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"N&o é necessario sair de casa.

Permaneca em sua mesa e ouga.

N&o apenas ouga, mas espere.

N&o apenas espere mas fique sozinho em siléncio.
Entdo o mundo se apresentara desmascarado.

Em éxtase, se dobrara sobre os seus pés”.

Franz Kafka
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RESUMO GERAL

O farelo de arroz é fonte natural de fibras dietéticas, proteinas,
carboidratos, 6leo, vitaminas e de compostos com potente atividade antioxidante,
como os orizandis e tocois, 0 que o caracteriza como um alimento funcional. No
entanto, seu alto teor de fibras insollveis e a presenca de compostos antinutricionais
impedem sua utilizagao para fins de alimentagdo humana. Com base nesses dados, o
presente trabalho teve por objetivo o desenvolvimento de um processo de hidrélise
enzimatica para obtencdo de um extrato solUvel e uma fracao insolluvel a partir do
farelo integral parboilizado de arroz, possibilitando uma melhor utilizagdo de seus
componentes nutricionais e funcionais através de dois produtos com alto valor
agregado. Foram utilizados planejamentos fatoriais completos para cada enzima onde
se variou a concentracdo enzimatica, o tempo, o pH e a temperatura em diferentes
niveis e utilizando como variavel resposta a concentracdo de sdlidos sollveis
determinados por refratometria. Os resultados obtidos indicaram uma solubilizagao,
para amiloglicosidase a 1,5%, de 7,0% nas condi¢des selecionadas de 60°C, pH de
4,0 por 180 minutos com rendimento de 86,82% de solubilizagdo dos carboidratos
presentes na amostra soluvel e 19,40% dos lipidios. Para alcalase a 1% por 360
minutos e pH 8,0 obteve-se uma extragéo de 6,8% dos sélidos sollveis com 68,7%
das proteinas e 15,6% dos lipidios do FAIP solubilizados. A celulase a 1% apresentou
uma concentracdo de solidos soluveis de 3,9% em um meio de pH 4,8, a 60°C e por
um tempo de 120 minutos com 20,72% dos lipidios e 16,86% das proteinas totais da
amostra. Tendo a lipase pancreatica, nos parametros de pH 8,0, concentracdo de
0,06% e 60 minutos de hidrdlise, obtido um extrato soluvel com 4,95% dos sélidos da
amostra com rendimento de 23,71% de solubilizagao dos lipidios. A acao seqlencial
das mesmas enzimas alcangou um rendimento protéico de 81,1% e de 36,8% dos
lipidios. As andlises do extrato seco obtido por acdo sequencial de enzimas
apresentaram um teor de 26,92% de proteinas e 33,42% de lipidios, com uma reducao
47,4% do teor de cinzas e 84% do teor de fibras totais em relacdo ao FAIP 48 mesh.

Palavras-chave: Arroz, arroz parboilizado, farelo de arroz, hidrélise, enzimas,

extracdo, propriedades funcionais.
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GENERAL ABSTRACT

ENZYMATIC FRACTIONATION OF THE INTEGRAL PARBOILED RICE BRAN

The rice bran is a natural source of dietary fiber, proteins, carbohydrates,
lipids, vitamins and compounds with powerful antioxidants activity, like oryzanol and
tocopherols, what characterizes it's a functional food. However, the high levels of
insoluble fibers and the presence of antinutricionals compounds do not permit it's
utilization for human feed. Based on these data, the present work aims at to the
development of a enzimatic hydrolysis process, for the obtention of a soluble extract
and an insoluble fiber fraction from the integral and parboiled bran of rice, making
possible one better use of its nutricional and functional components through two
products with high aggregated value. Complete factorial planning’s for each enzyme
had been used where if it varied the enzymatic concentration, the time, pH and the
temperature in different levels and using the concentration of soluble solids by
refratometry how variable response. The results indicated a solubilization, for AMG at
1,5%, of 7,0% in the conditions selected of 60°C, pH of 4,0 during 180 minutes with a
yield of 86,82% of carbohidrates solubilization in the soluble extract and 19,40% of the
lipids. For Alcalase at 1% with a time of 360 minutes and pH 8,0 was gotten an
extration of 6,8% of soluble solids with 68,7% of the proteins and 15,6% of the lipids in
the FAIP. Celullase at 1% presented a soluble solid concentration of 3,9% in a way of
pH 4,8, 60°C for a time of 120 minutes with 20,72% of the lipids and 16,86% of the total
proteins in the extract. Having lipase at 0,06% with one pH of 8,0 and 60 minutes of
hydrolysis, gotten a soluble solid concentration of 4,95 with a yield of 23,71% of the
lipids solubilization. The sequential action of the same enzymes reached a proteic
income of 81,1% and 36,8% of the lipids. The analyses of the dry extract gotten by
sequential enzyme action had presented a text of 26,92% of proteins and 33.42% of
lipids, with a reduction 47.4% of the text of leached ashes and 84% of the total staple
fibre text in relation to FAIP 48mesh.

Keywords: rice, parboiled rice, rice bran, hydrolysis, enzymes, extraction, functional

prorperties.



1 INTRODUGAO GERAL

O arroz é um dos alimentos mais antigos produzidos pelo homem, sua
habilidade em adaptar-se as circunstancias climaticas, agriculturais e culturais, faz
deste cereal um dos mais importante no mundo (MALEKIAM et al., 2000), sendo o
produto predominante ao menos em 15 paises na Asia e no Pacifico, em dez paises

na América Latina e no Caribe e em oito paises na Africa (FAO, 2003).

De acordo com dados do IRRI (International Rice Research Institute), o
Brasil, € o principal produtor de arroz fora do continente asiatico, ocupando a 9°
posigdo mundial na produgado deste cereal, com o Rio Grande do Sul - onde séao
cultivados anualmente cerca de 900 mil ha, com produtividade média que oscila entre
5 e 5,5 t/ha. — sendo responsavel por cerca de 50% da producao nacional do produto
(EMBRAPA, 2003).

O farelo de arroz, subproduto do polimento do arroz descascado, com um
rendimento de 8 a 10% (PANDOLFI, 1993). No Brasil é utilizado principalmente como
suplemento para alimentacdo animal. Este subproduto apresenta um diametro de
particula muito fino o que dificulta seu processamento e principalmente dada a
presenca de lipases, o 0Oleo é hidrolisado em poucas horas o que causa sua
deterioracao produzindo um sabor acido e desagradavel. O farelo proveniente de arroz
parboilizado apresenta caracteristicas que o diferenciam do farelo de arroz branco, por
exemplo, ndo apresenta praticamente atividade lipolitica o que o torna um produto
estavel durante muitos meses quanto a natureza dos componentes (SILVA et al.,
2001).

O valor nutricional do farelo de arroz esta em funcdo da quantidade e da
qualidade de nutrientes que apresenta, como por exemplo, proteinas, acidos graxos
insaturados essenciais, altos teores de vitaminas do complexo B, minerais como ferro,
potassio, calcio, magnésio e manganés; compostos antioxidantes como os tocoferoéis e
derivados do acido ferulico, presentes na fragao insaponificavel e que sdo escassos
em outros 6leos vegetais; alem de ter sido relatado que o farelo de arroz apresenta
componentes com interessantes propriedades funcionais e atividade anticarcinogénica
e hipoalergénica. (MALEKIAM et al., 2000; LEMOS & SOARES, 2000).

Seu alto teor de fibras insollveis, além da presenca de outros fatores
antinutricionais como fitatos, inibidores, poderia inviabilizar sua utilizagdo em produtos



para alimentagdo humana. Fazendo-se necessario o desenvolvimento de um processo

que permita a extragao e utilizacao de seus componentes nutricionais.

Um dos métodos possiveis de ser utilizado é por a hidrélise enzimatica ou
tratamentos enzimaticos, os quais tem sido, nas ultimas décadas, preferidos em
relagdo a outros métodos como a hidrélise acida devido a sua maior seletividade
(MARC et al., 2002). As enzimas hidroliticas, como proteases, celulases, amilases e
lipases, sdo as mais freqlentemente usadas, Entre as varias razdes que as tornam
uma opg¢ao particularmente atrativa, pode-se citar a ampla disponibilidade, baixo custo,
facilidade de uso porque nao necessitam cofatores e ampla especificidade para
substratos, além do fato de atuarem com alta eficiéncia em condigbes reacionais
bastante suaves. (DALLA-VECCHIA, R. et al., 2004).

1.1 OBJETIVO GERAL

Obtencao de um extrato soluvel e uma fragao insolGvel por hidrélise fisica
e enzimatica a partir do farelo integral proveniente do processo de parboilizacdo do

arroz.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Caracterizar o farelo Integral de arroz parboilizado (FAIP);
e Selecionar um tamanho de particula padrao para os experimentos;
e Caracterizar um processo de hidrélise fisica do FAIP;
e Selecionar enzimas para hidrélise dos carboidratos, proteinas e lipidios

e Estudar processos enzimaticos de extracdo dos macrocomponentes do
FAIP;

e Otimizar o processo por meio de planejamento experimental;
e Separar os extratos obtidos;

e Caracterizar quimicamente os extratos obtidos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ARROZ

O arroz é Unico entre as principais colheitas do mundo por causa de seus
muitos usos e de sua potencialidade em adaptar-se as circunstancias climaticas,
agriculturais, e culturais. Sua habilidade de crescer e produzir um alimento de elevado
valor calérico por unidade de area em todos os tipos de terra faz do arroz o cereal de
colheita mais importante do mundo. A importancia do arroz como o produto principal
nos paises em desenvolvimento tende a crescer de acordo com o aumento da
populagdo humana, a qual se da em uma taxa mais elevada do que nos paises
desenvolvidos (MALEKIAM et al., 2000).

O arroz (Oryza sativa L.) pertence a classe Monocotiledoneae e a familia
Poaceae.O género Oryza é o mais rico e importante da tribo Oryzeae e engloba cerca
de 23 espécies dispersas espontaneamente nas regides tropicais da Asia, Africa e
Américas. A espécie O. sativa é considerada polifilética, resultante do cruzamento de
formas espontaneas variadas (PORTO, 2001 citando PEDROSO, 1982 e
HOSHIKAWA, 1993).

Bem antes de qualquer evidéncia histérica, o arroz foi, provavelmente, o
principal alimento e a primeira planta cultivada na Asia. As mais antigas referéncias ao
arroz sao encontradas na literatura chinesa, ha cerca de 5.000 anos. O uso do arroz é
muito antigo na india, sendo citado em todas as escrituras hindus. Variedades
especiais usadas como oferendas em ceriménias religiosas, ja eram conhecidas em

épocas remotas.

O arroz apresenta diversidade quanto a sua verdadeira origem. A opinido
que mais prevalece entre diversos historiadores e cientistas apontam o sudeste da
Asia como o local de origem do arroz. Na india, uma das regiées de maior diversidade
e onde ocorrem numerosas variedades endémicas, as provincias de Bengala e
Assam, bem como na Mianmar, tém sido referidas como centros de origem dessa
espécie (LEMOS & SOUZA-SOARES, 2000).

Da india, essa cultura provavelmente estendeu-se a China e a Pérsia,
difundindo-se, mais tarde, para o sul e o leste, passando pelo Arquipélago Malaio, e
alcangando a Indonésia, em torno de 1500 a.C. A cultura é muito antiga nas Filipinas



e, no Japao, foi introduzida pelos chineses cerca de 100 anos a.C. Até sua introducao
pelos arabes, no Delta do Nilo, 0 arroz ndo era conhecido nos paises Mediterraneos.
Os sarracenos levaram-no a Espanha e os espanhois, por sua vez, a ltalia. Os turcos
introduziram o arroz no sudeste da Europa, onde alcangou os Balcas. Na Europa, o
arroz comegou a ser cultivado nos séculos VIl e VIIl, com a entrada dos arabes na
Peninsula lbérica. Foram, provavelmente, os portugueses quem introduziram esse
cereal na Africa Ocidental, e os espanhdis, os responsaveis pela sua disseminagao
nas Américas (EMBRAPA, 2005).

O arroz é o produto predominante ao menos em 15 paises na Asia e no
Pacifico, em dez paises na América latina e no Caribe e em oito paises na Africa. Os
paises do sudeste da Asia sdo pesadamente dependentes do arroz; em Bangladesh,
no Camboja, na republica democratica do Lao e no Vietna, o arroz fornece mais de 50
por cento das calorias diarias e da proteina per capita e de 17-27% da gordura na
dieta. O arroz é igualmente um produto importante para diversos paises na Africa
(KENNEDY, 20083).

Alguns autores apontam o Brasil como o primeiro pais a cultivar esse
cereal no continente americano. O arroz era o "milho d'agua” (abati-uaupé) que os
tupis, muito antes de conhecerem os portugueses, ja colhiam nos alagados proximos
ao litoral. Consta que integrantes da expedicdo de Pedro Alvares Cabral, apds uma
peregrinacao por cerca de 5 km em solo brasileiro, traziam consigo amostras de arroz,
confirmando registros de Américo Vespucio que trazem referéncia a esse cereal em
grandes areas alagadas do Amazonas. Em 1587, lavouras arrozeiras ja ocupavam
terras na Bahia e, por volta de 1745, no Maranhdo. Em 1766, a Coroa Portuguesa
autorizou a instalagdo da primeira descascadora de arroz no Brasil, na cidade do Rio
de Janeiro. A pratica da orizicultura no Brasil, de forma organizada e racional,
aconteceu em meados do século XVIII e daquela época até a metade do século XIX, o
pais foi um grande exportador de arroz (EMBRAPA, 2005).

No Brasil, de acordo com dados da FAO (2001) o arroz € um dos principais
produtos a compor a cesta basica sendo responsavel por suprir 13,5% das
necessidades caléricas diarias, 10,2% das necessidades protéicas e 0,8% dos lipidios
da dieta.

O consumo per capita de arroz parboilizado no Brasil, de acordo com a
ABIAP - Associagao Brasileira das Industrias de Arroz Parboilizado — é equivalente a



8,4 kg/ano e 0,7 kg/més, priovenientes de 1,4 milhdées de toneladas de arroz
beneficiado.

A Tabela 1 mostra 0 consumo de arroz parboilizado no Brasil nos ultimos
quatro anos em relagao a producéo total de arroz beneficiado.

TABELA 1. Consumo de arroz parboilizado no Brasil, nos ultimos quatro anos.

1998 1999 2000 2001
18,8% 19,1% 20% 20%
Fonte: ABIAP - Associacao Brasileira das Industrias de Arroz Parboilizado.

2.1.1 Dados Estatisticos da Produ¢cao Mundial de Arroz

A producao mundial de graos de arroz na safra de 2001 foi de 591.1
milhdes de toneladas, sendo de 395.3 milhdes de toneladas em equivalente
beneficiado (FAO, 2001).

A Tabela 2 apresenta os maiores produtores mundiais de arroz e sua taxa
qualitativa de parboilizagdo, com o Brasil ocupando a 102 posicdo em producdo de
arroz na safra de 2001.

TABELA 2. Paises com maior producao de arroz (2001).

. ~ PRODUGCAO ARROZ
PAIS POSIGCAO CONTINENTE (milhges de ton)  PARBOILIZADO
CHINA 1° Asia 181,5 Nula
INDIA 2° Asia 131,9 Alta
INDONESIA 3¢ Asia 49,4 Alta
BANGLADESH 4c Asia 34,2 Alta
VIETNA 5° Asia 31,9 Baixa
TAILANDIA 6° Asia 25,2 Baixa
MYANMAR 7° Asia 20,6 Alta
FILIPINAS 8° Asia 12,7 Média
JAPAO 9¢ Asia 11,3 Nula
BRASIL 10¢ América 10,2 Média
EUA 11° América 9,4 Médio

Fonte: ABIAP (Associacao Brasileira das Industrias de Arroz Parboilizado).



2.1.2 Producéo Brasileira

No Brasil os estados de maior produgéo estdo localizados no Sul, onde
predomina o cultivo de terras baixas (varzeas), com rendimento médio por hectare
superando 5 toneladas, em contraposicdo as baixas produtividades de campo no
centro do Pais, onde predomina o arroz de terras altas. Nos Ultimos anos, a média de
producéo brasileira é de 2,8 t’ha (AMATO et al., 2002).

A Tabela 3 mostra a participagédo individual de producdo de arroz nas
ultimas duas safras para cada estado, classificando-os de acordo com sua

participacédo na producao do pais.

TABELA 3. Participacdo Estadual na Produgéo de Arroz.

2001/02 2002/03
CLASS. PI(?eCr)nDrlTJ]ﬁ)SO PA(I;')I;IC. CLASS. PI(?eCr)nDrlTJ]ﬁ)SO PA(I;')I;IC.
RS 1° 5.464,8 51,4 1° 5.064,2 477
MT 2° 1.215,7 11,4 2¢ 1.208,2 114
SC 3° 929,3 8,7 3° 986,0 9,3
MA 4° 624,0 5,9 4° 746,7 7,0
PA 5¢ 467,2 4.4 5¢ 512,1 4,8
TO 6° 371,2 3,5 6° 426,4 4,0
MS 7° 218,1 2,1 7° 222,8 2,1
GO 8° 216,0 2,0 8¢ 221,8 2,1
Pl 14° 85,8 0,8 9° 204,3 1,9
MG 9° 210,5 2,0 10° 196,0 1,8
Demais 823,5 7,7 827,6 7,8
BRASIL 10.626,1 100,0 10.616,1 100,0

Fonte: CONAB (Conselho Nacional de Abastecimento). Acesso em 09/08/2004

Segundo a FEARROZ - Federacdo das Cooperativas de Arroz do Rio
Grande do Sul, os 14 mil produtores de arroz no Rio Grande do Sul, geram a metade
de toda a producdo nacional. Existindo, atualmente, no mercado brasileiro cerca de

3.200 marcas disponiveis de arroz.

A Tabela 4 apresenta dados de area cultivada, colhida e a producédo em

toneladas de arroz das Ultimas cinco safras.



TABELA 4. Arroz irrigado no RS - area, producao e rendimento.

Safra Area Plantada (ha)  Area Colhida (ha) Producao (1)
1999/00 952.539 936.035 5.121.240
2000/01 942.596 940.847 5.292.635
2001/02 964.279 962.453 5.483.715
2002/03 955.101 955.101 4.708.695
2003/04 1.043.623 1.032.804 6.310.022

Fonte: IRGA (Instituto Riograndense do Arroz). Acesso em 17/08/05.

2.2 CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS DO GRAO DE ARROZ

O arroz é uma graminea anual adaptada ao ambiente aquatico. Esta
adaptacio é devida a presenca de um tecido (aerénquima) no colmo da planta, que
possibilita a passagem do oxigénio do ar para a camada da rizosfera (sistema
radicular).

Botanicamente o gréo de arroz € um fruto, denominado cariopse, em que 0
pericarpo (casca) esta fundido com o tegumento da semente propriamente dita. A
composicao quimica do arroz é a seguinte: umidade 12% ; proteina 7,2%; lipideos
0,6%; cinzas 0,5%; fibra 0,6%; carboidratos sollUveis 79,7% e calorias 364 Mcal/100g
(UNITED NATIONS, 1985).

A casca do arroz é composta por porcoes de fibras, lignina e cinzas,
possuindo altas concentracbes de silica. A casca representa o maior volume entre os
subprodutos derivados do grao de arroz no beneficiamento, atingindo, em média, 22%.
Sua utilizacdo mais comum é para a producdo de energia, comumente empregada
para queima nas fornalhas dos secadores e autoclaves do proprio engenho, ou para a
geracédo de vapor. Seu grande inconveniente é a baixa densidade (76 kg/m®), devendo
ser transformada em briquetes. Além disto sua queima produz muita cinza; em
compensacao sua fumaga ndo é muito poluente, pois ndo contém enxofre (UNITED
NATIONS, 1985).

O restante do grdo constitui o arroz esbramado, constituido por pericarpo
(1-2%), tegumento e camada de aleurona (4-6%), gérmen (2-3%) e endosperma (89-
93%) constituindo um tecido de reserva (PORTO, 2001).



CASCA

PERICARPO

PALEA

TEGUMENTO FARELO
CAMADA DE ALEURONA

ENDOSPERMA

GERMEN (EMBRIAO)

FIGURA 1. Esquematizacado do grao de arroz.

FONTE: UFRGS (Universidade Federal do Rio Grande do Sul - www.ufrgs.br).

A composicao proximal dos principais produtos do arroz, apresentadas na
Tabela 5, destaca as altas concentracoes de proteina, lipidios e fibras encontradas no

farelo de arroz.

TABELA 5.Composigéo proximal de produtos de arroz a 14% de umidade.

Produto Proteina Gordura Fibras Cinzas Carboidratos
(%) (%) (%) (%) (%)

Arroz bruto 58-77 1,5-2,3 72-10,4 29-52 64 -73

Arroz integral 7,1-8,3 1,6-28 0,6-1,0 1,0-15 73-87

Arroz polido 6,3-7,1 0,3-0,5 0,2-0,5 0,3-0,8 77 - 89

Farelodo 415 449 15-197 70-114 66-99 34 - 62
arroz

Cascado 5,4 .58  03-08 345-459 132-21 22-34
arroz

Fonte: FAO, 2001.
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2.3 ARROZ PARBOILIZADO

O processo de parboilizacdo do arroz foi descoberto pelo quimico e
nutrélogo inglés Eric Huzenlaub, no inicio do século XX, através da constatagao de
grande ocorréncia da doenca beribéri, causada por insuficiéncia vitaminica, nas
populagdes de tribos da india e da Africa, cuja alimentacéo basica era o arroz branco,
nao constatando porém, nenhum sintoma da doenca entre as tribos que consumiam o
arroz parboilizado — na época, um processo primitivo, no qual o arroz em casca era
mergulhado em potes de barro com agua a temperatura ambiente. Em seguida, era
secado ao sol ou em chapas aquecidas e, posteriormente, descascado.

Na década de 1940, Huzenlaub associou-se ao americano Gordon L.
Harwell e fundaram, nos Estados Unidos, a Converted Rice, Inc. primeira empresa de
arroz a utilizar tecnologia na parboilizagdo do arroz. No Brasil, a tecnologia de
parboilizagédo foi introduzida na década de 1950. O arroz parboilizado era conhecido

como arroz Malekizado e, também, como: amareldo, amarelo e macerado.

A palavra parboilizado teve origem na adaptacdo do termo inglés
parboiled, proveniente da aglutinacdo de partial + boiled, ou seja, "parcialmente
fervido".

Atualmente, o Brasil, detém a tecnologia de parboilizacdo mais avancada
do mundo. (AMATO et al., 2002).

O processo de parboilizacdo tem se tornado um dos mais importantes
processos de beneficiamento do arroz. Como justificativa técnica do grande significado
no comercio internacional, este apresenta a propriedade de estabilidade durante o
armazenamento e transporte, assegurada pelo processo (AMATO & SILVEIRA, 1991).

O beneficiamento convencional produz mudanga no valor nutricional do
arroz, pois componentes como as proteinas, lipidios, vitaminas e sais minerais sao
eliminados junto ao farelo durante o processo de brunimento, ou polimento. Com a
finalidade de diminuir essas perdas e tornar o grao com maior valor nutricional, tem
sido realizado estudos sobre tecnologias distintas como a parboilizacdo do arroz, na
qual o grao ainda com casca é submetido a um processo de maceracao entre 60 e
70°C (dependendo do tipo de plantio), e posterior tratamento térmico a 121 °C por um
periodo de 8-10 minutos, com a finalidade de inativar as enzimas peroxidase e lipase
(AMATO, 2002).
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Na parboilizagdo ha uma solubilizagdo de vitaminas e sais minerais
contidos na casca, pelicula e germe, ocasionando, desta forma, a migracdo destes
compostos para o centro do grao ou cariopse, além da gelatinizacdo do amido, que
facilita a fixacdo dos compostos solubilizados (LEMOS & SOUZA-SOARES, 2000).

