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RESUMO

A possibilidade de valoracdo de co-produtos e reciclagem de residuos de processos
agroindustriais utilizados em diferentes processos, inclusive os bioprocessos, esta sendo
amplamente investigada pelo mundo cientifico, que procura fontes alternativas para
diversos produtos e suas aplicacées. No alvo destas pesquisas esta o farelo de arroz
que, atualmente, é considerado um co-produto do beneficiamento do arroz que
corresponde de 8 % a 10 % deste grao abundante no Rio Grande do Sul e constitui-se
promissora fonte de proteinas, fibra dietética e compostos funcionais como antioxidantes,
fosfolipidios, fendis e &cido fitico. Este trabalho teve o objetivo de estudar a
disponibilizagdo de compostos funcionais em farelo de arroz, através da fermentagdo em
estado sélido com Rhizopus oryzae. Durante o desenvolvimento do trabalho foi avaliado,
no farelo de arroz fermentado, o efeito do processo fermentativo sobre a composicao
fisico-quimica, o perfil de acidos graxos, o conteldo de fosfolipidios e a presenca de
compostos antioxidantes, bem como a atividade de enzimas durante o0 acompanhamento
do processo fermentativo. O farelo de arroz utilizado foi fornecido pelo IRGA. O fungo
agente fermentador foi Rhizopus oryzae e seus esporos foram propagados em agar
batata dextrose, utilizando umar suspensao de Tween 80 (0,2 %), incubados durante 7
dias a 30 °C, até nova e completa esporulacao do fungo. A fermentacao foi realizada em
biorreatores de bandejas onde o substrato (farelo de arroz) foi disposto e homogeneizado
com a suspensdo de esporos perfazendo a concentragao inicial de 4,0x10° esporos.g™
meio. A umidade do meio foi ajustada para 50 % e o processo ocorreu em estufa a 30 °C
por 120 h. As amostras necessarias para as determinacdes analiticas foram coletadas no
inicio do processo e a cada 24 h. Foram determinados os teores de umidade, cinzas,
lipidios, proteina, fibra, agucares redutores, aminoacidos digeriveis, acido fitico, perfil de
acidos graxos com identificagao e quantificagdo por cromatografia gasosa e fosfolipidios.
Os compostos fendlicos dos fermentados foram extraidos com metanol a frio e
quantificados por método espectrofotométrico com o reagente de Folin-Ciocalteau. A
capacidade dos antioxidantes dos extratos do farelo fermentado foi estimada
considerando o potencial em capturar os radicais 2,2-difenil-1-picrilidrazil (DPPH), inibir a
peroxidacao lipidica e a reacao de escurecimento do guaiacol catalisada pela peroxidase.
A fermentagdo em estado solido reduziu em 40 %, 50 % e 60 %, significativamente
(p<0,05), os teores lipidios, acido fitico e aglUcares redutores do farelo de arroz,
respectivamente. O farelo fermentado apresentou teores aumentados de 30 % em cinzas,
50 % em fibras e 40 % em proteinas. A determinacdo de aminoacidos digeriveis indicou



aumento de 27,6 % na digestibilidade das proteinas produzidas. O farelo de arroz
fermentado por 24 h apresentou o maior contelildo de compostos fendlicos totais (2200 ug
ac fertlico/Jrarelo), NO entanto o extrato metandlico do farelo de arroz fermentado por 96 h
inativou 50 % do DPPH reativo em 15 min (CEsy de 4,3 Ug c.feruico/ML). ESte mesmo
extrato reduziu em 57 % o valor do indice de peréxido no 6leo de oliva apds 30 dias de
armazenamento. O extrato aquoso do farelo de arroz fermentado por 120 h foi o mais
eficiente inibidor da reagdo de escurecimento catalisada pela peroxidase. Os teores de
fosfolipidios foram aumentados em 1,8 mg P/g ipio- NO farelo fermentado os &cidos
oléico, palmitico e linoléico foram os predominantes, ocorrendo ao longo da fermentagéo
a redugao dos acidos graxos saturados (20 %) e o aumento dos acidos graxos
insaturados (5 %) Estes resultados indicam que a fermentagcdo em estado sélido é uma
poderosa ferramenta para agregar valor a este co-produto modificando a sua composicao
quimica e disponibilizando compostos de maior interesse, que podem ser aplicados em
outros processos, subsidiando o agroneg6cio com alternativas para a sua
sustentabilidade. O presente trabalho contribui com informagbes importantes para as
etapas de investigacdo sobre a disponibilizacdo destes biocompostos e suas futuras
aplicacdes.

