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RESUMO

O farelo de arroz ¢ um coproduto do processo de polimento do arroz integral e representa
cerca de 10% do produto descascado. O estado do Rio Grande do Sul se destaca no cultivo
deste grao que origina propor¢des variaveis de coprodutos. Varias pesquisas tém sido
conduzidas a fim de avaliar seu potencial para alimentacdo humana. Dentro deste contexto, a
fermentacdo em estado solido ¢ uma possivel alternativa para disponibilizar teores destes
compostos, como também o teor de fibras, melhorar a digestibilidade do farelo de arroz. O
objetivo do estudo foi obter uma fonte alternativa para alimentacdo humana pela utiliza¢ao do
farelo de arroz fermentado por Rhizopus oryzae e Saccharomyces cerevisiae avaliando sua
composi¢ao proximal, perfis minerais, de fitoquimicos e digestibilidade in vitro e in vivo. As
matérias primas utilizadas como substrato foram o farelo de arroz integral e o
desengordurado. Para a fermentagdo com R. oryzae, os substratos foram acondicionados em
biorreatores de bandeja e autoclavados antes da adicdo das solu¢des nutrientes e de esporos,
cuja concentragdo inicial foi a de 4 x10° esporos. g de farelo™. Para a fermentacdo com a
levedura os farelos de arroz foram acondicionados e autoclavados, utilizando S. cerevisiae
(3% pp') e agua (30%). A avaliagio da composi¢do proximal e perfil de minerais foi
realizada de acordo com A.O.A.C., determinando os elementos Ca, Fe, Mg, Na, P, S, Cr, Cu,
Mn, Sr e Zn por espectrometria de emissao atdmica com plasma indutivo (ICP-OES). Além
disso, as amostras fermentadas foram submetidas a testes de digestibilidade in vitro que
consiste na utilizacao de sucos sintéticos simulando as etapas da digestao e a digestibilidade
in vivo utilizando insetos (Ceratitis capitata). Essas foram submetidas a andlise de
metabolomica por CG-EM. Foi ainda elaborado um cookie utilizando o farelo de arroz
fermentado e avaliando sua composi¢do, aceitagdo e consumo, vida de prateleira,
contaminagdo microbiologica e bioatividade. A fermentagdo utilizando o Rhizopus oryzae
aumentou os teores de lipidios, proteinas, fibras e os minerais, exceto cdlcio e ferro, durante a
fermentagdo. Os compostos fendlicos aumentaram apods 48 h de fermentagcdo para ambos os
farelos. A utilizagdo de S. cerevisiae promoveu o aumento de cinzas, proteinas € compostos
fenolicos, em 5%, 62% e 10%, respectivamente no farelo de arroz integral fermentado por
6 h. Para o farelo desengordurado acarretou no aumento de lipideos em 38% e fibras em 14%.
Os compostos fenolicos foram extraidos em maior propor¢do no farelo de arroz integral
fermentado em 6 h. Por meio da analise metabolomica foi possivel evidenciar a eficiéncia da
analise de metabolitos originados da digestibilidade in vitro e in vivo estudados (glicidios,
aminoacidos, acidos, acidos graxos e alcoois). Os cookies com 25% de farelo de arroz
fermentado apresentaram os melhores resultados. Destacando o de arroz fermentado por R.
oryzae que obteve melhor avaliacdo global e aceitabilidade na andlise sensorial, maior
disponibilidade de nutrientes e atividade antioxidante, apresentando vida tutil de 90 dias. Os
dados obtidos indicam resultados favoraveis para a continuagdo dos processos, estudos de sua
viabilidade econdmica e produgao industrial.

Palavras-chaves: Digestibilidade. Insetos. Microrganismos. Minerais. Nutri¢ao.



36



37

FERMENTED RICE FARM: CHARACTERIZATION, BIOLOGICAL
EVALUATION AND TECHNOLOGICAL APPLICATION

ABSTRACT

Rice bran is a coproduct of the polishing process of brown rice and represents about 10% of
the husked product. The state of Rio Grande do Sul stands out in the cultivation of this grain
that gives rise to variable proportions of coproducts. Several researches have been conducted
to assess their potential for human consumption. In this context, the solid state fermentation is
a possible alternative to provide contents of these compounds, as well as the fiber content, to
improve the digestibility of rice bran. The aim of the study was to obtain an alternative source
for human consumption by the use of fermented rice bran by Rhizopus oryzae and
Saccharomyces cerevisiae evaluating its proximal composition profiles minerals,
phytochemicals and digestibility in vitro and in vivo. The raw materials used as substrate were
the brown rice bran and the defatted. For the fermentation with R. oryzae, the substrates were
placed in tray bioreactors and autoclaved before addition of nutrient solutions and spores,
whose initial concentration was 4 x 10° spores. g of bran™. For fermentation with yeast, the
rice bran was conditioned and autoclaved, using S. cerevisiae (3% pp™') and water (30%). The
evaluation of the proximal and mineral profile composition was performed according to
AOAC, determining the elements Ca, Fe, Mg, Na, P, S, Cr, Cu, Mn, Sr and Zn by flame
atomic emission spectrometry with inductively coupled plasma (ICP -OS). Furthermore, the
fermented samples were subjected to in vitro digestibility trials involving the use of synthetic
juices simulating the steps of digestion and digestibility in vivo using insects (Ceratitis
capitata). These were submitted to GC-MS metabolomic analysis. A cookie was also prepared
using fermented rice bran and evaluated its composition, acceptance and consumption, shelf
life, microbiological contamination and bioactivity. Fermentation using Rhizopus oryzae
increased lipid, protein, fiber and mineral contents, except for calcium and iron, during
fermentation. The phenolic compounds increased after 48 h of fermentation for both farms.
The use of S. cerevisiae promoted the increase of ashes, proteins and phenolic compounds, in
5%, 62% and 10%, respectively, in bran of fermented brown rice for 6 h. For the defatted
bran, the lipids increased by 38% and fibers by 14%. The phenolic compounds were extracted
in greater proportion in the bran of fermented brown rice in 6 h. By means of the metabolomic
analysis it was possible to evidence the efficiency of the metabolites analysis of in vitro and in
vivo digestibility (glycogen, amino acids, acids, fatty acids and alcohols). Cookies with 25%
fermented rice bran presented the best results. Highlighting the rice fermented by R. oryzae,
which obtained better global evaluation and acceptability in sensory analysis, greater
availability of nutrients and antioxidant activity, presenting a useful life of 90 days. The data
obtained indicate favorable results for the continuation of the processes, studies of its
economic viability and industrial production.

Keywords: Digestibility. Insects. Microorganisms. Minerals. Nutrition.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Verificar a potencialidade da utilizagdo do farelo de arroz fermentado na

alimentacao humana.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar o efeito da fermentacdo do farelo de arroz por Rhizopus oryzae e
Saccharomyces cerevisiae na composi¢ao proximal e perfil de minerais;

e Avaliar a digestibilidade in vitro e in vivo dos farelos fermentados utilizando
insetos;

e Aplicar o farelo fermentado na elaboragao de produto de panificagao.
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1. INTRODUCAO

A busca por melhor qualidade de vida tem mudado habitos dos consumidores que
procuram de forma sistémica produtos mais saudaveis. A preocupagdo em produzir alimentos
saudaveis e seguros vem norteando a procura por alimentos naturais, ndo sé por frutas,
legumes e produtos organicos, mas também por graos, cereais integrais e similares, que
lideram este interesse por alimentos ricos em fibras, vitaminas, minerais e substancias
bioativas originais do alimento, além da vantagem de ndo conterem aditivos quimicos
(GOMES, 2009).

O Rio Grande do Sul ¢ o estado brasileiro que se destaca na produgdo de arroz
com 1.077,6 mil hectares plantados, correspondendo a 7.947,3 milhdes de toneladas do grao,
representando 55% da 4rea nacional, respondendo ainda por 69% da producdo no pais
(CONAB, 2018). O arroz beneficiado polido ¢ a forma comumente consumida na maioria das
regides brasileiras e ¢ obtido a partir do polimento do grao integral, removendo propor¢des
variaveis das suas camadas mais externas, resultando desse processo uma propor¢do variavel
de subprodutos em forma de graos quebrados, casca e farelo (CASTRO et al., 1999).

O farelo de arroz ¢ uma camada entre o grao e a casca, resultante do processo de
descascamento e beneficiamento do arroz, representando cerca de 8% do grdo em casca ou
10% do produto descascado. Destaca-se como importante coproduto dado a abundéancia e ao
seu elevado valor nutricional. Atualmente o farelo de arroz possui baixo valor comercial e é
utilizado na composicdo de ragdo animal, extragdao de Oleo, fertilizante organico € como
ingrediente de multimisturas para distribuicdo em creches e programas sociais. Varias
pesquisas tém sido conduzidas a fim de avaliar seu potencial para alimentagdo humana
(CHAUD; ARRUDA; FELIPE, 2009; PEREIRA, 2010).

Estudos sobre fitoquimicos (y - orizanol, tocoferois e tocotrienois), que t€m sido
relatados como antioxidantes; compostos fendlicos, como acido ferulico e galico; proteinas de
alto valor nutricional e hipoalergénico comparadas com propriedades funcionais da caseina,
minerais, vitaminas; dentre outros compostos, indicam a ingestao de farelo de arroz, alegando
beneficio a satude, e até mesmo, prevengdo ou tratamento de doengas, como cancer (MORO et
al., 2004; CASTRO et al., 1999; KANNANA et al., 2010; FORSTER et al., 2013; PARK et
al., 2013). O farelo de arroz contém diversos nutrientes ¢ minerais tais como vitamina E,
vitamina B6, magnésio, cobre, ferro, entre outros. E rico em fibras, importantes para o bom
funcionamento intestinal e para a prevengdo do cancer de intestino. E um excelente alimento

funcional que além de nutrir, ajuda na preven¢ao de algumas doencas cronico-degenerativas,
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como o colesterol alto, alguns tipos de cancer e o diabetes. Também pode prevenir prisao de
ventre, carie dental, beribéri (deficiéncia de vitamina B1), atuar na eliminagdo de metais
pesados, e esta se tornando cada vez mais valioso para o processamento de alimentos, uma
vez que os consumidores preferem alimentos enriquecidos naturalmente (EMBRAPA, 2016;
KIM; HAM, 2012; MESSIA et al., 2016; WATTANASIRITHAM et al., 2016). No entanto, o
farelo de arroz possui algumas limitagdes para sua aplicacdo, como a atividade de enzimas
hidroliticas e oxidativas elevada e a digestibilidade baixa, e estes problemas podem ser
minimizados pela fermentacdo (KIM; HAM, 2012).

A suplementagdo com farelo de arroz tem sido realizada com sucesso em varios
alimentos (pao, bolos, macarrdo e sorvetes) sem afetar significativamente as propriedades
funcionais e estruturais. No entanto, com tantas propriedades nutracéuticas, o farelo de arroz
ainda ¢ pouco explorado como um alimento medicinal ou suplemento dietético (GUL et al.,
2015). A fermentacdo em estado s6lido € um processo biotecnologico utilizado como uma
alternativa para melhorar funcionalidade bioldgica de material lignoceluldsico, podendo
acarretar maior rendimento e produtividades ou melhorar caracteristicas do produto e liberar
compostos importantes como enzimas, acidos organicos e outros compostos bioativos. Uma
vez que, alteragdes bioquimicas que ocorrem durante a fermentagdo podem afetar as
propriedades do substrato, como o aumento da digestibilidade (RAZAK et al., 2017). A partir
deste ponto de vista, o fermentado pode ser designado como "alimento funcional naturalmente
fortificado", e atualmente existem 5000 diferentes alimentos fermentados que sdo consumidos
no mundo (RAY et al., 2016).

No Laboratério de Micotoxinas e Ciéncia de Alimentos da FURG destacam-se os
estudos de Feddern; Furlong; Soares (2007), Oliveira et al. (2007), Silveira; Furlong, (2007),
Oliveira et al. (2010), Schmidt et al. (2014), Christ-Ribeiro et al. (2017a) e Christ-Ribeiro et
al.,, (2017b), Souza (2018) para valorizar o farelo de arroz melhorando o potencial da
utilizagao deste coproduto.

Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a disponibilidade de nutrientes dos farelos de
arroz (integral e desengordurado) fermentados por Rhizopus oryzae e Saccharomyces
cerevisiae avaliando sua digestibilidade in vitro e in vivo para elaboracdo de um cookie

buscando uma fonte para alimentagao humana.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 ARROZ

O cultivo do arroz remonta a pré-historia na China e na India. A colheita estava
presente na Mesopotiamia no século IV AC, se difundiu para o norte da Africa e Japao nos
primeiros séculos DC e foi introduzida na Europa por volta do século VI DC. Atualmente, o
arroz ¢ cultivado em regides tropicais, subtropicais e temperadas. As principais areas de
producgdo estdo localizadas na India, China, Indochina, Indonésia, Japao, Coréia, Filipinas,
Paquistdao, Estados Unidos, Brasil, Egito e entre os paises europeus (BURLANDO;
CORNARA, 2014).

Cultivado e consumido em todos os continentes, o arroz destaca-se pela produgado
e area de cultivo, desempenhando papel estratégico tanto no aspecto econdomico quanto social.
E um dos mais importantes grdos em termos de valor econdmico e considerado o cultivo
alimentar de maior importancia em muitos paises em desenvolvimento. O brasileiro destina
cerca de 22% do seu orcamento em alimentagdo, sendo este grdo ainda o principal produto da
cesta basica. O arroz ¢ um dos alimentos com melhor balanceamento nutricional, fornecendo
20% da energia e 15% da proteina per capita necesséaria a0 homem e ¢ considerada a espécie
que apresenta maior potencial para o combate a fome no mundo (EMBRAPA, 2016).

O arroz polido (forma mais consumida mundialmente) corresponde ao grao sem
as camadas periféricas e o germe, as quais sdao extraidos durante o processo de
beneficiamento. Devido a diferengas na composi¢do nutricional, os varios graus de
beneficiamento do arroz, que correspondem a perdas até¢ 10% da massa do grdo integral,
determinam variagdes consideraveis nos teores dos nutrientes do grdo. Além disso, outros
fatores influenciam no valor nutritivo do arroz, tais como variaveis relacionadas com as
condigdes e cultivo como temperatura, umidade, radiacdo solar, natureza do solo, adubagao e
com o preparo do cereal para o consumo. Ainda existem varietais expressivas, especialmente

em relacdo ao valor proteico e de micronutrientes (SANTOS; STONE; VIEIRA, 2006).
3.2 FARELO DE ARROZ
Um dos subprodutos resultantes do beneficiamento do arroz, o farelo representa

de 8% a 11% do peso total do grao, sendo obtido a partir do seu polimento. Apresenta aspecto

farinaceo, fibroso e suave ao tato. Conforme ja bem estabelecido na literatura, o grao de arroz
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integral ¢ constituido por partes que diferem consideravelmente entre si em termos
nutricionais. As camadas periféricas como pericarpo, tegumento, nucela e capa de aleurona,
que dao origem ao farelo se destacam pela presenca de nutrientes, tais como fibras e
vitaminas do complexo B. O endosperma, a base de amido, também ¢ fonte de proteinas. O
germe ou embrido, situado na camada de aleurona, distingue-se pela composi¢ao em proteinas
e lipideos. De forma geral, as concentracoes dos nutrientes reduzem gradativamente das
camadas periféricas em direcdo ao interior do grdo, exceto no caso do amido (SANTOS;
STONE; VIEIRA, 2006; PESTANA; MENDONCA; ZAMBIAZI, 2008). Os constituintes do

farelo de arroz estao representados na Figura 1.

Figura 1 - Constituintes do grao de arroz.

Fonte: JOSAPAR.

O farelo de arroz apresenta abundancia e baixo valor comercial, sendo mais
empregado, na industria brasileira, para extracdo de 6leo, como ragdo animal e fertilizante,
devido a limitagOes relacionadas a falta de controle das condi¢des sanitarias de recolhimento e
as dificuldades relativas a contaminagao deste farelo com residuos de casca e/ou amido. Por
isso, os coprodutos de arroz sdo amplamente subutilizados devido a falta de técnicas
adequadas de estabilizacdo. Embora esses materiais tenham importancia secundéria no
mercado de alimentos, eles mantém altas concentragdes de moléculas, servindo assim
potencialmente como matéria-prima para aplicagdes nutrac€uticas, cosmecéuticas e
farmacéuticas (LACERDA et al., 2010).

Considerando-se que o Brasil ¢ um grande produtor agricola, e que,
consequentemente, ha uma expressiva geracdo de residuos ou subprodutos agroindustriais,
que podem se tornar um problema ambiental, estudos sobre a reutilizagcdo destes produtos sdo
extremamente importantes para o pais como forma de agregar valor a por¢cdes de menor

impacto comercial. Umas destas formas para esta valoragdo ¢ a utilizagdo destas matrizes
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como fonte energética em processos fermentativos, os quais implicam na agdo de micro-
organismos que, para sua viabilidade, realizam transformagdes bioquimicas que se iniciam
com a degradacdo de lignocelulose e consequente disponibilizacdo de compostos funcionais
(SCHMIDELL et al., 2001). Pesquisas que envolvam a viabilizagdo da utilizacdo do farelo de
arroz, na alimentagcdo humana, podem garantir ao consumidor um produto seguro, do ponto de
vista nutricional, microbiolégico e sensorial, além de auxiliar no planejamento de estratégias
de promoc¢do da satide publica (PARRADO et al., 2006; BURLANDO; CORNARA, 2014;
LACERDA et al., 2010).

O farelo de arroz, resultante do beneficiamento do grio, representa em torno de
8% do arroz em casca. A composicdo quimica deste farelo depende de fatores associados a
variedade genética, condi¢cdes ambientais de cultivo, constituicdo do grdo ou processo de
beneficiamento (principalmente bruni¢do e polimento), este afetando, especialmente, o
conteudo de carboidratos e fibra alimentar. O farelo de arroz possui quantidades significativas
de carboidratos, proteinas e lipidios, especialmente dacidos graxos insaturados, alta
concentra¢do de fibras insoluveis, vitaminas e sais minerais (MALEKIAN et al. 2000).

Tem-se evidenciado a importancia a saude de alimentos ricos em fibra alimentar,
devido a relagdo deste componente com a diminui¢do do colesterol sanguineo, protecao contra
cancer, aumento do transito intestinal, interven¢ao no metabolismo de lipidios e carboidratos
e na fisiologia do trato gastrintestinal. Além das vantagens relacionadas ao contetido de fibra
alimentar presente no farelo de arroz, este, ao contrario dos farelos de trigo, aveia, cevada e
centeio, nao possui glaten, podendo, portanto, ser utilizado por pessoas intolerantes a esta
proteina (LACERDA et al., 2010).

O farelo de arroz constitui excelente fonte de minerais, proteinas e Oleo,
destacando-se pelo expressivo teor de vitaminas. O elevado conteudo de proteinas (cerca de
18%) e lipideos do farelo de arroz (entre 12,8 e 22,6%), aliado ao seu baixo valor comercial,
justificam seu emprego majoritario como matéria-prima para induastria de extracdo de 6leo
comestivel. Além disso, possui elevado valor de carboidratos (em torno de 38%) que se
destaca como promissor substrato para processos bioquimicos (PARRADO et al., 2006,
BURLANDO; CORNARA, 2014).

O farelo de arroz desengordurado contém cerca de 15% de proteinas e 15% fibras,
tendo cromo e cobre como principais minerais que exercem importante papel na formacao de
insulina. Além disso, contém zinco e magnésio (importantes para o desenvolvimento) e alto
conteudo em vitamina A. O farelo de arroz desengordurado pelletizado, por representar

excelente fonte proteica, € amplamente utilizado como componente na formulagdo de ragdes
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para animais. Tanto o farelo quanto o o6leo extraido do farelo contém ainda inimeros
componentes minoritarios, enquadrados na categoria de biofenois. Esses estdo relacionados
com diversos beneficios a satide humana como, por exemplo, a redu¢do do nivel de colesterol
sanguineo (PESTANA; MENDONCA; ZAMBIAZI, 2008).

A atividade antioxidante do farelo de arroz ¢ principalmente devida a presenca de
a-orizanol, esterdis e tocoferol, ¢ uma das caracteristicas que impulsiona pesquisas para
exploracdo desta capacidade na producdo de alimentos. Além deste também sdo bastante
estudados os compostos fenolicos que sdo abundantes nesta matéria prima (CHAUD;

ARRUDA; FELIPE, 2009; RIBEIRO, 2014; SCHIMDT et al., 2014).

3.3 FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO

A geracdo de subprodutos ¢ inerente a qualquer setor industrial. Com o aumento
da conscientizacao ecoldgica, ficou claro que o grande desafio da humanidade sera equilibrar
a producdo de bens e servigos, o crescimento econOmico, a igualdade social e a
sustentabilidade ambiental. A preocupagdo com o meio ambiente leva a viabilizacdo de
projetos que promovem a sustentabilidade do sistema de produgdo. Atualmente, os
reaproveitamentos desses subprodutos sao cada vez mais difundidos. No Brasil, a industria de
alimentos produz grande quantidade de subprodutos. Aplica-los em bioprocesso ¢ viavel,
tendo em vista o seu baixo valor agregado, além da grande disponibilidade. Nesse sentido, as
pesquisas com bioprocessos crescem exponencialmente, tendo como foco principal a
producao de compostos com alto valor agregado a partir dos subprodutos agroindustriais
(FERREIRA et al., 2011).

Estes residuos contém em sua estrutura como principal componente celulose,
hemicelulose, lignina, amido, pectina e proteinas, o que o0s caracteriza como materiais
extremamente heterogéneos, e que servem tanto como fonte de carbono e energia quanto de
suporte para o crescimento microbiano. A heterogeneidade dos substratos nao diz respeito
apenas a variagdes existentes entre diferentes lotes de matéria-prima utilizada, mas também as
variacdes na estrutura quimica de cada uma das moléculas presentes e a propor¢ao entre os
diferentes componentes, que podem variar de acordo com a espécie e o tecido vegetal
(OSADOLOR et al., 2018).