O arroz parboilizado apresenta caracteristicas quimicas, fisicas,
bioquimicas e, sobretudo sensoriais proprias, sendo a mais marcante uma coloracao
escura chegando ao pardo, que aliada ao seu sabor limita sua utilizacdo pelos
consumidores apesar de seu elevado valor nutricional quando comparado com o arroz
branco tradicional (PORTO, 2001 citando GARIBALDI, 1974).

2.3.1 Processo de Beneficiamento do Arroz Parboilizado
A parboilizagao do arroz é realizada através de trés operagdes basicas:

e Encharcamento: o arroz em casca é colocado em tanques com agua
quente por algumas horas. Neste processo, as vitaminas e sais
minerais que se encontram na pelicula e gérmen, penetram no gréo a

medida que este absorve agua.

e (Gelatinizacdo: Processo Autoclave — o arroz é submetido a uma
temperatura mais elevada sob pressdo de vapor, ocorrendo uma
alteracdo na estrutura do amido. Nesta etapa o grao fica mais compacto

e as vitaminas e sais minerais sao fixados em seu interior.

e Secagem: Nesta etapa o arroz é secado para posterior descascamento,
polimento e selegéo.

O fluxograma a seguir mostra as etapas do beneficiamento do arroz
parboilizado e a obtencao do farelo.
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ARROZ EM CASCA

SECAGEM

ENCHARCAMENTO

A

GELATINIZACAO

SECAGEM

A

DESCASCAMENTO

POLIMENTO

A FARELO DE ARROZ
SEPARACAO PARBOILIZADO

A

ARMAZENAMENTO

FIGURA 2. Fluxograma geral do processo de parboilizagdo do arroz.

Fonte: UFRGS (Universidade Federal do Rio Grande do Sul - www.ufrgs.br).

2.4 FARELO DE ARROZ

Farelo de arroz é o termo comumente empregado para os residuos da
etapa de polimento do arroz branco ou parboilizado (SILVA et al., 2001). Este pode ser
definido como a cobertura do grao de arroz descascado, € é obtido durante o processo
de polimento. E composto em grande parte pelo gérmen, que é considerado uma
excelente fonte natural de nutrientes, e dependendo da severidade do polimento pode
conter uma variavel quantidade de sub-aleurona e endosperma. A quebra de graos de

arroz durante o polimento resulta em pequenos fragmentos do endosperma junto a
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fracao do farelo, estes sdo compostos primariamente de amido, compreendendo entre
10 e 20% do farelo, podendo, ainda, aparecer tracos da casca do grao (palea e lema)
(SAUNDERS, R.M. 1990; MALEKIAM et al, 2000). No caso do farelo de arroz
parboilizado, este ira conter substancialmente menos amido (devido a menor quebra
dos graos apdés o processo de parboilizacdo) do que o proveniente de arroz
parboilizado, apresentando, no entanto, um concomitante aumento em outros
nutrientes (SAUNDERS, R.M. 1990).

Durante séculos, na india, acreditou-se que o farelo de arroz possuia
certos poderes curativos no tratamento de diversas doengas, quando uma crianca ou
adulto ficava doente, ministrava-se prontamente uma infusdo preparada do farelo
recém colhido ao enfermo (AMATO et al., 2002).

A abundante literatura sobre o farelo de arroz integral mostra que existem
sérias dificuldades para sua utilizagdo, dada sua caracteristica de acidificar-se em
poucas horas, o que causa sua deterioracdo. Por outro lado sua granulometria é
demasiada fina, o que dificulta seu processamento.

Durante o polimento se produz calor, o que ativa as enzimas que
hidrolisam rapidamente o 6leo, produzindo um aumento consideravel da acidez e os
acidos graxos formados produzem um sabor acido e desagradavel. O éleo também é
oxidado, o que agrega a ele odores e sabores rangosos, perdendo juntamente a estas

condicdes valiosos componentes alimenticios como vitaminas e antioxidantes.

Devido a esses fatores, a extragao do farelo de arroz torna-se complexa e
a refinacao de seu 6leo igualmente um processo complicado, por sua elevada acidez,
por seu alto contetido de insaponificaveis, por seu alto conteldo de ceras (3%) e por

sua elevada coloragao, muitas vezes dificeis de controlar (PANDOLFI, 1993).

O farelo de arroz tem um 6timo potencial como fonte suplementar de
diversos nutrientes, no entanto seu uso na alimentacdo humana tem sido limitado
devido a dificuldade de estabilizacdo causada pela rancificacdo oxidativa e hidrolitica
do farelo imediatamente depois de produzido, devido ao mutuo contato entre a lipase e
o0 alto teor de 6leo (MALEKIAM et al., 2000).

Atualmente os processos de estabilizagao do farelo resultam da inativacao
das enzimas por aquecimento a 125-135°C por 1-3 segundos a uma umidade de 11-

15%, sendo que este processo ndo tem demonstrado efeitos adversos na qualidade
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nutricional do farelo em experimentos realizados com dietas de frangos e porcos
(SAUNDERS, R.M.,1990).

Torna-se importante comentar que o farelo de arroz proveniente do
polimento do arroz parboilizado, ja se encontra estabilizado pelo préprio processo e se
mantém estavel durante muitos meses. (PANDOLFI, 1993)

No entanto, TAO & JIAXUN em 2001 patentearam (U. S. pat., n°
6.245.377) um processo acido de estabilizagdo do farelo de arroz parboilizado
utilizando acido ascorbico, ascorbil palmitato e acido fosférico, visando aumentar o
periodo de estabilizagdo do farelo e o desenvolvimento de novos produtos

alimenticios.

Durante muito tempo os estudos com alimentos foram focados em
aspectos nutricionais, sensoriais e em propriedades funcionais como cor, sabor,
textura, emulsificacdo e gelatinizacdo. Nos Ultimos anos, tem-se observado um
consideravel interesse nos efeitos fisiol6gicos dos alimentos e seu impacto na saude —
da prevencado do céncer e reducdo do colesterol a prevencdo de varias doencas
gastrintestinais e vasculares. As pesquisas tém sido focadas principalmente nos
efeitos bioldégicos dos compostos como os polifendis e outros fitoquimicos.

De acordo com PSZCZOLA (2001), um produto funcional extraido do farelo
de arroz foi desenvolvido por pesquisadores Japoneses que denominaram de ‘Riceo’,
o po6 soluvel em agua composto principalmente da proteina, do polissacarideo, e da
fibra dietética do farelo, retendo também uma proporcdo elevada dos minerais
incluindo o calcio e o magnésio. De acordo com o fabricante, o produto contém
diversos componentes que podem oferecer vantagens da saude. Para o exemplo, é
uma fonte rica do mio-inositol (reconhecido como uma parte do grupo complexo da
vitamina B) e do seu fosfato — derivado do inositol hexafosfato do (IP6 ou acido fitico).

2.4.1 Legislacao Brasileira para o Farelo de Arroz

Apesar de amplamente utilizado como uma alternativa alimentar, ainda néo
existem padrbes para a comercializagdo e consumo do farelo de arroz para uso
humano. Por esta razéo, quando necessario, utilizam-se os valores estabelecidos pela
Portaria CNNPA 12/78, item 12/18, referente a farinhas, que definem os parametros
percentuais para a farinha de arroz de acordo com a Tabela 6.
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TABELA 6. Padrao estabelecido pela Portaria CNNPA 12/78 para farinha de arroz.

Umidade - max 13%

Acidez - max 3,0%
Protideos - min 6,0%
Residuo Mineral 2,0%

Fonte: ANVISA, 2004.

2.5 COMPOSICAO DO FARELO DE ARROZ

O farelo de arroz, ap6s devidamente estabilizado, pode servir como fonte
suplementar de proteinas, acidos graxos insaturados essenciais e compostos
antioxidantes como os tocofertis e derivados do acido ferulico. Apresenta também
teores altos de vitaminas do complexo B e minerais como ferro, potassio, calcio,
magnésio e manganés. Para isto, 0 processo de obtengao do farelo deve remover ou
inativar de forma completa e irreversivel todos os componentes causadores de
deterioracdo e ao mesmo tempo os nutrientes de interesse devem ser preservados
(MALEKIAM et al., 2000).

A composicdo quimica média do farelo de arroz € muito diversificada,
sendo influenciada por fatores como variedade, tamanho, forma e resisténcia a quebra
do grao, tipo de moinho, presenca ou auséncia de gérmen, uniformidade de moagem,
além do processo de beneficiamento que tenha sofrido o grao ou farelo (tratamento
térmico, estabilizacdo, extragao do 6leo e outros) (LEMOS & SOUZA-SOARES, 2000).

2.5.1 Proteinas

Segundo TANG et al. (2002) e WANG et al. (1999), o farelo de arroz
contém em média, 37% de albuminas, 36% de globulinas, 22% de glutelinas e 5% de
prolaminas, além de 1,7% de acido fitico.

Diversos autores citam um conteldo de 12 a 20% de proteinas no farelo
de arroz, enfatizando seu valor nutricional e propriedades nutracéuticas, entre elas a
atividade anticarcinogénica e suas propriedades hipoalergénicas que as tornam Uteis
em formulagbes de alimentos infantis. (TANG et al, 2002; WANG et al.,, 1999;
HAMADA et al., 1998; MALEKIAM et al., 2000. A variagdo no conteudo protéico,
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segundo TAVARES (1996) deve-se a fatores genéticos, ambientais, além do manejo
de cultivar, citando ainda que cultivares com alto teor protéico apresentam maior

resisténcia do grao aos efeitos mecanicos do processamento.

As proteinas do farelo de arroz se caracterizam principalmente pelo alto
teor de lisina, na fracdo albumina e metionina na fracdo globulina. O teor do
aminodacido essencial lisina € maior no farelo do que no endosperma, ou qualquer
outra proteina proveniente de farelo de cereais, porém com uma menor digestibilidade,
em torno de 73% quando comparado aos farelos de outros cereais, podendo chegar a
mais de 90% em extratos concentrados. O valor da PER do farelo de arroz se
encontra entre 1,6 e 1,9, comparado ao valor de 2,5 para a caseina. (SAUNDERS,
R.M., 1990; MALEKIAM et al., 2000; WANG et al., 1999; HAMADA, 1997).

O alto teor de fibras, no entanto, acarreta na formacao de complexos com
as extremidades protéicas, dificultando a extracdo das proteinas. A extracdo torna-se
ainda mais dificil devido ao processo de estabilizagdo por aquecimento do farelo para
inativar a lipase e a lipoxigenase, o qual realga a complexacdo das proteinas com

carboidratos e outros componentes (TANG et al., 2002).

Proteinas sdo ingredientes chave em muitos alimentos onde estas
contribuem para o valor nutricional, flavor e outras importantes propriedades funcionais
do sistema alimentar. No entanto, as proteinas do farelo de arroz ndo podem ser
facilmente solubilizadas por solventes salinos, alcoois ou acidos devido a agregacao
extensiva de suas extremidades redutoras (WANG et al., 1999). Assim, apesar do
potencial farmacéutico e nutricional do farelo de arroz ser reconhecido, ainda nao
existem concentrados e isolados protéicos disponiveis comercialmente. Os motivos
para isso podem ser a natureza complexa das proteinas do farelo de arroz, a baixa
solubilidade destas incluindo sua forte agregacao e o alto contelido de fitatos e fibras,

os quais se ligam as proteinas dificultando sua separagao.

2.5.2 Carboidratos e Fibras

O farelo de arroz contém entre 9,6 e 12,8% de celulose e entre 8,7 e
11,4% de hemiceluloses, podendo apresentar ainda quantidades consideraveis de
amido que variam entre 2 e 20%. A quantidade de amilose e amilopectina depende da
variedade do arroz, em geral, o conteido de amilose pode ser de 10 a 20% nas
variedades de graos curtos e médios, e de 20 a 30% nas variedades de graos longos
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(SAUNDERS, R.M. 1990). O conteudo de agucares livres varia entre 3 a 8% incluindo
glicose, frutose, sucrose, arabinose, xilose, manose e rafinose (MALEKIAM et al.,
2000).

O farelo de arroz retém cerca de 70% da fibra total do grdo descascado.
Estas se apresentam distribuidas em pequenas quantidades de fibras sollveis, cerca
de 2,0 a 2,5% e grande quantidade de fibras insollveis, entre 31 e 33%, para o farelo
de arroz parboilizado (SAUNDERS, R.M.,1990).

Desde a metade da década de 70, o papel das fibras dietéticas na salude e
nutricido tem estimulado uma grande variedade de pesquisas, evidenciando que o
aumento na ingestdo de fibras dietéticas pode ter efeitos benéficos contra doencgas
cronicas, como a obesidade, doencas cardiovasculares, diverticulose, diabetes e
cancer de colon. (ABDUL-HAMID & LUAN, 2000; AOE et al., 1993)

Fibras dietéticas sdo atualmente definidas como a soma dos
polissacarideos celulésicos mais o polimero fendlico lignina que ndo sao hidrolisados
pelas secrecdes enddgenas do trato digestivo humano. O conceito original de fibras
dietéticas era focado nos componentes derivados das paredes celulares de plantas
que incluiam celulose, hemicelulose, gomas e pectinas. Esta opinido foi expandida
apés muita controvérsia para incluir os amidos nao digeriveis, lignina e outros

polissacarideos ndo amilaceos na defini¢céo de fibra (CLAYE et al., 1996).

As fibras dietéticas podem ser subdivididas em sollveis e insolUveis. As
fibras sollveis em agua nos cereais sdo compostas pelos polissacarideos nao
amilaceos como os B-glicanos e arabinoxilanos, enquanto as fibras insollveis contém
lignina assim como polissacarideos nao amilaceos. A lignina ndo é um polissacarideo,
mas € um polimero fendlico lipofilico que pode absorver os acidos biliares (MANTHEY
etal., 1999).

As fibras tanto sollveis quanto insollveis possuem caracteristicas fisicas e
quimicas distintas, sendo que as fibras sollveis podem formar solugdes viscosas, com
as caracteristicas de retardam o esvaziamento gastrico, aumentar o tempo de transito
intestinal, tornar mais lenta a absorcdo de glicose, retardar a hidrélise do amido e

Reduzir os niveis elevados de colesterol.

As fibras insolUveis usualmente apresentam alta capacidade de retencao
de agua, tendendo a aumentar a quantidade de residuos alimentares no intestino,

levando a um aumento do volume e peso fecal, estimulo a movimentacdo e
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fortalecimento da musculatura intestinal e um aumento do transito intestinal
(MANTHEY et al., 1999).

Existem muitas evidéncias dos efeitos benéficos do consumo de fibras
dietéticas na saude humana (CHAIR, 1999). Seus efeitos fisiolégicos dependem da
quantidade relativa de seus componentes individuais, todavia tém-se encontrado
grandes diferengas entre as fibras sollveis e as insoluveis. Conseqlientemente, torna-
se essencial o fracionamento e separacao das fibras insollveis do farelo de arroz e
outros cereais (CLAYE et al., 1996).

QURESHI et al. (2002) identificaram um particular interesse na fragao de
fibras soluvel em agua. Os autores sugerem que a fracdo polissacaridica solivel em
agua do farelo de arroz € um ingrediente ativo e exerce papel importante na reducao

do colesterol e do contetdo de fosfolipidios no sangue.

Estudos tém mostrado que os polissacarideos nao amilaceos do farelo de
arroz sdo carboidratos conjugados (proteoglicanos) e tem relacdo nas reacdes
imunoldgicas (YAMAGISHI et al., 2003).

Estudos para avaliacdo dos efeitos imunomoduladores dos proteoglicanos
do farelo de arroz e dos polissacarideos do endosperma sugerem que esses
compostos sdo um novo exemplo de moduladores naturais do sistema imunolégico em
alimentos (YAMAGISHI et al., 2003).

KAHLON & CHOW (2000) realizaram estudo onde testaram a resposta
lipidémica de dietas ricas em carboidratos insollveis, principalmente a celulose, entre
elas dietas contendo o farelo de arroz isolado e em combinagbes, constatando um
possivel mecanismo de reducao do colesterol pelo farelo de arroz, com ou sem outras
adicdes, pelo decréscimo da digestibilidade lipidica e o aumento na excregdo de

esterdis neutros.

As fibras alteram a transformagéo dos acidos biliares primarios para acidos
biliares secundarios. Os acidos biliares secundarios sao considerados promotores da
proliferacéo celular, que suportam mutacdes e aumentam a freqliiéncia de replicacao
das células anormais. Além disso, as fibras dietéticas modificam a composi¢ao da
microflora intestinal (ANDLAUER & FURST, 1999).

Tendo em vista o potencial terapéutico das fibras dietéticas, cada vez mais
produtos incorporados com fibras tém sido desenvolvidos. A adigao de fibras dietéticas

a uma variedade cada vez maior de produtos tem contribuido para o desenvolvimento
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de alimentos com maior valor agregado ou alimentos funcionais, que atualmente estéao
em alta demanda. Além dos beneficios fisiolégicos provenientes dos alimentos com
alto teor de fibras, estudos tém demonstrado que os componentes das fibras podem
proporcionar propriedades de textura, geleificantes, espessantes, emulsificantes e
estabilizantes a certos alimentos. Pelo entendimento das propriedades funcionais das
fibras dietéticas, pode-se aumentar seu uso em aplicacdes alimentares e ajudar no
desenvolvimento de produtos alimenticios com alta aceitagdo pelo consumidor
(ABDUL-HAMID & LUAN, 2000).

ABDUL-HAMID & LUAN (2000) realizaram estudo sobre as propriedades
funcionais das fibras dietéticas do farelo de arroz, confirmando um teor acima de 20%
em fibras dietéticas além de excelentes fontes de minerais, acidos graxos insaturados
e vitaminas, e concluindo que estas fibras quando comparadas a uma fonte de fibras
comercial (FIBREX) apresentaram uma melhor capacidade emulsificante e uma

melhor textura em testes realizados com produtos de panificio.

2.5.3 Lipidios

Cerca de 80% do 6leo contido no grao de arroz integral encontra-se no
farelo e no gérmen, e contem alta concentragdo de alguns acidos graxos
poliinsaturados, ocupando entre 73 a 92% em peso da composicdo do 6leo. Sendo os
principais: palmitico, linolénico, linoléico, oléico, estearico e esqualeno. (MARC et al.,
2002)

O farelo de arroz contém normalmente entre 16 e 23% de lipidios. Sendo
que no farelo de arroz parboilizado os teores podem ser maiores, devido a quase total
auséncia de amido (SILVA et al., 2001), aproximadamente 68 a 71% do 6leo do farelo
€ composto por triglicerideos, 2 a 3 % de diglicerideos, 5 a 6 % de monoglicerideos e
2 a 3 % de acidos graxos livres (MACCASKILL & ZHANG, 1999). Os glicolipidios
correspondem de 5 a 7%, os fosfolipidios de 3 a 4%, as ceras de 2 a 3% e os lipidios
insaponificaveis de 3 a 8%, sendo os trés acidos graxos em maior quantidade o oléico
(40-50%), o linoléico (30-35%) e o palmitico (12-18%), os quais perfazem mais de 90%
do total de acidos graxos (MALEKIAM et al., 2000; SILVA et al., 2001).

Dependendo do tipo de arroz e do método utilizado para extracéo e refino,

os lipidios saponificaveis do éleo de farelo de arroz podem chegar entre 90-96%,
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quantidade maior do que em outros 6leos vegetais (ORTHOEFER, 1996; LEMOS &
SOUZA-SOARES, 2000; LLOYD et al., 2000).

A fragéo insaponificavel do farelo de arroz contém um complexo Unico de
ocorréncia natural de compostos antioxidantes como tocoferdis, tocotriendis, fitosterdis
e orizanol, destacando-se o orizanol que nao se encontra em outros 6leos vegetais
(LEMOS & SOUZA-SOARES, 2000; LLOYD et al., 2000).

Em 1996, TAYLOR et al. patentearam nos Estados Unidos (pat. n®
5.552.167) um processo fisico de refino do 6leo do farelo de arroz pelo qual
conseguiram aumentar a retencdo de matéria insaponificavel. O processo assinado
pela NABISCO Inc. visa sua utilizagdo como um antioxidante natural para ser usado
como preservante na forma de spray em produtos como biscoitos, snacks e outros.

Dietas para hamsters acrescidas de matéria insaponificavel previamente
separada do farelo de arroz apresentaram maior reducao nos niveis de colesterol que
as dietas controle de celulose, constatando a presenca de atividade
anticolesterolémica na matéria insaponificavel do 6leo do farelo de arroz (KAHLON et
al., 1996).

NITZKE et al. (1998), trabalhando com a avaliagdo da rancificagdo do
farelo de arroz, concluiram que este por ser rico em 6leo e proteinas, necessita de
cuidados especiais uma vez que as alteracdes enzimaticas iniciam sua acao logo apo6s
0 beneficiamento e polimento, sendo estas intensificadas a medida que o farelo é
manipulado e transportado.

2.5.4 Minerais

Entre os principais componentes quimicos do farelo de arroz encontram-se
0s sais minerais. As cinzas provenientes do farelo perfazem de 7-10% de seu peso
total. A composicao mineral do farelo de arroz depende dos nutrientes do solo, durante
o desenvolvimento da planta. Os minerais presentes em niveis consideraveis no farelo
de arroz sao principalmente potassio, magnésio, fosforo e silicio (PRAKASH &
RAMANATHAM, 1995).

Estima-se que 80 % do ferro presente no grao de arroz encontra-se no
farelo (MALEKIAM et al., 2000). No entanto sua biodisponibilidade & afetada pelo alto

teor de fibras, pela presenca de fitatos — 0 que diminui a disponibilidade de fosforo,
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encontrado em parte sob o forma organica de &cido fitico - e pequenas quantidades de
taninos (PRAKASH & RAMANATHAM, 1995).

A Tabela 7 apresenta intervalos de composicdo mineral para o farelo de
arroz.

TABELA 7. Composigao mineral do farelo de arroz em mg/g.

ELEMENTOS FARELO DE ARROZ
Ferro 0,19-0,53
Aluminio 0,054 - 0,37
Calcio 0,25-1,3
Sédio 0,18-0,29
Potassio 13,2-22,7
Magnésio 8,6 -12,3
Manganés 0,11 -0,88
Fésforo 14,8 — 28,7
Silicio 1,7-7,6
Zinco 0,05-0,16

Fonte: MALEKIAM et al., 2000.

2.5.5 Vitaminas

Em 1927 a British Medical Research Council propés a denominacdo de
vitamina B1 ao fator antiberibéri encontrado no farelo de arroz, devido ao episddio
ocorrido em 1897 onde EIKJMAN conseguiu curar casos de beribéri (caréncia de
vitaminas do complexo B1) em pessoas com estados debilitados, utilizando arroz
integral em substituicdo ao arroz branco tradicional (TORIN, 1991).

O farelo de arroz é considerado uma boa fonte de vitaminas do complexo
B. Além da vitamina B1 encontram-se quantidades consideraveis de tiamina (78%),
riboflavina (47%) e niacina (67%) quando proveniente do arroz integral. O conteldo de
vitaminas A, C e D é minimo ou nulo. O farelo de arroz parboilizado, no entanto,

apresenta contelido de vitaminas menor que do arroz cru devido a migracao desses
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nutrientes do pericarpo e aleurona para o endosperma amilaceo durante o processo
de parboilizagao (SILVA et al., 2001).

A Tabela 8 mostra valores de concentracdo de vitaminas encontradas no

farelo de arroz.

TABELA 8. Vitaminas encontradas no farelo de arroz.

