orizanol foram identificados e quantificados
em todas as amostras. Das amostras de 6leo de farelo, aquela proveniente do
arroz integral foi a que apresentou maior concentragéo de y-orizanol que o arroz
integral parboilizado. Entre as amostras de Oleo de farinha, a do grdo do arroz
integral parboilizado mostrou maior concentracdo de y-orizanol, seguido do arroz
parboilizado polido e do branco polido. Comparando-se o Oleo do farelo com o da

farinha, o primeiro apresentou maior concentragcao de y-orizanol.
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O método LC-DAD validado demonstrou linearidade, precisdo, exatidao,
robustez e sensibilidade adequada para determinacdo conjunta dos quatro
principais constituintes do y-orizanol nas amostras de 6leo de farelo e de farinha

de arroz integral parboilizado.
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