Mundialmente, as atuais linhas de pesquisa em fermentagdo em estado sélido
(FES) sao o enriquecimento proteico de residuos agroindustriais a partir de microrganismos

selecionados, de modo a serem utilizados na alimentagao humana ou animal; a destoxificacao
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de residuos, por meio da eliminagdo de substancias recalcitrantes que impedem sua aplicagao
intensiva; e a produgao de compostos de alto valor agregado. O termo fermentagao em estado
solido, ou fermentacdo semi-solida, ou fermentagdo em meio semi-sélido aplica-se ao
processo de crescimento de microrganismos sobre substratos sélidos sem a presenca de dgua
livre. A agua presente nesses sistemas encontra-se ligada a fase solida, formando uma fina
camada na superficie das particulas. Ela, por sua vez, esta relacionada a dois parametros: a
umidade, cuja a porcentagem de agua na massa total do meio; e a atividade de agua, um
parametro termodinamico relacionado ao potencial quimico da dgua, ou seja, a quantidade de
moléculas de agua disponiveis nas vizinhangas imediatas das particulas do substrato.
Diferentes tipos de microrganismos como bactérias, leveduras e fungos filamentosos podem
crescer em substratos solidos (OLIVEIRA et al., 2010).

A fermentagdo em estado sélido, também, apresenta as seguintes caracteristicas:

» A fase solida atua como fonte de carbono, nitrogénio e demais componentes,
além de servir como suporte para o crescimento das células microbianas.

* O ar, necessario ao desenvolvimento microbiano, deve atravessar os espagos
vazios do meio a pressoes relativamente baixas. O substrato ndo deve apresentar aglomeracao
das suas particulas individuais.

» O crescimento microbiano ocorre em condi¢gdes mais proximas as dos habitats
naturais.

* O meio apresenta alta heterogeneidade e os substratos ndo estdo completamente
acessiveis a0 microrganismo.

Devido a quantidade de nutrientes disponiveis nos residuos solidos
agroindustriais, como o farelo de arroz, estes podem ser convertidos em produtos comerciais
ou matérias-primas para processos secundarios. Neste contexto a FES desempenha um papel
de destaque no aproveitamento de residuos sélidos visando a sintese de diversos compostos
de alto valor agregado e de grande interesse industrial. A FES ¢ aplicada para producdo de
alimentos, biopesticidas, e substancias quimicas diversas. O grande potencial ¢ principalmente
na producdo de enzimas através de fungos filamentosos, os quais tém recebido a maior
atencao, pois apresentam capacidade de crescimento em baixos niveis de agua (DANTAS;
AQUINO, 2010).

Para valorizar o farelo de arroz tém sido estudado o potencial da utilizacdo deste
coproduto industrial empregando em diversas areas no Laboratério de Micotoxinas e Ciéncia
de Alimentos como de acordo com Feddern et al. (2007), Oliveira et al. (2007), Silveira;

Furlong, (2007), Oliveira et al. (2010), Schmidt et al. (2014), Souza et al. (2018) a utilizagao
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do farelo de arroz como substrato para a fermentacdo de micro-organismos alteraram fatores

fisico-quimicos, a disponibilizacdo de nutrientes, fitoquimicos dentre outros. Na Tabela 1

estdo as potenciais aplicagdes da FES por fungos na producdo de alimentos e alimentos

fermentados e varios metabolitos de grande interesse para a industria de alimentos.

Tabela 1 - Exemplos de fermentacao em estado solido para aplicagdes alimentares.

Microrganismo Substrato Produto Referéncia
Aspergillus niger Residuos de banana a-amilase
Aspergillus oryzae Farelo de trigo, Protease e a-amilase CASTRO;
LBA 01 farelo de soja e farelo SATO, 2013.
de algodao
Aspergillus niger Aa- Casca de limao Pectinase RUIZ et al., 2012.
20
Aspergillus Casca de laranja, Pectinase, CMCase, e Lletal., 2015
Japonicus PJO1 farelo de trigo, xilanase

Aspergillus awamori

Aspergillus niger
CH4

Thermomucor
Indicae-seudaticae
N31
Aspergillus niger C,
BRMCTAA 82

Aspergillus oryzae

bagago de laranja,
cana de acucar
bagaco e palha de
arroz
Bagaco de uva,
cascas de laranja
Bagacgo e trigo de
cana
Farelo
Farelo de trigo, cana
bagaco e bagago de
laranja
Fibra de palma e
palma alcalina
sabao
Palha de arroz e fava

Palha

Xilanase, CMCase, exo-

polygalacturonase

Pectinases

Pectinases

Lipase

Acidos organicos

(citrico, succinico, etc)

DIAZ et al.,
2012.
PITOL et al.,
2016.

MARTIN et al.,
2010.

SHARMA;
VIVEKANAND;
SINGN, 2008.
SABER ET AL.,
2015.
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Tabela 1 - Exemplos de fermentagdo em estado Solido para aplicagdes alimentares (cont.)

Microrganismo Substrato Produto Referéncia
Rhizopus oligosporus Bolo de Oleo de Fitase SURESH;
MTCC 556 Mostarda RADHA, 2015
Trichoderma reesei Farelo de trigo, Xilanase KAR etal., 2013.
SAF3 farelo de arroz, arroz
palha, p6 de serra
(Terminalia
arjuna L.), miolo de
coco,
folha de bananeira
seca, palha de trigo,
exaustores de chd e
cana de agucar
bagago
Yamadazyma Residuos de trigo Pigmentos DURSUN;
guilliermondii ATCC DALGIC, 2016.
90197
Yarrowia lipolytica
ATCC 24060
Xanthophyllomyces
dendrorhous ATCC
24202
Sporidiobolus
salmonicolor ATCC
24259
3.3.1 Fungos

Os fungos s3o organismos diversificados, que podem ser encontrados como

microscOpicos € macroscopicos. Eles existem em formas unicelulares, conhecidas como

leveduras, e em formas constituidas por filamentos denominadas hifas, como se observa entre

os bolores. Esses organismos podem se desenvolver em diversos lugares: no solo, na agua,
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nas plantas, em animais, no ser humano e em detritos organicos. O corpo de um fungo
filamentoso ¢ formado por uma estrutura chamada micélio. Este ¢ composto por filamentos
individuais em forma de tubos, as hifas, que correspondem a células multinucleadas formas de
reproducdo (sexuada e assexuada), presentes no ciclo de vida da maioria das espécies de
fungos (ESPOSITO; AZEVEDO, 2004).

Os fungos sdo organismos muito importantes, ndo somente devido ao seu papel
vital no ecossistema, mas também por causa da sua influéncia sobre os humanos e em
atividades relacionadas. Sdo seres eucaridticos heterotroficos, altamente eficientes na
degradagdo de uma ampla gama de substratos. Sua nutrigdo ¢ feita por absor¢do, gracas a
presenca de enzimas, as quais sdo produzidas por ele e utilizadas para a degradagdo de
nutrientes (LOPES, 2011).

E dificil generalizar caracteristicas dos fungos devido a diversidade ecoldgica,
fisiolégica e morfolégica dentro do Reino Fungi, no qual sdo reconhecidos trés grupos
distintos: fungos filamentosos, leveduras e cogumelos. Constituem um reino heterogéneo.
Muito dos fungos conhecidos tem um impacto negativo no bem estar humano como agentes
que causam doengas em animais, humanos e plantas, na biodeterioragdo e como patogenos de
animais, tanto como produtores de micotoxinas quanto causadores de micoses. Porém entre as
espécies do género, Aspergillus, Penicillium e Saccharomyces sao os mais conhecidos pelo
seu impacto positivo para os humanos, além do género Rhizopus que em estudos mostram
promissores resultados no aumento de compostos fitoquimicos (LOPES, 2011; SCHMIDT et
al., 2014).

Assim como os bolores, as leveduras fazem parte do Reino Fungi, mas se
diferenciam por apresentarem forma unicelular. Geralmente, sua reproducdo se da por
gemulagdo ou brotamento. As leveduras crescem e se reproduzem mais rapido que os bolores
por serem c¢lulas simples e devido a sua maior relagdo area/volume, sao mais eficientes numa
base ponderal, na realizacdo de alteracdes quimicas. Sdo diferenciadas facilmente das
bactérias em virtude de suas dimensdes maiores e de suas caracteristicas morfologicas

(BORTOLI et al. 2013).
3.3.1.1 Rhizopus oryzae
O Rhizopus ¢ um dos gé€neros da classe Zygomycetes, da ordem Mucorales. As

espécies desse género sao encontradas nos mais variados ambientes, como florestas, solos,

frutas e vegetais deteriorados. Morfologicamente sdo considerados fungos filamentosos, nao
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septados, com micélios cotonosos formando esporangidéforos nos nddulos, onde se encontram
os rizoides. Seus esporangios sdo, usualmente, grandes e negros e suas columelas sdo
esféricas. A base dos esporangios tem a forma de taca. A reprodugdo sexuada requer dois
talos de tipos diferentes que sdo designados com os sinais positivos e negativos, substituindo
os adjetivos macho e fémea (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 1996).

O grande interesse nos fungos deste género decorre de que ele ndo possui espécies
toxigénicas, sad consideradas GRAS (Geralmente reconhecido como seguro). S3o agentes
deteriorantes comuns em alimentos de origem vegetal, com producdo de enzimas
pectinoliticas. Esta espécie caracteriza-se por produzir grande quantidade de acido fumarico a
partir de agucares fermentaveis (PITT; HOCKING, 1997).

O R. oryzae ¢ um importante microrganismo que apresenta também atividade
enzimatica aminolitica. Além disso, alguns fermentados de soja tornam-se mais digeriveis e
nutritivos quando produzidos a partir da utilizagdo deste fungo e também com a participacao,
com menor relevancia, de bactérias e outros fungos (LIMA, 2011). Cabe salientar que estudos
mostram que na utilizagdo deste microrganismo em fermenta¢des ha uma ativagdo de fitases
enddgenas ocorrendo a diminuic¢do do teor de fitatos e aumento no teor proteico do farelo de
arroz, no seu conteudo de fosfolipidios e de fitoquimicos, tornando assim, um potencial
insumo ou ingrediente para a industria alimenticia (OLIVEIRA et al., 2010; SILVEIRA;
FURLONG, 2007; CHRIST-RIBEIRO, 2017a).

3.3.1.2 Saccharomyces cerevisiae

A espécie Saccharomyces cerevisiae ¢ uma levedura ascomicética gemulante
tipica, suas células sdo elipticas, com dimensdes de 6 a 8 um de comprimento por 5 um de
largura, que se reproduzem de forma assexuada, por brotamento ou gemulagdo. No processo
de brotamento, o nucleo se divide por constricdo ¢ uma por¢ao dele penetra no broto
juntamente com outras organelas. Em meio oxigenado, as leveduras convertem os agtcares
em dioxido de carbono, gerando as “bolhas de ar” no pao. A S. cerevisiae ¢ uma levedura de
grande importancia econdmica para as areas de panificacdo, cervejaria e de producdo de
etanol (BORTOLI et al., 2013).

Suas principais estruturas consistem em capsula, na qual estd o material
extracelular limoso, viscoso e aderente formado por polissacarideos que confere a célula
protecdo e adesdo. A parede celular que ¢ composta por glucanas (30-34%), manana (30%),

proteina (6-8%), nas quais se enquadram algumas enzimas como invertase e hidrolases, além
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de quitina (1-2%) e lipidios (8,5-13%), que também apresentam como func¢do a rigidez e
protecao a célula. Esta levedura destaca-se como a espécie mais explorada comercialmente
entre as leveduras, além de serem mencionados nas mais antigas referéncias bibliograficas
(PENNINCKX, 2000).

Desde a antiguidade, Saccharomyces cerevisiae vem sendo utilizada em processos
fermentativos diversos, como na panificagdo, cervejaria e fabricagdo de vinho e, seu uso foi
possivel desde entdo, devido sua capacidade de converter rapidamente aclicares em etanol,
acidos organicos e gas carbonico. A partir de entdo, as leveduras, principalmente a
Saccharomyces cerevisiae, passaram a ser oS micro-organismos favoritos para estudos de
biologia celular basica, o que a tornou um ponto central na evolugdo da microbiologia,
bioquimica e genética. Existem diversas razdes para isso: como a facilidade de seu isolamento
€ manutencdo, pouca exigéncia nutricional, bom crescimento em meios constituidos por
residuos industriais, amplo uso em processos industriais e sua reconhecida capacidade de

produzir enzimas extracitoplasmaticas (PELCZAR; REID; CHAN, 1980).

3.4 NUTRIENTES E METABOLISMO HUMANO

Os individuos de uma espécie possuem poucos requisitos absolutos e tem como
objetivo crescer em tamanho suficiente, sobreviver e funcionar por tempo suficiente para se
reproduzir e elevar a proxima geracdo a independéncia. Como animais, os humanos ndo sao
capazes de extrair energia para atividade em fun¢ao da luz do sol, portanto, os alimentos e
especificamente os nutrientes que eles contém, sdo vitais para permitir todas as fungdes das
quais somos geneticamente capazes. Os nutrientes contribuem biologicamente depois de
consumidos, apoés serem separados por digestdo, absorcdo, transformacdo metabodlica e
distribuicao no para atender suas fungdes (GROPPER; SMITH; GROFF, 2011). Os nutrientes
devem estar "disponiveis", sendo assim parcialmente metabolizados pelo intestino, ou apenas
parcialmente absorvidos. Alguns alimentos contém componentes ndo nutrientes que nao sao
absorvidos, outros componentes, como metais inertes do solo, sdo absorvidos, mas nao
funcionam e sdo excretados inalterados. Também ha nutrientes que nao sdao absorvidos, mas
ainda tém uma fungdo. Este ¢ o caso da maior parte da fibra alimentar, que fornece uma fonte
de energia para a microbiota intestinal. H4 mais células bacterianas no intestino do que células
no corpo humano no corpo e estas geram produtos residuais, como os acidos graxos volateis,
que sao valiosos para a saude intestinal e absorvidos como fonte de energia para os seres

humanos (TUCKER, 2014; LEAN, 2015).
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Os macronutrientes conhecidos como gorduras, proteinas e carboidratos
(incluindo fibra alimentar) contribuem com energia (calorias) e sdo compostos de carbono,
oxigénio, hidrogénio e pequenas quantidades de nitrogénio. Além deles, hd moléculas
organicas presentes em certos alimentos que sdo "essenciais", o que significa que eles sao
necessarios para a fung¢do bioldgica, mas ndo podem ser sintetizados pelo organismo humano
a partir de outros compostos. Estes compostos compreendem os aminoacidos essenciais €
acidos graxos que sdo necessarios para construir todas as moléculas lipidicas e proteicas.
Além desses, ha as vitaminas, compostos fenolicos e minerais que sdo exemplos de
componentes funcionais de alimentos, conhecidos como "micronutrientes". Adiciona-los
como alimentos fortificados ou como suplementos fornecerdao beneficios para os individuos
que sdo deficientes ou que necessitam reestabelecer niveis baixos desses compostos
acarretando em melhoria no sistema imunolégico (LEAN, 2015; CEHRELI, 2018).

Desde a identificacao dos nutrientes essenciais em nosso suprimento alimentar, o
trabalho cientifico para entender as vias bioquimicas e interagdes complexas associadas a
esses nutrientes foi intensificado. A ciéncia nutricional continua a estudar mecanismos cada
vez mais complexos sobre como os nutrientes interagem com outros produtos quimicos,
enzimas, co-enzimas, hormonios e genes para permitir o crescimento, o desenvolvimento e a
manuten¢do da saude ao longo da vida. Novas substancias, incluindo diversos fitonutrientes,
também continuam a emergir como fatores importantes nesses mecanismos (SLAVIN, 2014).

Para isso, as ciéncias Ohmicas auxiliam na busca da compreensdo do
funcionamento celular dos organismos e suas alteragdes bioldgicas. A andlise metabolomica
consiste em estudar a presenca ou alteracdo de metabdlitos, em produtos intermedidrios ou
finais do metabolismo, de baixa massa molecular (at¢ 1500 Da) em uma amostra bioldgica.
Com isso, GC-MS ¢ uma das técnicas de andlise mais empregadas nestes estudos,
apresentando alta robustez e repetibilidade. Porém, grande parte dos metabolitos requerem
derivatizacdo, para que se tornem volateis a baixas temperaturas, acarretando em um
procedimento tedioso. Em contrapartida, o uso dessa técnica apresenta vantagens, resultante
da construgao de bibliotecas de espectros, oferecendo alta credibilidade na identificagdo dos
metabolitos, aliado a informacdo de tempo de retengdo e o padrdo de fragmentacdo dos

compostos em campo magnético (CANUTO et al., 2018).
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3.5 DIGESTIBILIDADE in vitro X in vivo

A transformacdo dos alimentos ocorre no processo digestivo, sendo que as
transformagdes quimicas e as degradagdes enzimaticas permitem usufruir da maior
quantidade e qualidade possivel dos nutrientes contidos nos alimentos. O trato digestivo pode
ser considerado como um tubo que se estende da boca ao anus, compreendendo em boca,
faringe, estobmago e intestino delgado e grosso, cuja fun¢do ¢ a de preensdo, ingestdo,
trituracdo, digestdo e absor¢cdo de alimentos, e a de eliminagdo de residuos solidos. A digestao
¢ o processo de transformagdo, por hidrélise enzimatica, de moléculas de elevada massa
molar, em unidades de menor dimensdo para que possam ser absorvidas e utilizadas pelas
células (PESSOA, 2016).

O conhecimento da composi¢do quimica dos alimentos e sua digestibilidade sdo
fundamentais para avaliar um alimento. Para isso, alguns pardmetros digestivos dos alimentos
podem ser realizados por métodos in vivo, in situ ou in vitro. A técnica de digestibilidade in
vitro tem como objetivo simular a digestdo realizada pelos animais, levantando a necessidade
de compreender essa mesma digestdo, para que a sua reproducdo seja o mais fidedigna
possivel. No método in vivo, os animais sao mantidos em gaiolas metabolicas providas de
comedouros, bebedouros e dispositivos para coleta de urina no caso dos estudos de balango
nitrogenado. Nos ensaios de digestibilidade, os animais sdo alimentados durante uma semana
com quantidades conhecidas de alimento e a produgdo de fezes ¢ medida pela coleta total de
fezes com o auxilio de sacolas que sdo adaptadas aos animais evitando a contaminagdo com a
urina. A estimativa da digestibilidade, consumo e desempenho animal por este método ¢ a que
apresenta 0 maior grau de confianga. No entanto estes ensaios demandam muito tempo,
trabalho e um grande niumero de avaliagdes rotineiras de alimentos (FERNANDES et al.,
2017).

O uso de animais gera diferentes problemas de ordem ética, ambiental e de custo
dos experimentos. Portanto, o uso de insetos como modelos em ensaios nutricionais
proporcionam uma alternativa inovadora. Os ensaios com insetos apresentam como principais
vantagens a curta duracao e baixo custo (CARMONA et al., 1998). Neste contexto, o uso de
gorgulho de arroz (Sithophilus oryzae) tem sido proposto para avaliar a eficiéncia bioldgica de
varios nutrientes e a toxicidade de compostos (GOMERO et al., 2010). Pérez-Navarrete et al.
(2007) mostraram que a hidrolise do amido pela amilase do gorgulho ¢ semelhante a
catalisada pela enzima do pancreas de mamiferos, que ¢ frequentemente usado em estudos de

digestibilidade in vitro.
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3.6 Ceratitis capitata NA DIGESTIBILIDADE in vivo

O alimento ¢ um dos fatores cruciais para o desenvolvimento de qualquer
organismo. Assim, existe um complexo infindavel de fatores que regulam ndo s6 o
desenvolvimento dos insetos, mas a disponibilidade e abundancia do alimento a ser utilizado
pelo inseto e mesmo por outros organismos. A dieta diferenciada nas diversas fases do inseto
permite uma maior fecundidade, longevidade, pois visa complementar a dieta da fase anterior
com vitaminas, aminoacidos e agtcares nao obtidos (RODRIGUES, 2004).

Uma nova abordagem para estudar a digestibilidade in vivo de alimentos ¢ o uso
de insetos (LOVERA; ELEVINA PEREZ; LAURENTIN, 2017). Muitos insetos se alimentam
de fontes amildceas durante seus estagios larval e / ou adulto. Os carboidratos sdo nutrientes
essenciais a producdo de energia, necessarios tanto para o crescimento larval ideal quanto
para a manutengdo da longevidade adulta para a maioria dos insetos (CANGUSSU;
ZUCOLOTO, 1992). O processo de quebra de alimentos, a utilizacdo de nutrientes € o
armazenamento de reservas metabolicas sdo surpreendentemente semelhantes em insetos e
vertebrados, no entanto, alguns orgdos distintos e processos metabdlicos sao encontrados
apenas em insetos. O trato digestivo dos insetos pode ser dividido em trés grandes regides
com base nas origens embrionarias e fungdes fisiologicas: anterior, médio e posterior. A
maior parte da digestdo ocorre no intestino médio, onde uma variedade de enzimas esta
disponivel em abundancia. A natureza das enzimas secretadas e o grau de especializagdo do
trato digestivo esta relacionado ao tipo particular de dieta que um inseto pode assimilar
(KAUR; KAUR; GUPTA, 2014; KLOWDEN, 2013).