VITAMINAS CONCENTRAGAO
(Ppm)
Vitamina A 4
Tiamina 10-28
Riboflavina 2-3
Niacina 236-590
Piridoxina 10-32
Ac. Pantoténico 28-71
Biotina 0,2-0,6
Myoinositol 4600-9300
Colina 1300-1700
Ac. p-aminobenzoico 0,7
Ac. Félico 0,5-1,5
Vitamina B12 0,005
Vitamina E 150

Fonte: SAUNDERS, R. M., 1990.

O 6leo do farelo de arroz contém altas concentracdes de vitamina E
quando comparado aos 6leos de outras sementes, aproximadamente 1,0% (v/v) da
fracdo insaponificavel do 6leo é a-tocoferol (LLOYD et al., 2000), e aproximadamente
1,7% (v/iv) da mesma fragdo insaponificavel é composta por tocotriendis
(EITENMILLER, 1997). Ambos, tocoferol e tocotriendis possuem atividade antioxidante
e contém isbmeros a, B e y ,mas o tocoferol isolado do farelo de arroz somente tem o
isbmero & (TOMEO et al., 1995, LLOYD et al., 2000).
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2.5.6 Orizanois

O orizanol foi primeiramente isolado por KANEKO e TSUCHIYA (1955) do
6leo do farelo de arroz, sendo primeiramente considerado como um componente
isolado e depois determinado como uma mistura de ésteres do acido ferulico de
esterol e alcool triterpénico, presentes no farelo de arroz em niveis que variam entre
1,5 e 2,9% e classificados como a, B e y orizanois. Destes 0 mais estudado é o y-

oryzanol.

FIGURA 3. Estrutura molecular do acido ferdlico esterificado com 24-metileno-
cicloartanol, um dos cinco compostos do oryzanol encontrados no farelo de arroz.
Fonte: LLOYD et al., 2000.

Diversos estudos tem sugerido que o y-oryzanol apresenta capacidade de
reduzir a absorgdo de colesterol no sangue, possuir atividade anticarcinogénica
associado com tocotriendis além de uma funcionalidade antioxidante, que o habilita
para uso como conservante no armazenamento de alimentos, como aditivo em
alimentos, em produtos farmacéuticos e cosméticos (XU & GODBER, 1999; LLOYD,
2000; KAHLON, 1996 e 2000; QURESHI, 1997, 2001 e 2002; RANHOTRA, 1996;
SEETHARAMAIAH, G. S. & CHANDRASEKHARA, 1993).

A atividade antioxidante dos orizandis nos alimentos € atribuida
principalmente ao acido ferulico, presente na forma de ésteres de polissacarideos,
glicoproteinas em polimeros de carboidratos e como componente estrutural de lipidios
na forma de éster de ferulato. A atividade dos orizanodis favorece a oxidagdo de
compostos hidrofébicos. Essa atividade € aumentada por agentes sinergistas, como
fosfolipidios, aminoacidos e a-tocoferdis presentes no farelo de arroz (SAUNDERS,
1990).



24

SEETHARAMAIAH & CHANDRASEKHARA (1993) realizaram estudo com
diferentes niveis de oryzanol, curcumin e acido ferudlico, para avaliacado ‘in vivo' de
seus efeitos hipocolesterolémico, concluindo que o oryzanol demonstrou resultados
superiores em relacdo aos outros dois, produzindo niveis séricos benéficos sobre os

animais estudados.

A estrutura quimica dos orizandis é semelhante a do colesterol, sendo as
etapas de sintese do colesterol em humanos semelhante a de algumas fracées nao
trigliceridicas em plantas, como os orizandis, este pode ser o fator responsavel pelo
efeito hipocolesterolémico apresentado pelo farelo de arroz, pois o0 organismo humano
reconheceria a estrutura dos orizanéis como se fosse colesterol, inibindo a enzima e
reduzindo sua sintese. Entre os efeitos fisiologicos mais importantes cita-se a
diminuicao do colesterol no plasma, na biossintese do colesterol hepatico, redugao da
absorcdo de colesterol e aumento da excrecdo fecal de acidos biliares
(SEETHARAMAIAH & CHANDRASEKHARA, 1993).

XU & GODBER (1999) isolaram e identificaram 10 componentes do y-

oryzanol usando técnicas cromatograficas.

MARTIN et al. (1993) notaram que os primeiros passos do processamento
pos-colheita podem afetar a retencdo dos antioxidantes, além disso, o processo
térmico utilizado para estabilizar o farelo contra a oxidacao reduz a concentracdo de
muitos componentes valiosos do 6leo. LLOYD et al. (2000) citam que NICOLOSI et al.
(1994) reportaram em seus estudos notavel diferenca nos niveis de tocotrienois e
orizanois nos 6leos de farelo de arroz disponiveis comercialmente. Estes encontraram

que 90% destes compostos foram perdidos durante o processo de refino do 6leo.

2.5.7 Fatores Antinutricionais

Encontram-se presentes no farelo de arroz diversos fatores
antinutricionais, os quais podem interferir com a disponibilidade de nutrientes ou
apresentar efeitos téxicos ao organismo. O fitato ou acido fitico € um termo genérico
referente ao composto organico mio-inositol (IP6). O fésforo na forma de &cido fitico
pode interferir na biodisponibilidade agindo, muitas vezes, como quelante dos demais
minerais no organismo, sendo este um componente comum em graos (PAVEL et al.,
1995).
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Nos cereais, 0 acido fitico se localiza nas camadas externas do grdo. No
farelo de arroz, concentra-se na camada de aleurona e no gérmen, onde 90% do
fosforo se apresenta como fitato (CHAMPAGNE, 1985). Estima-se que o farelo de
arroz contém 7% de fitato, dos quais 5,01% no gérmen e 6,25% no pericarpo (TORIN,
1991).

A formagéao de fitatos insolUveis torna o calcio e o fosforo indisponiveis. O
fésforo fitico deve ser hidrolisado pela enzima fitase antes de ser absorvido. A fitase
esta presente em alguns graos de cereais, como por exemplo, os farelos de arroz e de
canola (RUTZ, 1995).

O acido fitico pode se ligar com minerais e proteinas, reduzindo assim sua
disponibilidade. A ligacdo é dependente do pH. As proteinas podem-se ligar ao acido
fitico diretamente ou através de ions minerais, um fator que pode alterar a estrutura da
mesma, causando reducao na solubilidade, funcionalidade e digestibilidade. A ligacao
com minerais também reduz a solubilidade e disponibilidade para a absorgao. Porém,
recentes pesquisas tém sugerido que os fitatos podem apresentar efeitos benéficos,
como por exemplo, no combate ao cancer e na prevengdo de contaminagdo por
metais pesados (CHAMPAGNE, 1985).

Foi constatado que os fitatos presentes no farelo de arroz, associados a
algum componente da fragdo fibra, podem interagir e atuar como quelantes de
determinados minerais e metais pesados no organismo, desse modo reduz-se o0s

niveis de chumbo, o que diminui sua deposicdo no figado e rins (CUNEO et al., 1998).

Além dos fitatos, o farelo de arroz apresenta outros fatores antinutricionais,
como inibidores de enzimas proteoliticas (tripsina), hemaglutininas, que sdo em sua
maioria glicoproteinas (globulinas) as quais tém a propriedade de aglutinar células
sangliineas, sendo rapidamente inativadas pelo calor. Além das fibras que podem
complexar com minerais e proteinas, reduzindo a biodisponibilidade dos minerais e a
digestibilidade protéica (SILVA et al., 2001).

2.6 PROPRIEDADES FUNCIONAIS DO FARELO DE ARROZ

O farelo de arroz é de cor clara, gosto doce, moderadamente oleoso, e tem
um sabor de noz. A textura varia de um pd muito fino a uma consisténcia de floco,

dependendo do processo da estabilizacdo. Além do sabor, da cor, e das propriedades
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nutritivas, outras propriedades como a absorcédo de agua e gordura, emulsificacdo e
capacidade espumante, sdo fatores importantes para seu uso em alimentos
(MALEKIAM et al., 2000 citando TAO, 1989).

A fibra insolavel, em maior quantidade no farelo de arroz, é a responsavel
pela boa retencdo de agua, enquanto a fibra solivel pode afetar a textura, a
geleificacédo, o espessamento, e as propriedades emulsificantes (OLSON et al., 1987).
De acordo com JAMES & SLOAN (1994), o farelo de arroz extrudado e
desengordurado absorve mais agua e gordura e tem grande capacidade espumante e
estabilidade quando comparado ao farelo de trigo. A agua absorvida pelo farelo de
arroz nos testes modelo é de cerca de 300%, sendo esta capacidade superior aos
70% do concentrado protéico de soja disponivel comercialmente. Em produtos
cozidos, a capacidade de retencao de agua elevada do farelo de arroz ajuda a manter
a umidade e o frescor do alimento.

A elevada capacidade de absorver gordura do farelo de arroz seria
desejavel em produtos tais como extenders de carne por ajudar a manter a suculéncia
e melhorar a mastigabilidade. O farelo de arroz extrusado integral com menor
capacidade de absorcdo de gordura pode ser melhor para alimentos tais como
biscoitos e panquecas que sédo cozidos na gordura € para 0s quais a absorcdo de
gordura nao é desejavel (JAMES & SLOAN, 1984).

A capacidade emulsificante das proteinas do farelo de arroz esta
relacionada ao pH. O concentrado de proteina do farelo de arroz mostrou boa
atividade emulsificante e estabilidade. MALEKIAM et al. (2000) citando BARBER &
BENEDITO DE BARBER (1980) relatam que o farelo apresenta uma boa estabilidade
de emulsao depois de um aquecimento de 30 minutos. O que sugere seu possivel uso

como emulsificante em preparados alimenticios.

A capacidade espumante ajuda na incorporacdo de ar, e na texturizacao
em produtos cozidos, como merengues, e coberturas. O farelo de arroz
desengordurado e extrudado, apresenta uma capacidade de formacéo de espuma de
115.5% podendo ser utilizado em sistemas de alimento (JAMES & SLOAN, 1984), no
entanto, o farelo de arroz, com baixo teor de gordura e cru, ndo mostrou nenhuma
propriedade espumante (JAMES & SLOAN, 1984; MALEKIAM et al., 2000 citando
BARBER & BENEDITO DE BARBER, 1980).
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2.7 ENZIMAS NO FARELO DE ARROZ

Muito da histéria da bioquimica refere-se a pesquisa em enzimas. Em 1926,
James Sumner's isolou e cristalizou a primeira enzima, a urease, que catalisa a
hidrélise da uréia em NH3 e CO2. As enzimas desempenham a funcao de catalisar as
reacdes nos organismos. Com excegdo de alguns RNAs (ribozimas) que sao
catalisadores durante seu préprio processamento, todas as enzimas sao proteinas, as
quais aumentam a velocidade de uma reacao por um fator de 1014 vezes mais do que

uma reacao nao catalisada (Voet, D. et al., 2000).

O termo biotransformacao pode ser aplicado para modificagbes especificas
ou interconversdes na estrutura quimica, realizadas por enzimas presentes nas células
ou na forma isolada. A biotransformacéao difere da fermentacéo, na qual o substrato é
convertido a produtos através de um caminho metabdlico bastante complexo na célula.

As enzimas podem ser encontradas em células animais ou de plantas, bem
como em microrganismos. Entretanto, quando a permeabilidade da membrana celular
€ insuficiente para a passagem do substrato ou quando ocorrem reacbes laterais
indesejaveis, é necessario conduzir a biotransformagdo com enzimas isoladas ou
purificadas (Dalla-Vecchia, R. et al., 2004).

Atualmente, mais de 3.000 diferentes enzimas tém sido identificadas e
muitas isoladas em sua forma pura. Varias tém sido obtidas na forma cristalina e a
seqliéncia de aminoacidos, bem como a estrutura tridimensional determinadas através

de cristalografia de raios-X e RMN-2D.

A aplicacdo de biocatalisadores na industria é objeto de muitas
investigacdes, devido a alta atividade catalitica em comparagédo com os catalisadores
convencionais, e ao fato de atuarem com alta eficiéncia em condicbes reacionais

bastante suaves.

Enzimas sdo catalisadores essenciais no metabolismo de plantas e
animais. No entanto, as enzimas continuam ativas mesmo depois da colheita,
contribuindo para o detrimento de parametros de qualidade como a cor, textura,
aroma, flavor e valor nutricional. Tratamentos térmicos sao freqlientemente utilizados

para diminuir ou eliminar a atividade enzimatica.

As principais enzimas existentes no arroz sdo as amilases, as lipases, a

peroxidase e a lipoxigenase. As lipases do farelo de arroz hidrolisam os triacilgliceréis
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produzindo &acidos graxos que aumentam a acidez do farelo, reduzem o pH, produzem
um off-flavor e sabor rangoso, além de causar alteracées nas propriedades funcionais
(TAKANO, 1993).

O farelo de arroz contém diversos tipos de lipase as quais sdo especificas
para clivar ligagdes 1,3 dos triacilgliceréis. Estas apresentam um tamanho de 40kDa,
um pH 6timo de 7,5-8,0 e uma temperatura 6tima de 37°C. Além das lipases, se
encontram presentes no farelo de arroz fosfolipases, glicolipases e esterases
(TAKANO, 1993).

A lipoxigenase catalisa a oxidagao de grupos metilenos nos acidos graxos
insaturados e seus ésteres, como o linoléico e o linolénico formando hidroperéxidos.
Esta enzima, diferentemente da lipase, e como a maioria das demais enzimas, tem
sua atividade acelerada com a adicdo de agua aos produtos de cereais (BARNES &
GALLIARD, 1991).

A lipoxigenase é muito importante em alimentos por afetar a cor, flavor e
propriedades nutritivas. Por exemplo, ocasiona perdas de acidos graxos
poliinsaturados como o acido linoléico e interfere na disponibilidade de alguns
aminoacidos essenciais, o que diminui a qualidade da proteina. As enzimas lipase e
lipoxigenase, ambas encontradas em plantas e animais, sdo geralmente ativadas
quando o tecido é rompido ou danificado (MALEKIAM, 2000).

2.8 AMILASES

As amilases atuam no amido, glicogénio, e polissacarideos amilaceos
hidrolisando as ligagdes glicosidicas a-1,4 e/ou a-1,6 (PIRES, 2002 citando The British
Nutrition Foundation, 1990).

Sao enzimas hidroliticas altamente seletivas, conseqlientemente a
especificidade depende de quao firmemente a enzima se liga a um composto e de sua
rapidez em converter os compostos em produto. Quantitativamente, a especificidade é
medida por Vma/Kn, onde Vs € mais bem expressa em taxa por moles de enzima.
Quanto maior o valor de Vns/Km, chamado de coeficiente de especificidade, mais
especifica a enzima é para um substrato (WHITAKER, 1994).
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O amido é um polimero de glicose unido por ligacdes glicosidicas. Estas
ligagcbes sdo estaveis a pHs altos, mas hidrolisdveis em pHs baixos. No final da cadeia
polimérica, um grupamento aldeidico latente esta presente. Este grupo é conhecido
como terminagao redutora. Dois tipos de polimeros de glicose constituem o amido: a
amilose e a amilopectina, em proporcdes que variam com a espécie e 0 grau de
maturacdo, servindo de reserva para plantas e proporcionam um meio pelo qual,
organismos ndo fotossintetizantes, como o homem, podem utilizar a energia

proveniente do sol.

A amilose é um polimero linear constituido de mais de 6.000 unidades de
glicose com ligagbes glicosidicas a, 1-4. A amilopectina consiste de cadeias lineares
curtas com ligacées a, 1-4 de 10-60 unidades de glicose e cadeias laterais com
ligacdes a, 1-6 de 15-45 unidades de glicose (MARC et al., 2002).

Nas plantas, em seu estado nativo, o amido esta presente na forma
insoluvel; entretanto, se uma suspensao de amido for aquecida a temperaturas acima
de 600C, as pontes de hidrogénio, que sdo responsaveis pela manutencido da
estrutura, se quebram, os granulos incham e o amido se dispersa na solucdo. Este
processo de gelatinizacdo é basicamente um pré-requisito para a maioria dos
processos onde se deseja hidrélise amilolitica (PIRES, 2002 citando SUCKLING,
1990).

Nas ultimas décadas, tém-se visto uma mudanca dos métodos de hidrélise
acida do amido para o uso de processos enzimaticos para obtencido de componentes

com menor peso molecular, como dextrinas, glicose e frutose (MARC et al., 2002).

As amilases podem ser divididas de acordo com: tipo de atague ao
substrato polimérico (exo ou endo); retencdo ou inversdo de sua configuracdo
espacial; hidrélise de ligagdes glicosidicas a-1,4 versus a-1,6; hidrélise ou reacéo de
transferéncia; procura biologica; e diminuicdo rapida da viscosidade do substrato
(liquefacao) ou lenta (sacarificagao). Estes critérios sédo baseados nos diferentes

atributos das enzimas, nao sendo necessariamente exclusivos (ROBYT, 1984).

PLANCHOT et al. (1995) citado por TESTER & SOMMERVILLE (2001)

identificou trés estagios na hidrélise enzimatica do amido em meio aquoso:
- Difusao da molécula da enzima;
- Adsorgéo da enzima pelo substrato sélido,

- Hidrdlise.
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Sendo o estagio de difusao influenciado largamente pela porosidade do

substrato sélido e a eficiéncia da enzima em entrar nos poros.

As amilases sdo comumente classificadas em trés grupos principais, de
acordo com seu modo de agao e formacgao de produtos: as a-amilases, que hidrolisam
ligagdes no interior do substrato (endoamilases), as B-amilases, as quais hidrolisam
unidades da extremidade nao redutora do substrato (exoamilases) e as glicosidades
(glicoamilases), que hidrolisam unidades de glicose da extremidade nao redutora do
polissacarideo (MARC et al., 2002; WHITAKER, 1994). Um grande numero destas
enzimas pertencem a uma mesma familia: a familia da a-amilase. Estas séao
responsaveis por pelo menos 21 reagbes diferentes e pela formagdo de uma
diversidade de produtos especificos com inimeras aplicagoes industriais (MARC et al.,
2002).

2.8.1 a-amilase

A a-amilase  (1,4-a-D-glucan  glucanohidrolase, EC 3.2.1.1 é uma
endoamilase e ocorre naturalmente em plantas superiores, tecidos animais € numa
grande variedade de microrganismos. Sendo provavelmente a mais extensamente
distribuida das amilases (MARC et al., 2002). Em humanos, as a-amilases da saliva e
do pancreas tem papel fundamental na hidrolise do amido transformando-o em
oligossacarideos, que podem ser hidrolisados, no intestino delgado, pelas di e
trissacaridases (WHITAKER, 1994).

2.8.1.1 Modo de acao da a-amilase

O substrato preferencial da a-amilase é o amido, sendo a catélise realizada
por adsorgdo. Recentemente, varios tratamentos do amido tem sido desenvolvidos
para realcar a adsorcao de a-amilase, como o aquecimento em uma mistura de agua e
solvente orgénico, ou em solucdo salina, que incha os granulos de amido sem que
ocorra dissolucdo. Diversos estudos tem demonstrado que o tratamento por calor
umido, aquecendo o amido a uma umidade relativa de 100%, é efetivo no aumento da
adsorcao da a-amilase. Neste tratamento, o tamanho de particula dos granulos de
amido é mantido, mas uma mudanga na estrutura interna ocorre devido ao
recozimento (KURAKAKE et al., 1996).
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A enzima age sobre 0 amido de uma maneira essencialmente aleatdria,
no interior da cadeia, através da hidrélise somente de ligacdes glicosidicas a-1,4,
produzindo acglcares redutores. A designacao a-amilase é devido ao fato dos produtos
de degradacdo serem acgulcares com a configuracdo o6ptica a (PIRES, 2002 citando
BEMMILLER & WHISTLER, 1996).

A acgdo da a-amilase na fracdo amilose do amido ocorre em dois estagios.
Inicialmente ha uma degradagéo rapida da molécula de amilose com a formagao de
maltose e maltotriose. Essa etapa é resultante do ataque aleatério da enzima sobre o
substrato. Nessa fase ocorre uma diminuicdo brusca na viscosidade. O segundo
estagio € muito mais lento que o primeiro, envolvendo uma lenta hidrélise dos
oligossacarideos e conseqiiente formacdo de moléculas de glicose e maltose como
produtos finais.

A hidrélise da a-amilase na fracdo de amilopectina do amido produz
glicose, maltose e a-dextrinas limite, oligossacarideos ramificados de quatro ou mais
residuos de glicose, todos eles contendo ligacdes a-1,6 glicosidicas (MARC et al,,
2002).

2.8.1.2 Caracteristicas da a-amilase

O pH é um fator que influencia diretamente a atividade e a estabilidade das
a-amilases. Em plantas superiores, mamiferos, bactérias e fungos, as a-amilases séo
geralmente estaveis em pH que varia de 5,0 a 8,0. Os valores de pH nos quais se
observa otima atividade enzimatica para plantas superiores, bactérias e fungos
encontram-se numa faixa entre 5,0 e 6,0. As amilases fungicas atuam em, geral, em
pH mais baixo do que as bacterianas. Seus pesos moleculares sdo da ordem de
50.000 (WHITAKER, 1994).

A termoestabilidade das a-amilases é relevante na hidrélise enzimatica do
amido que compreende o rompimento do granulo por aquecimento (de 60 a 105°C,
dependendo do tipo de material), seguido de hidrélise parcial para reduzir a
viscosidade da solucéo resultante e a liuefacdo. Com enzimas menos termoestaveis,
o rompimento por calor e a hidrélise parcial tem lugar em diferentes estagios. A partir
do advento de enzimas termoestaveis disponiveis comercialmente, a liquefacdo do

amido torna-se um Unico processo.
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As a-amilases que contém calcio na molécula, s&do menos sensiveis a altas
temperaturas quando comparadas com as B-amilases, que sao enzimas que nao
necessitam de ions estabilizadores. A temperatura étima das amilases se encontra
entre 15 e 40°C, sendo que a maioria das a-amilases purificadas perde sua atividade

rapidamente em temperaturas acima de 50 °C (MARC et al., 2002).

Os ions célcio sao essenciais tanto para a atividade quanto para a
estabilidade térmica das a-amilases, especialmente no caso de a-amilases
provenientes de cereais, onde a ligacdo com o calcio é bastante fraca (PIRES, 2002
citando GREENWOOD & MILNE, 1968). O papel do célcio € de manter a estabilidade
da estrutura secundéria e terciaria, nao sendo conhecido, entretanto, seu papel na
ligagdo ou transformagao do substrato (WHITAKER, 1994). As a-Amilases extraidas
de Bacillus subtilis e Bacillus stearothermophilus sao particularmente estaveis a altas
temperaturas.

FIGURA 4. Modelo molecular da «-amylase (E. C. 3.2.1.1) proveniente de Aspergillus
oryzae (TAKA) contendo atomo de Ca*? .

Fonte: SWIFT et al., 2001.

2.8.2 Exo-amilases

A  B-amilase (1,4-a-D-glucan maltohidrolase, EC 3.2.1.2), também
chamada de amilase sacarogénica, esta presente somente em plantas superiores e
em alguns microrganismos, nao ocorrendo, portanto, em mamiferos. Esta enzima

produz B-maltose e B-dextrinas limite de alto peso molecular (PANDEY et al., 2000).
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A amiloglicosidase ou glicoamilase (EC 3.2.1.3) e a a-glicosidase (EC
3.2.1.20) sdo encontradas em uma grande variedade de microrganismos, tendo acéo
na clivagem de ambas as ligacdes glicosidicas, tanto a, 1-4 quanto a, 1-6.