Palavras chaves: co-produto, fermentacdo, bioprodutos, fosfolipidios, atividade

antioxidante.



ABSTRACT

The possibility of co-product valuation and residue reuse of agroindustrial processes may
be used in different processes, besides bioprocess is being investigated thoroughly by the
scientific world which looks for alternative sources for several products and its
applications. In the goal of these researches is rice bran, which is nowadays being
considered a co-product of rice milling and corresponds from 8% to 10% of this abundant
grain in Rio Grande do Sul. Thus, it is a promising source of proteins, dietary fiber and
functional compounds like antioxidants, phospholipids, phenols and phytic acid. This work
aimed to study the availability of functional compounds in rice bran through solid-state
fermentation with Rhizopus oryzae. During the development of this work, the effect of the
fermentative process was evaluated on fermented rice bran, that is, the physico-chemical
composition, the fatty acid profile, phospholipids content and the presence of antioxidant
compounds, as well as the enzyme activity during the fermentative process. Rice bran
was supplied by IRGA (Instituto Rio Grandense de Arroz). The strain used for
fermentation was from Rhizopus oryzae fungus and the spores were scraped from the
slopes into aqueous emulsion of Tween 80 (0.2 %) incubated during 7 days at 30 °C until
new and complete fungi sporulation. Fermentation was carried out in tray bioreactors, in
which the substratum, rice bran, was placed and homogenized with spores suspension
totalizing the initial concentration of 4.0x10° spores/g. The medium moisture was adjusted
to 50 % and the process was carried out in a chamber at 30 °C for 120 h. For analytical
determination, the samples were withdrawn at the beginning of the process and each 24
h. The contents of moisture, ash, lipid, protein, fiber, reducing sugars, digestible
aminoacids and phytic acid were determined, as well as the fatty acid profile, following
identification and quantification by gaseous chromatography. The phenolic compounds
were cold-extracted with methanol and quantified by spectrophotometer using the Folin-
Ciocalteau reagent. The fermented bran extract antioxidant ability was estimated
considering its potential in capturing DPPH radicals, inhibiting lipid peroxidation and
guaiacol darkening reaction catalyzed by peroxidase enzyme. Solid-state fermentation
reduced moisture, lipid, phytic acid and reducing sugars content of rice bran in,
respectively, 24.6 %, 40 %, 50 % and 60 %. The fermented bran presented an increase of
30 % in ashes content, 50 % in fibers and 40 % in proteins. The digestible aminoacid
determination indicated increase of 27.6 % in the digestibility of produced proteins. Rice
bran fermented for 24 h showed the highest phenolic compound content (2200 Ug teruic

acid’ bran), however the fermented rice bran methanolic extract at 96 h inactivated 50 % of



the DPPH reagent in 15 min (CEsy of 4.3 Ug feruic acie/ML). This same extract reduced in
57% the peroxide index in olive oil after 30 days of storage. The fermented rice bran
aqueous extract at 120 h was the most efficient inhibitor of the darkening reaction
catalyzed by peroxidase. Phospholipids content were increased to 1.8 mgP/g j,ia. Oleic,
palmitic and linoleic fatty acids predominated in fermented bran, being observed a
reduction in saturated fatty acids (20 %) and an increase (5 %) in unsaturated ones along
the fermentation. These results point out that solid-state fermentation is a powerful tool to
add value to rice bran, modifying its chemical composition in which components of major
interest become available and can be applied to other processes, subsidizing
agribusiness with important information for investigating steps related to these
compounds, purifying method and application.