Desse modo, a mosca-da-fruta (Ceratitis capitata), considerada uma praga nociva
a fruticultura mundial que causa perdas na produgdo, possui alimentagdo baseada em
carboidratos, proteinas e lipideos (TRASSATO et al., 2017). O adulto desta praga mede de
4 mm a 5 mm de comprimento por 10 mm a 12 mm de envergadura com coloragdo amarela e
olhos castanho-violaceos. O torax ¢ preto na face superior com desenhos brancos simétricos, o
abddmen ¢ amarelo com duas listras transversais acinzentadas e as asas sdo transparentes com
listras amarelas, sombreadas. A duragdo da fase larval varia de 9 a 13 dias e, quando proximas
ao periodo de pupa, as larvas dirigem-se ao solo onde permanecem no estagio de pupa até a
emergéncia dos adultos. As pupas sdo envoltas pelos puparios que possuem forma de um
pequeno barril de 5 milimetros de comprimento, de coloracdo escura (duragdo de 10 a 12 dias
no verdo e 20 dias no inverno). A duracao do periodo de ovo-adulto ¢ de 31 dias (Figura 3)

(NAVA; BOTTON, 2010).
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Figura 2 - Fases do ciclo bioldgico de Ceratitis capitata. (A) Adultos — macho a esquerda e
fémea a direita); (B) ovo; (C) larva; (D) pupario.

Fonte: NAVA; BOTTON (2010).

Para a criagdo desse inseto, ¢ utilizado na dieta larval, o germe de trigo cru como
principal fonte proteica, além da levedura de cerveja. Por isso, produtos fermentados contém
nutrientes que podem alimentar humanos e animais, substituindo fontes convencionais e
assim, avaliar a incorporacdo desses compostos no estagio larval de Ceratitis capitata
(NUNES et al., 2013). Contudo, progressos substanciais na obten¢do de um entendimento
adicional sobre este topico continuam a ocorrer, principalmente através da aplicagao das
técnicas de genética molecular, gendmica funcional, protedmica, transcriptomica,
metabolomica e biotecnologia a uma variedade de estudos focados no metabolismo dos

insetos (MUTHUKRISHNAN et al., 2012).
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3.7 SUPLEMENTACAO DE PRODUTOS FERMENTADOS NA ALIMENTACAO
HUMANA.

A suplementagdo, enriquecimento ou simplesmente adicdo ¢ um processo no qual
¢ acrescido ao alimento, dentro dos parametros legais, de um ou mais nutrientes, contidos ou
ndo naturalmente neste, com o objetivo de reforgar seu valor nutritivo e prevenir ou corrigir
eventuais deficiéncias nutricionais apresentadas pela populacdo em geral ou de grupos de
individuos. A fortificacdo de alimentos vem sendo utilizada como um recurso de baixo custo
na prevengdo de caréncias nutricionais em muitos paises, desenvolvidos e em
desenvolvimento (MARQUES et al., 2012).

O farelo de arroz ¢ rico em minerais, sendo o Fosforo um dos principais,
principalmente na forma de fitatos, além de grande quantidade de zinco, cobre, ferro,
magnésio e manganés, e menor quantidade de célcio e sodio. Além destes micronutrientes, o
farelo de arroz contém entre 12 a 16% de proteinas que apresentam maior contetido de lisina
quando comparadas ao farelo de outros cereais e ao arroz integral. As principais proteinas
deste farelo s3o as albuminas, globulinas, glutelinas e prolaminas. A qualidade da proteina do
farelo de arroz sé ¢ inferior a da aveia, superando a do trigo ¢ a do milho. Seu perfil de
aminoacidos o torna ingrediente apropriado para formulagdes de alimentos infantis. O uso das
proteinas extraidas do farelo de arroz desengordurado como ingrediente nutracéutico tem sido
considerado favoravel devido sua estabilidade térmica (OLIVEIRA et al., 2010). Assim, a
utilizagdo do farelo de arroz como fonte de alimento torna interessante a aplicagdo deste
coproduto da agroindustria do RS, pois possui varios micronutrientes que sao essenciais a
satde humana.

Os alimentos fermentados sao uma das 10 principais tendéncias alimentares nos
ultimos anos. Empresas estdo respondendo a essa tendéncia crescente, seja comercializando
alimentos fermentados tradicionais (kefir, kombucha, koji, tempeh, e queijo) ou desenvolver
novos produtos fermentados a base dos tradicionais (Bionade, bebidas aromatizadas a base de
malte fermentadas usando a cultura kombucha e Rythhem, a base de leite de coco e bebidas a
base de suco de frutas fermentadas com graos de kefir). Varios produtos probioticos a base de
soja e cereais também estdo no mercado em resposta a crescente prevaléncia de alergias a
proteinas lacteas, lactose e intolerdncias ao gliten e escolhas de estilo de vida, como o
veganismo. O futuro dos alimentos fermentados tem potencial, alimentado pelo crescente
interesse dos consumidores em tudo o que ¢ percebido como natural e promover a saude ¢ a

longevidade. Os fabricantes de alimentos também estdo redescobrindo a possibilidade de criar
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sabor caracteristico, textura, perfil nutricional e beneficios para a saide, mantendo um rotulo
100% natural via fermentagdo, e estdo aproveitando esta oportunidade como exemplificado
pelos diversos produtos ja existentes no mercado (HUGENHOLTZ, 2013; SONI; DEY,
2014).



CAPITULO 111
DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO
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ARTIGO 1
INFLUENCIA DO PROCESSO DE FERMENTACAO POR Rhizopus oryzae SOBRE A
DISPONIBILIZACAO DE NUTRIENTES EM FARELO DE ARROZ INTEGRAL E
DESENGORDURADO

CHRIST-RIBEIRO, A.; GRACA, C. DA S.; CHIATTONI, L. M.; MASSAROLO, K. C.; DUARTE, F. A,
MELLADO, M. DE LAS S.; SOARES, L. A. DE S. Fermentation process in the availability of nutrients in rice
bran. Research & Reviews: Journal of Microbiology and Biotechnology, v. 6, n. 2, p. 45-52, 2017.
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INFLUENCIA DO PROCESSO DE FERMENTACAO POR Rhizopus oryzae SOBRE A
DISPONIBILIZACAO DE NUTRIENTES EM FARELO DE ARROZ INTEGRAL E
DESENGORDURADO

RESUMO

Processo fermentativo ¢ uma das formas de aumentar a disponibilidade dos nutrientes em
farelo de arroz, sendo este um subproduto com potencial para ser aproveitado na alimentagao
humana. O efeito da fermentacdo foi avaliado em estado solido por Rhizopus oryzae sobre a
disponibilizagdo de nutrientes e compostos funcionais em farelo de arroz e sua possivel
utilizacdo como fonte nutricional para alimentacdo humana. Para isso, farelos integral e
desengordurado foram inoculados com R. oryzae (4x10° esporos.g” de farelo) durante 5 dias,
determinando-se a cada 24 h sua composi¢do proximal, teor de compostos fendlicos e
minerais, os quais foram comparados com a Ingestao Diaria Recomendada. A fermentagao
aumentou teores de proteinas, fibras, lipidios e cinzas, e consequentemente, teores de
minerais, além de aumentar a disponibilidade dos compostos fenolicos. Portanto, a
fermentacdo do farelo de arroz contribui com a diminuicdo da incorreta deposi¢do deste

coproduto no meio ambiente, além de ser uma alternativa para nutri¢ado humana.

Palavras-chaves: Biodisponibilidade. Composi¢do nutricional. Minerais, Compostos

fenodlicos. Fermentacao em estado solido.
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1. INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa) ¢ um dos cereais mais produzidos e consumidos no
mundo, caracterizando-se como principal alimento para mais de 50% da populagdo
mundial. A produ¢do anual no pais em 2014 foi de 12.181.998 toneladas, sendo o estado
do Rio Grande do Sul o maior produtor, responsavel por 67,8 % da mesma (IRGA, 2016).
Das diferentes etapas do beneficiamento do grdo para comercializacdo resultam fragdes
de casca, farelo e arroz polido.

O farelo representa de 8% a 11% do peso total do grdo e é proveniente da
cobertura externa logo abaixo da casca, sendo removido do arroz branco ou parboilizado,
previamente descascado, durante o processo de polimento. O aproveitamento do farelo ¢é
bastante vidvel devido a sua disponibilidade em nivel regional, aliado ao baixo consumo
humano, por ser considerado um residuo. Pesquisadores relatam sobre beneficios do
farelo de arroz a saude humana, como auxilio no controle da glicose sanguinea, redugao
dos lipidios séricos e da pressdo arterial, entre outros, auxiliando na prevencdo e no
controle de doencas cronicas, como diabetes e doencgas cardiovasculares (AVILA;
MARCHEZAN; WALTER, 2008).

Considerando-se que o Brasil ¢ um grande produtor agricola e que
consequentemente hd uma grande geracdo de residuos ou subprodutos agroindustriais,
que podem se tornar um problema ambiental, estudos sobre a reutilizagdo destes produtos
sdo extremamente importantes para o pais. Umas destas formas de aproveitamento ¢ a
utilizagao destas matrizes como fonte energética em processos fermentativos, os quais
implicam no emprego de micro-organismos a fim de se obter transformacdes resultantes
da atividade metabolica dos mesmos (SCHMIDELL et al., 2001).

A limitagdo do uso de farelo de arroz em aplicacdes de alimentos ¢ em grande
parte devido a sua deterioracdo, que ¢ causada por atividades enzimaticas. Ele pode ser
estabilizado por uma variedade de métodos, como o aquecimento seco. Varias pesquisas t€ém
sido realizadas na tentativa de aumentar a utilizagdo do farelo de arroz como alimentos para
humanos (BHANGER et al., 2008; GUL et al., 2015; TUNCEL et al., 2014).

Uma alternativa seria o uso do mesmo como substrato para processo
fermentativo, de acordo com Feddern et al. (2007); Oliveira et al. (2007); Silveira e Furlong,
(2007); Oliveira et al. (2010); Schmidt et al. (2014). A utilizacdo do farelo de arroz como
substrato para a fermentagdo em estado sélido pode aumentar a disponibilizacao de nutrientes,

fitoquimicos e entre outros, o que pode vir a contribuir, através da fortificacdo de alimentos,
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com outro problema de paises em desenvolvimento — a caréncia nutricional. Conforme
Vellozo e Fisberg (2010) a fortificagdo de alimentos constitui medida de baixo custo, rapida
aplicagdo e alta efetividade e flexibilidade, sendo socialmente aceita, uma vez que ndo
interfere no modelo alimentar da populagdo, pois utiliza alimentos de uso corrente. Além
disso, os riscos de efeitos colaterais e toxicidade sdo raros, pois as doses do produto usado
para fortificacdo sdo minimas e controladas.

Dentro deste contexto, o trabalho tem como objetivo principal obter uma fonte
de nutrientes alternativa para a alimentacdo humana através da fermentacdo em estado
solido do farelo de arroz, um subproduto agroindustrial, por Rhizopus oryzae e,

consequentemente, contribuir com a resolucdo de problemas ambientais e sociais do pais.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL

Os farelos de arroz integral e desengordurado foram obtidos em industria de
beneficiamento de arroz localizada ao sul do estado do Rio Grande do Sul, Brasil. O fungo
filamentoso Rhizopus oryzae CCT 7560 foi adquirido do Banco de Coldnias da Fundagao
Tropical André Tosello.

2.2 FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO

As culturas de Rhizopus oryzae CCT 7560 foram mantidas em Agar Batata-
dextrose (BDA) a 4 °C e os esporos incubados durante 7 dias a 30 °C. Para a geragdo de
biomassa foi utilizada a metodologia padronizada por Oliveira et al. (2010), a qual consiste na
adi¢do de uma solucdo nutriente (KH,PO4, MgSO4, NH,CONH; em HCI) e suspensdo de
esporos na concentracio inicial de 4x10° esporos g™ de farelo. Apds, a umidade do meio foi
ajustada para aproximadamente 50% através da adicdo de agua estéril, e as amostras foram
incubadas a 30 °C, sendo retiradas aliquotas nos tempos 0 h, 24 h, 48 h, 72 h e 96 h para

posteriores determinagoes.
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2.3 PREPARO DAS AMOSTRAS E COMPOSICAO PROXIMAL DOS FARELOS

Os farelos (fermentados e ndo fermentados) foram caracterizados através da
secagem a 105 °C (nr. 935.29) e incineracdo a 550 °C (nr. 923.03) as determinagdo dos teores
de umidade e cinzas, respectivamente. Os lipidios foram extraidos com éter de petréleo
(nr. 920.85) e as proteinas foram determinadas pelo método de micro-Kjeldahl (nr. 920.87),
AOAC (2000). As fibras foram determinadas por gravimetria através dos residuos acidos e
basicos da digestdo das amostras (CIENTEC, 1991). Os percentuais de carboidratos foram

estimados por diferenca.
2.4 DETERMINACAO DE MINERAIS

Os farelos (fermentados e ndo fermentados) foram pesados (~300 mg) em
triplicata ¢ a digestdo foi realizada em forno de micro-ondas modelo Speedwave four

(Berghof, Alemanha), conforme programa descrito na Tabela 1.

Tabela 1 - Programa de aquecimento do forno de micro-ondas.

Etapas Rampa (min) T (°C) Tempo de permanéncia (min) Pressao (bar)
1 20 170 10 35
2 5 200 25 35
3 5 50 20 35

Para a digestao, foram usados 5 mL de HNO; concentrado e bidestilado (Merck) e 0,5
mL de HF 40% (Merck). Apos a digestdo, as amostras foram diluidas entre 5 aliquotas em
HNO; 5%, para posterior quantificacdo. As determinacdes foram feitas em espectrometro de
emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado Perkin Elmer (modelo Optima 4300 DV,
Shelton, USA). A introducdo das amostras no espectrometro foi feita empregando um
nebulizador GemCone ¢ uma camara de nebulizacdo ciclonica. As demais condi¢des de
operacdo do equipamento estdo descritas na Tabela 2. O plasma foi formado a partir de

argonio (White Martins, Sdo Paulo, Brasil), com pureza de 99,996% (AOAC, 2000).
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Tabela 2 - Condic¢des operacionais do equipamento de ICP OES.

Parametro Condig¢ao

Poténcia (W) 1400

Vazio do gas principal (L min™) 15
Vazio do gas auxiliar (L min™) 0,2
Vazio do gas de nebulizagdo (L min™) 0,7
Comprimento de onda (nm) Ca 315.887
Fe 238.204
Mg 279.077
Na 589.592
P 214914
S 181.975
Cr267.717
Cu 324.759
Mn 259.374
Zn 213.857

2.5 EXTRACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS

A extracdo dos compostos fenolicos foi realizada a frio utilizando alcool metilico
como solvente extrator, em uma propor¢ao de 1:8 (p/v). A mistura foi homogeneizada em
agitador horizontal, a 160 rpm, durante 2 h a temperatura ambiente. Apds repouso de 15 min,
foi realizada nova adicao de 10 mL de solvente, seguida de agitacao durante 1h.

Os extratos metanolicos foram secos em rotaevaporador e ressuspensos em agua,
logo apds foram clarificados, centrifugados e filtrados para a obtencdo dos compostos
fenolicos. O contetdo de fenois totais foi quantificado através de método espectrofotométrico
utilizando o reagente de Folin-Ciocateau em comprimento de onda de 750 nm e empregando

uma curva padrio de 4cido galico (2 a 30 pg.mL™") (SOUZA et al., 2009).
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2.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média da triplicata. Para comparacdo entre

médias foi realizado ANOVA e Teste de Tukey a 95% de confianga.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. COMPOSICAO PROXIMAL

A Tabela 3 apresenta os resultados da composi¢do centesimal dos farelos
(fermentados e nao fermentados). O fato do farelo de arroz ser um subproduto agroindustrial,
sua composicdo quimica depende de fatores associados a variedade e aos aspectos
agrondmicos, como tipo de solo, clima, qualidade da matéria-prima utilizada, bem como o
processo de beneficiamento. O nivel de proteina bruta do farelo pode variar entre 10 a 15%,
sendo superior a proteina do trigo e do milho (FREEMAN, 2006). De acordo com Silva,
Sanches e Amante (2006), o farelo de arroz contém entre seus nutrientes, aproximadamente
11,5% de fibras, sendo ainda uma boa fonte de lipidios, podendo conter mais de 20% do seu
peso em o6leo (constituido dos acidos graxos, linoléico e ésteres do acido palmitico).

De acordo com os resultados da composi¢do proximal das amostras de farelo de
arroz integral e desengordurado, demonstrados na Tabela 3, pode-se observar que os teores de
lipidios, proteinas, cinzas e fibras aumentaram com o decorrer das horas (h) de fermentagao.
Somente o carboidrato diminui (p<0,05), mostrando coeréncia nos resultados ja que o mesmo
tem funcdo de nutrir o microrganismo por ser a principal fonte de carbono.

Para o farelo integral o teor de lipidios apresentou seu maior valor no tempo de
48 h de fermentacdo, ndo diferindo significativamente dos tempos de 72 h e 96 h. As
proteinas aumentaram mais que o dobro comparando com os farelos NF ¢ 0 h e as fibras
apresentaram seu maior valor no tempo de 96 h de fermentacdo, indicando com isso, que a
fermentagdo ¢ uma boa ferramenta para aumentar estes teores. De acordo com Griffin (1993),
nutrientes no substrato sdo utilizados para a producdo da parede celular de fungos;
consequentemente, existe uma diminuicdo em polissacaridos no substrato. Isto foi
demonstrado pelo aumento do teor de fibras e proteinas na biomassa, durante a fermentagao,
que para o farelo integral aumentou em aproximadamente 400% e, para o desengordurado em

45% comparados com seus farelos de arroz ndo fermentado (OLIVEIRA et al., 2010).
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Tabela 3 — Composi¢ao proximal do farelo fermentado integral (FI) e farelo desengordurado (FD) durante a fermentacao e ndo fermentado (NF).

Tempos de Fibras (%) Cinzas (%) Lipidios (%) Proteinas (%) Carboidratos (%)

fermentacio FI FD FI FD FI FD FI FD FI FD
NF 3,30°%  9,25%% 10,40%" 11,53** 21,53°*  7,93%% 11,00 12,88>" 44,70 = 3541*°
0h 330%%  927%% 12,80 6,258 21,50°* 8,71%® 12,00%® 14,49*** 40,40  40,96"*
24h 4,60*% 10,85°* 15,00 7,01%® 22,00 17,97 1520°" 1529*°* 34,70°* = 31,36""
48 h 7,009% 16,57** 16,40°* 8,19  29,00** 16,36°® 20,50>* 20,12**  11,90°®  16,36""
72h 8,00™% 13,96™* 18,90** 9,55"8 2570*** 15888 20,70>* 17,91**® 10,30 27,204
96 h 16,00* 13,45>% 10,40 11,69** 24,40*** 2557%* 29,00** 19,32*®  3,00%" 8,154

Letras maitsculas iguais na mesma linha (referindo-se a cada analise da composicdo) e letras mintisculas iguais na mesma coluna (para cada tempo de
fermentag@o) indicam ndo haver diferenga significativa entre os tratamentos pelo teste de Tukey (o <0,05). Os resultados apresentam coeficiente de

variagdo menor que 20%.
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As cinzas apresentaram decréscimo no tempo de 96 h indicando assim,
juntamente como os outros fatores como lipidios e carboidratos, a possibilidade da falta de
nutrientes para o microrganismo continuar proliferando, explicando a diminui¢do destes
valores.

Para o farelo desengordurado foi possivel observar que o contetido de fibras
apresentou-se menor no farelo ndo fermentado (NF) e nos tempos iniciais de fermentacao,
tendo uma maior quantidade no tempo de fermentacdo de 48 h, havendo uma diminui¢ao
significativa (p<0,05) apds esse periodo. Nos farelos fermentados ocorreu um aumento
significativo (p<0,05) no teor de cinzas com o decorrer da fermentacdo, resultado do teor de
cinzas inerente provavelmente ao crescimento fungico. O teor lipidico foi maior no tempo de
fermentagdao de 96 h, ndo diferindo significativamente (p<0,05) nos tempos de 0 e 72 h,
enquanto que o teor proteico ndo variou significativamente (p<0,05) nos tempos 0, 24 ¢ 72 h.

Entre os tipos de farelos estudados, quanto a composi¢do proximal, destaca-se o
farelo integral apresentando resultados promissores para fibras, cinzas, lipidios e proteinas nas
96 h. Além destes, ha a diminui¢ao dos carboidratos tornando o farelo menos caldrico quando
fermentado com o fungo Rhizopus oryzae.

Os resultados no contetido de cinzas nos farelos fermentados e in natura foram
semelhantes aos relatados por Kupski et al. (2012), que em 96 h de fermentagao com o micro-
organismo Rhizopus oryzae utilizando o farelo de arroz integral como substrato obteve 13,9%
de cinzas, 11,7% de fibras e 22,1 % de proteinas. Segundo Silveira e Furlong (2007) os
maiores aumentos nos teores proteicos dos farelos de arroz desengordurado e de trigo,
submetidos a fermentacdo em estado solido (pelos fungos Rhizopus sp. e Aspergillus oryzae),
foram observados com o microrganismo Rhizopus sp. De acordo com Irakli, Katsantonis e
Kleisiaris (2015) o farelo de arroz, ¢ um importante subproduto e estd ganhando o mundo por
possuir muitos efeitos benéficos nutritivos e biologicos, contém fitoquimicos tal como y-
orizanol, tocoferdis, tocotriendis e polifendis, que previnem danos oxidativos dos tecidos do
corpo ¢ do DNA, além de fungdes de diminuir o colesterol, beneficios para a satde

cardiovascular e atividade anti-tumoral.

3.2. DISPONIBILIZACAO DE MINERAIS

Na Tabela 4 estao os teores de minerais analisados durante a fermentagao do farelo de

arroz pelo fungo Rhizopus oryzae.
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Tabela 4 - Teor de minerais em farelo de arroz integral (FI) e farelo de arroz desengordurado
(FD) durante a fermentagao por 0, 24, 48, 72 ¢ 96 h e farelo nao fermentado (NF).