2.8.2.1 Modo de acao das exo-amilases

As B-amilases atacam as bandas glicosidicas, partindo da extremidade nao
redutora até toda a cadeia ser convertida em maltose ou até que a acdo da enzima
seja blogueada por algum agente quimico ou fisico. A B-amilase ndo hidrolisa ligacoes
glicosidicas a-1,6 na amilopectina e sua acdo cessa no ponto de ramificagao; por essa
razdo, a degradacao da amilopectina pela B-amilase é incompleta com uma grande
quantidade de polimeros remanescentes. As B-amilases podem ter sua atividade
enzimatica inibida pelo presenca no meio de cicloamilases (MARC et al., 2002
WHITAKER, 1994).

A B-amilase pode vir a competir com a a-amilase pela degradacdo das
dextrinas a aglcares simples. A existéncia desses intermediarios levou a B-amilase a
ser descrita como um complemento da a-amilase, sendo mais tarde considerada uma

enzima fundamental na degradag¢éao do amido (DUNN, 1974).

A glicoamilase atua nos residuos de glicose externos da amilose ou
amilopectina produzindo somente glicose. A glicoamilase e a a-glicosidase diferem na
sua preferéncia pelo substrato: a a-glicosidase atua melhor em maltooligossacarideos
de cadeia curta e libera glicoses com configuragdo a, enquanto a glicoamilase
hidrolisa melhor polissacarideos de cadeia longa (PANDEY et al., 2000).

2.8.2.2 Caracteristicas das exo-amilases

O pH o6timo da B-amilase varia entre 5,0 e 6,0. A enzima é relativamente
estavel a pHs acidos, tendo, no geral, um peso molecular maior do que as a-amilases
(WHITAKER, 1994).

A  estabilidade térmica das [B-amilases dependem muito de sua
procedéncia, por exemplo, as B-amilases provenientes de cereais e leguminosas séo
menos estaveis termicamente do que suas respectivas a- amilases e por essa razao
sao mais rapidamente inativadas pelo calor (PIRES, 2002 citando WONG, 1989).
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FIGURA 5. Representacao da agao da a-amilase, B-amilase e glicoamilase sobre uma
estrutura esquematica de amilopectina, onde cada circulo representa uma unidade de

glicose.

Fonte: WHITTAKER, 1994.

2.8.3 Enzimas desramificantes e transferases

O grupo das enzimas desramificantes hidrolisam exclusivamente ligagdes
glicosidicas a, 1-6 e é composto pela isoamilase (EC 3.2.1.68) e pululanase (EC
3.2.1.41). As pululanases hidrolisam as ligagdes glicosidicas a, 1-6 no polissacarideo
formado por unidades repetidas de maltotriose, e amilopectina, enquanto a isoamilase
somente hidrolisa as ligagdes a, 1-6 na amilopectina. Os produtos de degradacao

deste grupo sao maltose e maltotriose.

As transferases compreendem a amilomaltase (EC 2.4.1.25) e

ciclodextrina glicosiltransferase (EC 2.4.1.19), estas clivam as ligacbes glicosidicas a,
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1-4 da molécula doadora e transferem parte do doador para um aceitador glicosidico
com a formagao de uma nova ligacéo glicosidica (TAKAHA & SMITH, 1999).

2.9 PROTEASES

Enzimas proteoliticas ou proteases catalisam a quebra das ligagbes
peptidicas em proteinas. Sdo enzimas da classe 3, as hidrolases, e subclasse 3.4, as
peptideo-hidrolases ou peptidases. Estas enzimas constituem uma grande familia (EC
3.4), dividida em endopeptidases ou proteinases (EC 3.4. 21-99) e exopetidases (EC
3.4.11-19), de acordo com a posicao da ligacdo peptidica a ser clivada na cadeia
peptidica. Estas endopeptidases podem ser ainda subdivididas de acordo com o grupo
reativo no sitio ativo envolvido com a catélise em serina- (EC 3.4.21), cisteina- (EC
3.4.22), aspartico-proteinases ou endopeptidases (EC 3.4.23) e metalloproteinases ou
metalloendopeptidases (EC 3.4.24). As enzimas cujo mecanismo de agdo ndo esta
completamente elucidado séo classificadas no subgrupo EC. 3.4.99 (BEYNOM, R.J. &
BOND, J.S., 1989).

2.9.1 Exopeptidases

As exopeptidases atuam somente nos extremos das cadeias polipeptidicas
da regiao N- ou C- terminal. Aquelas que atuam na regido amino terminal livre liberam
um Unico residuo de aminoacido (aminopeptidases), um dipeptideo (dipeptidil-
peptidases) ou um tripeptideo (tripeptidil-peptidases). As exopeptidases que atuam na
regido carboxi terminal livre liberam um Unico aminoacido (carboxipeptidases) ou um
dipeptideo (peptidil-dipeptidases). Algumas exopeptidases sao especificas para
dipeptideos (dipeptidases) ou removem residuos terminais que sdo substituidos,
ciclizados ou ligados por ligages isopeptidicas. Ligacdes isopeptidicas sao ligacoes
peptidicas diferentes daquelas entre uma a-carboxila e um a-amino grupo, e estes
tipos de enzimas sdo denominados omega peptidases (BEYNOM,R.J. & BOND, J.S.,
1989).
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2.9.2 Endopeptidases

Endopeptidases atuam preferencialmente nas regides internas da cadeia
polipeptidica, entre as regides N e C terminal. A presenga de grupos o-amino ou o-
carboxila tem um efeito negativo na atividade da enzima (BEYNOM,R.J. & BOND, J.S.,
1989).

2.9.3 Proteases: funcgao e aplicacao

Proteases sdo enzimas muito importantes nos processos fisioldgicos como
a coagulacdo sanguinea, morte celular e diferenciacido de tecidos. As enzimas
proteoliticas também participam no metabolismo de proteinas, € na liberagdo de
horménios (peptideos ativos). Além disto, sdo amplamente utilizadas a nivel comercial,
estando entre os trés maiores grupos de enzimas industriais, sendo responsaveis por
60% da venda internacional de enzimas. As proteases tém uma variedade de
aplicagbes principalmente na industria de detergentes e de alimentos. Tendo em vista
os recentes acordos mundiais para uso de tecnologias ndo poluentes, as proteases
comecaram a ser usadas em larga escala no tratamento do couro, em substituicdo aos
compostos toxicos e poluentes até entdo usados. (RAWLING, N.D. & BARRET, A.,
1994).

2.9.4 Proteases de microrganismos

Proteases sdo encontradas em varios microrganismos, como bactérias,
protozoarios, leveduras e fungos. A impossibilidade das proteases de plantas e
animais atenderem a demanda mundial de enzimas tem levado a um interesse cada
vez maior pelas proteases de origem microbiana. Os microrganismos representam
uma excelente fonte de proteases devido a sua grande diversidade bioquimica e
facilidade de manipulacdo genética. As proteinas sao degradadas por microrganismos,
que a utilizam os como nutrientes para o seu crescimento. A degradagao € iniciada por
endopeptidases secretadas pelos microrganismos, seguida de hidrolise por
exopeptidases. Proteinases podem ser produzidas por microrganismos distintos,
dependendo da espécie, por diferentes cepas de uma mesma espécie, ou até pela

mesma cepa, variando as condi¢des de cultura.

A maioria das serino-proteinases comerciais, principalmente as alcalinas e

neutras, sdo produzidas por microrganismos que pertencem ao género Bacillus. As
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subtilisinas sédo enzimas representantes deste grupo. Enzimas similares também sao
produzidas por outras bactérias, como por exemplo, Thermus caldophilus,
Desulfurococcus mucosus, Streptomyces e pelos géneros Aeromonas e Escherichia.
Os fungos também produzem serino-proteinases; entre eles o Aspergillus oryzae. As
cisteino-proteinases ndo sao encontradas tdo amplamente como as serino- e as
aspartico-proteinases. Entretanto, em protozoarios da familia Trypanosomatidae elas
sao muito distribuidas, assim como as metaloproteinases, tem sido detectadas em
varios géneros como Crithidia, Phytomonas, Hemetomonas, Trypanosoma,
Leishmania e Endotrypanum, as enzimas nestes microrganismos Sao responsaveis
pelo ciclo de vida e na sua diferenciacao morfolégica (RAWLING, N.D. & BARRET, A.,
1994).

Proteases microbianas contam aproximadamente por 40% da venda total
mundial de enzimas e sao preferidas as enzimas de plantas e animais, uma vez que
elas possuem a maioria das caracteristicas desejadas para aplicagcdo em biotecnologia
(RAO M.B. et al., 1998).

2.10 LIPASES

As lipases (triglicerol acil-hidrolases, EC 3.1.1.3) séo classificadas como
hidrolases e atuam sobre ligacdes éster presentes em acilgliceroéis, liberando acidos
graxos e glicerol, constituindo uma classe especial de esterases (JAEGER, K. E. ef al.,
1999). A diferenciacdo entre uma lipase e uma esterase (EC. 3.1.1.1) esta no fato de
que a primeira catalisa reagdes de substratos insollUveis em agua, enquanto que uma
esterase age em substratos soluveis (ALVAREZ-MACARIE, E. et al, 1999).
Entretanto, a diferenciacdo entre lipases e esterases ainda ndo esta completamente
definida. Em 1958, Sarda e Desnuelle propuseram definir as lipases a partir de sua
caracteristica cinética, que é a propriedade de ativagdo na presenca de substratos
insoliveis em agua e emulsionados, ou seja, na presenca de uma interface
lipideo/agua. Segundo estes autores, as lipases seriam ativadas na presenca de
ésteres emulsionados, enquanto as esterases ndo apresentariam esta ativacao,
exercendo sua fungao hidrolitica sobre substratos soluveis em agua (SARDA L. &
DESNUELLE, P., 1958).
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As lipases sdo encontradas em tecidos de varios animais e plantas, e
podem ser produzidas por fermentagdo usando varias espécies de microrganismos,
tais com os fungos Aspergillus mucor, Rhizopus penicillium, Geotrichum sp, por
leveduras de Tulopis sp e Candida sp e bactérias como Pseudomonas sp,
Achromobacter sp e Staphylococcus sp. Do ponto de vista econémico e industrial,
lipases de microrganismos sdo preferiveis do que as lipases de fontes animais e
plantas, devido ao alto custo do seu isolamento (CASTRO, H. F. et al., 1995).

A massa molecular destas enzimas lipoliticas varia de 20-75 kDa. Seu
ponto isoelétrico varia em uma faixa de 3,6 e 7,6, sendo majoritariamente acidicas. O
sitio catalitico é formado pela triade catalitica Ser-His-Asp/ Glu, que se repete em
todas as estruturas e é freqlientemente protegido na molécula por uma “tampa”
hidrofébica que ao interagir com a interface lipideo/agua sofre uma mudanca
conformacional, expondo o sitio ativo. A presenca da “tampa” na estrutura da enzima e
a propriedade de ativacao interfacial passaram a ser fatores determinantes para a
caracterizacao de lipases (BRADY, L. et al., 1990).

Estudos de raio-X realizados por UPPENBERG et al. 1994, com a lipase da
Candida Antarctica, revelou a existéncia de uma “tampa” similar recobrindo a triade
catalitica Ser-His-Asp. Por outro lado, as cutinases, enzimas consideradas lipases
“verdadeiras”, ndo apresentam a “tampa” e ndo precisam da interface para exercer a
atividade hidrolitica (CYGLER, M. & SCHRAG, J. D., 1997).

As lipases sdao muito utilizadas em sintese organica devido a sua grande
disponibilidade e baixo custo. Além disso, ndo requerem cofatores, atuam em uma
faixa de pH relativamente grande, sdo muito estaveis neste meio, apresentam
especificidade, regiosseletividade, quimiosseletividade e enantiosseletividade.
Possuem a habilidade de catalisar reacoes de esterificagdes, transesterificacoes
(aciddlise, interesterificacao, alcodlise), amindlise e tiotransesterificacdo em solvente
organico anidro, sistema bifasico e em solugdo micelar com alta especificidade. O
deslocamento do equilibrio na reacédo, no sentido direto (hidrélise) ou inverso (sintese),
€ controlado pela quantidade de agua presente na mistura reacional. As lipases tém
sido extensivamente investigadas com relagdo as suas propriedades bioquimicas e
fisiolégicas e, mais recentemente, para aplicacdes industriais (PANDEY, A. et al.,
1999; GANDHI, N. N., 1997).
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2.11 CELULASES

A celulose é o carboidrato mais abundante na natureza, contendo mais de

50% de todo o carbono organico. E um polimero nao ramificado de residuos de

glicose através de ligacbes B-1,4. Devido a sua configuracdo B ao redor do C(1) a

cadeia de celulose interage com outras pelo hidrogénio terminal para formar micelas

fibrilares cristalinas e orientadas, com baixa solubilidade em agua, o que resulta em

uma relativa inércia a acdo de enzimas hidroliticas.

A celulase € um complexo de enzimas hidroliticas, contendo principalmente

endo e exo B-glucanase mais celobiose. As enzimas que atuam na celulose e nos

produtos derivados da celulose podem ser divididas em quatro grupos (WHITTAKER,

1994):

a)

d)

Endoglucanases sio inativas sobre celuloses cristalinas, hidrolizando, no

entanto, celuloses amorfas e substratos solUveis como a carboximetil
celulose e hidroxidoetil celulose. A atividade da endoglucanase é
caracterizada pela clivagem das terminagbes B-glicosidicas, resultando
numa rapida queda de viscosidade relativa ao aumento da quantidade de
grupos redutores. Os produtos incluem glicose, celobiose e celodextrinas

de varios tamanhos.

Celobiohidrolases sao enzimas exdgenas. Elas degradam a celulose
amorfa pela consecutiva remocdo de celobiose das terminagbes nao
redutoras do substrato. O aumento na quantidade de grupos redutores em
relagdo ao decréscimo na viscosidade € muito maior do que nas

endoglucanases.

Exoglucohidrolases hidrolisam removendo unidades de glicose das

terminacdes nao redutoras das celodextrinas. O volume de hidrolisado
decresce concomitantemente ao decréscimo do comprimento das cadeias

do substrato.

B-glucosidases, atuam hidrolisando a celobiose em glicose e removem
glicose das terminag¢des ndo redutoras de celodextrinas de cadeia curta. Ao
contrario das exoglucohidrolases, a quantidade de B-glicosidase aumento
com a diminuicdo do tamanho das cadeias do substrato.
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A atividade da celulase pode ser determinada pelo decréscimo na
viscosidade ou pela determinacdo da quantidade de grupamentos redutores formados.
Em combinacdo, os dois métodos podem distinguir entre endo e exo celulases
(WHITTAKER, 1994).

2.12 PROCESSOS DE FRACIONAMENTO ENZIMATICO EM CEREAIS

MANINGAT & JULIANO, em seu estudo de 1982, j4 mencionavam o
crescente interesse no uso da fragdo insoluvel do farelo para incrementar a ingestéao
de fibras na dieta, foi adaptado um método em meio aquoso para preparagao da
parede celular visando simular a forma como o arroz é tradicionalmente preparado
para consumo. A proteina do farelo de arroz foi extraida com 0,5% SDS e 0,6% de B-
mercaptoetanol para evitar os efeitos adversos do calor Umido sobre a solubilidade
protéica. O residuo foi aquecido a 80°C e hidrolisado com a-amilase do Baccilus
licheniformis, onde foi obtido um composto insolivel em agua dos componentes da
parede celular do farelo de arroz (MANINGAT & JULIANO, 1982).

Recentemente, muitos processos tém sido propostos para converter
substratos lipidicos sélidos em produtos de alto valor agregado pelo uso de enzimas.
Um estudo desenvolvido por PADMINI et al. (1994) analisou os efeitos da
solubilizagcdo dos lipidios do farelo de arroz em solvente orgénico (n-hexano) com
posterior hidrolise enzimatica e imobilizacdo da lipase obtida da Candida lipolytica.
Seus resultados demonstram, porém, uma inibicdo da atividade enzimatica devido ao
efeito do solvente na lipdlise.

Em relagédo a presenga de complexos amilose-lipidio, os quais diminuem o
inchamento e a capacidade obrigatéria de agua do amido, impedindo o acesso das
enzimas amiloliticas aos granulos, NEBESNY et al. (2002) estudaram a relacéo entre
a estabilidade do complexo e as condi¢cbes da hidrélise enzimatica como o tipo de
preparagdo enzimatica, se sé amilolitica ou ambas, amilolitica e lipolitica, bem como o
tempo de hidrélise. Utilizaram primeiramente uma a-amilase bacteriana, seguido de
uma hidrélise adicional com um preparado contendo glicoamilase e lisofosfolipase e,
para comparaciao, somente um preparado com glicoamilase. Tendo a investigacao
revelado uma maior susceptibilidade na degradagdo do complexo amilose-lipidio com
a utilizacao do preparado contendo glicoamilase e lisofosfolipase.
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KURAKAKE et al. (1995), citando ROZIE et al. (1991) e KOMAKI et al.
(1985) menciona a importancia da a-amilase na hidrélise do amido e os diversos
tratamentos desenvolvidos até entdo para aumentar a eficiéncia de adsorgcdo da a-
amilase, como o aquecimento em uma mistura de agua e solvente orgénico ou em
solucdo salina, ou pelo cruzamento de cadeias do amido gelatinizado com
epiclorohidrina. E citado ainda um tratamento onde o amido é aquecido em uma
umidade relativa de 100%, o que facilitaria a posterior separacao do extrato hidrolisado
e a eliminagdo das enzimas. O processo foi otimizado pela adigao de etanol (30% v/v)

para induzir a formacao de uma regidao a qual tenha escapado a hidrélise enzimatica.

Em outro estudo, YAMAGISHI et al. (2003) utilizararam a a-amilase do
Bacillus subtilis e a glicoamilase do Rhizopus niveus em suspensao aquosa para
obter uma fracéo solluvel dos polissacarideos do endosperma do farelo de arroz e uma
fracdo contendo os proteoglicanos do farelo. A a-amilase na concentragédo de 80
unidades/ml foi adicionada juntamente com cloreto de calcio, sendo o pH da solucao
ajustado em 6,0. apés a suspensdo foi aquecida a 90°C por 60 minutos. O
sobrenadante foi adicionado de seis unidades/ml de glicoamilase para converter as
dextrinas formadas em glicose. Seus resultados sugerem a existéncia de atividade
anticomplementar por parte dos proteoglicanos presentes no endosperma do farelo de

arroz, a qual atuaria de forma benéfica na resposta imunolégica do corpo humano.

WANG et al. (1999) citam o uso de carboidrases (celulase, pectinase,
hemicelulase e viscoenzima L) para aumentar a extractibilidade de proteinas das
plantas. Estas, em geral, desintegram o tecido da parede celular facilitando a extracao
de proteinas. Seus estudos propéem um método enzimatico, utilizando fitase e
xilanase para produzir um isolado protéico de farelo de arroz estudando suas
propriedades funcionais.

Os autores citam ainda que os solventes alcalinos, comumente usados
para extracdo de proteinas do farelo de arroz, podem causar reagdes laterais
indesejaveis e potencial toxicidade, como as lisinoalaninas, diminuindo o valor
nutricional das proteinas. Alem disso, condi¢cdes altamente alcalinas podem desnaturar
e hidrolisar proteinas, aumentar os efeitos da reacdo de Maillard, que causam
escurecimento dos produtos e aumentar a extracdo de componentes nao protéicos
que precipitam conjuntamente diminuindo a qualidade do isolado.

A combinacdo de processos fisicos, com tratamentos enzimaticos, para
extragado das proteinas do farelo de arroz desengordurado foi realizada por TANG et
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al. (2002). Estes sugerem que processos fisicos podem romper a parede celular
facilitando o fracionamento por catalise enzimatica pelo incremento da solubilidade
protéica. O estudo analisou o rendimento de extracdo destas proteinas por meio da
interacdo entre os processos fisicos de congelamento e descongelamento, sonicacao
(técnica de homogeneizagao por ultra-som), mistura a altas velocidades e uso de altas
pressoes, além do uso de amilases ou combinacdo de amilases e proteases. A a-
amilase, segundo os mesmos autores, produz por hidrélise das ligacbes a-1,4, glicose
e dextrose livres, o que libera as proteinas ligadas a extremidade da cadeia do amido,
ajudando em sua extragdo pelo aumento da solubilidade. Os melhores resultados
foram com a utilizagdo de sonicacdo juntamente a um tratamento com amilases e

proteases.

Um outro interesse nas proteinas do farelo de arroz seria devido ao alto
conteldo de aspargina e glutamina presentes, as quais teriam aplicacdo como
flavorizantes para aplicagdo em alimentos. O método utilizado para separagéo e
fracionamento dos peptideos consiste em um tratamento enzimatico com proteases
seguido de um fracionamento por cromatografia liquida de alta eficiéncia das proteinas
hidrolisadas com obtencdo de peptideos funcionais para utilizacdo industrial como

flavorizante.estudaram um método do farelo de arroz (HAMADA et al. 1998).

O uso das enzimas a-amilase, hemicelulase e celulase foi igualmente
estudado por SHIH et al. (1999) para obtencao de produtos protéicos a partir do farelo
de arroz, tendo o processo enzimatico resultado em produtos sollveis e insollveis

com um conteldo de proteinas entre 10 e 27%.

Buscando estudar os efeitos das fracoes solluvel e de um concentrado de
fibras, obtidos através de tratamento enzimatico do farelo de arroz, sobre os niveis de
glicose do sangue de portadores de diabetes, QURESHI et al. (2002) utilizaram
carboidrases (dextranase, a-amilase ou maltase) em um substrato de farelo de arroz
em meio aquoso, aquecendo a solugéao a 70-90°C. com isso obtiveram uma hidrélise
dos carboidratos complexos em dextrinas e carboidratos simples, com uma fracédo
insoluvel contendo altos niveis de fibras (B-glicanos, pectinas e gomas). A separacao
foi realizada por meio de centrifugacdo, contendo ambos os extratos os
microcomponentes presentes no farelo de arroz estabilizado. Seus resultados
demonstram que a fragdo solluvel do farelo de arroz é mais efetiva na redugéo dos
niveis de glicose no sangue, sendo o concentrado de fibras mais efetivo na reducao do

colesterol total (LDL) em ambos os tipos de diabetes (A e B).
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A tabela 9 apresenta a composicdo encontrada pelos autores para as
fracdes soluvel e insoluvel obtidas durante o estudo. Nesta pode-se notar a
distribuigdo produzida pela agédo enzimatica sobre o substrato contendo o farelo de
arroz, com uma maior concentracdo de tocoferdis e lipidios na fracdo sollvel, e um
alto teor de fibras com uma maior concentragao protéica presente na fragao insolavel

do farelo de arroz.

TABELA 9. Composi¢éo do farelo de arroz estabilizado, fragdo solivel em agua e

concentrado de fibras do farelo de arroz.

Farelo de Arroz Fracdo do Farelo = Concentrado de

Componentes Estabilizado (%) de(; ;rfguzo(lc%el Fig;a:r(:ng(EAr:)alo
Carboidratos 51,0 57,5 52,5
Proteina 14,5 7,5 20,5
Fibras dietéticas 29,0 6,0 42,0
Lipidios 20,5 26,5 13,5
Tocols 350 ppm 270 ppm 30 ppm
(>90% Tocotriendis)
y-oryzanol 3000 ppm 2600 ppm 2400 ppm

Microcomponentes
(y-oryzanol, tocois, <1,1% <0,77% <0,92%
polifendis, terpenos)

Fonte: QURESHI et al. (2002).

CLAYE et al. (1996), desenvolveu estudo para extragédo, fracionamento e
analise das fibras insollveis presentes no farelo de arroz desengordurado. O método
utilizado inclui o uso de &agua fria e quente para remover parcialmente os
polissacarideos e proteinas solUveis antes do tratamento enzimatico otimizando o
rendimento dos componentes durante a extracdo das fibras, através da redugao de
20% da concentracdo dos demais componentes. A remocao foi realizada em meio
aquoso alcalino com posterior centrifugacao, sendo o tratamento enzimatico realizado
com a adicao de uma solucdo de amiloglicosidase e a subsequiente retirada de quatro
fragdes de fibras insolluveis (celulose, hemicelulose A e B e lignina).