Keywords: rice bran, fermentation, bioproducts, phospholipids, antioxidant activity
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1 INTRODUCAO

O melhor aproveitamento das fontes de recursos naturais, e enfrentar os
problemas econ6micos e ambientais decorrentes do processamento de matérias-primas
agropecuarias, € o foco de muitos estudos. A valoracdo e reciclagem de co-produtos e
residuos de matérias-primas, com alto custo de producéo, é uma atividade que precisa
ser integrada e viavel economicamente. As possibilidades no aspecto cientifico sédo
muitas, no entanto, para aplicagao integral, especialmente em formulacées alimenticias, é
necessario que a proposta apresente adequacidade nutricional, sanitaria e sensorial
(GUTIERREZ et al., 1992).

Uma alternativa para melhor aproveitamento do potencial nutricional destes
residuos seria a extracdo e/ou modificagdo de suas biomoléculas que podem ser
utilizadas como insumos para a formulacdo de diversos produtos. Outra proposta pode
ser o emprego destes materiais como substrato na producao de biomassa protéica, para
potencial substituicio de fontes convencionais de proteina; produgdo de enzimas,
biossurfactantes, compostos antioxidantes e outros compostos  bioativos
(PARASKEVOUPQOULOU et al., 2003; YEN et al., 2003).

O arroz é uma excelente fonte de carboidratos, fibras, proteinas e vitaminas. As
camadas do arroz contém proteinas ricas em oito dos amino acidos essenciais, além de
calcio, fésforo, potassio, niacina, vitaminas B e E e 6leo natural, o qual aparece, em
estudos, com efeito diminuidor do colesterol. O 6leo do arroz contém trés diferentes tipos
de antioxidantes naturais tocoferdis, tocotriendis e orizanol (PERRETTI et al, 2003).

Nas diferentes etapas do beneficiamento do grao para comercializagao resulta a
seguinte distribuicdo média: casca 24%, farelo 8 a 10% e arroz polido 68%. A observacéao
da composicao centesimal destas porgcdes mostra que o farelo possui os mais elevados
teores de proteina (13 a 15%) quando comparados com 5 a 8% no arroz polido e 3 a
3,5% na casca. O mesmo ocorre com o conteudo lipidico que perfaz no farelo 15 a 17%
em relacdo a 0,3 a 0,6 % no arroz polido e 0,8% na casca. O componente fibra também é
abundante no farelo, 8,5 a 10%. O farelo de arroz é rico em nutrientes e minerais:
vitamina E, vitamina B6, niacina, acido pantoténico, riboflavina, tiamina, folato, magnésio,
manganés, zinco, cobre, potassio e ferro.

Deste potencial do farelo de arroz, apenas possui exploragdo expressiva no
mercado, o Oleo, extraido e comercializado como produto destinado ao consumo
humano. O teor protéico e a fragdo lipidica disponiveis no farelo apdés o
“desengorduramento” sado comercializados para preparacdo de racdo animal e



formulacédo de alimentos para uma faixa restrita da populacio, ou seja, aqueles cuja dieta
€ pobre, que precisam de suplementagdo emergencial, e os cujos habitos nutricionais sao
ditos alternativos (SILVA et al. 2001; LEMOS e SOUZA-SOARES, 2000). Ainda nesta
restricao de uso existem controvérsias sobre a eficiéncia dos nutrientes, a presencga de
fatores antinutricionais, que podem dificultar o desenvolvimento de animais de criagéao e
de humanos, e o risco de contaminagao por ser proveniente de uma porcao mais externa
do grao bastante sujeita a incidentes quimicos, fisicos e biolégicos.

Considerando-se que o estado do Rio Grande do Sul vem ocupando o primeiro
lugar na producgéao brasileira durante os ultimos anos, com aproximadamente 7,5 milhdes
de toneladas de grdos em cada safra, as quais, convertidas em farelo, originariam, em
média, 0,5 milhdes de toneladas a serem comercializadas como co-produto ou residuo,
seria interessante e compensador agregar valor ao farelo de arroz.