Minerais f
NF 0h 24h 48 h 72h 96 h
Ca 854+48° 649+14° 630+55" 668+56™ 782+82° 725+36°
Fe* <39 <39 <39 <39 <39 <39
Mg 10287+707°  9704+715"  71404504°  12229+968* 11164+1117* 10948+694*
Na* 10146 <75 <75 11544 104+13* 11143
P 29326 1626°  29532+657° 30716+2147° 34287+1258" 38201+1521* 40741+1764°
S 1819£78%  2129+201°  2580+145°  29414219°  3778+199*  4036+480°
Cr 1,8140,20°  1,7240,32°  2,12+0,20®  1,91+0,31*  1,82+0,38"  2,42+0,28"
Cu 9,56+0,17°  8,83+0,5°  12,0+1,1* 10,4+1,1° 1241% 12,8+0,2°
Mn 207+6° 173+9¢ 219+9° 215+13° 233+5° 271+6°
Zn 74,6+3,1°  70,9£2,3° 92,1425 94,7+ 9,1° 105+10° 110+4°
FD
Minerais
NF 0h 24h 48 h 72h 96 h
Ca 692+29° 652+7° 74346 885+17° 869+15 865+26°
Fe 163+17° 90+3° 68+2° 51+2¢ 32+3" 44+5°
Mg 12724+1619* 7196+488"  6102+389°  3596+166°  2671+£126°  2472+135"
Na 72,0+4,2° 733445 78,2+2,6° 96,8+6,1° 92,346,4° 93,1+1,1°

P 28548+163%  28292+19%  31993+214°  36236+165°  38251+£593"  39267+734°
2703+18%  2831+80°  3123+17° 3606+£62°  3749+119*  3924£119°
Cr 1,1940,05°  1,12+0,17°  1,12+0,16°  1,49+0,11*  1,22+0,18%  1,30+0,23*
Cu 8,44+0,08°  8,51+0,05¢  10,0+0,2° 11,8+0,4° 10,8+0,1° 12,3+0,1°
Mn 21124 207+3¢ 229+2° 24842° 257+1° 25349
Zn 62,0£1,19  60,7£0,3¢  67,9+0,3° 77,9+1,6° 80,0+1,0° 79,9+2,7%

~ -1 ’ 1 . ~ 71 7 .
Os resultados estdo em pg.g— e representados como média + desvio padrdo. *Valores sem analise estatistica.

Nos resultados referentes ao FI durante 0, 24, 48, 72 ¢ 96 h verifica-se que, com
excecao dos valores obtidos para célcio e ferro, a fermentagdo com o fungo filamentoso
Rhizopus oryzae CCT 7560 durante 72 h e 96 h aumentou (p<0,05) o teor de minerais quando
comparado antes do processo fermentativo. Os niveis de célcio e ferro, apesar de ndo terem

sido elevados, foram semelhantes aos presentes na matéria-prima. Em relacdo a parte inferior
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da tabela 4 (FD) pode-se verificar que o teor de minerais, também com exce¢ao dos obtidos
para calcio e ferro, foram aumentados apds o processo fermentativo de 96 h, entretanto o teor
de ferro diminuiu significativamente (p<0,05) neste tempo. Os demais tempos de fermentacdo
influenciaram de forma distinta nos niveis de cada mineral, tanto para o FI como para o FD.

Processos fermentativos sdao as transformagdes do material bioldgico ou de um
meio sintético que o substitua, por agentes também biologicos, originando produtos
desejados. Para a realizacdo da fermentagcdo ¢ necessario adicdo da solugdo nutriente e do
micro-organismo, o que provavelmente ird aumentar, conforme as substancias acrescentadas,
o teor de nutrientes até iniciar o seu consumo e consequentemente as transformagdes proprias
do processo (REGULY, 1996). O tempo 0 h neste trabalho corresponde a esta etapa, na qual o
substrato foi adicionado do material bioldgico e do micro-organismo necessario, entretanto
sem fornecer tempo para a atividade metabdlica, assim, comparar este tempo experimental
com os demais ¢ de extrema importancia para o estudo dos beneficios do processo
fermentativo na biodisponibilidade dos nutrientes.

Assim, comparando os tempos de fermentacdo 0 e 96 h, verifica-se que, tanto ao
se utilizar o FI ou o FD como substrato, os teores de minerais, como exce¢do do ferro e
magnésio, foram superiores no maior tempo de processo fermentativo (p<0,05). A presenca
de quantidade igual ou superior de magnésio no tempo 0 h pode ser explicada pela adi¢ao de
MgSO, da solugdo nutriente para a manuten¢do do micro-organismo. A diminui¢do as 24 h
deste mineral pode ser explicada por o mesmo ser utilizado como cofatores de enzimas que o
R. oryzae produz durante a fermentacdo. Para um estudo mais detalhado de qual a melhor
fonte nutricional entre as analisadas construiu-se a Tabela 5, a qual retne as melhores
respostas para o perfil de minerais nos farelos expostos a 0 ¢ 96 h de fermentagdo com os
dados recomendados para ingestdo didria pelo Ministério da Saude do Brasil (BRASIL,
2005).

O calcio ¢ um mineral essencial necessario para realizagao de diversas fungdes
bioldgicas. Estudos demostram a associacdo entre o baixo consumo de cdlcio e doencas
cronicas, como osteoporose, cancer de coldn, hipertensdo arterial e obesidade. No Brasil
grande parte da populagao apresenta consumo de célcio abaixo do recomendado (BRASIL,
2005). Conforme observado na Tabela 5, o FDF durante 96 h foi a amostra que apresentou

maior teor deste mineral (p<0,05), seguida pelo FIF.
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Tabela S5 - Valores de minerais em farelo de arroz integral (FI) e farelo de arroz
desengordurado (FD) durante a fermentacdao por Oh e 96 h em comparagdo com o indice de
Ingestao Diaria Recomendado.

FI0h FDOh FIF 96 h FDF 96 h IDR' IDR”
Mineral -
Hg.g Hg
Macronutrientes
Ca 649+14° 652+7° 725+36° 865+26° | 10 (x10°) 5-7(x10°)
Na* <75 73,3+4.,5 11143 93,1+1,1 | 5(x10%) 5(x10%)

Mg 9704+715% 7196+488° 10948+694°  2472+135° | 2,6 (x10°) 0,6 — 1 (x10°)
p 29532+657° 28292+19° 40741+1764" 39267+734* | 7 (x10°) 4,6 12,5 (x10°)
21294201  2831+80°  4036+480°  3924+119° - -

Micronutrientes
Fe* <39 90+3 <39 44+5 14000 6000 — 9000
Cr 1,7240,32°  1,12+0,17°  2,42+0,28*  1,30+0,23" 35 11-15
Cu 8,83+0,5°  8,51+0,05°  12,8+0,2° 12,340,1* 900 340 - 440
Mn 173+9° 207+3° 27146 253+9° 2300 1200 — 1500
Zn 70,9+2,3°  60,7+0,3¢ 110+4° 79,9+2,7° 7000 4100 — 5600

*Valores sem analise estatistica. FIF=Farelo integral fermentado, FDF=Farelo desengordurado fermentado.
Ingestdo diaria recomendada para adultos (BRASIL, 2005); 2Ingestdo diaria recomendada para criangas entre 1

e 10 anos (BRASIL, 2005).

Normalmente encontrado nos alimentos sob a forma de sal (cloreto de sddio), o
sodio, também ¢ um mineral essencial as diversas fun¢des vitais do organismo, como
contracdo muscular, manuten¢cdo da pressdo arterial, transmissdo nervosa e equilibrio de
fluidos. O cloreto de s6dio ou o “sal” ou ainda o “ouro branco” estd associado com saude e
saudavel, “salus” e “salubris”, derivadas de “sal”, entretanto, atualmente, se tem
conhecimento de que um elevado consumo deste mineral pode desencadear diversas
disfungdes no organismo. Foram observadas evidéncias da associagdo entre o alto consumo de
sodio e doencga cardiovascular e acidente vascular cerebral, independentes ou associadas com
aumento da pressao arterial (SARNO, 2010). Nas amostras estudadas pelo nosso grupo de
pesquisa os valores mais elevados de calcio foram encontrados no FDF e FIF,
correspondendo, respectivamente, a 0,15 e 0,2 % da IDR para adultos.

Assim, como os macrominerais citados anteriormente, o magnésio, fosforo e

enxofre sdo componentes vitais ao organismo do ser humano. O magnésio € constituinte de
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muitas coenzimas e essencial para o funcionamento normal dos nervos e musculos; o fosforo
participa da formagdo de energia para reagdes celulares na forma de ATP (Adenosina
trifosfato), forma ossos e dentes, entre outras funcdes e o enxofre participa da estrutura de
muitas proteinas (BRAGA; MENDONCA, 2010). A utilizagdo do fésforo dos alimentos de
origem vegetal pelos animais monogastricos estd diretamente relacionada com o contetido de
fitato, ja que o fosforo ndo € utilizado por esses animais, devido a auséncia da enzima fitase
no seu trato digestivo, com o processo fermentativo o fungo Rhizopus oryzae produz a enzima
fitase (LENNARTSSON; TAHERZADEH, 2014; OLIVEIRA et al., 2010), a qual atua
hidrolisando os fitatos presentes no farelo, e liberando o fosforo. O teor de magnésio foi
significativamente mais elevado no farelo de arroz integral, tanto fermentado como nao. Ja os
valores de fosforo e enxofre foram superiores (p<0,05) nos farelos fermentados (integral e
desengordurado).

O ferro é um micronutriente essencial presente em diversos alimentos, sendo que
60 a 70% do ferro total presente em seres humanos encontra-se associado a hemoglobina.
Existem véarios alimentos ricos em ferro e entre eles, estdo: germe de trigo, folha da salsa,
aveia, espinafre, arroz, leguminosas em geral, cenoura, couve, repolho, entre outros. As
concentragdes de ferro encontradas em cereais € em graos ndo diferem muito, sendo que a
média comum entre eles ¢ de 25 a 80 pg g (VENEZUELA, 2001). Se tomarmos como
referéncia alimentos conhecidos mundialmente como fonte de ferro, tais como figado cru (56
ug de Fe g); feijao rajado cru (18,6 pg de Fe g') e aglicar mascavo (8,6 pg de Fe g™)
(TACO, 2011) tem-se o farelo de arroz como uma fonte bem representativa do mineral,
principalmente o FD estudado.

Nesta pesquisa, o FIF se mostrou uma excelente fonte de cromo (cada 1 g de
biomassa ¢ capaz de suprir 7% e 22% da IDR para adultos e para criangas, respectivamente) e
de zinco (1,5% da IDR para adultos e 2,7% da IDR para criancas). O cromo estd associado a
manuten¢do do metabolismo da glicose, possivelmente pela potencializacio da acdo da
insulina em nivel da membrana celular e assim, influencia o metabolismo de carboidratos,
lipidios e proteinas; enquanto que o zinco, ¢ um componente estrutural e/ou funcional de
varias metaloenzimas e metaloproteinas, participa de muitas reagdes do metabolismo celular,
incluindo processos fisiologicos, tais como funcdo imune, defesa antioxidante, crescimento e
desenvolvimento (CASEY; WALRAVENS, 1988; VENEZUELA, 2001).

O cobre pode ser encontrado nos tecidos biologicos sob a forma de complexos
organicos, como as metaloproteinas que possuem atividade enzimatica. A utilizacdo de

oxigénio durante a respiragdo celular, utilizacdo de energia e sintese de compostos essenciais
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sao exemplos de reacdes metabolicas intermediadas por enzimas que requerem a presenga de
cobre para apresentarem atividade catalitica. O manganés participa da formacdo de tecido
conjuntivo e 0sseo, crescimento e reproducdo e metabolismo de carboidratos e lipidios
(PREDRAZA et al, 2011). Desta forma, apesar de serem necessarios em baixas
concentracgoes, sao considerados essenciais ao metabolismo humano. Os farelos fermentados
integral (FI) e desengordurado (FD) se mostraram como excelentes fontes de cobre e
manganés. Os teores de cobre nos farelos fermentados representam cerca de 1,5% e 3,5%;
enquanto que o de manganés a cerca de 12 e 22% da IDR para adultos e criangas,
respectivamente.

Conforme Chaud, Arruda e Felipe (2009), em relagdo a composi¢do de minerais,
o farelo de arroz ¢ extremamente rico em fésforo, manganés, cobre, ferro e zinco; e, como
outros farelos, deficiente em calcio. Os farelos de arroz avaliados nesta pesquisa se mostraram
ricos nestes minerais €, apos a fermentagao, tanto o farelo integral como o desengordurado,
tiveram seus teores aumentados com o processo.

Sao poucos os estudos sobre a determinagdo de minerais em farelo de arroz; em
geral o que ocorre ¢ a determinacdo da fracdo de cinzas. Faria, Bassinello e Pentado (2012)
determinaram alguns minerais em farelo de arroz integral submetido a diferentes tratamentos
de conservagdo do subproduto, tais como micro-ondas e forno convencional. Foram
encontrados valores superiores de calcio (733 pg.g”) e ferro (115 pg.g™) no farelo de arroz
integral submetido a acdo das micro-ondas, quando comparado aos demais tratamentos.
Lacerda et al. (2010) determinaram os teores de calcio, magnésio, potassio, fosforo, ferro,
cobre, zinco e manganés em farelo de arroz integral cru, extrusado e parboilizado. Este tltimo
tratamento foi o que apresentou resultados mais elevados para os teores de minerais, com
excecao de magnésio, potassio e ferro. Kraler et al. (2014) realizaram uma pesquisa para
avaliar a biodisponibilidade in vivo de minerais em farelo de trigo fermentado extrusado e
concluiram que estes métodos realmente exercem influéncia sobre a disponibilidade dos
nutrientes.

De acordo com este estudo pode-se observar o potencial que o farelo de arroz
possui, ndo somente para o consumo animal ou para extracdo de nutrientes de interesse, mas
também como uma possivel solugdo para a nutricdo de seres humanos. Com o auxilio da
fermentagdo teores de proteinas, fibras, lipidios e minerais aumentam, incorporando ainda

mais o substrato e auxiliando para o enriquecimento do produto.
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3.3. DISPONIBILIZACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS

Na Figura 1 esta demonstrada a extragdo dos compostos fendlicos durante a

fermentagdo pelo fungo Rhizopus oryzae.

Figura 1 - Compostos fendlicos de farelo de arroz integral (FI) e farelo de arroz
desengordurado (FD) durante a fermentagdo e ndo fermentado (NF).
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Foi verificado aumento significativo no contetdo de fendis apds 48 h de
fermentagdo tanto para o FI quanto para o FD, sendo que a biomassa fungica com FD
apresentou maior quantidade de fenois (Figura 1). Esta diferenca pode estar relacionada com
o fato da utilizagdo do farelo de arroz desengordurado como substrato (OLIVEIRA et al.,
2010; SILVEIRA; BADIALE-FURLONG, 2007), ja que alguns &cidos fendlicos derivados de
graos estdo ligados a polissacarideos, ligninas e suberina que sdo materiais da parede celular.
Compostos fendlicos em farelo de arroz podem estar na forma livre soluvel, soluvel
conjugado e insoluvel de forma ligada (MIRA et al., 2008), e ha duas rotas para formagao dos
mesmos, da decomposicao entre ligacdes da lignina, celulose e hemicelulose ou pela
produgdo a parte do 6leo de farelo de arroz (POURALI; ASGHARI; YOSHIDA, 2010). O
aumento dos fendis durante a fermenta¢do ¢ causado principalmente pela clivagem dos

compostos complexados com lignina (KUPSKI et al., 2012). Os compostos fenolicos
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desempenham acgdes fisiologicas, tais efeitos estao relacionados, principalmente, ao combate a
geracdo de espécies reativas de oxigénio, 0o que, por sua vez, contribui para a redu¢do do
estresse oxidativo, comum em doengas cardiovasculares, neurodegenerativas, cancer, entre
outras (CONTRERAS-CALDERON et al., 2011; SANTOS et al., 2011).

Resultados semelhantes foram relatados de acordo com Kupski et al. (2012) e
Schmidt et al. (2014) onde a fermentacdo em estado so6lido do farelo de arroz integral por
Rhizopus oryzae duplicou o teor de compostos fenolicos. Dey e Kuhad (2014) melhoraram a
extragdo de compostos fenolicos por fermentacdo em estado solido a partir de trigo por
Rhizopus oryzae utilizando diferentes condi¢des de extracao. Razak et al. (2015) constataram
o efeito da fermentagdo, com culturas Unicas e mistas de dois tipos de fungos: Rhizopus
oligosporus e Monascus purpureus, em estado sélido, utilizando varios tipos de fungos sobre

o aumento do teor de acido fendlico de farelo de arroz comparando com a ndo fermentada.

4, CONCLUSAO

Foi possivel verificar que o processo fermentativo por fungo filamentoso
Rhizopus oryzae CCT 7560 influenciou positivamente na composi¢ao proximal aumentando
fibras, cinzas, proteinas e lipidios. O mesmo resultado foi observado quanto aos niveis de
minerais, tanto no farelo integral quanto no desengordurado, em especial quando realizado
durante 96 h. Ao analisar exclusivamente o tempo de 96 h, o farelo de arroz integral
fermentado (BI) apresentou respostas mais elevadas, com excecdo do teor de calcio,
respondendo melhor a IDR para adultos e criangas, quando comparado ao farelo de arroz
desengordurado fermentado (BD). Os compostos fendlicos aumentaram para ambos os farelos
com a fermentacao, destacando o farelo desengordurado, acrescendo estes teores em mais de
100%. Com estes resultados, os farelos de arroz fermentados apresentam nutrientes

interessantes para o consumo mostrando uma alternativa para alimentagao humana.
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INFLUENCIA DO PROCESSO DE FERMENTACAO POR Saccharomyces cerevisiae
EM FARELO DE ARROZ INTEGRAL E DESENGORDURADO NOS TEORES DE
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INFLUENCIA DO PROCESSO DE FERMENTACAO POR Saccharomyces cerevisiae
NA AVALIACAO DE NUTRIENTES EM FARELOS DE ARROZ INTEGRAL E
DESENGORDURADO

RESUMO

A fermentag¢do em estado sé6lido tem sido aplicada em residuos agroindustriais como forma de
disponibilizar maior contetido de nutrientes e bioativos. O objetivo deste estudo foi avaliar a
influéncia da aplicacdo da levedura Saccharomyces cerevisiae utilizando os farelos de arroz
integral e desengordurado como substratos, para estudo dos seus efeitos nos teores de
proteinas, lipideos, fibras, carboidratos, minerais e compostos fendlicos. Os farelos de arroz
foram submetidos a fermenta¢io em estado sélido utilizando a levedura (3% pp™) e agua
(30%) por até 8 h a 30 °C. Nos farelos, e em suas biomassas, foram determinados os macro
nutrientes, os minerais por espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente
acoplados, e compostos fendlicos, soluveis em metanol. A levedura promoveu o aumento de
cinzas, proteinas e compostos fenolicos, em 5%, 62% e 10%, respectivamente no farelo de
arroz integral fermentado por 6 h. Para o farelo desengordurado acarretou no aumento de
lipideos em 38% e fibras em 14%. Os minerais se alteraram com a fermentacdo em ambos os
farelos fermentados. Os compostos fenolicos foram extraidos em maior propor¢ao no farelo
de arroz integral fermentado, alcan¢ando niveis de 1165 pg g de farelo. Em vista disso, o
farelo de arroz integral fermentado por 6 h se destacou na disponibilidade dos nutrientes e

bioativos.

Palavas-chaves: Bioativos. Fermentacdo em  estado-solido. Levedura. Residuos

agroindustriais.
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1. INTRODUCAO

O farelo de arroz, coproduto obtido pela industria de moagem de arroz, estd
ganhando importincia comercial no mundo por possuir efeitos nutritivos e biologicos. E uma
fonte rica em fibras, vitaminas, proteinas, minerais, lipideos e polifendis (IRAKLI et al.,
2015, POULEV et al., 2018), podendo ser incorporado nas dietas humanas para melhorar a
saude, particularmente nos paises em desenvolvimento.

Os materiais celulosicos e hemiceluldsicos, contendo glicose e xilose como
principais componentes de agucar, sao considerados recursos de biomassa sustentaveis, e
varios esforcos tém sido realizados para produzir a partir desses, além de bioetanol, outros
compostos usando leveduras e demais microrganismos (CHAUD; ARRUDA; FELIPE, 2009;
CHRIST-RIBEIRO et al., 2017b; NAMBU-NISHIDA et al., 2018). A fermentacdo ¢ uma
biotecnologia essencial para a conversao de materiais lignoceluldsicos, presentes em cascas €
farelos, em compostos que apresentam potencial para fornecer solugdes para problemas de
nutricdo, como a ingestdo inadequada de proteinas, minerais, fibras e lipideos. Isso também
reduz o desperdicio, a poluigdo ambiental e aumenta a qualidade dos subprodutos (CHRIST-
RIBEIRO et al.,, 2017a). Produtos fermentados contém nutrientes que podem alimentar
humanos e animais, substituindo assim fontes convencionais. No entanto, ¢ importante usar
microrganismos que sdo "Geralmente considerados como seguros (GRAS)" na fermentagao,
para promover seu uso. Saccharomyces cerevisiae ¢ amplamente aceita devido a historia de
seu uso na fermentacao tradicional e qualidade nutricional (ANUPAMA; RAVINDRA, 2000;
ARUNA et al., 2017; NASSERI et al., 2011).

Com o emprego da fermentacdo, a maioria dos minerais presentes em produtos
ricos em lignina, como o farelo de arroz, tornam-se biodisponiveis e bioacessiveis (CHRIST-
RIBEIRO et al., 2017a). Elementos essenciais, como os minerais, devem ser incorporados
pela dieta, e s3o importantes para o funcionamento do corpo humano devido a sua interagao
em processos genéticos e fisioldgicos, e, consequentemente, a deficiéncia dos mesmos
poderia trazer anormalidades estruturais e fisiologicas (MIR-MARQUES et al., 2016).