Com o mesmo objetivo de isolar as fibras do farelo de arroz para estudar
suas propriedades funcionais, ABDUL-HAMID & LUAN (2000) utilizaram o método
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enzimatico-gravimétrico de Prosky (PROSKY et al.,, 1988), através de gelatinizacao
com termamyl (uma a-amilase resistente ao calor) a 100°C por uma hora com
posterior digestdo com uma protease seguida de uma incubagdo com amiloglicosidase
(60°C, 1 h) para remogao das proteinas e amido.
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OBTENGAO E CARACTERIZAGAO DE COMPOSTOS HIDROSSOLUVEIS DO
FARELO DE ARROZ INTEGRAL PARBOILIZADO

RESUMO

O presente trabalho visou a solubilizagdo e caracterizacdo dos
componentes hidrossollveis do farelo de arroz obtido na sua forma integral apos
processo de parboilizagdo, através da interacao entre as principais variaveis fisicas
(temperatura, tempo e pH) que afetam a hidrolise dos macrocomponentes presentes
no farelo, além de uma caracterizacéo fisica e quimica desta matéria-prima de onde
principiou-se o estudo. O farelo de arroz é fonte natural de fibras dietéticas, proteinas,
carboidratos, 6leo, vitaminas e de compostos com potente atividade antioxidante,
como os orizandis e tocoéis. Sendo suas limitagdes o alto teor de fibras insollveis e a
presenca de compostos antinutricionais. Os resultados dos experimentos indicam uma
interacao das trés variaveis estudadas demonstrando a importancia das mesmas no
processo de solubilizacdo, sendo possivel apontar a interacdo dos niveis: pH 8,0,
temperatura de 60°C e tempo de tratamento de 180 minutos (p<0,05), como 0s mais
adequados para o processo, com um rendimento protéico de 41,7% e 12,6% dos
lipidios solubilizados.

Palavras-chave: arroz, arroz parboilizado, farelo de arroz, caracterizagdo fisico-

quimica, extracao fisica.
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ABSTRACT

SOLUBILIZATION AND CARACTERIZATION OF THE HYDROSOLUBLE
COMPONENTS OF INTEGRAL PARBOILED RICE BRAN

This study aim the solubilization and characterization of the hidrosolubles
components in the rice bran obtained in your integral form after a parboilled process,
through the interaction between the principals physics variables (temperature, time and
pH) who affect the hydrolyze of the interest macro components in the bran, apart from
a physics and chemistry characterization of the integral parboiled rice bran from where
this study begin. Rice bran is natural source of dietary fiber, proteins, carbohydrates,
lipids, vitamins and composts with powerful antioxidants activity, like oryzanol and
tocopherols, what it characterizes as a functional food. Being its limitations the high
levels of insoluble fibers and the presence of antinutricionals compounds. The results
indicate an interaction of the three study variables showing the importance of them in
the solubilization process, being possible point the nivel interaction: pH 8,0,
temperature de 60°C and treatment time of 180 minutes (p<0,05), as the most
adequate for the process, with a protein yield of 41,7% and solubilization of 12,6% of
the lipids.

Keywords: parboiled rice, rice bran, physical-chemistry characterization, physics

extraction.
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1 INTRODUGAO

O arroz é o produto alimenticio predominante ao menos em 15 paises na
Asia e no Pacifico, em dez paises na América latina e no Caribe e em oito paises na
Africa (KENNEDY, 2003). Sua habilidade em adaptar-se as circunstancias climaticas,
agriculturais e culturais, crescer e produzir um alimento de elevado valor cal6rico por
area de unidade em todos os tipos de terra faz do arroz o cereal de colheita mais
importante do mundo. Sua importancia como o produto principal nos paises em
desenvolvimento tende a crescer de acordo com o aumento da populacdo humana, a
qual se da em uma taxa mais elevada do que nos paises desenvolvidos (MALEKIAM
et al., 2000).

Nos ultimos anos, o aumento do volume mundial de arroz produzido nao
tem sido suficiente para compensar o crescimento do consumo. No caso do Brasil, por
exemplo, as médias de producdo e consumo de arroz no periodo de 1991 a 2001, de
acordo com dados do IBGE (2002) foram, respectivamente, 10,37 milhdes e 11,60
milhdes de toneladas. No Rio Grande do Sul sdo cultivados anualmente cerca de 900
mil ha, com produtividade média que oscila entre 5 e 5,5 t/ha., sendo responsavel por
cerca de 50% da producéo nacional do produto (EMBRAPA, 2003).

O farelo de arroz é um subproduto do polimento do arroz descascado para
produzir arroz branco ou parboilizado. A utilizagao desse farelo em sua forma integral
apresenta sérias dificuldades devido a este ter um didmetro de particula muito fino o
que dificulta seu processamento, e principalmente dada a caracteristica de suas
lipases acidificarem-se em poucas horas o que causa sua deterioracao, produzindo
um sabor acido e desagradavel. Por outro lado é um polvilho demasiadamente fino
(SILVA et al., 2001). Além destas condigbes o 6leo do farelo de arroz também perde
componentes alimenticios valiosos como vitaminas, antioxidantes, entre outros. Por
isso, geralmente em regides tropicais de alta umidade e alta temperatura, e também
em condicbes precarias de sanitizagdo, o farelo de arroz se torna inaceitavel para
consumo em poucos dias. No Brasil, é utilizado em sua quase totalidade como

suplemento para alimentagao animal.

O farelo de arroz proveniente do polimento do arroz parboilizado, por outro
lado, ja se encontra estabilizado pelo préprio processo e se mantém estavel durante
muitos meses (PANDOLFI, A. R., 1993).
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Varios trabalhos cientificos realizados nos ultimos anos demonstram que o
farelo de arroz tem caracteristicas muito desejaveis, principalmente no que se refere a
seu poder de combater a formacdo de radicais livres, ajudando na prevencio e
tratamento de algumas doencgas cronico-degenerativas, como a hipercolesterolemia
(colesterol alto), alguns tipos de cancer e o diabetes. Isso em grande parte devido aos
componentes da fragdo insaponificavel, principalmente o conteddo de orizanol,
antioxidante encontrado somente no 6leo do arroz, além de seu potencial no
fornecimento de fibras dietéticas, por esses motivos o farelo de arroz vem sendo
considerado um alimento funcional por apresentar valor nutritvo e substancias
capazes de melhorar nossa saiude (XU & GODBER, 1999; LLOYD et al., 2000;
KAHLON, 1996 e 2000; QURESHI, 1997, 2001 e 2002; RANHOTRA, 1996;
SEETHARAMAIAH, G. S. & CHANDRASEKHARA, 1993).

No entanto, seu alto teor de fibras insollveis, além da presenca de outros
fatores antinutricionais, inviabiliza sua utilizacdo em produtos para alimentacao
humana. Fazendo-se necessario o desenvolvimento de um processo que permita a

utilizagéo de seus componentes nutricionais (SAUNDERS, R. M., 1990).

Este trabalho teve como objetivo estudar as variaveis de um processo de
extragdo dos componentes hidrossoluveis do farelo de arroz integral parboilizado
(FAIP), bem como a caracterizacdo quimica da matéria-prima (FAIP) e dos extratos
obtidos.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIA-PRIMA

O farelo de arroz parboilizado foi fornecido pela industria Camaqua
Alimentos S.A. (CAMAL), situada no municipio de Camaqua - RS em sua forma
integral e utilizado desta maneira. O acondicionamento das amostras foi feito em
sacos plasticos de 2kg, sendo estocados a uma temperatura entre -5 e 0°C até sua
utilizagéo.
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2.2 PROCESSAMENTO

As operacoes do processo para obtencao do extrato hidrossoluvel do FAIP

sao mostradas na Figura 1.

Farelo de arroz | Caracterizagéo
Integral parboilizado | Fisico-quimica

A

Processo de
Extracao

e
Separagao dos Extratos

I 1

Extrato Soluvel Fragéo Insoluvel

VL

Concentracao SS

!

Anélise Estatistica

R Caracterizagéo
~| Quimica das Fracoes

FIGURA 1. Fluxograma operacional do processo de hidrolise fisica do FAIP.

2.2.1 Classificacao Granulométrica

A classificagdo granulométrica foi realizada através do uso de um conjunto
de peneiras com tylers progressivos de 28 a 80 mesh acopladas em agitador

mecanico.

2.2.2 Determinacédo de Capacidade de Retencdo de Agua - CRA

A CRA foi determinada por um método adaptado do método de LIN et al.
(1974). O farelo foi seco em estufa a 90°C por trinta minutos, ap6s foram feitas
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suspensodes aquosas nas relagdes de 1:3, 1:5 e 1:10, estas foram colocadas em tubos
para centrifuga e deixadas em banho-maria a 80°C por trinta minutos. Apds
centrifugacao a 8 rpm por quinze minutos, o sobrenadante foi drenado e o sedimento
pesado. A CRA foi calculada pela seguinte equacao:

CRA = p sedimento (g) — p tubo (g) x 100

p amostra

FIGURA 2. Equacao para calculo da capacidade de retencao de agua.

2.2.3 Caracterizacao Quimica do FAIP

A caracterizagdo quimica do FAIP foi determinada utilizando metodologia

oficial para:

- Proteinas: método de micro Kjeldahl (método N° 979.09 AOAC, 2000),
fator de conversao do nitrogénio de 5,95 (Juliano, 1972 citado por TANG et al., 2002).

- Gordura: extrato etéreo (método N° 963.15 AOAC, 2000);
- Umidade: gravimetria (método n? 925.09 AOAC, 2000)
- Cinzas: gravimetria (método n? 923.03 AOAC, 2000).

- Agucares redutores: determinados através de método descrito por Miller

(1959), por meio da reagéo colorimétrica com o reagente 3,5 — DNS.

- indice de acidez: Método Ca 5A-40, A.O.C.S. (1988) expresso como o
numero de miligramas de KOH necessarios para neutralizar os acidos graxos

presentes em 100g de produto.

- Teor de fibras Totais, sollveis e insollveis: O teor de fibras totais foi
determinado segundo adaptagdo do método n? 991.43 da A.O.A.C. (1995), proposto
por GONCALVEZ et al., 1998.

2.2.4 Processo de Extracao Aquosa do FAIP

Para obtencdo dos extratos hidrossoliveis do FAIP padronizou-se uma
relacdo de cinco partes de agua para uma de farelo (FAIP 48 mesh), em funcdo da
capacidade de agitacdo homogénea da massa conforme determinado

experimentalmente.



53

Para execugdo dos experimentos utilizou-se reatores de vidro de 250 mL
conectados em série, cobertos para evitar a evaporacao durante o tempo de reacéo,
estes foram acoplados a um banho ultratermostatico com controle de temperatura
(Quimis — 214 D2), sendo o pH do meio ajustados e mantidos com solugcdes de
hidréxido de sédio 10% e acido citrico 30%. Todos os experimentos foram realizados
em duplicata.

Os extratos foram separados mediante processo de centrifugacao
(centrifuga Metrimpex 5Z-49) por quinze minutos a 3000g, sendo o sobrenadante,
imediatamente filtrado em filtro qualitativo e a seguir em filtro Millipore acoplado a uma
bomba de vacuo Prismatec modelo 131 de Y4 c.v. A filtragdo em Millipore se fez
necessaria para evitar a turbidez e a consequente dificuldade de realizagdo das
leituras da variavel resposta.

As fracOes insolluveis obtidas da etapa de filtracdo em filtro qualitativo
foram secas em estufa Fanem modelo 320-SE com circulacdo forcada de ar a uma
temperatura de 60°C por aproximadamente 90 minutos e armazenadas em

dessecador até sua utilizagao.

2.2.5 Planejamento Experimental e Tratamento dos Resultados

As variaveis do processo de obtencdo dos extratos hidrossollveis foram:
tempo (30 e 180min), temperatura (20 e 60°C) e pH (4,0 e 8,0), resultando um fatorial
completo de 2° (8 experimentos) realizados em duplicata. A variavel resposta foi o teor

de sdlidos sollveis estimados por refratometria.

Os resultados experimentais foram analisados por analise de variancia,
efeitos principais e interacdo entre as variaveis utilizando o software statistica for

Windows 6.0 a um nivel de confianca de 5%.

2.2.6 Caracterizacao dos Extratos

Os sélidos soluveis foram estimados por refratometria (refratbmetro de
Abbé) a uma temperatura de 20°C (banho térmico Thermo Haake B3), sendo os

melhores resultados utilizados nas determinagdes de acompanhamento.

As analises quimicas de acompanhamento foram:
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- A concentracdo de proteinas foi determinada pelo método de Folin-
Cicolteau, sendo lido o croméforo a 660nm em espectrofotébmetro da marca Varian UV
— Vis modelo 634s. A analise foi realizada apés diluicido das amostras em uma parte
para trés de agua. Elaborou-se uma curva padrdo de albumina do soro bovino (BSA).

- Os carboidratos foram determinados pelo método do acido 3,5 — DNS
apos purificagdo dos extratos por precipitacdo mediante o uso de solucdes de Carrez |
e Carrez Il sendo as aliquotas retiradas do filtrado, diluidas 25 vezes em &agua
destilada e a reagdo cromogénica realizada em meio alcalino (NaOH 0,5%) a
temperatura de ebuligdo. Utilizou-se uma curva padrao de glicose sendo as leituras

realizadas em espectrofotdmetro Varian UV — Vis - 634s.

- A determinagao do teor lipidico foi realizada na fragdo insoluvel pelo
método de Bligh & Dyer devido a pequena quantidade de amostra obtida apos a etapa
de filtragdo da fragdo sollvel e a sua dificuldade de secagem. Através dos valores
lipidicos encontrados na matéria-prima com utilizacdo deste mesmo método, inferiu-se

o teor de 6leo presente na fragao soluvel por diferenca.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 DETERMINAGAO E SELEGAO DO TAMANHO DE PARTICULA DO FAIP

Verifica-se na Tabela 1 que o farelo de arroz integral parboilizado apresenta
aproximadamente 52% de particulas com tamanho aproximado a 0,30mm (48 mesh) o
que corresponde a mais do dobro das fragbes de 28 e 65 mesh respectivamente.
Estes resultados orientaram a decisdo de utilizar a fracido de 48mesh na realizacao

dos experimentos.
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TABELA 1. Composigao porcentual das fragdes do FAIP com diferentes malhas.

TYLER (mesh) Diametro (mm) Fracéo retida *
-28 0,595 22,88 £4,83
-48 0,297 55,40 + 10,06
-65 0,210 23,69 £ 3,07
-80 0,177 3,64 £ 0,91
Fundo <0,177 0,12 £ 0,06
*n=3

A amplitude do desvio padréo indica a dificuldade de se obter amostras
homogéneas provavelmente devido a umidade por se tratar de um produto
higroscopico, essa diferenga foi maior na maior fragdo do farelo, dessa forma as
medias entre tyler 28 e 48, e 48 e 65 respectivamente apresentaram diferenga
significativa pelo teste de Tukey HSD (p-level = 0,002130), enquanto que as médias
entre 28 e 65 tyler ndo foram significativas, este comportamento pode ser mais bem
observado na Figura 3.

Gréfico de Médias
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FIGURA 3. Porcentagem de cada fracao do FAIP separada por peneiramento.
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3.2 COMPOSICAO QUIMICA DO FAIP

Na Tabela 2 verifica-se que existe pequena diferenca entre os
componentes do farelo integral e sua principal fracdo (48 mesh) o qual apresenta

maior concentragao de proteinas e lipidios principalmente.

TABELA 2. Principais componentes do farelo de arroz integral parboilizado, expressos
em porcentagem de base seca.

Farelo Integral FAIP Tyler 48

Proteinas 18,97 21,04
Lipidios 30,04 33,01
Cinzas 10,84 9,55
Umidade 10,82 11,58
Fibras Totais 31,00 27,67

Soluveis 5,01 4,30

Insollveis 25,99 23,37
Carboidratos por DNS 6,15 7,96
CRA 417,93 291,27
indice de Acidez 1,7 1,6

Os resultados da tabela 2 mostram a complexidade da matéria-prima, a qual
apresenta uma alta concentragdo de fibras insoluveis e lipidios, componentes que
juntamente das proteinas deste subproduto formam o grande interesse tanto comercial
quanto por seu potencial nutricional.

SAUNDERS (1990) cita que, para o farelo de arroz parboilizado séo
comuns valores entre 31 e 33% de fibras totais das quais 2,0 a 2,5% sao fibras

sollveis.

O alto teor de matéria inorganica (cinzas) pode ser um fator limitante no
que diz respeito na sua utilizacdo na alimentacdo humana, entretanto, torna-se
necessario analisar os componentes minerais toda vez que pode conter
microelementos importantes. Os teores encontrados encontram-se de acordo com
outros resultados experimentais reportados entre 7 e 11% segundo PRAKASH &
RAMANATHAM, 1995.
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A concentragao protéica encontrada no farelo de arroz esta de acordo com
os valores citados por diversos autores, em uma faixa de 12 a 20% (TANG et al.,
2002; WANG et al., 1999; HAMADA et al., 1998; MALEKIAM et al., 2000), sendo esta

variabilidade devido a fatores genéticos, condicdes de cultivo e processamento.

A baixa concentragdo de acgucares redutores determinados por 3,5-DNS
mostra que o FAIP contém teores muito baixos de componentes amilaceos, isso era
esperada devido ao processo de parboilizacdo sofrido pelo arroz. Os resultados sao
condizentes com os dados de literatura (SAUNDERS, R.M., 1990).

Com relagcdo a fracdo de tyler 48, observa-se um aumento nas
concentracdes de proteinas e lipidios provavelmente devido a redugado de fibras e
cinzas, sugerindo que no fracionamento e separagcdo por peneiramento esses

componentes podem ter ficado retidas nas fracbes de maior tamanho.

O farelo integral apresenta uma capacidade de retencdo de &agua
aproximadamente 30% superior que sua principal fragdo (48 mesh) essa diferenca
demonstra a natureza de seus componentes hidrofilicos majoritarios, verifica-se ainda
que a fracdo 48mesh apresenta maior teor de lipidios provavelmente esse
desequilibrio promoveu a maior CRA do farelo integral. A CRA é uma propriedade
funcional interessante por indicar componentes hidrofilicos mas ndo assinala que
esses podem ser facilmente solubilizados conforme se verifica na fragdo de 48 mesh
em decorréncia provavelmente da diminuicdo no teor de fibras o que seria interessante
num processo de extracdo de componentes hidrossollveis pois melhoria a migracao
dos compostos hidrossollveis de interesse evitando sua retengdo no interior do
substrato.

Tanto o farelo integral quanto sua fracdo de 48 mesh apresentaram valores
muito préximos em relagcdo ao seu indice de acidez e levando em consideragdo que
esses resultados foram obtidos semanalmente durante 6 meses veio a confirmar a
hipotese sustentada por diversos autores (SAUNDERS, R.M., 1990, PANDOLFI, A. R.,
1993) quanto a estabilidade lipidica gerada pelo processo de parboilizagdo o qual
inativa as enzimas lipoliticas responsaveis pela rancificacdo e conseqlente inutilizacéo

do farelo para fins alimenticios.
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3.3 EFEITO DAS VARIAVEIS NO TEOR DE SOLIDOS SOLUVEIS DO FAIP

Os resultados de sdlidos solluveis da Tabela 3 indicam que os extratos
apresentam baixo conteldo de solidos hidrossoluveis, porem faz-se necessario
verificar a significancia das variaveis (Tabelas 4 e 5) e principalmente a natureza dos
solidos hidrossoluveis (Tabela 6).

TABELA 3. Porcentagem de sélidos sollveis dos extratos obtidos nas diferentes
condicdes de processo.

Exp. Tempo' Temperatura' pH' SS
1 i i . 1,05
2 + - - 1,15
3 - + - 1,90
4 + + - 1,45
5 - - + 0,90
6 + - + 1,05
7 - + + 1,00
8 + + + 1,65

"t = (-) 30min e (+)180min, T = (-) 20°C e (+) 60°C, pH (-) 4,0 e (+) 8,0.

Os niveis testados da variavel pH (4,0 e 8,0) foram selecionados de modo
a verificar se existiu diferenga entre a solubilizagdo em meio &cido e em meio basico.
Os niveis da variavel temperatura foram selecionados com base a temperatura
ambiente (20°C) e a temperatura 6tima das enzimas comerciais (60°C). No caso da
variavel tempo, estudos preliminares realizados em intervalo de 10 a 240 minutos
indicaram um aumento crescente na concentragcdo de sélidos soluveis até 180
minutos, a partir do qual apresentaram reducao significativa no grau de solubilizacao,
0 que levou a definir os tempos de 30 e 180 minutos como os niveis do planejamento.

Na Tabela 4 pode-se observar os principais efeitos do tratamento para as
variaveis selecionadas bem como para a interagado entre estas, onde destaca-se (**)

as que apresentaram diferenca significativa ao nivel de 5% de confianca.
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TABELA 4. Efeitos principais do tratamento.

Fatores* Grausde Quadrado Erro QM F teste p-level
liberdade Médio
1 1 ,225625 ,013125 17,19048 ,003226**
2 1 ,855625 ,013125  65,19048 ,000041**
3 1 ,050625 ,013125 3,85714 ,085135
12 1 ,050625 ,013125 3,85714 ,085135
13 1 ,330625 ,013125  25,19048 ,001028**
23 1 ,000625 ,013125 ,04762 ,832723
123 1 ,275625 ,013125  21,00000 ,001796**

* fatores: 1 - tempo; 2 - temperatura; 3 - pH.

Observa-se pela Tabela 4 a ocorréncia de uma interacéo de terceira ordem
entre as variaveis estudadas, indicando a influencia destas entre si. Devido a este fator
relevante dar-se-a preferéncia a analise e interpretagdo desta interacdo. A tabela 5
apresenta os resultados para o teste de Post Hoc, destacando-se (*) as relacdes onde

foi constatada diferenca significativa entre os experimentos.

TABELA 5. Estudo da interacao entre os fatores tempo, temperatura e pH (Teste de
Tuckey HSD).

{141,056 {2}1,15 {3}1,90 {4}1,45 {5}0,90 {6}1,05 {7}1,00 {8}1,65

1 ,98097 ,00122* ,09067 ,87278 1,0000 ,99970 ,01065*
2 ,98097 ,00267* ,27109  ,44358 ,98097 ,87278 ,03008*
3 ,00122* ,00267* ,05196 ,00051* ,00122* ,00087* ,44358
4 ,09067 ,27109 ,05196 ,01771*  ,09067 ,05196  ,66537
5 ,87278 ,44358 ,00051* ,01771* ,87278  ,98097 ,00267*
6 1,0000 ,98097 ,00122* ,09067 ,87278 ,99970 ,01065*
7 ,99970 ,87278 ,00087* ,05196 ,98097 ,99970 ,00655*
8 ,01065* ,03008* ,44358 ,66537 ,00267* ,01065* ,00655*
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A analise realizada entre as variaveis indica a existéncia de interacédo. Os
melhores resultados da variavel dependente (destacados na tabela) mostraram nao
possuir diferenga estatistica entre si, tendo, no entanto, apresentado diferenga ao nivel
de 5%, em relacdo aos demais resultados. Excecgao feita ao tratamento 4, o qual

demonstrou diferenca significativa apenas em relagao ao tratamento 5.

A inexisténcia de diferenca significativa entre os tratamentos 3, 4 e 8
possibilita a utilizagdo de qualguer deles em um processo de extracdo dos sélidos
soluveis presentes no FAIP sem uma perda estatisticamente relevante de rendimento,
podendo-se com isto levar em consideracdo diferencas em termos de custo do
processo existente entre estes tratamentos. No entanto, esta possibilidade permanece
na dependéncia da analises quimicas individuais mostradas mais adiante.

Justifica-se ainda a entrada do tratamento 4 em virtude da possibilidade de
utilizagdo de tratamentos outros que nao os selecionados, visto este nao ter
apresentado diferenca significativa em relagdo aos tratamentos de numero 1,2, 5,6 e
7.

A Figura 4 mostra os melhores resultados da interacao temperatura-tempo-
pH no qual conjunto houve maior solubilizagao.

Interacdo de terceira ordem
F(1,8)=21,00; p<,0018

Variavel: Solidos Sollve

0,8 —o— pH

4,0

0,6 ~O- pH

Temp. 20°C 60°C Temp. 20°C 60°C 8,0
tempo 30 min tempo 180 min

FIGURA 4. Gréfico da interagédo de terceira ordem entre temperatura-tempo-pH.

Pode-se observar na Figura 3 que com 30 minutos de hidrdlise, a 60°C e

pH 4,0 se obtém um rendimento superior aos demais tratamentos (1,90% de
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solubilizacdo), sendo, juntamente com os conjuntos onde o tempo foi elevado a 180
minutos com uma temperatura de 60°C e um pH de 8,0 e o conjunto de 180 minutos a
60°C e pH 4,0 os que apresentaram uma maior eficiéncia de extragdo durante o

processo. Sendo estes analisados em relacdo aos seus macrocomponentes.

3.4 DETERMINACOES QUIMICAS DE ACOMPANHAMENTO DOS TRATAMENTOS
SELECIONADOS

A Tabela 6 apresenta os resultados da composicdo dos extratos obtidos

nos experimentos selecionados.

TABELA 6. Concentragao porcentual dos extratos.

Tratamento Proteina Carboidratos Lipidios SSoéIIL’ic\j/ZiSs
3 2,08 0,06 0,32 1,90
2,29 0,12 1,02 1,65
2,77 0,03 1,49 1,45

Testes de diferenca de médias realizados nos resultados das
determinacdes constataram a existéncia de diferenca significativa, ao nivel de 5%,
entre os tratamentos selecionados para analise tanto em relagéo ao teor de proteinas
soluveis (p-level=0,004411) quanto ao de carboidratos (p-level =,000088) e lipidios (p-
level =,000772). O teste de Tuckey mostra que para as proteinas sollveis ndo existe
diferenga significativa entre os tratamentos 3 e 4, sendo o restante dos tratamentos
estatisticamente diferentes entre si. Para os carboidratos e lipidios o teste de Tuckey
HSD mostrou haver diferenca entre todas as amostras.

Com relacdo a extracdo de proteinas, WANG et al. (1999) mencionam a
natureza complexa destas no farelo de arroz e a sua baixa solubilidade devido a sua
forte agregacdo com fitatos e fibras, o que dificulta sua separagdo dos demais
componentes. TANG et al. (2002) cita ainda o efeito negativo da estabilizacdo do
farelo por aquecimento (utilizado no processo de parboilizagdo), o qual realga as
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ligagbes das proteinas com carboidratos e outros componentes dificultando também
sua extracao.

O uso de processos fisicos para solubilizacdo dos componentes do farelo
de arroz, segundo TANG et al. (2002) podem romper a parede celular aumentando a
solubilidade protéica. Tanto CLAYE et al. (1996) quanto TANG et al. (2002) sugerem a
combinacdo de processos fisicos com tratamentos enzimaticos para extragdo das

proteinas do farelo de arroz.

A Figura 5 apresenta os efeitos principais para os tratamentos de acordo
com as analises realizadas em seus componentes onde se observa que houve uma
maior extragdo de carboidratos no tratamento 4, ao contrario do que acorreu com a

extracdo dos lipidios e proteinas, que foi mais acentuada no tratamento 8.

Grafico de Efeito Principal Grafico de Efeito Principal
Experimento Fisico Planejamento Fisico
F(2,3)=54,27; p<,0044 F(2,3)=754,58; p<,0001

Prot. Sol. (%)

~

N
Carboidratos Sol. (%)

3 4 8 3 4 8
Experimento Experimento

Gréfico de Efeito Principal
Experimento Fisico
F(2,3)=176,78; p<,0008

Lipidios (%)

4 M @ 2 o ® N ® ©

3 4 8

Experimento

FIGURA 5. Gréaficos de efeitos principais para proteina, carboidratos e lipidios

respectivamente.

Por meio desses resultados, pode-se inferir que o teor protéico , o qual
TANG et al. (2002) menciona possuir proteinas de alta qualidade com grande
potencial nutracéutico e o teor de lipidios, o qual segundo LLOYD et al. (2000) contém

em sua fragdo insaponificavel um complexo Unico de componentes antioxidantes
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(tocoferdis, tocotrienois e orizandis), obtiveram um rendimento de extracdo maior no
tratamento 8, sendo, no entanto a concentracido de carboidratos sollveis menor.
Levando em consideracdo que esses dois componentes sdo de maior interesse, os
resultados sugerem que esse tratamento seja indicado para obtencdo do extrato,
sendo possivel ainda o acréscimo de carboidratos ao processo, caso necessario a
apresentacao de um possivel produto, em uma etapa final sem maiores dificuldades

econdmicas ou técnicas.

A concentragdo de proteinas sollveis, obtida no tratamento 8 foi de
aproximadamente 41,70% do total de proteinas presentes na fracdo selecionada de
tyler 48 do FAIP (N+), enquanto o teor lipidico foi de 12,64% de extracdo na fracédo
soluvel em relagao aos lipidios totais do FAIP.

Provavelmente um dos fatores que ocasionaram um menor rendimento na
extracao foi a filtracdo em filtro Millipore, a qual se fez necessaria para a execucao das
determinacdes colorimétricas, pois as proteinas e lipidios podem ter sido absorvidos
por particulas em suspensao ficando retidas no filtro.

3.5 EFEITO DO TAMANHO DE PARTICULA NA COMPOSICAO QUIMICA DOS
EXTRATOS

Verifica-se na Tabela 7 que a concentracao de soélidos sollveis no extrato
da fracao retida no tyler 65 foi aproximadamente trés vezes maior que o extrato da
fracdo — 28 mesh. Esta tendéncia de aumento é condizente com o teor de proteinas,
mas nao se verifica nos teores de lipidios e carboidratos presentes.

Os parametros do processo foram selecionados de acordo com o
rendimento de extracdo, sendo estes: Temperatura de 60°C, tempo de 180 min e pH
de 8,0.
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TABELA 7. Composicao porcentual do extrato soluvel em fungdo dos tamanhos de

particula.
Tyler Proteinas Carboidratos Lipidios Solidos Soluveis
-28 1,54 0,05 1,84 0,9
- 48 2,62 0,06 1,32 1,8
-65 2,79 0,08 1,38 24
*n=2.

Os resultados da Tabela 7 mostram a maior facilidade obtida no processo
de extracao fisica em termos de sélidos sollveis presentes nesta fracdo devido a um

maior contato entre os granulos do FAIP e o meio aquoso utilizado para a extracéo.

A baixa concentragdo de carboidratos deve-se, provavelmente, a maior

presenca de polissacarideos insolUveis em agua.

O tratamento estatistico dos resultados da Tabela 7 é mostrado na Figura
6, onde se pode verificar o efeito do tamanho de particula sobre as proteinas
carboidratos e lipidios respectivamente.

Gréfico de efeito Principal
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FIGURA 6. Influéncia do tamanho de particula nos teores de proteina (a), carboidratos
(b) e lipidios (c).

A analise de variancia mostrou haver diferencga significativa (p<0,05) entre
os teores de soélidos soluveis nos diferentes tylers. O teor médio de proteinas foi, de
acordo com teste de Tuckey HSD, diferentes entre si para todas as amostras,
enquanto os carboidratos ndo apresentaram diferencga significativa. O teor de lipidios
apresentou diferencga significativa entre a amostra de tyler 28 e as demais, sendo os
tylers 48 e 65 estatisticamente iguais (p<0,05).

Com relacao aos valores encontrados para proteina sollvel e carboidratos

sollveis, nota-se, primeiramente, a tendéncia esperada em obter-se uma maior
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extracao destes componentes conforme a diminuicdo do tamanho de particula, sendo
esta afirmacao nao valida para o teor de lipidios, o que demonstra, possivelmente, um
alto grau de colapsacéo entre estes e a maior presencga de fibras da matéria-prima
(MIHARA, S., 1970) facilitando sua extragao devido ao maior tamanho dos granulos
retidos no tyler 28, no qual possivelmente encontra-se uma maior quantidade de

gérmen.

Considerando os resultados das Tabelas 1 e 7, justifica-se a utilizacdo da
fracdo retida no tyler 48 para ser aplicacdo no processo de obtencdo dos extratos
hidrossoluveis do FAIP.

4 CONCLUSAO

Os resultados apresentados neste trabalho mostram um teor de proteinas
de 21,04%, com 33,01% de lipidios e 27,67% de fibras na fragdo selecionada com
tamanho de particula de 48 mesh (rendimento de 52%).

Os experimentos fatoriais realizados indicam a possibilidade de
solubilizacdo do FAIP, sobressaindo-se os parametros do processo: Temperatura de
60°C, tempo de 180 minutos e pH de 8,0 por apresentaram melhor rendimento de
extracdo dos sOlidos sollveis, em relagdo ao teor de proteinas (rendimento de
41,70%) e lipidios (rendimento de 12,64%).
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OBTENCAO E CARACTERIZACAO DE EXTRATOS HIDROSSOLUVEIS DO
FARELO DE ARROZ INTEGRAL PARBOILIZADO POR TRATAMENTOS
ENZIMATICOS

RESUMO

O presente trabalho buscou determinar as melhores condicbes de um
processo enzimatico para obtengdo de componentes hidrossollveis do farelo de arroz
integral parboilizado (FAIP) através do uso das seguintes enzimas comerciais:
Termamyl 120L (Novo), AMG 300L (Novo), Alcalase 2.4L (Novo), Celluclast 1.5L
(Novo), Lipase pancreatica (Sigma). Foram utilizados planejamentos fatoriais
completos para cada enzima onde se variou a concentracao enzimatica, o tempo, o pH
e a temperatura em diferentes niveis e utilizando como variavel resposta a
concentracdo de solidos soluveis determinados por refratometria. Os resultados
obtidos indicaram uma solubilizacdo, para amiloglicosidase a 1,5%, de 7,0% nas
condicdes selecionadas de 60°C, pH de 4,0 por 180 minutos com rendimento de
86,82% de solubilizacdo dos carboidratos presentes na amostra soluvel e 19,40% dos
lipidios. Para alcalase a 1% por 360 minutos e pH 8,0 obteve-se uma extracdo de
6,8% dos sdlidos soluveis com 68,7% das proteinas e 15,6% dos lipidios do FAIP
solubilizados. A celulase a 1% apresentou uma concentracdo de solidos sollveis de
3,9% em um meio de pH 4,8, a 60°C e por um tempo de 120 minutos com 20,72% dos
lipidios e 16,86% das proteinas totais da amostra. Tendo a lipase pancreatica com um
pH de 8,0, concentracdo de 0,06% e 60 minutos de hidrélise, obtido um extrato sollvel
com 4,95% dos soélidos da amostra com rendimento de 23,71% de solubilizacdo dos
lipidios. A acdo conjunta das cinco enzimas selecionadas, apos trés horas de
processo, mostrou uma solubilizacdo das proteinas de 34,45% em relagcdo ao total
protéico do FAIP. A acido seqiiencial das mesmas enzimas alcancou um rendimento
protéico de 81,1% e de 36,8% dos lipidios. As analises do extrato seco obtido por acao
seqliencial de enzimas apresentaram um teor de 26,92% de proteinas e 33,42% de
lipidios, com uma redugao 47,4% do teor de cinzas e 84% do teor de fibras totais em

relacdo ao FAIP 48 mesh.

Palavras-chaves: Farelo de arroz, farelo de arroz parboilizado, enzimas, extracao,
hidrossoluvel.
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OBTENTION AND CARACTERIZATION OF HYDRO SOLUBLES EXTRACTS OF
THE INTEGRAL PARBOILED RICE BRAN BY ENZYMATIC TREATMENTS

ABSTRACT

The present work searched to determine the best conditions of an
enzymatic process for attainment of hydro soluble components of the integral
parboiled rice bran through the use of following commercial enzymes: Termamyl 120L
(Novo), AMG 300L (Novo), Alcalase 2.4L (Novo), Celluclast 1.5L (Novo), pancreatic
Lipase (Sigma). Complete factorial planning’s for each enzyme had been used where if
it varied the enzymatic concentration, the time, pH and the temperature in different
levels and using the concentration of soluble solids by refratometry how variable
response. The gotten results had indicated a solubilization, for AMG at 1,5%, of 7,0%
in the conditions selected of 60°C, pH of 4,0 during 180 minutes with a yield of 86,82%
of carbohydrates solubilization in the soluble extract and 19,40% of the lipids. For
Alcalase at 1% with a time of 360 minutes and pH 8,0 was gotten an extraction of 6,8%
of soluble solids with 68,7% of the proteins and 15,6% of the lipids in the FAIP.
Celullase at 1% presented a soluble solid concentration of 3,9% in a way of pH 4,8,
60°C for a time of 120 minutes with 20,72% of the lipids and 16,86% of the total
proteins in the extract. Having lipase at 0,06% with one pH of 8,0 and 60 minutes of
hydrolysis, gotten a soluble solid concentration of 4,95 with a yield of 23,71% of the
lipids solubilization. The joint action of these five selected enzymes, after three hours of
process, showed a solubilization of proteins of 34,45% in relation to the total protein of
the FAIP. The sequential action of the same enzymes reached a protein income of
81,1% and 36,8% of the lipids. The analyses of the dry extract gotten by sequential
enzyme action had presented a text of 26,92% of proteins and 33.42% of lipids, with a
reduction 47.4% of the text of leached ashes and 84% of the total staple fiber text in
relation to FAIP 48mesh.

Keywords: Rice bran, parboiled rice bran, Enzymes, extraction, hydro soluble.
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1 INTRODUGAO

A fragao insaponificavel contida no 6leo do farelo de arroz, apresenta um
complexo Unico de ocorréncia natural de compostos antioxidantes com altos niveis de
tocoferois, tocotriendis, fitosteréis e oryzanol, que sdo descritos como potentes
antioxidantes, destacando-se o orizanol que ndo se encontra presente em outros 6éleos
vegetais (LEMOS & SOUZA-SOARES, 2000; LLOYD et al., 2000).

As proteinas do farelo de arroz possuem um alto valor nutricional além de
propriedades nutracéuticas, entre elas a atividade anticarcinogénica, reportada em
diversos estudos e suas propriedades hipoalergénicas que as tornam Uteis em
formulacdes de alimentos infantis. (TANG et al., 2002; WANG et al., 1999; HAMADA et
al., 1998; MALEKIAM et al., 2000)

Em relagdo ao teor em fibras do farelo de arroz, existem evidéncias que
favorecem o ponto de vista de que o aumento na ingestao de fibras dietéticas pode ter
efeitos benéficos contra doencas cronicas, como a obesidade, doencgas
cardiovasculares, diverticulose, diabetes e cancer de colon. (ABDUL-HAMID & LUAN,
2000; AOE et al., 1993)

Devido a todos esses fatores o farelo de arroz tem sido apontado como
uma 6tima fonte suplementar de nutrientes, no entanto, seu uso na alimentacao
humana tem sido limitado devido principalmente a atividade lipasica a qual causa
rancificacdo dos lipidios imediatamente depois de produzido (MALEKIAM et al., 2000).
No caso do arroz parboilizado, o problema é superado através da estabilizacdo feita
pelo proprio processo mantendo-se seu farelo estavel durante muitos meses
(PANDOLFI, 1993).

O alto teor de fibras insollveis encontradas no farelo de arroz pode formar
complexos com as extremidades protéicas o que dificulta o isolamento e extracao das
proteinas (TANG et al., 2002), e a presenca de outros fatores antinutricionais, como os
fitatos os quais igualmente se ligam as proteinas dificultando sua separagéo,
inviabiliza sua utilizagdo em produtos para alimentagcdo humana. Fazendo-se
necessario o desenvolvimento de um processo que permita a utilizacdo de seus
componentes nutricionais (SAUNDERS, R. M., 1990).

Uma das formas de se buscar uma melhor utilizagao destes componentes
nutricionais é através de processos enzimaticos, devido a sua seletividade e por sua
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funcdo de catalisar as reacbes aumentando sua velocidade por um fator de 1014
vezes mais do que uma reacao nao catalisada (VOET, D. et al., 2000).

As enzimas podem ser encontradas em células animais ou de plantas, bem
como em microrganismos. Atualmente, mais de 3.000 diferentes enzimas tém sido
identificadas e muitas isoladas em sua forma pura. A aplicagdo de enzimas na
industria é objeto de muitas investigacbes, devido a alta atividade catalitica em
comparagao com os catalisadores convencionais, e ao fato de atuarem com alta

eficiéncia em condicoes reacionais bastante suaves.

As enzimas hidroliticas (proteases, celulases, amilases e lipases) sdo as
mais freqlentemente usadas na quimica organica. Entre as varias razdées que as
tornam uma opgdo particularmente atrativa, pode-se citar a ampla disponibilidade,
baixo custo, facilidade de uso porque nao necessitam cofatores e ampla especificidade
para substratos (DALLA-VECCHIA, R. et al., 2004). Além disso, por serem derivadas
de plantas, animais ou fontes microbianas, sdo percebidas pelos consumidores como
componentes alimentares ndo téxicos e, conseqlentemente, preferidas em
comparagao a métodos quimicos (JAMES, J. & SIMPSON, B. K., 1996).

O presente estudo tem por objetivo a obtengdo e caracterizacdo dos
extratos sollveis do farelo integral de arroz parboilizado através de tratamento

enzimatico.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 FARELO INTEGRAL DE ARROZ PARBOILIZADO (FAIP)

O farelo de arroz usado nos experimentos foi proveniente do processo de
parboilizagdo do arroz, tendo sido fornecido pela industria Camaqua Alimentos S.A.
(CAMAL), situada no municipio de Camaqua - RS em sua forma integral e utilizado

desta maneira.

O acondicionamento foi feito em sacos plasticos, sendo estes estocados a
uma temperatura entre -5 e 0°C até sua utilizagao.
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2.2 ENZIMAS

Foram utilizadas durante o desenvolvimento do trabalho duas amilases,

uma protease, uma lipase e uma celulase, conforme segue:

Termamyl 120L =» 1,4 - o - D — glucan glucanohidrolase (E.C. 3.2.1.1),
uma endoamilase proveniente de cepas selecionadas de Bacillus licheniformis, com
uma atividade declarada de 120 KNU/g (Novozymes S.A.).

AMG 300L = o - 1,4 — D — glucano glucohidrolase (E.C. 3.2.1.3), uma
amiloglicosidase (exoamilase) obtida a partir de cepas selecionadas de Aspergillus
niger, com uma atividade declarada de 300 AGU/mL (Novozymes S.A.).

Alcalase 2.4L =» Endoproteinase obtida por fermentacdo submersa de
cepa selecionada de Bacillus licheniformis, com uma atividade declarada de 2,4 AU/g

(Novozymes S.A.).

Celluclast 1.5L =» Celulase liquida obtida por fermentacdo submersa de
cepa selecionada de Trichoderma reesei, com uma atividade declarada de 700 EGU/g
(Novozymes S.A.).

Lipase pancredtica =» Lipase proveniente de pancreas bovino (Sigma
Chemical Company), com uma atividade de 4,08 + 0,384 EU/ mg de proteina.

A determinagdo da atividade especifica foi realizada de acordo com
método adaptado por TORALLES R. P. (1998).

2.3 TRATAMENTO ENZIMATICO DO FARELO DE ARROZ E CARACTERIZAGAO
QUIMICA DAS FRAGCOES

O fluxograma apresentado na Figura 1 mostra as operagdes de

fracionamento enzimatico do farelo integral de arroz parboilizado.
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Farelo de arroz
Integral parboilizado
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!
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Caracterizacao
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FIGURA 1. Fluxograma operacional de fracionamento enzimatico do FAIP.

2.3.1 Preparo do Substrato

O farelo foi peneirado para obtencdo de uma fracdo homogénea retida no
tyler 48, homogeneizou-se a uma solucdo aquosa em uma concentracdo de 15% de
farelo em agua destilada através de agitacdo magnética lenta e continua, ha uma
velocidade constante. O substrato obtido teve seu controle de temperatura ajustado e

mantido por meio do acoplamento, em série, de reatores de vidro encamisados de 250
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mL, cobertos para evitar a evaporagdo durante o tempo de reacdo, a um banho
ultratermostatico (Quimis — 214 D2),

2.3.2 Tratamento Enzimatico

Foram utilizadas solucbes de cada enzima sendo estas pré-aquecidas em
banho-maria a mesma temperatura do substrato em questdo. E a seguir adicionadas
ao mosto. O ajuste do pH do meio foi realizado através do uso de solucbes de
hidréxido de s6dio a 10% e acido citrico a 30%. Todos os experimentos foram
realizados em duplicata.

2.3.2.1 Hidrolise conjunta

Testou-se a solubilizacdo do FAIP, em uma etapa final, através do uso
conjunto das enzimas estudadas todas em seus parametros 6timos de atuacdo de
acordo com os resultados obtidos nos planejamentos individuais realizados
anteriormente. As amostras preparadas do FAIP 48 mesh foram hidrolisadas de duas
formas distintas: primeiramente realizou-se um processo de hidrélise através da
incubagdo conjunta das enzimas, utilizando para isso parametros médios de
processamento (temperatura de 60°C; pH de 6,5; tempo de 180minutos; concentracao
enzimatica de acordo com o 6timo de cada enzima). Foram retiradas e analisadas

aliquotas a cada uma hora de processo.

Em uma segunda etapa testou-se a reagdo do substrato a adicdo
sucessiva das enzimas, na ordem pré-definida mostrada a seguir e respeitando os
parametros 6timos de atuacao destas:

- Lipase: temperatura de 37°C; pH de 8,0; tempo de 60 minutos;
concentracao enzimatica de 0,03%.

- Celulase: temperatura de 60°C; pH de 4,8; tempo de 60 minutos;

concentracao enzimatica de 1%.

- Protease: temperatura de 60°C; pH de 8,0; tempo de 180 minutos;

concentracao enzimatica de 1%.

- o-amilase: temperatura de 60°C; pH de 6,5; tempo de 30 minutos;

concentracao enzimatica de 0,2%.
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- Amiloglicosidase: temperatura de 60°C; pH de 4,0; tempo de 60 minutos;

concentracao enzimatica de 1,5%.

Foram retiradas e analisadas aliquotas a cada adicdo de uma nova enzima

ao mosto.

2.3.3 Inativacao Enzimatica

A inativacdo foi realizada pelo uso de temperatura de acordo com as

caracteristicas de cada enzima:
- AMG 300L =» 80°C por 10 minutos;
- Alcalase 2.4L =» 85°C por 10 minutos;
- Celluclast 1.5L =» 80°C por 20 minutos;

- Lipase pancreatica = 60°C por 15 minutos.

2.3.4 Separacao dos Extratos

A separacgao do extrato e da fragao insollvel foi realizada por processo de
centrifugacao em centrifuga Metrimpex 5Z-49 durante um tempo de quinze minutos e
uma velocidade de 3000g, seguida de filiracao em filtro qualitativo e a seguir em filtro
Millipore acoplado a uma bomba de vacuo Prismatec modelo 131 de V4 c.v.

As fragdes insoluveis foram secas em estufa Fanem modelo 320-SE com
circulacdo forgcada de ar a uma temperatura de 60°C por aproximadamente 90 minutos

e armazenadas em dessecador até sua utilizagao.