Além desses nutrientes presentes no farelo de arroz, este ainda contém altos niveis
de fitoquimicos como vitaminas, vy-orizanol, acido fitico, tocoferois, tocotriendis,
carotenoides, 4cido y-aminobutirico, esqualeno, acidos gordos insaturados, fitosterois e
compostos fendlicos (CHRIST-RIBEIRO et al., 2017b; MASSAROLO et al., 2017; POULEV
et al., 2018). Dentre eles, os fendlicos tém sido amplamente investigados por possuirem uma

gama diversificada de bioatividades, como antioxidantes, antimicrobianas, antivirais,
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propriedades antiinflamatdrias e, em geral, para a promoc¢do da saude humana. Essas
propriedades bioativas tornam esses compostos com papel importante na prevengao de certas
doengas cronicas como diabetes, inflamagdo cronica, doengas cardiovasculares e certos tipos
de cancer (CHRIST-RIBEIRO et al, 2017a; WANG et al., 2015,).

Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a utilizagdo de Saccharomyces
cerevisiae utilizando farelos de arroz integral e desengordurado como substrato, e os teores de
proteinas, lipideos, fibras, carboidratos, minerais e compostos fenolicos apds suas

fermentagoes.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 MATERIAL

Os farelos de arroz integral (FI) e desengordurado (FD) foram fornecidos por
industrias de beneficiamento do grao no Rio Grande do Sul, Brasil. A levedura de panificacdo
(Saccharomyces cerevisiae), foi adquirida no comércio local e utilizada como fonte das

células.

2.2 FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO

A fermentagdo em estado solido foi realizada de acordo com Feddern et al.
(2007), onde os farelos de arroz (integral e desengordurado) foram distribuidos em uma
camada de 1 cm em biorreatores de bandeja (29 x 17 x 5,5 cm) e esterilizados. Apos foi
adicionada a levedura Saccharomyces cerevisiae, previamente hidratada (3% pp'), ¢ a
umidade do meio foi ajustada para 30% com adi¢do de agua esterilizada. O processo foi
realizado em estufa com circulacdo de ar a 30 °C, por 8 h. Aliquotas de biomassa foram

retiradas a cada 2 h de fermentagdo, e congeladas, para posterior determinagao.

2.3 CARACTERIZACAO DO FARELO DE ARROZ

A composi¢ao proximal dos farelos foi determinada de acordo com os métodos
AOAC (2000) para umidade (n° 935.29), proteina (n° 920.87), lipideos (n° 920.85) e cinzas

(n°®923.03). O contetido de fibra foi determinado por gravimetria, através dos residuos basicos
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e acidos utilizados na digestao das amostras (CIENTEC, 1991). Carboidratos foram estimados

por diferenca.
2.4 DETERMINACAO DE MINERAIS

O FI, FD e fermentados foram pesados (~ 300 mg) em triplicata e a digestdo foi
realizada em forno micro-ondas modelo Speedwave four (Berghof, Alemanha), de acordo

com o programa descrito na Tabela 1.

Tabela 1 - Programa de aquecimento do micro-ondas.

Etapas Rampa (min) T (°C) Tempo de permanéncia (min) Pressao(bar)
1 20 170 10 35
2 5 200 25 35
3 5 50 20 35

Tabela 2 - Condicdes de operagdes do ICP OES*.

Paramétros Condig¢des

Poténcia (W) 1400

Fluxo de gas principal (L min™") 15

Fluxo de gas auxiliar (L min™) 0.2

Fluxo de gas de neutraliza¢do (L min™) 0.7

Comprimento de onda (nm) Ca 315.887
Fe 238.204
Mg 279.077
Na 589.592
P 214914
S 181.975
Cr267.717
Cu 324.759
Mn 259.374
Zn 213.857

* Espectrometria de emissao optica com plasma indutivamente acoplado.



70

Para digestao foram utilizados 5 ml de 4cido nitrico (HNO3) concentrado (Merck)
e 0,5 ml de 4cido fluoridrico (HF) 40% (Merck). Apos a digestdo, as amostras foram diluidas
de 5 aliquotas em HNOj3; 5%, para posterior quantificacdo. As determinacdes foram feitas em
espectrometro de emissdo Otica com plasma acoplado indutivamente Perkin Elmer (modelo
Optima 4300 DV, Shelton, EUA). A introdugdo das amostras no espectrometro foi realizada
empregando um nebulizador GemCone ¢ um nebulizador de camara ciclonica. Outras
condi¢des operacionais do equipamento estdo descritas na Tabela 2. O plasma foi formado a

partir de argdnio, com pureza de 99,996% (AOAC, 2000).

2.5 EXTRACAO E QUANTIFICACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fendlicos foram extraidos a frio com metanol como solvente
extrator na propor¢ao de 1:8 (p / v). A mistura foi submetida a agitacdo orbital, 160 rpm a
temperatura ambiente por 2 h. Apds repouso por 15 min, foi feita nova adicdo de 10 mL de
solvente, seguido de agitacao durante 1 h. Os extratos metandlicos foram evaporados em rota-
evaporador e os compostos fendlicos foram ressuspensos com agua destilada. O extrato
resultante foi clarificado, centrifugado e filtrado para obtengdo de compostos fenolicos. O
conteudo total de compostos fendlicos foi quantificado por espectrofotometro a 750 nm com
reagente de Folin-Ciocalteau, usando acido galico (Sigma-Aldrich, Japao) como padrio (2 a

30 pg ml™") (SOUZA et al., 2009).

2.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram relatados como média (Teste de Tukey) e o teste de Analise
de Variancia unidirecional (ANOVA) foram utilizados para determinar diferengas
significativas entre as varidveis. Diferencas com valor de p <0,05 foram consideradas

significativas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 3 estdo os resultados de cinzas, proteinas, lipideos, fibras e
carboidratos nos FI, FD e fermentados por até 8 h.
De acordo com a Tabela 3 houve aumento dos teores de cinzas, proteinas, fibras e

diminui¢do dos lipideos e carboidratos com a aplicagdo de S. cerevisiae no farelo de arroz
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integral durante 8 h de fermentag¢do. Para o farelo de arroz desengordurado houve aumento
dos teores de lipideos e fibras e diminui¢do dos carboidratos. Mantiveram-se os valores de
cinzas, durante o processo de fermentagdo e proteinas, quando comparado ao farelo nao
fermentado. Destaca-se a fermentagdo de 6 h que apresentaram os maiores niveis dos
compostos analisados para ambos os farelos.

Durante a fermentagao alcoodlica, a via metabodlica de S. cerevisiae € caracterizada
por uma interagdo complexa entre acetilacdo, producdo e degradacdo de aminoacidos
(BENUCCI et al., 2017). Uma barreira para a produgdo de compostos a partir da biomassa ¢
que, em materiais lignoceluldsicos, a celulose esta fortemente ligada as hemiceluloses e a
lignina. Esta ligacdo resiste a degradacdo e confere estabilidade hidrolitica e robustez
estrutural as paredes celulares das plantas. Para superar a resisténcia da lignocelulose, ¢
necessario um tratamento, biotecnoldgico, para alterar a estrutura, bem como a sua
composi¢do quimica microscopica, de modo que a hidrolise enzimatica da fracdo de
carboidrato para os aglicares monoméricos possa ser alcangada com maior rapidez e com
maiores rendimentos (DAS, 2013; OH; CHOI; KIM, 2017). Com isso, o crescimento do
microrganismo sobre um substrato altera a composi¢ao quimica dele devido a producgdo de
enzimas exocelulares, para a obtencao de nutrientes, além da producao de outros metabdlitos
proprios do agente fermentador. Esta metabolizagdo pode enriquecer o substrato, dependendo
dos componentes intrinsecos do agente fermentador, ou pela disponibilizagdo de nutrientes
presentes nele, que antes da agdo microbiana se encontravam associados de forma ndo
acessivel aos processos extrativos quimicos ou enzimaticos (OLIVEIRA et al, 2010).

Conforme a Tabela 3, os resultados estdo de acordo com Feddern, Furlong e
Soares (2007) que obtiverem aumento de cinzas e fibras em 13 e 2%, respectivamente, e
diminui¢do de carboidratos em 4,8% no tempo de 6 h de fermentacdo por S. cerevisiae. De
acordo com Aruna et al. (2017) a fermentagdo em estado solido de cascas de inhame
utilizando a mesma levedura por 96 h, apresentou aumento dos teores de proteina bruta, teor
de proteinas, lipideos e cinzas em 6,6%, 4,3%, 1,1% e 4,4% para 15,5%, 13,3%, 2,1% e 8,0%,
respectivamente, quando a fermentacdo atingiu 96 h na presenga de sulfato de amonio. Na
Tabela 4 estdo analisados os minerais Calcio (Ca), Ferro (Fe), Magnésio (Mg), Sodio (Na),
Fosforo (P), Enxofre (S), Cromo (Cr), Cobre (Cu), Manganés (Mn) e Zinco (Zn) e suas

variagoes durante a fermentacgao.



Tabela 3 - Composi¢do proximal (%) de FI, FD fermentados e ndo fermentado (NF), submetidos a diversos tempos de fermentacao.

Cinzas Proteinas Lipideos Fibras Carboidratos
FI FD FI FD FI FD FI FD FI FD
NF 138" 12,6 74%  297%% 30,71 24% 54" 48" 312" 397

Oh 142°% 122" 12,6 242 2033 28% 52" 554 154" 22,6™
2h 142" 122*® 12,0®  21,7%% 20,08* 3,1® 52" 56 159" 25,1
4nh 142" 12,1 205 26,3 19,44 3,5 55" 5208 1P 21,3
6h 145 124® 195" 29,1* 20,73* 40" 63 56 7,7 17,54

8h 144 122 179" 272 2200" 3,6 62 44" g4 20,3

Os valores sdo expressos como médias e os resultados mostram coeficiente de variagdo menor que 20%. Valores em linhas com
a mesma letra maitscula (andlise de composi¢do) e valores em colunas com a mesma letra mintuscula (tempo de fermentagao)

ndo indicam diferengas significativas pelo teste de Tukey (p <0,05).
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Os componentes alimentares considerados essenciais, que devem ser ingeridos
regularmente, sdo Ca, Mg, Na, K, Fe, Zn, Cu e Mn e s3o fundamentais para o bom
funcionamento de numerosos processos bioquimicos que ocorrem no corpo humano (SILVA
et al., 2018). Portanto, de acordo com a Tabela 4, os resultados apontam que o farelo de arroz
¢ uma fonte rica destes compostos e com a fermentacao estes niveis variam. Assim, o teor de
Ca, aumentou em 8% e 18,5% para FI em 8 h de fermentagdao e FD em 6 h de fermentagao,
respectivamente. O alto teor de célcio ¢ desejavel para a prevencao de doencas dsseas e para
manter o papel biologico da transmissdo do nervo. Essencial para ossos e dentes saudaveis,
contragdo muscular, secrecdo glandular, liberagdo de insulina e coagulagdao sanguinea. Fe
aumentou em 27% no FI em 6h, Na aumentou 42,5% e 49,3 % para o FI em 6h e FD em 8h
de fermentacdo, respectivamente. S aumentou em 6,4% no FI em 8h e Cu aumentou 6,4% no
FI em 6h de fermentacdo. Mg e P apesar de ndo sofrerem variagdes significativas, possuem
altos niveis, e os mantém durante a fermentagdo. O Mg ¢ responsavel pela manutencao
adequada e o crescimento dos 0ssos, ¢ cofator de inimeras enzimas, desempenha um papel
vital no bom funcionamento dos nervos e musculos.

O Mn ¢ abundante no FD, mas ndo apresentou variagdes durante o tempo de
fermentacgdo. Este mineral possui fungdes no desenvolvimento dsseo, constitui parte de muitas
enzimas, ¢ importante para o funcionamento normal do cérebro e atividade adequada do
sistema nervoso (CAMPBELL, 2017; ITANKAR; TAUQEER; CHUNOTI, 2016;
NOSRATPOUR; JAFARI, 2018).

Silva et al. (2018) verificou que o arroz integral contribuiu significativamente para
as doses recomendadas de Mn (61%) e Mg (20%), arroz parboilizado com Cu (45%) e arroz
branco com Mn (14%). Conforme Christ-Ribeiro et al. (2017a) os minerais do farelo de arroz,
tanto integral quanto o desengordurado, quando sob a a¢cdo do microrganismo R. oryzae,
aumentam seus teores, sendo o tempo de 96 h destacado pelos niveis mais altos. Materiais
biologicos ou sintéticos podem ser transformados em produtos de interesse para a
fermentagdo com agentes biologicos. A variagdo nos teores de minerais entre biomassa nao
fermentada e fermentada ocorre devido a sua utilizagdo na sintese micelial (OLIVEIRA et al.,

2010).
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Tabela 4 - Teor de minerais em farelo de arroz integral (FI), desengordurado (FD) fermentados e ndo fermentado (NF) durante a fermentagao.

Analito NF 0Oh 2h 4h 6h 8h
1
(ngg) FI FD FI FD FI FD FI FD FI FD FI FD
bB bA bB dA bB cA bB cA abB aA aB aA
Ca 559 858 545 746 479 794 553 784 575 1053 607 991
bB bA aA CcA bB bA aB aA bB CcA bB bA
Fe 134 309 251 218 161 243 271 398 184 190 189 259

aA aA aA aB aA aA aB aA aA aA aA aA
Mg 14086 13261 13793 12840 13407 13228 13231 13450 13418 13010 13543 13304

cB cA bB bA aA cA aA bA aA bA aB aA
Na 80,5 116 116 144 136 125 128 131 140 145 135 229
aA aB aA aB aA aB aA aB aA aB aA aB
P 25569 23427 25607 22846 24456 23661 24396 23500 25443 23020 24555 23966
cB bA dB bA cA cA bB aA bB bA aA cB
S 1889 2142 1777 2151 1893 1966 1973 2227 1923 2047 2018 1938
Cr <0,46 <0,46 <0,46 <0,46 <0,46 <0,46 <0,46 <0,46 <0,46 <0,46 <0,46 < 0,46
bA aA aA cB bA bA cB bcA aA cB bB bA
Cu 7,49 8,49 8,02 7,56 7,45 7,77 7,20 7,65 8,00 7,60 7,41 7,89
aB aA aB aA aB aA aB aA aB aA aB aA
Mn 194 276 191 258 192 260 192 262 191 260 195 264
aA bA aA bA bB bA aB aA bB aA abB bA
Zn 111 117 115 111 84,2 106 105 121 84,6 136 953 116

Resultados expressos como média. Valores em linhas com a mesma letra maitiscula (farelos analisados para cada tempo de fermentacdo) e valores em linhas com a mesma

letra mintiscula (tempo de fermentagao para cada farelo) ndo indicam diferengas significativas pelo teste de Tukey (p <0,05).
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Efeito semelhante a este estudo foi observado por Oduguwa, Edema e Ayeni
(2008), quando cultivou Rhizopus oligosporus e S. cerevisiae, usando o substrato de farelo de
arroz, cujo o conteudo de cinzas aumentou 24,5% apds 48 h de fermentagdo. Conforme Chaud
e Sgarbieri (2006) a parede celular da S. cerevisiae possui 1,4 % de cinzas, 2 % de lipideos
totais e 3,8 % de fibras insoluveis. Além dos minerais, foi avaliada a extracdo de compostos

fenolicos durante as 8h de fermentacao e estd apresentado na Figura 1.

Figura 1 — Compostos fenolicos extraidos de FI e FD fermentados por S. cerevisiae durante

8h. Dados apresentados como média. Letras iguais ndo diferem significativamente pelo teste

de Tukey (p <0,05).
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O FI apresentou maior conteudo (10%) de compostos fenolicos extraiveis que o
FD em todos os tempos de fermentagdo. Este resultado pode ser explicado pelas maneiras que
os compostos fenodlicos podem ser formados, sendo a primeira a partir da decomposicdo das
ligacdes entre a lignina, celulose e hemicelulose ou pela produgdo de uma parte de 6leo de
farelo de arroz (POURALI; ASGHARI; YOSHIDA, 2010). No caso da fermentagdo do farelo
de arroz, o aumento do teor de 4cidos fendlicos € causado, principalmente, pela clivagem de
compostos complexados com a lignina (SCHMIDT; FURLONG, 2012). A fermenta¢do do FI
de O h, 2 h e 4 h obtiveram as maiores concentragdes de compostos fenolicos, alcangcando
valores aproximadamente de 1170 pg g™

De acordo com Schmidt et al., (2014) a aplicacdo do fungo R. oryzae utilizando o

farelo de arroz como substrato apresentou efeito sobre o teor de acido fenolico aumentando
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em mais de duas vezes com a fermentacao em estado solido. Christ-Ribeiro et al., (2017)
também estudaram o mesmo efeito em farelos fermentados em estado sélido por R. oryzae,
mas foi observado a extracdo em maior propor¢ao de compostos fendlicos do farelo de arroz
desengordurado fermentado ao atingir 96h (4.500 pg g™ de farelo). Porém, com a utilizagio
do fungo, o farelo desengordurado obteve niveis lipidicos semelhantes ao do integral.

Os fungos sintetizam lipidios para atender suas fungdes basicas e formacgdo de
membranas celulares, embora algumas espécies possam acumular lipidios gerando biomassa
com até 20% deles (CHEIRSILP; KITCHA, 2015; DEY; BANERJEE; MAITI, 2011; LIN et
al., 2010; RATLEDGE; WYNN, 2002). O aumento lipidico, nos substratos cultivados, pode
ocorrer através de uma via direta de conversao da biomassa lignoceluldsica, por um conjunto
de enzimas celuloliticas, em agucares e consequentemente lipidios podem ser desenvolvidos
(CHEIRSILP; KITCHA, 2015). No estudo de Massarolo et al. (2016) com farelo de arroz
intergral cultivado com R. oryzae ocorreu aumento nos niveis de lipidios extraiveis pela
mistura de cloroformio:metanol, com maior conteudo (19,0 %) em 60 h de cultivo, que

representou um aumento de 17,3% em relagdo ao contetido lipidico do tempo zero.

4. CONCLUSAO

O processo de fermentacdo em estado solido do farelo de arroz integral com levedura
S. cerevisiae resultou em efeitos favoraveis para a recuperagdao de minerais, proteinas e fibras,
apresentando aumento de 62% para proteinas, 14% para fibras e os minerais de Ca, Fe, Na, S
e Cu na biomassa cultivada por 6 h. Este processo € promissor para o tratamento do farelo de

arroz no que diz respeito a disponibilizagdo de nutrientes e compostos bioativos.
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DIGESTIBLIDADE in vitro E in vivo DE FARELOS DE ARROZ FERMENTADOS

RESUMO

O consumidor tem buscado cada vez mais por uma alimentagdo saudavel, visando os
beneficios e prevenindo as doencas. Por isso, o farelo de arroz se destaca, ja que ¢
considerado um importante recurso nutricional subutilizado que pode ser incorporado as
dietas humanas para melhorar a saude. O objetivo do trabalho foi avaliar a digestibilidade in
vitro e in vivo dos farelos integrais fermentados por Saccharomyces cerevisiae ¢ Rhizopus
oryzae utilizando insetos de larvas da mosca-da-fruta (Ceratitis capitata). Os farelos de arroz
foram submetidos a fermentagio em estado sélido utilizando a levedura (3% pp™') e agua
(30%) por até 6 h a 30 °C e a fermentagdo do fungo sobre os farelos foi realizado adicionando
solugdes nutrientes e agua (50%) e solugdo de esporos na concentragio inicial foi a de 4 10°
esporos. g de farelo do microrganismo™. Por meio da anélise metabolomica realizada por CG-
EM juntamente da correlagdo de Pearson foi possivel evidenciar a eficiéncia da analise de
metabolitos originados da digestibilidade in vitro e in vivo tais como: glicidios, aminoacidos,
acidos, acidos graxos e alcoois. Esses resultados contribuem para o conhecimento da absorgao

e 0 metabolismo de nutrientes.

Palavras-chaves: Ceratitis capitata. Metabolomica. Insetos.
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1. INTRODUCAO

A alimentacdo e a nutricdo estdo intimamente associadas e estudos tém sido
realizados para elucidar como os nutrientes e os ingredientes funcionais modulam a fisiologia
e as respostas metabolicas (NA ZHANG; ZHONGIIE JU; TAO ZUO, 2018). Nos ultimos
anos nossa sociedade mudou e incorporou alimentos ricos em gordura e aglicar em sua dieta,
0 que acarreta, quando consumido em excesso, ma ingestdo alimentar, aumento de peso e
gorduras que contribuem para origem de diversas doencas, incluindo as cardiacas e cancer
(BEZERRA et al., 2017; FULKERSON, 2018).

Em contrapartida, devido a altos indices de obesidade e doengas associadas, o
consumidor tem buscado por uma alimenta¢do mais saudavel, visando evitar os danos que
ocorrem no corpo ao longo dos anos e os beneficios de uma alimentagdo balanceada e
saudavel (SICHIERI et al., 2000). Com isso, o farelo de arroz se destaca, ja que ¢ considerado
um importante recurso nutricional subutilizado que pode ser incorporado as dietas humanas
para melhorar a satde, particularmente nos paises em desenvolvimento. Os nutrientes
encontrados no farelo incluem vitaminas B1, B2, B6 e E, y-oryzanols, fendis e flavonoides
antioxidantes, fibras, minerais, entre outros (MASSAROLO et al., 2017, RIBEIRO et al.,
2017).

No entanto, a aplicagdo de farelo de arroz na industria alimenticia ¢ limitada pela
deteriora¢do enzimatica, palatabilidade e digestibilidade. Caracteristicas essas que podem ser
minimizadas por alguns métodos, sendo um deles, a fermentagdo. O uso do farelo de arroz
como substrato para a fermentagdo em estado solido, além de aumentar a disponibilidade de
nutrientes, fitoquimicos e outros, contribui para sanar a deficiéncia nutricional nos paises em
desenvolvimento (FEDDERN et al. 2007; OLIVEIRA et al. 2010; SCHMIDT et al., 2014;
RIBEIRO et al., 2017).

Dentre as limitagcdes do farelo, destaca-se a digestibilidade, que pode ser avaliada
tanto in vitro como in vivo. Uma nova abordagem para estudar a digestibilidade in vivo € o
uso de insetos. Dentre eles, as espécies de Sitophilus, principalmente S. oryzae, e mosca-da-
fruta (Ceratitis capitata) se destacam por ser consideradas pragas. O processo de quebra de
alimentos, a utilizagdo de nutrientes e o armazenamento de reservas metabdlicas sao
surpreendentemente semelhantes em insetos e vertebrados. O trato digestivo dos insetos pode
ser dividido em trés grandes regides com base nas origens embriondrias e funcdes
fisiologicas: anterior, médio e posterior. A maior parte da digestdo ocorre no intestino médio,

onde uma variedade de enzimas estd disponivel em abundancia. A natureza das enzimas
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secretadas e o grau de especializagdao do trato digestivo estdo relacionados ao tipo particular
de dieta que um inseto pode assimilar (LOVERA; ELEVINA PEREZ; LAURENTIN, 2017,
TRASSATO et al., 2017).

Para isso, ¢ importante entender, com o auxilio das ciéncias Ohmicas, o
funcionamento celular dos organismos e suas alteracdes bioldgicas. Com a aplicagdo da
metabolomica global realiza-se uma andlise qualitativa do maior nimero de metabdlitos
possivel, pertencentes a diversas classes quimicas, contidas no sistema bioldgico em estudo.
Os metabolitos sdo produtos intermedidrios ou finais do metabolismo em uma amostra
bioldgica e a resposta medida a nivel molecular ¢ obtida a partir de uma visdo integrada da
bioquimica em organismos complexos. A metabolomica vem sendo aplicada em diferentes
areas do conhecimento, como por exemplo, alimentos e nutricio (CANUTO et al., 2018).

Contudo, o objetivo do trabalho foi avaliar a digestibilidade in vitro e in vivo dos

farelos integrais fermentados por Saccharomyces cerevisiae € Rhizopus oryzae.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 MATERIAL

O farelo de arroz integral foi obtido em industria de beneficiamento de arroz
localizada ao sul do estado do Rio Grande do Sul, Brasil. O fungo filamentoso Rhizopus
oryzae CCT 7560 foi adquirido do Banco de Colonias da Fundacao Tropical André Tosello.
A levedura de panificagdo (Saccharomyces cerevisiae) foi adquirida no comércio local e

utilizada como fonte das células.

2.2 FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO

As culturas de Rhizopus oryzae CCT 7560 foram mantidas em Agar Batata-
dextrose (BDA) a 4 °C e os esporos incubados durante 7 dias a 30 °C. Para a geragdo de
biomassa foi utilizada a metodologia padronizada por Oliveira et al. (2010), a qual consiste na
adi¢do de uma solucao nutriente (KH,PO4, MgSO,4, NH,CONH;) e suspensdo de esporos na
concentragio inicial de 4x10° esporos.g™' de farelo. Ap6s, a umidade do meio foi ajustada para
aproximadamente 50% através da adicdo de dgua estéril, e as amostras foram incubadas a

30 °C, sendo retirada a aliquota no tempo de 96 h para posterior utilizacao.
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A fermentacao com a levedura foi realizada de acordo com Feddern et al. (2007),
onde o farelo de arroz foi distribuido em uma camada de 1 cm em biorreatores de bandeja (29
x 17 x 5,5 cm) e esterilizados. Apds foi adicionada a Saccharomyces cerevisiae previamente
hidratada (3% pp™') e a umidade do meio foi ajustada para 30% com adi¢do de 4gua
esterilizada. O processo foi realizado em estufa com circulagao de ar a 30 °C. A aliquota de

biomassa foi retirada em 6 h de fermentacao para posterior utilizagao.
2.3 ELABORACAO DAS DIETAS E DIGESTIBILIDADE in vivo

A criacdo de manutencdo de Ceratitis capitata (Wiedemann, 1824) (Diptera:
Tephritidae) foi mantida em sala climatizada a temperatura de 25+2 °C, umidade de 70+10%
e fotofase de 12 h conforme metodologia descrita por Gongalves et al. (2013). Para
determinar o potencial de dietas artificiais, foram realizadas modificacdes na dieta proposta
por Nunes et al. (2013) a qual ¢ utilizada atualmente para a producdo desta espécie no
laboratério de Entomologia da Embrapa Clima Temperado. A composi¢do das dietas
avaliadas encontra-se descritas na Tabela 1. O preparo das dietas foi realizado conforme

descrito por Ongaratto (2017).

Tabela 1 - Composi¢ao das dietas artificiais avaliadas para a produgao larval de C. capitata.

Tratamentos
Ingredientes
FRO9h FSC6h FI
Farelo de arroz fermentado por R. oryzae (96h) 60 g - -
Farelo de arroz fermentado por S. cerevisiae (6h) - 60 g -
Farelo de arroz integral - - 60 g
Levedura de cerveja 60 g 60 g 60 g
Acgucar refinado 60 g 60 g 60 g
Benzoato de sodio lg lg lg
Nipagin 9 mL 9 mL 9 mL
Acido cloridrico (37%) 6 mL 6 mL 6 mL
Agar 3g 3g 3g
Agua destilada 0,8L 0,8 L 0,8L

Composigdo para o preparo de 1 L de dieta. FRO 96 h= Farelo de arroz fermentado por R. oryzae (96 h),

FSC 6 h= Farelo de arroz fermentado por S. cerevisiae (6 h), FI= Farelo de arroz integral.
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ApoOs a preparacao das dietas, as mesmas foram distribuidas em recipientes
plésticos (300 mL) com tampas cobertas por tecido voil para permitir aeracdo. Para cada
tratamento foram preparadas cinco repeti¢des, cada uma contendo 100 mL de dieta. Apds 24h
da preparacdo das dietas, as mesmas foram inoculadas com 0,3 mL da solucdo de ovos de C.
capitata (= 6.900 ovos) e mantidas em sala climatizada com temperatura a 25+2 °C, umidade
de 70+£10% e fotofase de 12 h. Com o inicio da formacdo dos puparios (aproximadamente
nove dias apos a inoculacdo), as larvas foram retiradas das dietas por meio de lavagem em
agua corrente. Uma aliquota das larvas foi armazenada em frascos plasticos (80 mL) e

congelada para avaliagdo metabolomica.

2.4 DIGESTIBILIDADE in vitro

O modelo de digestao in vitro foi utilizado para determinar a bioacessibilidade de
compostos fornecidos pelos farelos de arroz fermentados. Para isso, foi utilizado o modelo de
digestdo in vitro desenvolvido pela RIVM (Bilthoven, Holanda) de acordo com Kabak e
Ozbey (2012). O modelo de digestdo consiste no processamento inicial da saliva por 5 min a
37 °C para simular o compartimento bucal e as condigdes gastricas por 2 h, seguido pelo
compartimento simulado do intestino delgado por 2 h a 37 °C. Uma vez que a digestao dos
alimentos in vivo e a absor¢do dos compostos ocorre, principalmente no intestino delgado, o
trato intestinal grosso ndo foi levado em consideracdo (VERSANTVOORT et al., 2005).

No modelo de digestao, foram utilizados 4,5 g de farelos de arroz fermentado e
farelo integral para simular as condi¢des de alimentagdao. Os experimentos foram realizados
em triplicata. Foi utilizado o farelo de arroz integral no experimento como controle. A
composi¢ao dos sucos digestivos ¢ mostrada na Tabela 2. A digestao foi iniciada adicionando
6 mL de saliva aos tubos de digestao contendo 4,5 g de material alimentar e incubando por 5
min a 37 °C. Em seguida, adicionou-se 12 mL de suco gastrico e a mistura foi agitada
(60 rpm) durante 2 h.

O pH gastrico estava entre 2,5 e 3. Finalmente, 12 mL de suco duodenal, 6 mL de
bile e 2 mL de solugdo de NaHCO; (1 M) foram adicionados simultaneamente e a mistura foi
agitada (60 rpm) por mais 2 h. O pH do quimo (sobrenadante) estava na faixa de 6,5 e 7. No
final do processo de digestdo in vitro, os tubos de digestdo foram centrifugados por 5 min a
2750 g, produzindo o sobrenadante no qual foi liofilizado e submetido a andlise

metabolomica.



Tabela 2 - Constituintes e concentragdes dos sucos sintéticos do modelo de digestdo in vitro.

Saliva Suco gastrico Suco duodenal Suco biliar
Solugao 10 mL KC1 89,6 g.L”! 15,7 mL NaCl 175,3 g.L"! 40 mL NaCl 1753 g.L"! 30 mL NaCl 175,3 g.L”!
inorgénica
10 mL KSCN 20 g.L™! 3 mL NaH,PO, 40 mL NaHCO; 84,7 gL' 68,3 mL NaHCO; 84,7 g.L”!
88,8 g.L"!
10 mL NaH,PO, 88,8 9,2 mL KC189,6 g.L" 10 mL KH,PO,8 g.L"! 4,2 mL KC189,6 g.L"!
g.L'l
10 mL NaSO, 57 gL' 18 mL CaCl, + 2H,0 22,2 g.L"! 6,3 mL KCI1 89,6 g.L"! 150 uL HC137% g/g
1,7 mL NaCl 175,3 g.I” 10 mL NH4C1 30,6 g.L"! 10 mL MgCl, 5g.L™!
1
20 mL NaHCO3 6 mL HC137% g/g 180 uL. HC1 37%g/g
84,7 g.L'!
Solucao 8 mL ureia 25 g.L” 10 mL glicose 65g.L" 4 mL ureia 25 g.L”! 10 mL ureia 25 g.L”
organica 10 mL é4cido glucurénico 2 g.L”!

3,4mL ureia 25 g.L"!
10 mL glicosamina hidrocloride

33 gL
Adicionar a 290 mg a-amilase 1 g BSA 9 mL CaCl,+ 2H,0 22,2 10 mL CaCl, + 2H,0 22,2
mistura gL’ gL’
organica + 15 mg 4cido trico 2,5 g pepsina 1 g BSA 1,8 g BSA
inorganica 25 mg mucina 3 g mucina 9 g pancreatina 30 g bile
1,5 g lipase
pH 6,8+0,2 1,3+0,02 8,120,2 8,2+0,2

As solugdes organicas e inorganicas foram aumentadas para 250 mL com agua destilada. Apds misturar a solugdo organica e inorganica, alguns constituintes foram

adicionados e dissolvidos. Quando necessario, o pH foi ajustado para o intervalo apropriado. Fonte: Adaptado de VERSANTVOORT et al. (2005).
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2.5 METABOLOMICA

A analise de perfil metabolico nos testes in vitro e in vivo ocorreu segundo Lisec
et al. (2006). Para extracdo, pesou-se 30 mg de amostras liofilizadas em tubos de 2 mL e
adicionou-se 1.400 puL de metanol grau CLAE pré-resfriado a -20 °C, posteriormente
adicionou-se 60 pL de Ribitol (0,2 mg.mL™" em H,O-ultrapura), 10 uL de Antrona (1 mg.mL""
em cloroférmio grau HPLC) e aplicou-se agitagcdo por vortice durante 10 seg. Agitou-se em
termomisturador por 10 min a 70 °C e 900 rpm. As amostras foram centrifugadas por 10 min
a 11.000 x g e o sobrenadante foi coletado em tubos de 15 mL e adicionado de 1.500 pL de
agua ultrapura refrigerada a 4 °C, 750 puL de cloroférmio grau CLAE pré-resfriado a -20 °C e
vortice durante 10 seg. Centrifugou-se por 15 min a 22.000 x g, transferiu-se 150 pL da fragao
superior (metanol e agua — fragdo polar A) para tubos de 1,5 mL e 650 pL da fragdo inferior
(cloroférmio — Fragdo polar B) para frascos de 1,5 mL.

No processo de derivatizacdo, a fragdo A (150 pL) foi concentrada por arraste
aplicando-se nitrogénio gasoso. Adicionou-se 40 pL de reagente de metoxiaminagdo
(cloridrato de metoxiamina a 20 mg.mL" em piridina) e agitou-se por 2 h a 37 °C em
termomisturador. Apds, adicionou-se 70 upuL de MSTFA [N-metil-N-(trimetilsilil)
trifluoroacetamida] e agitou-se durante 30 min a 37 °C. A reagdo foi transferida para frascos
com inserts de 250 pL e injetadas imediatamente no CG-EM.

Para andlise de ambas as fragdes (A e B), utilizou-se equipamento Shimadzu GC-
MS QP2010 Ultra com autoinjetor AOC-20i e biblioteca de espectro de massas NIST 2011.
Os parametros de injecdo, cromatografia e espectrometria de massas foram realizados
segundo Lisec et al. (2006). Injetou-se 1 pL. de amostra com temperatura do injetor a 230 °C,
com razao de split para inje¢ao de 1:50 para a fracdo A e aplicagdo no modo splitless para a
fragdo B. Utilizou-se hélio como gas carreador com fluxo de 2 mL.min™ e velocidade linear
como modo de controle de fluxo. A coluna capilar utilizada foi Rtx-5MS (30m x 0,25mm x
0,25um), com programagao isotérmica por 2 min a 80 °C, rampa de temperatura de 15 °C por
min até¢ 320 °C ao qual permaneceu por 6 min. Para os parametros de espectrometria de
massas, as temperaturas da fonte de ions e interface foram de 250 °C, faixa de massa de 70-
600 m/z e 0,2 varreduras por segundo. O tempo de corte do solvente foi definido a partir de
cada fracdo injetada. Para determinag¢do do indice de tempo de retengdo utilizou-se ésteres
metilicos de acidos graxos (FAME C8-24), calculado automaticamente pelo software do

equipamento.
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2.6 COMPOSICAO PROXIMAL

A composicao proximal do inseto C. capitata foi determinada de acordo com os
métodos AOAC (2000) para umidade (n°® 935.29), proteina (n°® 920.87; fator de conversao de
5.75), lipideos (n° 920.85) e cinzas (n° 923.03). O conteudo de fibra foi determinado por
gravimetria através dos residuos bdsicos e dacidos utilizados na digestdo das amostras

(CIENTEC, 1991). Carboidratos foram estimados por diferenga.

2.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram relatados como média (teste de Tukey) e o teste de Analise de
Variancia unidirecional (ANOVA) foram utilizados para determinar diferengas significativas

entre as variaveis. Diferengas com valor de p <0,5 foram consideradas significativas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 3 estdo os resultados da composicdo proximal dos farelos estudados e
da analise por metabolomica realizada para o sobrenadante da digestibilidade in vitro dos
farelos (fracao digerivel).

Os glicidios (Tabela 3) foram os compostos que tiveram maior absor¢do pela
digestibilidade in vitro e in vivo, destacando o do FSC 6 h e FRO 96h, respectivamente. As
fermentagdes (FSC 6 h e FRO 96 h) apresentaram maior disponibilidade de glicidios quando
comparados ao FI, o que sugere que os microrganismos utilizados durante a fermentacao
quebraram compostos para sua manuten¢do, como lignina, celulose e algumas hemiceluloses
presentes no farelo de arroz, tornando-os mais digeriveis (RIBEIRO et al., 2017).

O maior teor de aminoacidos foi da digestibilidade in vivo, demonstrando assim
que quanto maior a oferta de proteina em uma dieta, maior serd a absor¢do da mesma. Entre
os nutrientes naturalmente usados pelos insetos de Ceratitis capitata, as proteinas possuem
um papel importante nos processos metabolicos, influenciando o crescimento e fecundidade,
sendo ele um dos mais metabolizados (PLACIDO-SILVA; ZUCOLOTO; JOACHIM-
BRAVO, 2005).
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Tabela 3 — Area (10°) dos metabolitos das digestibilidades.

z ¥ Acidos 3 ¥ Acidos p3
Glicidios graxos  Aminoacidos orginicos Alcoois
- FI 245,63 0,16%° 14,23 1587°¢ 15,99
Dlgefsnb'lhdade FRO96h 37587 1,17 24,53 24,06 19,49
vitre FSC6h 439,14 0,20%° 24,15 20,01 3577°¢
Digestibilidade FI 42,84 2,828 35,30 17,49 28,20°
o FRO96h 139,57°*  523% 54,66 29,96 53,70
e FSC 6 h 91,72% 5,73% 47,56 30,254 45,18

FRO 96 h= Farelo de arroz fermentado por R. oryzae (96 h), FSC 6 h= Farelo de arroz fermentado por S.
cerevisiae (6h), FI= Farelo de arroz integral. Letras mintsculas iguais na coluna (metabolitos) e letras
maiusculas iguais na mesma linha (dietas) indicam que ndo ha diferenga significativa entre as médias pelo teste

de Tukey (p <0,05).

Os alcoois obtiveram maior disponibilidade na amostra de FSC 6 h no teste in
vitro, este resultado era esperado ja que a levedura S. cerevisiae se caracteriza por produzir
estes compostos (MUTHINENI et al., 2016). Quanto aos acidos organicos, a digestibilidade
in vivo nutridas com os farelos fermentados apresentaram os maiores rendimentos. Os acidos
graxos apresentaram os menores rendimentos. Através de transformacdes decorrentes da
atividade metabdlica de microrganismos resultam em compostos de interesse como acidos
organicos, acidos graxos poli-insaturados e outros (OLIVEIRA et al., 2010).

O farelo integral, independente da aplicagdo in vitro ou in vivo, apresentou as
menores respostas para a digestibilidade. Este comportamento pode ser explicado pelo fato
deste inseto utilizar essas fontes para o desenvolvimento € manutencao dos proprios processos
fisiolégicos (HANDKE et al., 2013). A digestibilidade in vivo apresentaram os melhores
rendimentos, destacando a dieta elaborada com FRO 96 h. Na Tabela 2 estdo apresentadas as

correlagdes entre os modelos de digestibilidade in vitro e in vivo.



Tabela 4 — Correlagdo de Pearson dos nutrientes identificados pela anélise metabolomica.

Glicidios Glicidios ~Aminoaci- Aminoaci- Acidos Acidos Ac. graxos Ac. graxos Alcoois Alcoois

in vitro in vivo dos invitro dos invivo invitro in vivo in vitro in vivo invitro in vivo
Glicidios in vitro 0,10 0,01 0,30 0,36 0,31 0,76 0,57 0,62 0,10
Glicidios in vivo -0,95 0,20 0,10 0,10 0,10 0,95 0,39 0,44 0,35
Aminoacidos in
-0,99 0,95 0,31 0,37 0,32 0,75 0,59 0,64 0,10
Vitro
Aminoacidos in
0,89 -0,98 -0,87 0,06 0,01 0,93 0,27 0,32 0,46
Vivo
Acidos in vitro -0,84 0,96 0,83 -0,99 0,04 0,87 0,21 0,26 0,52
Acidos in vivo 0,88 -0,97 -0,86 0,99 -0,99 0,91 0,26 0,31 0,47
Ac. graxos in vitro 0,35 -0,07 -0,37 -0,10 0,20 -0,13 0,65 0,60 0,60
Ac. graxos in vivo 0,61 -0,81 -0,59 0,90 -0,94 0,91 -0,51 0,04 0,74
Alcoois in vitro 0,55 -0,77 -0,53 0,87 -0,91 0,88 -0,58 0,99 0,79

Alcoois in vivo 0,96 -0,85 -0,97 0,74 -0,67 0,73 0,58 0,39 0,32
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O coeficiente de correlagdo de Pearson ¢ uma medida do grau de relagao linear
entre duas varidveis quantitativas. Este coeficiente varia entre os valores -1 ¢ 1 onde o valor 0
(zero) significa que ndo ha relagdo linear e o valor 1 indica uma relacdo linear perfeita. O
valor -1 também indica uma relacdo linear perfeita, porém inversa. Esta analise ¢ aplicada
para explicar a variabilidade dos resultados, além de mostrar a correlacdo entre as diferentes
variaveis (VIRGILLITO, 2007).

Os compostos que possuem correlagdo positiva entre si, considerando p<0,1, sao
os glicidios da digestibilidade in vivo e acidos in vitro (R=0,96), os aminoacidos in vitro e
acidos in vitro (R=0,83), aminoacidos e acidos in vivo (R=0,99), acidos graxos in vivo e
alcoois in vitro (R=0,99), glicidios in vitro e alcoois in vivo (R=0,96), os acidos in vivo e
alcoois in vitro (R=0,88). As correlagdes negativas (p<0,1) apresentaram entre os glicidios
(R=-0,95), glicidios e aminoacidos in vitro (R=-0,99), glicidios e aminoacidos in vivo (R=-
0,98), aminoacidos in vivo e acidos in vitro (R=-0,99), entre os acidos (R=-0,99), alcoois in
vivo e aminoacidos in vitro (R=-0,97).

De acordo com a Tabela 2, a correlagdo de Pearson demonstrou que o modelo de
digestibilidade in vivo pode ser usado para avaliar a digestibilidade de nutrientes visto que
demonstra resultados similares ao in vitro. As digestibilidades in vivo sdo modelos adequados
para analisar compostos como aminoacidos, acidos graxos € organicos, ja que 0S mesmos
possuem absorc¢ao semelhante devido seu metabolismo (HILL; WYSE; ANDERSON, 2012).