2.3.5 Determinacao dos Sdlidos Soluveis

Os extratos tiveram seu teor de sélidos soluveis estimados por
refratometria (refratbmetro de Abbé) a uma temperatura de 20°C (banho térmico
Thermo Haake B3), sendo os melhores resultados encaminhados para as andlises de

acompanhamento.
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2.3.5 Caracterizacao dos Extratos

- A concentragdo de proteinas dos extratos foi determinada pelo método
de Folin-Ciocalteau, sendo lido o croméforo a 660nm em espectrofotbmetro da marca
Varian UV — Vis modelo 634s. A determinacdo foi realizada apés diluicido das
amostras em uma parte para trés de agua. Elaborou-se uma curva padrdao de
albumina do soro bovino (BSA).

- Os agucares redutores foram determinados pelo método do &cido 3,5 —
DNS ap6s purificacdo dos extratos por precipitacdo mediante o uso de solucbes de
Carrez | e Carrez |l sendo as aliquotas retiradas do filtrado, diluidas 25 vezes em agua
destilada e a reagdo cromogénica realizada em meio alcalino (NaOH 0,5%) a
temperatura de ebuligdo. Utilizou-se uma curva padrao de glicose sendo as leituras
realizadas em espectrofotdmetro Varian UV — Vis - 634s.

- A analise de determinacao do teor lipidico das amostras foi realizada na
fracdo insoluvel pelo método de Bligh & Dyer devido a pequena quantidade de
amostra obtida apds a etapa de filtracdo da fragdo soluvel e a sua dificuldade de
secagem. Através dos valores lipidicos encontrados na matéria-prima com utilizacao
deste mesmo método, inferiu-se o teor de 6leo presente na fragdo solavel por
diferencga.

2.3.5.1 Caracterizacao quimica dos extratos obtidos por hidrélise conjunta

A caracterizagdo quimica do FAIP foi determinada utilizando metodologia
oficial para:

- Proteinas: método de micro Kjeldahl (método N° 979.09 AOAC, 2000),
fator de conversao do nitrogénio de 5,95 (Juliano, 1972 citado por TANG et al., 2002).

- Gordura: extrato etéreo (método N° 963.15 AOAC, 2000);
- Umidade: gravimetria (método n? 925.09 AOAC, 2000)

- Cinzas: gravimetria (método n?® 923.03 AOAC, 2000).

- Carboidratos por diferencga.

- Fibras Totais: O teor de fibras totais foi determinado segundo adaptacao
do método n? 991.43 da A.O.A.C. (1995), proposto por GONCALVEZ et al., 1998.
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2.3.6 Planejamento Experimental e Tratamento de Resultados

A Tabela 1 apresenta as variaveis analisadas para cada enzima e seus

respectivos niveis.

TABELA 1. Niveis e variaveis das enzimas estudadas.

Temperatura pH Tempo Concentragao
(°C) (£0,2) (min) Enzimatica (%)
- + - + - + - +

AMG 300L 60 75 40 65 30 180 0,05 15

Alcalase 2.4L g 60 6,5 80 120 360 005 1,0

Celluclast

e11.15;1as 50 60 4,8 6,5 20 120 1 3
L

panIcF:)rzz(taica 37 37 6,5 8,0 20 60 0,03 0,06

Os resultados foram tratados através de analise de varidncia e por teste de
Tuckey HSD, por meio do software Statistica for Windows 6.0, a um nivel de
significancia de 5%, sendo pesquisadas diferencas estatisticas entre as médias dos
niveis testados. Todos os experimentos foram realizados em duplicata.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 EFEITO DO TRATAMENTO COM AMILOGLICOSIDASE (AMG 300L)

O estudo desenvolvido para a enzima amiloglicosidase levou em
consideragdo 0s quatro principais fatores de interesse para o processo de
solubilizacdo dos componentes de interesse do FAIP. A tabela 2 apresenta os
resultados de s6lidos sollveis dos extratos obtidos.
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TABELA 2. Porcentagem de solidos soluveis dos extratos obtidos no tratamento com

AMG*.

Exp. Temp. pH Tempo Conc. SS**
1 - - - - 6,25
2 - - - + 6,75
3 - - + - 6,80
4 - - + + 7,00
5 - + - - 1,65
6 - + - + 3,05
7 - + + - 1,95
8 - + + + 2,50
9 + - - - 6,55
10 + - - + 6,30
11 + - + - 7,35
12 + - + + 6,95
13 + + i - 1,45
14 + + - + 2,85
15 + + + - 2,00
16 + + + + 2,35

*AMG: temperatura de 60 e 75°C; pH de 4,0 e 6,5; tempo de 30 e 180 minutos;
concentracao enzimatica de 0,05 e 1,5%.

*n=2.

Os resultados apresentados na Tabela 2 indicam que a variavel pH foi

predominante nos teores de sélidos soluveis dos extratos, tendo o nivel de pH préximo

da neutralidade (6,5) apresentado valores menores do que os alcangados em meio

acido, o que sugere sua importancia para a extracao enzimatica.

A analise de variancia dos tratamentos com amiloglicosidase esta

apresentada na Tabela 3.
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TABELA 3. Analise de variancia dos resultados para AMG.

Fatores* Grausde Quadrado Erro QM F teste p-level
liberdade Médio
1 1 ,0028 ,018437 ,153 ,701269
2 1 163,3528  ,018437  8859,813 ,000000**
3 1 ,5253 ,018437 28,492 ,000067**
4 1 1,7578 ,018437 95,339 ,000000**
12 1 ,0903 ,018437 4,898 ,041762**
13 1 ,1128 ,018437 6,119 ,024964**
23 1 ,7503 ,018437 40,695 ,000009**
14 1 ,3003 ,018437 16,288 ,000957**
24 1 1,6653 ,018437 90,322 ,000000**
34 1 ,6903 ,018437 37,441 ,000015**
123 1 ,0153 ,018437 ,831 ,375652
124 1 ,1653 ,018437 8,966 ,008580**
134 1 ,0003 ,018437 ,017 ,898040
234 1 ,2628 ,018437 14,254 ,001656™*
1234 1 ,0153 ,018437 ,831 ,375652

*1=Temperatura; 2= pH; 3= tempo; 4= Conc. Enz.

** Efeitos e interagdes significativos (p<0,05).

De acordo com a analise de variancia o planejamento realizado apresentou
interacdes de terceira ordem para os fatores temperatura-pH-concentracdo enzimatica
e pH-tempo-concentragdo enzimatica para um nivel de significancia de 5%. N&o
ocorrendo, portanto, uma interagéo entre os quatro fatores testados, bem como para
as relagbes entre temperatura-pH-tempo e temperatura-tempo-concentragéo
enzimatica, o que indica que estatisticamente a interacdo destes fatores nao é

significativa para justificar possiveis alteragdées no processo.

Com respeito a existéncia de diferencga significativa entre os experimentos
das duas interacdes pode-se verificar pelo teste de Tuckey HSD que os experimentos
1e6,2eb5,2e6,3e7,4e8,5e6 sao iguais para a interagdo temperatura-pH-
concentracdo. No caso da interacdo pH-tempo-concentragdo os experimentos 1 e 2 e
3 e 4 podem ser considerados estatisticamente iguais (p<0,05%), o0 que equivale dizer
que a escolha nestes casos devera ser feita utilizando outros parametros como o custo

de producéo e/ou facilidade de processamento.
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Os graficos apresentados na Figura 2 mostram as duas interacdes das

variaveis.

Solidos Soldveis

Sélidos Sollveis

Gréfico de Efeitos para AMG
Interagdo de Terceira Ordem
F(1,16)=14,25; p<,0017

—o— TEMPO
30 min

-0~ TEMPO

PH 40 PH

Conc. Enz. 0,05%

65 4,0 6,5

Conc. Enz. 1,5%

(a)

Gréfico de Efeitos para AMG
Interagao de terceira ordem
F(1,16)=8,73; p<,0093

180 min

—o— Temp.
60°C

-~ Temp.

pH 4,0 6,5

Concentragao Enz. 0,05%

pH 4,0

Concentracéo Enz. 1,5

(b)

6,5 75°C

%

FIGURA 2. Graficos de interacbes de terceira ordem para pH-tempo-concentragao (a)

e pH-Temperatura- concentragao (b).
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Figura 2 (a), representando a interag

ao pH-tempo-concentracao

enzimatica, mostra os mais significativos experimentos em termos de solubilizacdo dos

componentes do FAIP, onde se pode observar a diferengca quando da alteracdo do pH

do meio reacional, nos demais casos justifica-se a existéncia das igualdades
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mencionadas no teste de tuckey, onde as interagbes com pH menor (4,0) mostraram-
se estatisticamente iguais (a=0,05%) independentemente da concentracdo de enzima
utilizada, o mesmo ocorrendo em relagdo ao maior tempo de hidrélise (180 min),
sendo estes resultados melhores e estatisticamente significativos frente ao menor

tempo (30 min).

A maior facilidade de extracao dos sélidos sollveis em pH acido corrobora
a descrigéo desta enzima feita por MARC J.E.C. et al. (2002) onde os autores citam
que esta glicoamilase proveniente de Aspergillus niger tem seu pH 6timo em 4,2.
WHITTAKER, J.R. (1994) menciona que a faixa de atividade 6tima para esta enzima é
de pH entre 4,0-4,4.

Em relagao a interacdo temperatura-pH-concentracdo enzimatica mostrada
no grafico (b) da figura 2, observa-se a mesma ocorréncia da interagdo em relagéo a
variagdo nos resultados quando se troca o pH do meio, continuando mais eficaz o
processo com a utilizacdo de um pH menor (4,0). Para a maior concentracao (1,5%)
com pH 4,0 ndo ha diferenca entre os dois experimentos, observando-se também esta
igualdade quando se mantém as temperaturas em um valor mais alto (75°C)
independente da concentragdo utilizada de enzima, sendo, portanto os trés
experimentos que apresentaram valores mais altos de solubilizagdo no grafico A

estatisticamente iguais entre si.

No caso da estabilidade demonstrada no grafico da figura 2 (b) em relagao
as temperaturas testadas MARC J.E.C. et al. (2002) menciona a estabilidade da AMG
a 60°C e a dependéncia de fatores que incluem o pH e a forga ibnica do meio além da
presenca de ligantes ao efeito da temperatura. Os resultados obtidos indicam, no
entanto, que a enzima permaneceu estavel, pelo tempo do experimento, a temperatura
de 75°C, em relacdo a este fato os autores citam que os substratos freqlientemente
protegem a enzima da desnaturacao pelo calor.

Em nenhuma das interacdes estudadas houve influéncia da concentracéo
de enzima, no entanto, os resultados mostram que para a maioria dos experimentos
houve um acréscimo na concentracdo de solidos sollveis do meio com maior
concentracdo enzimatica, indicando que com a menor concentragao testada (p<0,05)

ainda nao se teria atingido o nivel de saturacao enzimatica do meio.

Com base nos resultados obtidos selecionaram-se os parametros de 60°C
com um pH de 4,0 e uma concentracdo enzimatica de 1,5% durante um tempo de

hidrélise de 180 minutos como os mais adequados para o processo de hidrélise do
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FAIP com a enzima AMG 300L, correspondendo estes parametros a uma
concentracao de sélidos sollveis de 7,0%.

3.1.1 Caracterizacao Quimica dos Tratamentos com AMG

Os experimentos selecionados para analise quimica dos principais
componentes do FAIP apds hidrolise com amiloglicosidase, basearam-se na
significancia das duas interacdes de terceira ordem constatadas (Temperatura-tempo-
concentracdo, p=0,001656; Temperatura-pH-concentracao, p=0,008580). Sendo o pH
em meio &cido determinante para uma maior extracdo dos soélidos sollveis,
selecionou-se experimentos que variassem os demais parametros de modo a verificar

suas influéncias na extragdo dos componentes de interesse.

A Tabela 4 apresenta os resultados obtidos para os principais componentes
do FAIP presentes na fracao sollvel.

TABELA 4. Composigdo porcentual dos extratos obtidos por tratamento com
amiloglicosidase®.

Tratamento™™ SS(;I)IE?/ZiSs Proteinas Carboidratos Lipidios
2 6,75 0,56 1,26 1,54
4 7,00 0,65 1,91 1,94
9 6,55 0,71 0,63 1,42
12 6,95 0,66 1,50 1,68

*t=30 min; T=60°C; pH4,0;conc.enz.1,5% (trat. 2).
t=180 min; T=60°C; pH4,0; conc. enz. 1,5% (trat. 4).
t=30 min; T=70°C; pH4,0; conc. enz. 0,05% (trat. 9).
t=180min; T=70°C; pH4,0; conc. enz. 1,5% (trat. 12).

**n=2.

Os resultados indicam uma maior extracdo de carboidratos no tratamento
4, confirmando-se a maior solubilizacdo de carboidratos a qual corresponde a um
rendimento de 86,82% com 19,40% dos lipidios. No entanto, a maior extracdo de
proteinas foi constatada no tratamento 9, o qual utilizou uma temperatura maior (75 °C)
com tempo e concentracdo enzimatica menor durante o processo de extracao,
obtendo um rendimento de 12,22%, o qual pode ser considerado baixo, demonstrando
a pequena liberacdo deste componente durante a hidrélise com amilase, devido
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possivelmente ao pH &cido necessario a atuacdo desta enzima, o qual inibe a
solubilizacdo das proteinas segundo HAMMOND, N. A. (1994).

3.2 EFEITO DO TRATAMENTO COM PROTEASE (ALCALASE 2.4L)

Analisou-se o comportamento da alcalase através de um planejamento

fatorial completo 2°, em dois niveis.

A temperatura foi mantida constante no valor de 60°C, sendo esta, de
acordo com a ficha técnica da enzima (Novozymes) sua temperatura 6tima de atuacao
e compativel com as necessidades do substrato devido a presenca neste de lipidios e

proteinas.

A Tabela 5 apresenta a média dos resultados de porcentagem de sélidos

sollveis encontrados.

TABELA 5. Porcentagem de soélidos sollveis dos extratos obtidos nas diferentes
condicdes de processo com a protease™.

Exp. Tempo Conc. pH SS**
1 - - - 3,10
2 - - + 3,65
3 - + - 4,50
4 - + + 5,00
5 + - - 3,95
6 + - + 5,30
7 + + - 5,85
8 + + + 6,80

*Protease: temperatura de 60°C; pH de 6,5 e 8,0; tempo de 120 e 360 minutos;
concentracao enzimatica de 0,05 e 1%.

*n=2.

De acordo com a analise de variancia (Tabela 6), constatou-se a existéncia
de interacdo entre os fatores tempo e pH, além da significAncia do efeito principal
concentracdo enzimatica separadamente (p<0,05).



TABELA 6. Andlise de variancia dos resultados para alcalase.

Fatores* %:%Sagz Qlﬁggﬁ)do Erro QM F teste p-level
1 1 7,980625  ,066875 119,3364 ,000004**
2 1 9,455625  ,066875 141,3925 ,000002**
3 1 2,805625 ,066875 41,9533  ,000193**
12 1 ,105625 ,066875 1,5794 ,244294
13 1 ,390625 ,066875 5,8411 ,042057**
23 1 ,050625 ,066875 ,7570 ,409612
123 1 ,030625 ,066875 ,4579 ,517671

*1=tempo; 2=concentragao enzimatica; 3=pH.
** Efeitos e interagdes significativos (p<0,05).
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Com relacdo ao teste de tuckey HSD para a interacdo tempo-pH,

constatou-se haver diferenga significativa entre o experimento de maior rendimento de

extracao (6,05%) e os demais, tendo este utilizado um pH de 8,2 por um tempo de

incubacao de 360 minutos.

O efeito principal, concentracdo enzimatica, por sua vez, apresentou

diferenga significativa (p<0,05%) entre os dois experimentos analisados, optando-se

pelo uso de uma concentracdo maior de enzima no meio (1%) onde obteve-se um

rendimento de extracdo de 5,54%.

O grafico da Figura 3 mostra os resultados para a interacdo de segunda

ordem entre as variaveis: tempo e pH do meio.
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FIGURA 3. Grafico da interagao de segunda ordem para as variaveis estudadas.

De acordo com o grafico (Fig. 3) fica clara a influéncia de um maior tempo
de incubacdo no processo, assim como pode-se inferir que o pH de 8,0, o qual
segundo HAMADA et al. (1998) é o pH 6timo de atuacédo desta enzima, apresentou
uma concentracdo de solidos sollveis superior em relacdo a manutencdo do pH
normal do substrato, sendo esta diferenca mais expressiva num tempo maior de
hidrélise. No entanto, WANG et al. (1999) adverte que condi¢des de alta alcalinidade
podem provocar desnaturacao das proteinas e perda de seu valor nutritivo, além de
aumentar a reacdo de Maillard provocando escurecimento do produto, sendo esta

ultima colocagao observada durante os experimentos.

Os parametros selecionados como os mais adequados para a enzima
Alcalase 2,4L foram: tempo de incubacdao de 360 minutos, com um pH mantido em
8,0£0,2 e uma concentracdo enzimatica de 1% em relagdo a massa de FAIP (mesh
48) utilizado nos experimentos, os quais, juntos, alcancaram uma extracdo de 6,8%
dos sélidos soluveis contidos no farelo. Observa-se que estes valores podem ser
maiores durante um processo onde nao se faca necessario uma filiracdo mais fina
(filtro Millipore) devido a necessidade de eliminagao da turbidez para efetuacdo da

leitura no refratbmetro.

Pode-se também mencionar que a concentracdo de 1% de enzima obteve
um rendimento 38,5% maior, em termos de solubilizacdo do extrato do FAIP, em

relagéo ao experimento com concentragdo enzimatica de 0,05%.
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HAMADA et al. (1998), utilizando tratamento enzimatico com proteases cita
um interesse nas proteinas do farelo de arroz devido ao alto contelido de aspargina e
glutamina presentes, as quais teriam aplicagdo como flavorizantes, na forma de

peptideos funcionais, para aplicacdo em alimentos.

3.2.1 Caracterizacao Quimica dos Tratamentos com Alcalase

A partir de um planejamento experimental onde se testou a influéncia das
variaveis: tempo, pH e concentracao de enzima, em dois niveis cada, selecionou-se os
dois experimentos mais significativos na extragdo dos sélidos soluveis do FAIP 48
mesh (p<0,05). A varidvel concentracdo de enzima no meio mostrou-se significativa

como efeito principal sendo analisada nos dois niveis de testados (p<0,05).

A Tabela 7 apresenta os resultados da composicao dos extratos obtidos

nos experimentos selecionados.

TABELA 7. Composigao porcentual dos extratos obtidos por tratamento com alcalase™.

% Solidos . . .
Tratamento Sollveis Proteinas  Carboidratos Lipidios

8 6,80 3,99 1,48 1,46

7 5,85 2,88 1,72 0,82

*1=360 min., pH 8,2, conc. enz. 1% (trat. 8);
t=360 min., pH 8,2, conc. enz. 0,05% (trat. 7).

**n=2.

Os resultados indicaram que o tratamento com 1% de alcalase apresentou
melhores resultados, com um rendimento de 68,65% das proteinas presentes na
fracdo utilizada do FAIP 48 mesh e de 15,57% em relacéo ao teor lipidico do FAIP,
indicando uma melhor atividade da enzima. O teor de carboidratos extraidos, por outro

lado, foi significativamente maior no tratamento 7.

Segundo TANG et al. (2002) e WANG et al. (1999), o farelo de arroz
contém em média, 37% de albuminas, as quais sao sollveis em agua, sendo que o
alto teor de fibras acarreta na formagcao de complexos com as extremidades protéicas,
o que dificulta a extracdo das proteinas, além do processo de inativagdo das lipases
do farelo por aquecimento o qual realca a complexacdo das proteinas com
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carboidratos e outros componentes (TANG ef al, 2002). Considerando-se estes
fatores pode-se sugerir a possibilidade de um processo enzimatico de extragdo dos
componentes hidrossolUveis como uma alternativa viavel a obtengdo de um extrato

aquoso do FAIP.

3.3 EFEITO DOS TRATAMENTOS COM CELULASE (CELLUCLAST 1.5L)

A escolha de uma enzima especifica para hidrolise da fracao celulésica do
FAIP deu-se devido aos baixos valores de carboidratos amilaceos encontrados no
FAIP 48 mesh (7,96%) e, por conseguinte, as altas concentragdes de fibras insollveis
(23,37%), 0 que nos levou a pensar sobre a possibilidade deste excesso de fibras
estar interferindo na atividade das enzimas testadas até entdo e na solubilizagdo dos
componentes visados devido a uma excedente complexacédo destas com as proteinas
e lipidios presentes como citam SILVA M. A. et al. (2001) e QURESHI A. A.. et al.
(2002).

WANG et al. (1999) e SHIH et al. (1999) citam o uso de carboidrases
(celulase, pectinase, hemicelulase e viscoenzima L) para obtengdo de produtos
protéicos a partir do farelo de arroz, mencionando que estas, em geral, desintegram o

tecido da parede celular facilitando a extragéo de proteinas.

A Tabela 8 apresenta os resultados obtidos em termos de porcentagem de
solidos soluveis extraidos, onde se pode observar a visivel influéncia da variavel pH no

processo de extracao apds tratamento com a celulase.
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TABELA 8. Porcentagem de soélidos sollveis dos extratos obtidos nos diferentes

tratamentos com celulase.

Exp. Conc. Temp. Tempo pH SS*
1 - - - - 3,05
2 } - - + 1,10
3 - - + - 3,65
4 - - + + 1,45
5 - + - - 3,35
6 - + - + 1,25
7 - + + - 3,90
8 - + + + 1,95
9 + - - - 3,20
10 + - - + 1,35
11 + - + - 3,45
12 + - + + 2,05
13 + + - - 3,05
14 + + - + 1,30
15 + + + - 3,65
16 + + + + 2,05

*Celulase: temperatura de 50 e 60°C; pH de 4,8 e 6,5; tempo de 20 e 120 minutos;
concentracao enzimatica de 1 e 3%.

**n=2.

Na Tabela 9 podem-se observar, os principais efeitos do tratamento e a
interacdo entre estes, que se mostraram significativos para um nivel de confianca de
5%.
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TABELA 9. Analise de variancia dos resultados para celulase.

Fatores* %:%Sagz Qlﬁggﬁ)do Erro QM F teste p-level
1 1 ,02000 ,037500 ,5333 475767
2 1 ,18000 ,037500 4,8000 ,043610™*
3 1 2,53125 ,037500 67,5000 ,000000**
4 1 27,38000 ,037500  730,1334 ,000000**
12 1 ,18000 ,037500 4,8000 ,043610™*
13 1 ,00125 ,037500 ,0333 ,857425
23 1 ,06125 ,037500 1,6333 ,219473
14 1 ,32000 ,037500 8,5333 ,009992**
24 1 0,00000 ,037500 0,0000 1,000000
34 1 ,03125 ,037500 ,8333 ,374861
123 1 ,00125 ,037500 ,0333 ,857425
124 1 ,00500 ,037500 ,1333 ,719783
134 1 ,06125 ,037500 1,6333 ,219473
234 1 ,00125 ,037500 ,0333 ,857425
1234 1 ,06125 ,037500 1,6333 ,219473

* 1=concentrag@o enzimatica; 2=Temperatura; 3=tempo; 4=pH.

** Efeitos e interagdes significativos (p<0,05).

A andlise de variancia efetuada indicou uma interacdo de segunda ordem
entre os fatores concentragdo de enzima-temperatura (12) e concentracao de enzima-
pH (14), sendo ainda significativo o efeito principal tempo do processo (p<0,05).

A Figura 4 apresenta os graficos para os resultados de interagdo de

segunda ordem observados.
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FIGURA 4. Graficos de interacbes concentracdo-temperatura (a), concentragao-pH (b)
para as variaveis estudadas.