Estes resultados estdo de acordo com Carmona e Gomez-Sotillo (1997), cujos
autores alimentaram gorgulhos de arroz durante 15 dias com dietas a base de amido de milho
suplementadas com caseina, gelatina nutriente, gluten de milho e gelatina purificada em 0, 25,
0,5, 1, 2 e 4%. O consumo de caseina causou um aumento no peso dos gorgulhos e as
respostas dos gorgulhos ao consumo de diferentes proteinas foram semelhantes aquelas
observadas em outros animais da escala zoologica (ratos, aves, etc.), o que possibilita
considerar o uso desses insetos para avaliar a qualidade proteica de uma dieta. Na Tabela 4
estd demostrado a absor¢ao dos nutrientes pela analise da composi¢do proximal de larvas de
C. capitata.

Segundo a Tabela 4 as larvas de C. capitata apresentaram a maior absor¢ao dos
nutrientes de proteinas, destacando o FRO 96 h seguido do FSC 6 h, pois disponibiliza mais
desses compostos devido o processo de fermentacdo sofrido pelo farelo (RIBEIRO et al.,
2017). Os teores de cinzas e fibras foram semelhantes e ndo apresentaram diferenca

significativa na absor¢ao entre as dietas. Os carboidratos apresentaram a mesma tendéncia das
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Tabela 5 — Composi¢ao proximal (%) de larvas de C. capitata nutridos com as diferentes

dietas.
Lipidios  Proteinas Cinzas Fibras Carboidratos
FI 30,157 43,5°¢ 11,84% 3,5% 11,01°¢
FRO 96 h 24,5¢ 4723 10,4° 3,6 14,27%
FSC 6 h 27,28° 45,54° 10,84° 3,4° 12,94°

FRO 96 h= Farelo de arroz fermentado por R. oryzae (96 h), FSC 6 h= Farelo de arroz fermentado
por S. cerevisiae (6 h), FI= Farelo de arroz integral. Letras minusculas iguais indicam que ndo ha

diferenga significativa entre as médias pelo teste de Tukey.

proteinas. A dieta elaborada com FI apresentou maior conteudo de lipidios no inseto, o que
pode ser explicado por este composto ter sido sintetizado pela larva e constituir o

exoesqueleto (GONCALVES et al., 2013).

4., CONCLUSAO

Por meio da andlise metabolomica realizada por CG-EM juntamente da analise de
componentes principais foi possivel evidenciar a eficiéncia da analise de compostos entre os
testes in vitro e in vivo estudados. Esses resultados contribuem para o conhecimento da

absor¢ao e o metabolismo de nutrientes.
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ELABORACAO E CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA, SENSORIAL E
MICROBIOLOGICA DE BISCOITOS TIPO COOKIE COM FARELO DE ARROZ
FERMENTADO

RESUMO

A fermentag¢do em estado so6lido tem sido aplicada em residuos agroindustriais como forma de
disponibilizar maior conteudo de nutrientes e bioativos. O objetivo do trabalho foi formular
biscoitos tipo cookie, sem glaten, através da substitui¢do da farinha de trigo por farinha de
arroz e farelo de arroz fermentado por Saccharomyces cerevisiae e Rhizopus oryzae, bem
como caracteriza-los quanto as suas propriedades fisico-quimicas e sensoriais. Inicialmente as
formulacdes foram elaboradas com diferentes niveis de farelo de arroz fermentado por S.
cerevisiae (25%, 50% e 75%) e farelo de arroz integral, além de farinha de arroz e outros
ingredientes. Apds a caracterizagdo sensorial dos biscoitos tipo cookie com farelo de arroz
fermentado por S. cerevisiae, escolheu-se a formulagdo mais aceita pelo publico consumidor
como base para a elaboracao de biscoitos com farelo de arroz fermentado por R. oryzae. Esses
também foram avaliados quanto as caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais. Ambos 0s
biscoitos foram estudados quanto a sua vida 1til nos tempos 0, 30, 60 e 90 dias. Os cookies
elaborados com 25% de farelo de arroz fermentado apresentaram os melhores resultados.
Destacando o cookie elaborado com farelo de arroz fermentado por R. oryzae que obteve
melhor avaliacdo global e aceitabilidade na analise sensorial, maior disponibilidade de

nutrientes e atividade antioxidante, apresentando vida util de 90 dias.

Palavras-chaves: Saccharomyces cerevisiae. Rhizopus oryzae. Antioxidantes. Suplementacao.
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1. INTRODUCAO

A farinha de trigo ¢ amplamente utilizada na producdo de produtos panificados e
conferindo capacidade de absorc¢do de agua, coesividade, viscosidade e elasticidade as massas
devido as proteinas gliadina e glutelina, que compdem o gliten (VIEIRA et al., 2015). Este,
por sua vez, pode causar uma enteropatia cronica autoimune caracterizada, principalmente,
pela inflamagdo do intestino delgado, promovendo a intolerancia ou alergia a ingestdo de
alimentos que o contenham. Portanto, a substitui¢do parcial ou total do trigo em produtos de
panificacdo tem sido estudada, ndo somente com o objetivo de melhorar qualidades
nutricionais ou para atender os celiacos, mas também na busca por produtos mais saudaveis,
que contenham maior teor de fibras e compostos bioativos em sua matriz (FEDDERN et al.,
2011, MARIANI et al., 2015).

O farelo de arroz ¢ um potencial substituto para a farinha de trigo, devido a sua
composi¢ao diferenciada de carboidratos, proteinas, lipidios, fibras insoluveis, vitaminas e
sais minerais. Além disso, possui boa fonte de compostos antioxidantes, como polifenois,
tocoferdis, tocotriendis e gama-orizanol, os quais auxiliam na prevencdo da reacdo de
oxidagdo de células, que acarretam danos aos tecidos € ao DNA. Apresentam propriedades
redutoras de colesterol, beneficios cardiovasculares e atividade antitumoral. Deste modo, dado
o baixo valor comercial que o caracteriza como um coproduto, varias pesquisas tém sido
realizadas com a finalidade de avaliar seu potencial para alimentagdo humana (CHRIST-
RIBEIRO et al., 2017; MASSAROLO et al., 2017).

A fermentacdo em estado solido ¢ uma alternativa para aumentar teores de
proteinas, fitoquimicos, fibras, melhorar a palatabilidade e digestibilidade do farelo de arroz e
para minimizar problemas decorrentes da sua composi¢do (CHRIST-RIBEIRO et al., 2017;
FEDDERN et al., 2011; UTAMA-ANG, et al., 2017). A fermentagdo de cereais por leveduras
e bolores, além de melhorar a textura e aumentar o prazo de validade, pode afetar
positivamente a qualidade nutricional dos alimentos, retardando a digestibilidade do amido e
diminuindo a resposta glicémica, torna o complexo de fibra alimentar e fitoquimicos mais
bioacessivel e aumenta a absor¢do de minerais (VALLI et al., 2016).

Os biscoitos tipo cookie estdo entre os produtos de panificagdo considerados
desejaveis para todas as faixas etarias, devido a sua conveniéncia, vida util longa e
caracteristicas sensoriais. A producdo de biscoitos sem gluten de alta qualidade requer a

formagdo de massa coesa a partir de componentes com propriedades funcionais semelhantes
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as farinha de trigo (JAN; SAXENA; SINGH, 2016). Tentativas estdo sendo realizadas para
melhorar o valor nutritivo dos cookies com o intuito de modificar sua composi¢ao. A maioria
dos produtos de panificacdo comercial € rico em carboidratos e gorduras, pobres em fibras e
altamente caldricos, tornando os cookies um alimento de baixa densidade nutricional
(ABDEL-MOEMIN, 2015).

Neste contexto, o objetivo do presente trabalho foi elaborar biscoitos tipo cookie,
sem gluten, através da substitui¢do da farinha de trigo por farinha de arroz e farelo de arroz
fermentado por Saccharomyces cerevisiae € Rhizopus oryzae, bem como caracteriza-los
quanto as suas propriedades fisico-quimicas, antioxidantes, sensoriais e microbioldgicas (vida

atil).

2. MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL

O farelo de arroz integral foi fornecido por uma industria de beneficiamento no
Rio Grande do Sul, Brasil. O fungo filamentoso Rhizopus oryzae CCT 7560 foi adquirido do
Banco de Coldonias da Fundacdo Tropical André Tosello. A levedura de panificagdao
(Saccharomyces cerevisiae) foi adquirida no comércio local e utilizada como fonte das

células.

2.2 PESQUISA DE MERCADO

Para elaborar um produto panificado com fins especiais ¢ importante verificar sua
preferéncia a partir de um publico alvo. Deste modo, foi realizado um questionario (Figura 1),
o qual foi aplicado na 37° Feira do Livro de Alegrete — Rio Grande do Sul no ano de 2016, em
que 63 pessoas foram entrevistadas, aleatoriamente, nos turnos diurno e noturno. A realizagao
da pesquisa de mercado e da andlise sensorial ocorreu apds parecer consubstanciado pelo

Comité de Etica e Pesquisa — Plataforma Brasil (protocolo n° 1.583.058).
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Figura 1 - Questionario formulado para avaliar o perfil do publico consumidor de

panificaveis na cidade de Alegrete, RS.

Nome: Sexo:( JM( )F
Faixa etaria:

( )Menorde 16anos ( )16a25anos ( )26 a35anos ( )36 a45anos ( ) Maior de 45
anos

I. Qual o produto de panificacofconfeitaria vocé mais consome?
( ) cookieshiscoitos { ) brownie/bolo ( ) massa pré-pronta para crepe/panqueca ({ ) barra
decereal ( )misturaparabolo ( )misturaparapéo

[I. Com que frequéncia vocé consome?
( ) diariamente ( ) 3 vezes ou mais por semana ( ) quinzenalmente ( )mensalmente

2.3 FERMENTACOES DO FARELO DE ARROZ

A fermentacdo em estado solido foi realizada de acordo com FEDDERN;
FURLONG; SOARES (2007), onde os farelos de arroz (integral e desengordurado) foram
distribuidos em uma camada de 1 cm em biorreatores de bandeja (29 x 17 x 5,5 cm) e
esterilizados. Apos foi adicionada a levedura Saccharomyces cerevisiae previamente
hidratada (3% pp') e a umidade do meio foi ajustada para 30% com adi¢do de agua
esterilizada. O processo foi realizado em estufa com circulagdo de ar a 30 °C por 8§ h. A
aliquota de biomassa foi retiradaem6 h de fermentagdo para posterior utilizagao.

A fermentagdo, com o fungo Rhizopus oryzae CCT 7560 ocorreu com utilizacao
de culturas mantidas em Agar Batata-dextrose (BDA) a 4 °C e incubagio dos esporos por 7
dias a 30 °C. Para a geragdo de biomassa, utilizou-se a metodologia padronizada por Oliveira
et al. (2010), que consiste na adicdo de uma solucdo nutriente (KH,PO4, MgSOs,,
NH,CONHS>) ¢ suspensio de esporos na concentragio inicial de 4x10° esporos.g'1 de farelo.
Ap6s, a umidade do meio foi ajustada para aproximadamente 50% através da adi¢do de agua
estéril, e as amostras foram incubadas a 30 °C, com retirada de aliquota no apos 96 h para

posterior utilizagao.
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2.4 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DE BISCOITOS TIPO COOKIE COM FARELO
DE ARROZ FERMENTADO

A formulagdo e o método para obtengdo do cookie controle foram adaptados em
Moretto e Fett (1999). Inicialmente, fez-se um teste com a formulacdo controle (sem farelo de
arroz fermentado — FO0), apos obtengdo do produto iniciou-se o desenvolvimento das
formulagdes experimentais — com farelo de arroz fermentado por S. cerevisiae em diferentes

concentragdes, caracterizando as formulagdes F1, F2 e F3 (Tabela 1).

Tabela 1 - Formulagdes dos cookies padrao (F0) e com farelo fermentado (F1, F2, F3).

Ingredientes (g) FO F1 F2 F3
Farinha de arroz 100 100 100 100
Farelo de arroz integral 100 75 50 -
Farelo de arroz fermentado por S. cerevisiae - 25 50 100
Margarina 43 43 43 43
Mel 25 25 25 25
Aclcar mascavo 50 50 50 50
Mix de cereais (sem gluten) 30 30 30 30
Canela em po 2 2 2 2
Cacau em po 3 3 3 3

FO=formulagdo sem farelo de arroz; Fl=formulacdo com 25% de farelo fermentado (S. cerevisiae);
F2=formulagdo com 50% de farelo fermentado (S. cerevisiae); F3=formulagdo com 100% de farelo de arroz

fermentado (S. cerevisiae).

Para a elaboracdo dos cookies, primeiramente pesou-se todos os ingredientes
(Tabela 1). Em seguida, os ingredientes secos (farinha de arroz, farelo de arroz integral, farelo
de arroz fermentado, agucar mascavo, canela em po, cacau em po e fermento em po), foram
misturados. Apds, acrescentou-se o restante dos ingredientes, sendo misturados novamente,
até a obten¢do de uma massa lisa e homogénea. Foram obtidas massas no formato de esferas
com didmetro de aproximadamente 5 cm as quais foram dispostas em formas forradas com
papel manteiga. Os cookies foram submetidos & uma temperatura em forno industrial de
150 °C por 18 min, retirados e resfriados a temperatura ambiente (aproximadamente 25 °C).

Por fim, foram armazenados em embalagens plasticas para posterior analise. A partir das
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formulagdes testadas, o melhor resultado obtido foi dos cookies elaborados com o farelo de

arroz fermentado por R. oryzae.

2.4.1 Analise sensorial dos cookies com farelo de arroz fermentado

A andlise sensorial foi realizada por 2 testes afetivos em relagdo aos cookies
elaborados com farelo de arroz fermentado: Teste de aceitacdo e Teste de intengdo de
consumo (Figura 2). No teste de aceitagdo foi utilizada uma escala estruturada de 7 pontos (7
— gostel muitissimo, 6 — gostei muito, 5 — gostei, 4 - ndo gostei/nem desgostei, 3 - desgostei, 2
- desgostei muito, 1 - desgostei muitissimo), para avaliar os atributos cor, crocancia, dogura e

avaliagdo global do produto (DUTCOSKY, 2013).

Figura 2 - Ficha utilizada para os testes de aceitagdo de intencao de consumo dos cookies.

Mome: Data i
Faixa etaria:
{ )Menorde 16 anos ( )16a25anos ( }26a35anos (| )36 ad45anos ( ) Maior de 45 anos
VocE esta recebendo 4 amosiras de cookies. Prove.as 7 = Gosltei muitissimao
DA ESQUERDA para a DIREITA e avalie-as 8 — Gostei muifo
INDIVIDUALMENTE e, baseando-se na escala ao lado, & - Gostei
expresse o quanto vocé gostou ou desgostou de cada 4 _Ni#io gostei / Nem desgosiei
amaostra de acordo com os atribulos solictdes: COR, J=Desgostei
CROCANCLA, DOCURA e AVALIACAD GLOBAL 2 = Desgostei muifo
| = Desgostei muifissimo
Amosia car Crocancia Dogura Avallacho glopaldo
produto™

107

293

347

57
“Avaliagio plobal refere-s& a0 quanio voce gosiou ou desposiou do produio comoum fodo.

Agors, avaliecada uma de acordo com & sua intenglo | 7= Comeria sempre
deconsumoe, utilizandoa escala ao lado, expresse a [ g _ Comeria muito frequentemente
frequéncia com a qual vocs consumiria cada uma das | 5 _ Cameria frequeriameris
amostras 4 = Comeria ocasionalmente

3 - Comeria raramente

2 — Comeria muito raramenie

1 — Nunca comeria

Valor atribuide & amostra 101:
Valor atribuidio & amostra 252:
Valor atribuido & amostra 341:

Valor atribuido & amostra 457,

No Laboratorio de Analise Sensorial de Alimentos do Instituto Federal de
Educagao, Ciéncia e Tecnologia Farroupilha — campus Alegrete, as amostras foram servidas
simultanecamente e avaliadas por 101 provadores ndo treinados. Na mesma ocasido, os
provadores foram orientados a indicar na ficha de avaliacdo a inten¢do de consumo através de
uma escala estruturada de 7 pontos ( 7- comeria sempre, 6 - comeria muito frequentemente, 5
- comeria frequentemente, 4 - comeria ocasionalmente, 3 - comeria raramente, 2 - comeria

muito raramente, 1 - nunca comeria). As amostras foram servidas em escala monadica
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sequencial, por sorteio, € em pratos plasticos brancos, codificados com numeros de trés
digitos ao acaso, acompanhadas de um copo de agua, ficha para avaliagdo e caneta. Foi

utilizada luz branca para iluminacao das cabines.

2.4.2 Composi¢ao proximal dos cookies com farelo de arroz fermentado

As composig¢des proximais foram determinadas de acordo com os métodos AOAC
(2000) para umidade (n° 935.29), proteina (n° 920.87; fator de conversdo de 5.75), lipideos
(n® 920.85) e cinzas (n° 923.03). O contetido de fibra foi determinado por gravimetria através
dos residuos basicos e acidos utilizados na digestdo das amostras (CIENTEC, 1991) e os

carboidratos foram estimados por diferenca.

2.4.3 Extracao, quantificacio e perfil dos compostos fenolicos extraidos dos cookies com

farelo de arroz fermentado

Os compostos fendlicos foram extraidos a frio com metanol como solvente
extrator, na proporcao de 1:8 (p / v). A mistura foi submetida a agitacao orbital, 160 rpm a
temperatura ambiente por 2 h. Apos repouso por 15 min, adicionou-se novamente 10 mL de
solvente, seguido de agitagdo durante 1 h. Os extratos colocados em rota-evaporador para a
evaporac¢do do metanol com posterior ressuspensdo em agua destilada. O extrato resultante foi
clarificado, centrifugado e filtrado para obtencao de compostos fenolicos. O contetido total de
compostos fenolicos foi quantificado em espectrofotdometro a 750 nm com reagente de Folin-
Ciocalteau usando 4cido galico como padréo (2 a 30 pg ml™) (SOUZA et al., 2009).

Para analise do perfil de compostos fendlicos, os extratos foram ressuspensos em
agua e metanol (1:1) e injetados em cromatografo CLAE-UV com volume de inje¢cdo de
20 mL a uma vazao de 0,7 mL / min a 35 °C. A separacdo dos acidos fendlicos foi realizada
utilizando uma coluna C18 (4,6 250 mm, 5 Im, Discovery™, USA) e um solvente constituido
por metanol e agua acidificada (1% v/v acido acético) a uma razio de 20:80, durante 25 min,
com deteccao de UV a 280 nm até 15 min e 320 nm até 25 min. Os acidos fendlicos foram
identificados por comparagcdo dos tempos de retencdo com diferentes padrdes de fendis
presentes nos diferentes cookies elaborados com farelo de arroz (caféico, clorogénico, p-
cumarico, feralico, galico, p-hidroxibenzobico, protocatecoico, siringico e vanilina, obtidos da
Sigma-Aldrich, EUA), conforme descrito na literatura (MIRA et al., 2008; POURALI;
ASGHARI; YOSHIDA, 2010). O limite de deteccdo (LOD) foi calculado pela razao
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sinal:ruido (solugdo contendo os solventes utilizados na extragdo de compostos fendlicos) na
proporg¢ao 3:1. O limite de quantificagao (LOQ) foi estabelecido em trés vezes a quantidade

do LOD (SCHMIDT et al., 2014; RIBANI et al., 2004).

2.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS COOKIES COM FARELO DE ARROZ
FERMENTADO

Observou-se o comportamento dos compostos fenolicos extraidos dos cookies a
partir das analises de DPPH e ABTS. A capacidade de sequestrar radical livre foi expressa

como percentual de inibi¢cdo de oxidag@o do radical e calculado conforme Equacao 1.

%Inibigio = (“ErencetExrate)  10Q Eq. (1)

ABranco

Onde Agranco € @ absorbancia da solugdo do radical livre (ABTS ou DPPH) e Ay
¢ a absorbancia da amostra em solu¢do. Agx foi calculada com base na diferenga entre

absorbancia da solu¢do de amostra em teste com o seu branco.
2.5.1 Atividade antioxidante por DPPH

Para a avaliacdo da atividade antioxidante foi utilizado padrao de DPPH (2,2
difenil-1-picril-hidrazila) na propor¢do p/v de (1:5000) dissolvidos em metanol, sob
refrigeracdo. A partir desta solucdo, foram coletados 10 mL e diluidos com metanol em 100
mL para posterior armazenamento em frasco ambar, sob refrigeracdo. Foi entdo avaliada a
atividade antioxidante adicionando em tubos de ensaio (na propor¢ao 1:1:6, v/v) extrato,
metanol e solugdo de DPPH na concentragio de 5,2.10° mol/L. Foram entdo testados os
tempos 0, 30, 60, 90, 120, 150, 180 min em espectrofotometro a 515 nm sendo todo o

experimento realizado na auséncia de luz (SANTOS et al., 2011).
2.5.2 Atividade antioxidante por ABTS
O padrao de ABTS (2,2’ — azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) sal

diamonio) foi dissolvido em 4gua destilada na concentracdo de 7 mM e simultaneamente foi

preparada uma solugdo de persulfato de potassio na concentragdo de 2,45 mM. Para a
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avaliacdo da atividade antioxidante foi realizada a mistura destas 2 solucdes e deixados em
repouso por 12-16 h em temperatura ambiente (25 °C). Logo, foram diluidas as solugdes de
ABTS em etanol para alcancar a absorbancia de 0,7 + 0,02 lidos & 734 nm. Para a reacdo em
tubos de ensaio, foi usado 3 mL da solugdo diluida para 50 uL da solug¢do do extrato. Os testes
foram mantidos na auséncia de luz para evitar a degradag¢ao do radical ABTS (RUFINO et al.,

2007).

2.6 ANALISE MICROBIOLOGICA DOS COOKIES COM FARELO DE ARROZ
FERMENTADO

Amostras obtidas em uma unica produ¢do foram coletadas, pesadas (cerca de 300
g cada) e armazenadas em embalagens de polietileno de alta densidade (PEAD) a temperatura
ambiente (22 + 2 °C) conforme a data a serem avaliadas: 0, 30, 60 ¢ 90 dias de
armazenamento. Foram realizadas as analises microbioldgicas preconizadas pela RDC n° 12,
de janeiro de 2001, como, contagem de Coliformes a 45 °C e Estaf. Coag. Positiva/g. A
contagem de Bolores e leveduras também foi efetuada devido a possibilidade de alto
crescimento destes microrganismos em produtos farindceos. A metodologia utilizada foi a

descrita por Silva (2007).

2.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram submetidos a Analise de Variancia Unifatorial
(ANOVA) com a realizacdo do teste de diferengca de médias de Tukey a um nivel de

significancia de 5%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 PESQUISA DE MERCADO

Através da entrevista realizada na Feira do Livro de Alegrete-RS, no ano de 2016,
constatou-se que a maior parte dos entrevistados diz consumir, entre os produtos do
questionario, biscoitos tipo cookies (Tabela 2). Esta escolha se manteve estavel por publicos

de diferentes faixas etarias — menores de 16 anos a maiores de 45 anos, totalizando 49,5% das
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escolhas. O produto escolhido em 2° lugar foi “mistura para bolo”, correspondendo a 41% das
escolhas e os demais produtos juntos totalizaram 9,5% das escolhas.

Deste modo, os autores optaram estudar a obtencdo e caracterizagdo de cookies
com substitui¢do da farinha de trigo por farinha e farelo de arroz. Além da escolha do produto
pelos entrevistados, verifica-se, em muitos estudos, a aceitacdo de biscoitos tipo cookies por
criancas (FASOLIN et al., 2007; SOARES et al., 2016), bem como por adultos (MARIANI et
al., 2015).

Tabela 2 - Resultado do questionario formulado para avaliar o perfil do publico consumidor.

Menorde 16a25 26a35 36a45 Maior de

Panificios Total
16 anos anos anos anos 45 anos
Cookies/biscoitos 6 8 2 7 8 31
Brownie/bolo 3 - - - - 3
Massa pré-pronta de
crepe/panqueca ) : ) ) : ’
Barra de cereal - - - 1 - 1
Mistura para bolo 3 8 5 6 4 26
Mistura para pao - - - - - -
63

3.2 AVALIACAO SENSORIAL DOS COOKIES COM FARELO DE ARROZ
FERMENTADO

Os resultados do teste de aceitacdo encontram-se nas Tabelas 3 e 4. Na Tabela 3 ¢é
possivel verificar que os atributos “cor” e “dogura” das formulagdes testes (F1, F2, F3) nao
apresentaram diferenca significativa em relacdo a Controle (F0). A F1 apresentou respostas
iguais a FO em todos os atributos; a F2 foi diferente apenas quanto a crocancia e a F3 diferiu
significativamente da Controle (FO) em relagdo a crocancia e avaliagao global, recebendo
menor nota da equipe julgadora. Verifica-se também que a amostra controle foi a que recebeu
melhores notas nos atributos avaliados, sendo assim a amostra F1 (com substitui¢ao de 25%

de farelo de arroz) possivelmente aceita pelo publico consumidor.
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Tabela 3 - Atributos sensoriais avaliados nas formulagdes de cookies padrao (F0O) e com

farelo fermentado com S. cerevisiae (F1, F2, F3).

Atributos FO0 F1 F2 F3
Cor 5,04+ 1,01 4,80° + 1,05 4,87+ 1,25 5%+ 1,27
Crocancia 4,86+ 1,24 4,74+ 1,13 4,07°+ 1,28 435>+ 1,24
Dogura 4,56+ 1,23 4,88+ 1,12 4,46 + 1,32 4,50 + 1,26
Avaliagdo global 4,95+ 1,13 4,85+ 1,17 4,57 + 1,21 4,54°+ 1,22

Dados apresentados como Médias + Desvio Padrdo. Médias na mesma linha e acompanhadas da mesma letra ndo
diferem estatisticamente (p<0,05) entre si a 5% de significAncia. FO=formulacdo sem farelo de arroz;
Fl=formulagdo com 25% de farelo fermentado (S. cerevisiae); F2=formula¢do com 50% de farelo fermentado

(S. cerevisiae); F3=formulacdo com 100% de farelo de arroz fermentado (S. cerevisiae).

Os resultados podem ser avaliados paralelamente ao Indice de Aceitabilidade
(IA%), a qual expressa o grau de aceitacdo de uma amostra pela equipe de julgadores e deve
ser maior ou igual a 70%. Como visto na Tabela 4, a formulacdo F1 obteve valores mais
aproximados a controle (F0). No teste de intencdo de consumo, verificou-se que os julgadores

“comeriam ocasionalmente” (4,0) todas as formulagdes elaboradas.

Tabela 4 - Indices de aceitabilidade e de intengdo de consumo (%) dos cookies padrao (F0) e
com farelo fermentado com S. cerevisiae (F1, F2, F3).

Atributos FO F1 F2 F3
Cor 72 68,5 70 71,5
Crocancia 70 68 58 62
Dogura 65 70 64 64
Avaliacdo global 71 70 65 65

Intencao de consumo 4,39 4.47 4,09 4,00

FO=formulagdo sem farelo de arroz; Fl=formulacdo com 25% de farelo fermentado (S. cerevisiae);
F2=formulagdo com 50% de farelo fermentado (S. cerevisiae); F3=formulagdo com 100% de farelo de arroz

fermentado (S. cerevisiae).

Apos a elaboragdo e avaliacdo do indice de aceitabilidade e inten¢ao de consumo
dos biscoitos tipo cookie elaborado com farelo de arroz fermentado por S. cerevisiae em
diferentes concentracdes (0, 25, 50 e 100%), os autores, em paralelo as demais caracterizagdes

dos cookies ja elaborados, desenvolveram cookies com 25% de farelo de arroz fermentado
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por R. oryzae em substituicdo a farinha de trigo. Para tal, foram utilizadas a mesma
formulacdo mencionada na Tabela 1, alterando somente o tipo de farelo fermentado. As
analises fisico-quimicas, antioxidantes, sensoriais € microbiologicas foram as mesmas, porém
realizadas apenas para uma amostra (RO). Na Tabela 5 estdo expostos os atributos avaliados

do cookie elaborado com farelo fermentado por R. oryzae.

Tabela 5 - Atributos sensoriais avaliados e indice de aceitabilidade dos cookies com 25% de
farelo fermentado por R. oryzae (RO).

Atributos Média + desvio indice de aceitabilidade (%)
Cor 4,82+ 0,53 69
Crocancia 4,95+ 0,50 70,7
Dogura 5,13 +0,35 73,4
Avaliacao global 5,27 £0,40 75,3

Os biscoitos tipo cookie elaborados com 25% de farelo de arroz fermentado por R.
oryzae tiveram média em torno de 5 para todos os atributos e uma boa aceitabilidade,
principalmente quanto ao atributo “avaliagdo global” (Tabela 5).

Segundo Fasolin et al. (2007), outros trabalhos, realizados com diferentes tipos de
biscoito, t€m demonstrado forte tendéncia por parte das industrias e de pesquisadores em
promover o enriquecimento de biscoitos devido ao baixo custo e pela possibilidade de serem
facilmente consumidos pelas classes sociais menos privilegiadas. Ha cerca de dez anos
pesquisadores tém se dedicado ao desenvolvimento de produtos sem glaten e dentre os
produtos economicamente viaveis, praticos e preferidos pela populagdo estdo os biscoitos
cookies. As pesquisas publicadas demonstram boa aceitacdo dos produtos desenvolvidos com
substitui¢do da tradicional farinha de trigo por farinhas de arroz, de uva, de talos de vegetais,
entre tantas outras farinhas alternativas (AQUINO et al.,, 2010; FERREIRA et al., 2012;
PIOVESANA, BUENO E KLAIJN, 2013; QUEIROZ et al., 2017; SOARES et al., 2016).

3.3 COMPOSICAO PROXIMAL DOS COOKIES COM FARELO DE ARROZ
FERMENTADO

Na Tabela 6, estd apresentada a composicdo proximal das diferentes formulagdes

utilizando o farelo de arroz fermentado por S. cerevisiae aplicados em cookies.
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Tabela 6 — Composi¢ao proximal das diferentes formulagdes dos cookies.

Formulag¢des Proteinas Lipidios Fibras Cinzas  Carboidratos
FO 8,8°+2,0 31,8°+3,1 9,1°+ 0,5 4,6 £0,1 37,1°+ 2,8
F1 10,9°+1,9 24,9°+3 4 75403  4,35°+0,2 43,1+ 3,0
F2 12,8°42,1  25,6°+4.,6 8,3+ 0,5 4,2°+0,2 38,6"+ 3,3
F3 15,3%+1,5 35,1%42,1 10,6 0,6  4,8%0,2 26,1 1,7
RO 14,3%+1,0 23,2°42.8 10,51,9  4,8°+09  37,2°%:2.85

Dados apresentados como médiatdesvio padrdo. Letras iguais na mesma coluna ndo diferem
significativamente (5% de significancia). FO=formulag¢do sem farelo de arroz; Fl=formula¢do com 25% de
farelo fermentado (S. cerevisiae); F2=formulacdo com 50% de farelo fermentado (S. cerevisiae);
F3=formulagdo com 100% de farelo de arroz fermentado (S. cerevisiae); RO= formula¢do com 25% de farelo

fermentado (R. oryzae).

A formulagdo FO, empregada como controle, apresentou os menores teores de
nutrientes como mostra a Tabela 6, ja a F3 ¢ RO apresentaram os maiores teores, com
excecao dos carboidratos, que mostrou o menor teor dentre as formulagdes. Comparando as
formulacdes F1 e RO que possuem as mesmas porcentagens de farelo fermentado, a tltima se
destaca pelo maior disponibilidade de nutrientes. Esses resultados sdo esperados, ja que o
farelo de arroz fermentado por S. cerevisiae conforme ¢ concentrado nas formulagdes acarreta
no aumento dos nutrientes de acordo com sua concentra¢ao nas formula¢des assim, como a
fermentagdo por R. oryzae. Além disso, o farelo de arroz, quando fermentado por estes
microrganismos, aumenta o teor de diversos compostos (FEDDERN et al., 2007, RIBEIRO et
al., 2017).

3.4 EXTRACAO, PERFIL DOS COMPOSTOS FENOLICOS E ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE DOS COOKIES COM FARELO DE ARROZ FERMENTADO

Nas Tabelas 7 ¢ 8 estdo apresentados o teor e perfil dos compostos fenolicos
extraidos dos cookies elaborados com farelo de arroz fermentado e a atividades antioxidantes

determinados pelos radicais DPPH e ABTS, respectivamente.
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Tabela 7 — Teor e perfil dos compostos fenolicos extraidos das diferentes formulagdes de
cookies.

FO F1 F2 F3 RO

Compostos b d d
704,03¢ 746,58 684,8 634,2 865,08"
fenolicos (ng/g)

Acidos Perfil dos compostos fendlicos (ng/mL)
Galico 10,07° 10,21° 8,54° 7,37 23,17
Protocatec6ico 36,74° 36,85 33,80° 30,724 56,85
Hidroxibenzobico 1,39 1,60 1,37° 1,57 0,77°
Vanilina 3,12° 5,49 3,68" 5,10 1,25
Cumarico 0,15 0,14 0,09° 0,09° 0,14°
Fertilico 0,07 0,05" 0,03" 0,06 0,04°

Dados apresentados como médiatdesvio padrdo. Letras iguais na mesma coluna nd3o diferem
significativamente (5% de significancia). FO=formulagdo sem farelo de arroz; F1=formulacdo com 25%
de farelo fermentado (S. cerevisiae); F2=formulagdo com 50% de farelo fermentado (S. cerevisiae);
F3=formulagdo com 100% de farelo de arroz fermentado (S. cerevisiae); RO= formulagdo com 25% de

farelo fermentado (R. oryzae).

Tabela 8 - Atividade antioxidante dos compostos fendlicos (20uL) extraidos das diferentes
formulacdes de cookies.

Atividade antioxidante por DPPH (%)

Tempo (min) FO F1 F2 F3 RO

0 0,1° 0,1° 0,1° 0,1° 0,1°

30 4,2° 2,6° 1,8 1,8° 3,1°

60 54° 3,5 2,5¢ 2,1° 4,1

90 5,7 3,9° 2,9° 4,2° 4,2°

120 5,8 4,2° 3,1° 2,6° 5,6

150 6,2° 4,5° 3,5 2,7¢ 57

180 6,4° 5,1° 3,6° 3,1° 6,6"
Atividade antioxidante por ABTS (%)

11,4° 12,5° 9,1° 11,1° 9,4°

Dados apresentados como médiatdesvio padrdo. Letras iguais na mesma coluna ndo diferem
significativamente (5% de significancia). FO=formulagdo sem farelo de arroz; F1=formulagdo com 25%

de farelo fermentado (S. cerevisiae); F2=formulagdo com 50% de farelo fermentado (S. cerevisiae);
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F3=formulagdo com 100% de farelo de arroz fermentado (S. cerevisiae); RO= formulagdo com 25% de

farelo fermentado (R. oryzae).

De acordo com a Tabela 7, o maior teor de compostos fendlicos foi extraido do
cookie de RO, seguido do F1. O perfil dos compostos fenolicos se destacou com a presenga
majoritaria dos acidos galico e protocatecodico nas formulagdes RO, FO e F1. Este ultimo
apresentou vanilina superior as demais formula¢des. Com isso, a atividade antioxidante se
destacou para as formulagdes RO, FO e F1, respectivamente, na captura do radical DPPH.
Para a captura do radical ABTS as formulagdes mais eficientes foram FO e F1, conforme
mostra a Tabela 8.

Em geral, a eficdcia da atividade antioxidante de um composto fendlico aumenta a
partir da agdo de grupos substituintes no anel fendlico, que aumentam a capacidade de doar
hidrogénio e/ou aumentam a estabilidade do radical livre sequestrado (PRAKASH et al.,
2012). Portanto, estes resultados indicam maior funcionalidade quando comparados com as
demais formulagdes, ja que mostraram inibigdes dos radicais superiores.

Schmidt et al. (2014) avaliaram compostos fenolicos da fermentac¢do de farelo de
arroz por Rhizopus oryzae e verificaram aumento na inibi¢cdo do radical DPPH e das enzimas
peroxidase e polifenoloxidase. Segundo Oliveira et al. (2012) compostos fenolicos produzidos
a partir da biomassa de farelo de arroz fermentado por Rhizopus oryzae em 96 horas,

sequestraram 50% do radical livre em 15 min.

3.5 ANALISE MICROBIOLOGICA DE COOKIES COM FARELO DE ARROZ
FERMENTADO

Os dados apresentados na Tabela 9 mostram que a contagem de Coliformes a 45 °C
estd abaixo do limite determinado pela legislacdo vigente e que ndo houve crescimento para
Estafilococos coagulase positiva (ECP). Nas amostras F1 a F3 ndo houve crescimento para
bolores e leveduras. Em contra partida, a amostra FO apresentou um crescimento, mas nao

ultrapassou o limite estabelecido pela Portaria 451 (BRASIL, 2001).



Tabela 9 - Avaliagdo da vida de prateleira de cookies elaborados com farelo de arroz fermentado durante 90 dias.

Periodo (dias) Determinacdo  *Ref. FO F1 F2 F3 RO
0 Bolores e 4x10° <10 (est) <10(est) <I10(est) <10 (est)
5
30 leveduras 10° 3,6 X 12 <10 (est) <10 (est) <10 (est)  <I0 (est)
60 4x10 <10 (est) <10(est) <lO(est) <10 (est)
(UFC/g) 6 3 3
90 6,3x 10 10 10 <10 (est) <10 (est)
0 <10 (est) <10(est) <IO0(est) <10 (est) <10 (est)
30 ECP s 10> <l0(est) <10(est) <10(est) <10(est) <10 (est)
60 (UFC/g) <10 (est) <10 (est) <10(est) <10(est) <10 (est)
90 <10 (est) <l10(est) <IO(est) <10 (est) <10 (est)
0 ) <0,3 (est) <0,3 (est) <0,3 (est) <0,3(est) <10 (est)
Coliformes a
30 | <0,3 (est) <0,3 (est) <0,3(est) <0,3(est) <10 (est)
60 45°C 10 <0,3 (est) <03 (est) <0,3(est) <03 (est) <10 (est)
90 (NMP/g) <03 (est) <03 (est) <03 (est) <03 (es) <l (est)

* Referéncia = Padrdes estabelecidos pela RDC n° 12, de janeiro de 2001. Est.= estimado.
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A insercdo de coprodutos como farelo de arroz na industria alimenticia ¢ uma
Otima alternativa pelo seu baixo custo e sua elevada quantidade de nutrientes. Além disso, a
fermentacdo em estado sélido por S. cerevisiae € uma possivel alternativa para aumentar esses
compostos, sem causar efeitos desfavoraveis a produgdo tecnoldgica de produtos panificaveis,
como no caso dos cookies. As quatro formulagdes dos cookies elaborada com substitui¢ao por
farelo de arroz fermentado no geral apresentaram boa aceitacdo, porém somente aquelas
contendo farelo fermentado se mantiveram estdveis microbiologicamente, o que no futuro
poderao ser direcionados para comercializagao.

Os dados apresentados na Tabela 9 mostram que todas as andlises
microbioldgicas, durante os 90 dias de armazenamento dos biscoitos tipo cookie com farelo
de arroz fermentado por R. oryzae, apresentaram resultados satisfatérios, ou seja, valores

inferiores aos limites estabelecidos pela Portaria 451 (BRASIL, 2001).

4. CONCLUSAO

Os cookies elaborados com 25% de farelo de arroz fermentado apresentaram os
melhores resultados, em destaque, o cookie elaborado com farelo de arroz fermentado por R.
oryzae, o qual obteve melhor avaliacdo global e aceitabilidade na analise sensorial, maior
disponibilidade de nutrientes na composi¢ao proximal e na atividade antioxidante, com vida

util de 90 dias.
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4, CONCLUSAO

A fermentacdo utilizando os microrganismos Rhizopus oryzae utilizando o farelo
de arroz integral e desengordurado como substrato aumentou os teores de lipidios, proteinas,
cinzas ¢ fibras durante as horas de fermentacao. Os minerais, com excec¢ao do calcio e ferro, a
fermentagdo aumentou o teor de minerais quando comparado antes do processo fermentativo.
Quanto aos compostos fenodlicos, o aumento significativo no conteudo apoés 48 h de
fermentagdo para ambos os farelos, principalmente o desengordurado, demonstra a eficacia do
emprego dessa biotecnologia em coprodutos agroindustriais. Destacando-se o farelo integral,
j& que o mesmo apresenta os melhores resultados no tempo de 96 h.

A fermentagdo de Saccharomyces cerevisiae utilizando os farelos de arroz como
substrato, promoveu o aumento de cinzas, proteinas ¢ compostos fenolicos, em 5%, 62% e
10%, respectivamente no farelo de arroz integral fermentado por 6h. Para o farelo
desengordurado acarretou no aumento de lipideos em 38% e fibras em 14%. Os compostos
fenolicos foram extraidos em maior propor¢do no farelo de arroz integral fermentado. Em
vista disso, o farelo de arroz integral fermentado por 6h se destacou na disponibilidade dos
nutrientes e bioativos.

Por meio da analise metaboldmica (CG-EM) juntamente da analise de
componentes principais foi possivel evidenciar a eficiéncia da analise de metabdlitos
originados da digestibilidade in vitro e in vivo estudados como os glicidios da digestibilidade
in vivo de larvas e in vitro, os aminodcidos da digestibilidade in vivo e in vitro, os acidos das
digestibilidade in vivo de larvas e in vitro, os acidos graxos da digestibilidade in vivo, os
alcoois da digestibilidade in vivo. Os farelos nao apresentaram toxicidade quando empregado
como dieta de gorgulhos de arroz. Além disso, larvas de C. capitata apresentaram a maior
absorcao dos nutrientes de proteinas e carboidratos, destacando o FRO 96 h seguido do FSC
6 h.

Na aplicacdo tecnoldgica, os cookies elaborados com 25% de farelo de arroz
fermentado apresentaram os melhores resultados. Destacando o cookie elaborado com farelo

de arroz fermentado por R. oryzae que obteve melhor avaliacdo global e aceitabilidade na
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analise sensorial, maior disponibilidade de nutrientes e atividade antioxidante, apresentando

vida util de 90 dias.
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Continuagdo do Parecer: 1.583.058
possiveis desconfortos e riscos decorrentes da participagdo na pesquisa, bem como a garantia

de plena liberdade ao participante da pesquisa, de recusar-se a participar ou retirar seu

consentimento, em qualquer fase da pesquisa, sem penalizag¢do alguma".

1. Recomendacoes:
Incluir riscos no TCLE e no projeto. Apresentar o questionario a ser aplicado.

2. Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Pendente

3. Consideracoes Finais a critério do CEP:

O Cep acata o parecer do relator.

4. Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagdes Basicas | PB_INFORMACOES BASICAS DO P 28/04/2016 Aceito
do Projeto ROJETO _700311.pdf 11:30:17
TCLE / Termos de CHIATTONI_TCLE.pdf 28/04/2016 | Lidiane Aceito
Assentimento / 11:28:34 MoreiraChiattoni
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado / LidianeChiattoni_PlataformaBrasil Proje 28/04/2016 | Lidiane Aceito
Brochura to.pdf 09:49:04 MoreiraChiattoni
Investigador
Folha de Rosto cHIATTONI pLATAFORMADBRASIL.pdf | 28/04/2016 [ Lidiane Aceito

09:44:26 MoreiraChiattoni

5. Situacao do Parecer:

Pendente
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5. Necessita Apreciacio da CONEP:
Nao

SANTA MARIA, 09 de Junho de 2016

5. Assinado por:

GIANCARLO BAZARELE
MACHADO BRUNO
(Coordenador)
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