Com relacao a interacdo concentracdo-temperatura mostrada no grafico (a)
nota-se que para uma concentragdo de enzima utilizada de 3% sobre a massa de
FAIP no substrato os niveis testados de temperatura mostraram-se iguais em relacéao
a extracdo de solidos soluveis. Diferentemente, com a adicdo de uma concentracao
menor de enzima ao meio (1%), observou-se uma resposta crescente do teor de
sélidos soluveis lidos em relacdo ao aumento de temperatura, sendo portanto a melhor
resposta alcangada com a utilizagédo de 1% do extrato enzimatico em um meio mantido
a 60°C, a qual é estatisticamente diferente das demais interagbes entre estas duas
variaveis (p<0,05).
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No caso da segunda interacdo (concentracdo -pH) a mudanca no pH do
meio foi a responsavel pela significativa diferenga nos resultados, sendo este efeito
principal ja apontado anteriormente devido a sua grande significancia no processo,
com um desempenho de extracdo melhor no pH de 4,8, o qual se enquadra nos
parametros 6timos de reacdo desta enzima de acordo com a literatura (STRYER, L.,
1979), independente da concentracao de enzima utilizada.

O fator tempo de hidrélise mostrou-se estatisticamente superior para o nivel
testado de 120 minutos, apesar deste nao ter apresentado nenhuma interacdo com os

outros fatores (p<0,05).

Existem poucos estudos nos quais a celulose é diretamente solubilizada do
farelo de arroz, MIHARA S. (1970) em seu estudo de separacdo dos componentes do
farelo de arroz menciona o baixo indice de hidrélise alcangcado com a utilizacdo de
uma celulose, independente do tempo de duracdo da acdo enzimatica. Esses
resultados foram igualmente confirmados pelos tratamentos apresentados, os quais
obtiveram um rendimento méaximo de 19,5% sobre o total de massa do substrato,
tendo em vista o alto teor de fibras existente no FAIP 48 mesh (27,7%). Este
rendimento foi alcangado com a utilizagdo de 1% do concentrado enzimatico em um

meio de pH 4,8+0,2 a 60°C por um tempo de 120 minutos.

3.3.1 Caracterizacao Quimica dos Tratamentos com Celulase

A celulase mostrou ter sua acao hidrolitica fortemente influenciada pelo pH
do meio, no entanto, a extracdo dos produtos solubilizados pelo processo de hidrolise
ficou abaixo do esperado em relagdo ao alto teor de fibras insolliveis (23,37%)
presentes no FAIP 48 mesh.

Selecionou-se para analise experimentos que correspondessem aos
maiores teores de solidos solUveis, obtidos de acordo com o planejamento
experimental realizado, e possibilitassem a verificagdo da relagdo existente entre
esses e a concentracdo dos componentes individuais. A Tabela 10 apresenta a
composicao dos principais componentes do FAIP presentes na fragao soluvel.
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TABELA 10. Composicdo porcentual dos extratos obtidos por tratamento com

celulase™.
Tratamento™ SSoélg(\j/ZiSs Proteinas Carboidratos Lipidios
3 3,65 0,69 1,27 2,22
5 3,35 1,04 1,23 1,38
7 3,90 1,12 1,24 2,09
12 2,05 0,71 1,10 1,71
16 2,05 0,78 1,03 1,59
*n=2.

**t=120 min; T=50°C; pH4,8;conc.enz.1,0% (trat. 3).
t=20 min; T=60°C; pH4,8; conc. enz. 1,0% (trat. 5).
t=120 min; T=60°C; pH4,8; conc. enz. 1,0% (trat. 7).
t=120min; T=50°C; pH6,5; conc. enz. 3,0% (trat. 12).
t=120min; T=60°C; pH6,5; conc. enz. 3,0% (trat. 16).

De acordo com os resultados da Tabela 8 nota-se que as diferencas na
extracao dos solidos sollveis em relagdo ao pH utilizado no meio ndo corresponderam
de forma significativa no teor de extracdo dos componentes individuais, apesar dos
melhores resultados (tratamentos 3 e 7) terem sido em pH acido, com o tratamento 7
obtendo um maior teor de proteinas correspondente a 16,86% das proteinas totais da
amostra. Os carboidratos e lipidios, no entanto, tiveram uma maior solubilizagdo no
tratamento 3, alcangando um valor maximo de 15,22% de rendimento do total de fibras
insoluveis, com 20,72% dos lipidios, sendo a diferenca entre os dois tratamentos, para

estes componentes, pouco significativa.
3.4 EFEITO DOS TRATAMENTOS COM LIPASE PANCREATICA

Estudou-se a reacdo do FAIP a uma hidrdlise lipolitica devido ao alto teor

de gordura constatado na fragao retida de 48 mesh do FAIP (30%).

Baseado na literatura (TORALLES R.P., 1998 e PADMINI P. et al. (1994))
utilizou-se uma temperatura fixa de 37°C para o processo, sendo esta considerada a

temperatura 6tima para atuacao da lipase pancreatica.
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A Tabela 11 mostra os resultados de solubilizacdo alcancados para esta
acao enzimatica.

TABELA 11. Porcentagem de sélidos soluveis dos extratos obtidos nos tratamentos

com lipase.
Exp. Tempo pH Conc. SS*
1 - - - 3,10
2 - - + 3,10
3 - + - 4,20
4 - + + 4,45
5 + - - 3,55
6 + - + 3,70
7 + + - 4,40
8 + + + 4,95

*Lipase: temperatura de 37°C; pH de 6,5 e 8,0; tempo de 20 e 60 minutos;
concentracao enzimatica de 0,03 e 0,06%.

**n=2.

De acordo com a Tabela 11, percebe-se a maior influencia do fator pH na
solubilizacdo com lipase, notando-se também a uma maior solubilizagdo do FAIP em
um tempo maior de hidrélise.

A analise de variancia (Tabela 12) acusou uma interacdo de segunda
ordem entre os fatores pH e concentracdo enzimatica (p-level = 0,002416), sendo
também o fator principal, tempo de hidrolise (p-level = 0,000043), significativo
(p<0,05).
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TABELA 12 Andlise de variancia dos resultados para lipase pancreatica.

Graus de  Quadrado
liberdade Médio

1 1 ,765625 ,011875 64,4737  ,000043**

Fatores* Erro QM F teste p-level

2 1 5,175625 ,011875  435,8421 ,000000**

3 1 ,225625 ,011875 19,0000 ,002416**
12 1 ,030625 ,011875 2,5789 , 146961
13 1 ,050625 ,011875 4,2632 ,072822
23 1 ,105625 ,011875 8,8947 ,017536**
123 1 ,005625 ,011875 4737 ,510757

*1=tempo; 2=pH; 3=concentragdo enzimatica.
**Experimentos significativos (p<0,05%).

O grafico da Figura 5 mostra os resultados para a interacdo de segunda
ordem entre a variavel pH e as concentragdes de enzima testadas no estudo.
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FIGURA 5. Gréfico de interagéo pH-conc. enzimatica para as variaveis estudadas.

Pelo exposto na Figura 5, constata-se principalmente a diferenca de
solubilidade alcangcada com a mudanca do pH do mosto, com a enzima atuando de
forma mais eficaz em pH alcalino (8,0) o que esta de acordo com a literatura
(RICHARD, H., 1985), prevalecendo a interacdo deste com a concentracao de 0,06%
do extrato preparado de lipase, a qual foi estatisticamente diferente dos demais
resultados (p<0,05).
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Em relagéo ao fator tempo observou-se um crescente aumento no indice de
extragdo com o aumento da temperatura, sendo o nivel de 60 minutos de hidrélise
mais eficiente para o processo de solubilizacao.

Com relagao ao nivel de extracao dos lipidios do substrato PADMINI, P. et
al. (1994) menciona a necessidade de se lidar com a resisténcia a transferéncia de
massa em uma hidrélise enzimatica que contenha lipidios em um substrato na fase
solida, o autor menciona que uma das formas de contornar este problema é com a
utilizacdo de solventes organicos para dissolver os lipidios antes do processo de
hidrélise enzimatica, porem relata uma sensivel diminuicdo na atividade da enzima,

além de possiveis alteragbes no produto.

MIHARA, S. (1970) cita ainda que os lipidios durante o processo de
homogeinizagdo em agua formariam particulas coloidais, sendo estas provavelmente
perdidas durante a filiracdo necessaria dos sobrenadantes, as quais em um processo

em maior escala seriam agregados aos solUveis.

3.4.1 Caracterizacao Quimica dos Tratamentos com Lipase

A utilizacdo de uma lipase foi outra tentativa de separar os componentes do
FAIP em duas fracbes distintas, sendo uma solluvel e outra insolivel em agua, no
entanto, os resultados mostraram uma baixa extracédo dos lipidios da amostra apesar
de sua alta concentragdo no meio (30,01%). Provavelmente, esta baixa extracio deva-
se em parte ao processo de homogeinizacdo em agua dos lipidios, os quais segundo
MIHARA, S. (1970) formariam particulas coloidais, sendo estas provavelmente
perdidas durante a filtracAo necessaria dos sobrenadantes para execugdo das

analises, as quais em um processo em maior escala seriam agregados aos soluveis.

Os tratamentos selecionados para esta enzima corresponderam aos
maiores teores de sdlidos soluveis, obtidos, segundo analise de variancia realizada,
através da significancia (p<0,05) de uma interagdo entre a concentracao enzimatica e

o pH do meio (p=0,002416) e da influéncia do fator tempo no processo (p=0,000043).
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TABELA 13. Composigao porcentual dos extratos obtidos por tratamento com lipase.

Sélidos

Tratamento Soldveis Proteinas Carboidratos Lipidios
4 4,95 0,98 0,78 2,13
6 3,70 0,81 0,79 1,38
7 4,40 0,88 0,72 2,02
8 4,45 1,28 0,95 2,54
*n=2.

**t=20 min; T=37°C; pH8,0;conc.enz.0,06% (trat. 4).
t=60 min; T=37°C; pH6,5; conc. enz. 0,06% (trat. 6).
t=60 min; T=37°C; pH8,0; conc. enz. 0,03% (trat. 7).
t=60min; T=37°C; pH8,0; conc. enz. 0,06% (trat. 8).

Os resultados apontam para os niveis de extracado do tratamento 8, o qual
atingiu um rendimento de 23,71% de solubilizacdo dos lipidios. Porém esta extracao
nao correspondeu a uma maior liberacdo dos demais componentes, ficando sua
solubilizacdo na média das demais enzimas utilizadas, excluindo-se as especificas,
sustentando a hipétese que menciona a dificuldade em se lidar com a resisténcia a
transferéncia de massa em uma hidrélise enzimatica que contenha lipidios em um
substrato na fase sélida (PADMINI, P. et al. 1994). Pode-se notar também a influéncia
do fator pH no tratamento 6, Unico dos analisados no nivel de pH 6,5, onde observa-se
os menores indices de solubilizacdo para as proteinas e lipidios presentes no FAIP,
corroborando a literatura (RICHARD, H., 1985).

Salienta-se que o valor comercial e nutricional do 6leo presente no farelo de
arroz encontra-se em sua fragdo insaponificavel na forma de antioxidantes naturais

como os tocois e os orizandis.

3.5 EFEITO DO TRATAMENTO COM MISTURA ENZIMATICA

A termamyl foi acrescentada nos tratamentos com enzimas em conjunto,
pois segundo TANG et al. (2002) produz, por hidrélise das ligacdes a-1,4, glicose e
dextrose livres, o que liberaria as proteinas ligadas a extremidade da cadeia do amido,
ajudando em sua extragéo pelo aumento da solubilidade. Esta a-amilase atua clivando

de dentro para fora as ligacdes glicosidicas a-1,4 diminuindo o tamanho das cadeias
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de carboidratos e com isso facilitando a agdo da exoamilase (AMG 300L) a qual
converteria mais facilmente estas em unidades de glicose. Sua caracteristica principal
€ o fato de atuar em altas temperaturas, sendo seu 6timo entre 90 e 100°C, para fins
deste estudo, no entanto, fixou-se a temperatura do processo em 60°C devido ao risco
de provocar alteracdes indesejaveis na matéria-prima como a desnaturacao protéica e
a oxidacao lipidica. O pH do meio foi mantido em 6,5 (pH normal do substrato sem
adicdo de enzima) baseado nas caracteristicas 6timas de atuacdo desta enzima
relatadas na literatura (WHITTAKER, J.R., 1994, MARC J.E.C. et al., 2002). O tempo
de incubacao foi aumentado para 60 minutos devido a reducdo na temperatura e a
concentracdo enzimatica estabelecida em 0,2%.

3.5.1 Determinacao Quimica dos Experimentos para Teste de A¢ao Conjunta das
Enzimas

Devido a dificuldade encontrada na solubilizacdo das proteinas e lipidios do
FAIP com a utilizagdo de uma Unica enzima, resolveu-se testar a possibilidade de

acao conjunta entre as enzimas selecionadas.

A Tabela 14 os resultados obtidos para as aliquotas analisadas em
diferentes tempos de incubagao.

TABELA 14. Composigao porcentual dos extratos obtidos por tratamento com mistura

de enzimas.
.I:I; zgfnoeg?o SSoéIIL’i?/ZiSs Proteinas Carboidratos Lipidios
1h** 5,0 1,55 4,51 2,05
2h** 5,5 1,69 4,65 0,88
3h** 6,0 1,78 4,79 1,16
* Lipase, alcalase, amiloglicosidase, termamyl e celulase.
** n=2.

Os resultados mostram um aumento linear das concentracbes de sélidos
soliveis no meio até o tempo de 3 horas, tendo a aliquota retirada no prazo de 4
horas, apresentado um teor de 6,1% de sélidos solubilizados, momento onde se
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encerrou 0 experimento separando as trés primeiras aliquotas para andlise de seus

componentes.

Dentre as aliquotas analisadas para os tratamentos com o conjunto de enzimas
selecionadas, a que permaneceu em processo de hidrolise por trés horas,
apresentando um teor de soélidos soluveis de 6,0%, mostrou uma maior solubilizagéo
das proteinas (R=34,45%) e carboidratos do FAIP, tendo este Ultimo um rendimento
vinculado a solubilizacdo conjunta de carboidratos amilaceos e fibras pela acao tanto
de uma amiloglicosidase quanto de uma celulase. Os lipidios, no entanto,
apresentaram uma maior solubilizacdo no tempo de 1 hora de processo,
possivelmente pela maior formacédo de particulas coloidais, durante um tempo de
hidrélise mais longo (MIHARA, S. 1970).

3.5.2 Determinacao Quimica dos Experimentos para Teste de A¢ao Seqiencial

das Enzimas

A segunda maneira pela qual se testou a viabilidade de uma
hidrossolubilizacdo dos componentes do FAIP foi através de uma acao seqliencial das
enzimas selecionadas, buscando-se uma liberacdo gradual destes componentes em

um meio aquoso.

Principiou-se a agédo enzimatica seqUencial com a adigdo das enzimas
especificas para hidrolise dos componentes em maior concentracdo no FAIP 48 mesh
(lipidios e fibras), sendo estes também, de acordo com os resultados individuais, os
componentes mais resistentes a acdo enzimatica e os responsaveis pela forte
agregacao do farelo de arroz (NEBESNY et al., 2002 e WANG et al., 1999).

A Tabela 15 apresenta os resultados das analises realizadas a partir das
aliquotas retiradas de acordo com a ordem de colocacéo das enzimas.
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TABELA 15. Composicao porcentual dos extratos obtidos por tratamento enzimatico

sequencial.
Enzimas* Sélido_s Proteinas Carboidratos Lipidios
Soluveis
L+C 5,9 2,14 2,99 1,46
L+C+A 8,3 4,19 3,08 3,07
L+C+A+T 8,9 3,57 3,53 2,10
L+C+A+T+AMG 11,5 3,90 4,94 1,90

* L=lipase; C=celulase; A=alcalase; T=termamyl (a-amilase); AMG=amiloglicosidade.

Os resultados apresentados na Tabela 15 mostram um aumento gradativo
do teor de sdlidos sollveis apresentado pela amostras, esta tendéncia, no entanto,
nao permanece em relagdo aos teores dos componentes isoladamente. As proteinas
tiveram sua maior solubilizagdo apés a adicao da alcalase, alcancando um rendimento
de 81,10% em relagdo as proteinas totais presentes na amostra levada ao processo
de hidrélise, tendo as aliquotas seguintes, apresentado valores menores de proteinas
solluveis, provavelmente devido a desnaturacdo sofrida pelas alteracdes no meio
reacional. Ja os lipidios apresentaram sua solubilizagdo maxima na aliquota retirada
apoés a adicao da alcalase (R=36,84%), os motivos para isso podem ser o pH do meio,
o qual tem seu étimo para esta enzima em 8,0 (TORALLES, R. P., 1998), diminuindo
sua atividade em pHs menores como o utilizado para celulase (4,8), apds a inativacao
da alcalase e com a adicao seqglencial das amilases o pH foi novamente reduzido a
faixa acida, o que pode ter provocado a instabilidade da enzima e a formacédo de
coloides (PADMINI, P. et al. 1994) os quais teriam ficado retidos na filtracdo. Os
carboidratos por sua vez mostraram uma solubilizacao crescente em relagdo a adicao
das enzimas, sendo esta mais proeminente apds a hidrolise com amiloglicosidase,
porém o rendimento fica vinculado a agéo tanto das amilases quanto da celulase, pois
ambas possuem como um de seus produtos de degradacdo a glicose, mesmo

mondmero detectado pelo método do 3,5-DNS.

A Tabela 16 apresenta os resultados para as analises de caracterizagédo
realizadas dos extratos sollveis secos, onde se obteve um rendimento das fracdes
sollveis, em base seca, entre 14 e 16%.
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TABELA 16. Caracterizagao porcentual dos extratos sollveis obtidos por tratamento

enzimatico.
Componentes FAIP 48 mesh* Extrato Seco Extrat.o Seco
Seqlencial* da Mistura*®
Proteinas 21,04 26,92 17,69
Lipidios 33,01 33,42 26,10
Cinzas 9,55 5,02 7,14
Umidade 11,58 8,06 9,11
Fibras Totais 27,67 4,44 8,03
Carboidratos 7,96 22,14 31,93
* Base seca.

Pode-se observar na Tabela 16 os melhores resultados obtidos com o
processo de adicdo seqlencial das enzimas em relacdo ao processo de acado
conjunta, o que ja era esperado devido a utilizagdo de parametros médios para o
processo e a possivel interferéncia na atuacdo simultdnea das enzimas. o qual
corresponde a um rendimento de aproximadamente 75% das proteinas presentes na
amostra, 0 que se mostra de acordo com os dados de literatura referente a agéo
conjunta de enzimas para solubilizacdo e fracionamento das proteinas do farelo de
arroz (TANG, S. et al., 2002 e HAMMOND, N. A., 1994).

Os lipidios corresponderam a uma extragao de 57,85% em relagédo ao total
deste componente encontrado no FAIP 48 mesh, valor bastante superior ao maximo
encontrado nas analises da aliquota liquida extraida (36,84%), isso provavelmente
devido ao processo de filtracdo que nao foi utilizado para a amostra levada a
secagem. A extragao dos lipidios provenientes do tratamento com mistura de enzimas

teve um rendimento de 45,1%.

Nota-se também a redugado importante no teor de cinzas dos extratos
soluveis em comparagédo ao FAIP 48 mesh, o que reduz os problemas acarretados
principalmente pelo teor de silica na utilizacdo destes extratos para alimentagao
humana. Os teores de fibras, outro problema para formulagdo de produtos
alimenticios, foi grandemente reduzido, demonstrando a viabilidade do processo de

fracionamento.
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4 CONCLUSAO

Os resultados experimentais nos levam as seguintes conclusées:

A hidrélise com amiloglicosidase (AMG 300L) a 1,5%, pH 4,0, 60°C e 180
minutos, permitiu obter extratos com 7,0% de sélidos sollUveis com um rendimento de
86,82% de solubilizacado dos carboidratos presentes na amostra soluvel e 19,40% dos
lipidios.

Com hidrélise utilizando protease (Alcalase 2.4L) a 1% com 360 minutos
de incubacdo em pH 8,0 obteve-se uma extracdo de 6,8% dos sélidos sollveis, com
rendimento de 68,7% das proteinas e 15,6% dos lipidios do FAIP.

A hidrélise com celulase (Celluclast 1.5L) alcancou uma concentracao de
sélidos soluveis de 3,9%, correspondente a um rendimento de 19,5% sobre o total de
massa do substrato, tendo alcancado 15,22% de rendimento do total de fibras

insolaveis, com 20,72% dos lipidios e 16,86% das proteinas totais da amostra.

A hidrélise com lipase pancreatica em pH alcalino de 8,0, concentragéo de
0,06% do extrato enzimatico preparado e 60 minutos, apresentou uma concentracao
de solidos soluveis de 4,95, com rendimento de 23,71% de solubilizagéo dos lipidios.

A acdo conjunta destas das cinco enzimas selecionadas, apés trés horas
de processo, mostrou uma solubilizacdo das proteinas de 34,45% em relagao ao total
protéico do FAIP. A acido seqiiencial das mesmas enzimas alcancou um rendimento
protéico de 81,1% e de 36,8% dos lipidios.

As andlises do extrato seco obtido por acdo seqlencial de enzimas
apresentaram um teor de 26,92% de proteinas e 33,42% de lipidios, com uma reducao

47,4% do teor de cinzas e 84% do teor de fibras totais em relacdo ao FAIP 48 mesh.
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4 CONCLUSAO GERAL

Os resultados apresentados neste trabalho mostram a viabilidade de
obtencdo de um extrato solivel com alto teor protéico e lipidico por meio de um
processo de fracionamento do farelo integral de arroz parboilizado com obtencao, o
qual apresentou um teor de proteinas de 21,04%, com 33,01% de lipidios e 27,67% de
fibras na fracdo selecionada com tamanho de particula de 48 mesh (rendimento de
52%).

Os experimentos fatoriais realizados para um processo fisico de extracao
dos componentes do FAIP mostram os parametros: Temperatura de 60°C, tempo de
180 minutos e pH de 8,0 como 0s mais indicados ao processo de solubilizagao por
apresentaram melhor rendimento de extragdo dos sélidos sollveis, em relacdo ao teor

de proteinas (rendimento de 41,70%) e lipidios (rendimento de 12,64%).

Os resultados experimentais para os tratamentos enzimaticos nos levam

as seguintes conclusoes:

Com a utilizacdo da amiloglicosidase (AMG 300L) houve uma maior
influéncia do pH do meio, alcancando-se uma extracdo de 7,0% de solidos sollveis
em pH de 4,0, com uma temperatura de 60°C e concentracdo enzimatica de 1,5% por
180 minutos. A enzima solubilizou 86,82% dos carboidratos presentes na amostra
soluvel e 19,40% dos lipidios.

O tratamento com protease (Alcalase 2.4L) obteve maior extracao dos
sélidos soluveis em pH alcalino de 8,0 com um tempo de incubacéo de 360 minutos, e
uma concentracao enzimatica de 1%, alcangando uma extracao de 6,8% dos solidos
soluveis, com um rendimento de 68,7% de extragao das proteinas da amostra e 15,6%
dos lipidios do FAIP.

Os tratamentos com celulase e lipase mostraram baixos rendimentos de
extracao dos solidos sollveis, com uma concentragao de 3,9% (15,22% de rendimento
do total de fibras insolaveis) e 4,95 (23,71% de solubilizagdo) respectivamente,
considerando-se o alto teor destes componentes presentes no FAIP 48 mesh.

A agédo conjunta destas enzimas apos trés horas de processo mostrou uma
solubilizacdo das proteinas de 34,45% em relacdo ao total protéico do FAIP. A acao
seqliencial das mesmas enzimas alcancou um rendimento protéico de 81,1% e de
36,8% dos lipidios.
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