A disponibilidade de nutrientes € uma das criticas mais freqlientes ao emprego de
farelos de cereais em dietas, pois nas camadas mais externas dos graos as proteinas e
outros micronutrientes estao fortemente associados a celulose, hemicelulose e a alguns
minerais que dificultam o aproveitamento integral dos nutrientes nos processos digestivos
de animais monogastricos (ZDRADECK, 2001 e MORAES, 1999)

Um processo que vem se mostrando promissor para a disponibilizacdo de
nutrientes é a fermentacéo em estado sélido. Esta é caracterizada pelo desenvolvimento
de microrganismos em materiais sélidos umedecidos, na auséncia ou quase, de agua
livre. Este processo apresenta vantagens tais como: menor espaco ocupado pela planta e
pelos fermentadores, pequena quantidade de efluentes para tratamento, obtencdo de
produtos concentrados, reducdo dos riscos de contaminagao, uso de substratos simples
e de baixo custo, desnecessario controle rigido de parametros durante a fermentacao
(REGULY, 2000; COSTA, 1996).

Do ponto de vista especifico deste trabalho a fermentacdo em estado sélido é util
para aumentar o valor protéico, disponibilizar substancias com propriedades funcionais e
modificar o perfil de acidos graxos. Esta perspectiva uma vez explorada pode ser uma
boa fonte de recursos para a regido sul do Rio Grande do Sul, que vem encontrando
problemas com o descarte ou o subaproveitamento de nutrientes. Considerando-se o
grande volume de farelo produzido como residuo do beneficiamento do grao e producao
de 6leo é promissor a sua aplicagdo como co-produto de diferentes processos, que
possibilitem o fornecimento de compostos importantes para a alimentacdo humana e para
outros ramos da industria.

O presente estudo visa obter informacdes seguras a respeito da composicdo
deste co-produto e o seu potencial como fonte de compostos bioativos disponibilizados a



partir de um bioprocesso, além de investigar as modificacdes sofridas na sua composicao
que poderiam agregar valor a esta matéria-prima. Conhecer as alteragbes bioquimicas
durante o desenvolvimento da biomassa € outra contribuicdo necessaria para o controle e

aplicacao industrial da fermentagéo soélida com este microrganismo.

2 ANTECEDENTES

A utilizacdo de rejeitos da agroindustria regional, além de proporcionar o desafio
de novos produtos, busca, também, minimizar o problema da poluicdo ambiental. Deste
modo, os rejeitos do beneficiamento do arroz sdo abundantes e tém motivado uma série
de estudos.

Uma linha de pesquisa, denominada Bioprocessos em Alimentos, em que esta
situacdo é considerada, vem sendo desenvolvida no Programa de Pds-graduacdo em
Engenharia e Ciéncia de Alimentos da Universidade Federal do Rio Grande - FURG.
Alguns projetos visam avaliar os rejeitos e residuos da agroindustria regional quanto ao
seu potencial como fonte de insumos em formulagdes alimenticias, desde 1996.

Foram estudados a elaboracao e caracterizagdo quimica e funcional de produtos
formulados a partir de plasma bovino adsorvido em farelo de arroz como sopas
desidratadas, biscoitos de aveia e sobremesas (TEIXEIRA et al., 1996; GONCALVES et
al., 1997; SALCEDO et al., 1998; MASSARO, 2001).

Outros trabalhos, também, utilizaram o farelo de arroz como substrato para a
fermentacdo em estado sélido. Os resultados mostram que determinadas condi¢des de
fermentacdo com alguns tipos de fungos podem aumentar o teor de proteinas deste
subproduto em até 35% e diminuir os niveis de contaminacado por micotoxinas em até
60% (MORAES, 1999 e CACCIAMANI, 2004). A avaliacido das propriedades funcionais
das proteinas fungicas como solubilidade, digestibilidade in vitro, capacidade de retencao
de agua e formacao de gel foi realizada (SILVEIRA, 2005).

A producdo de enzimas como amiloglicosidase, pectinase e lipase, além de
fungos comestiveis e biossurfactantes, aproveitando o farelo de arroz e utilizando a
fermentacdo em estado sélido como processo, também foi estudada (SANZO, 1998;
LINDE, 2000; COSTA, 2004; SILVEIRA et al., 2006; CASTIGLIONI, 2006).

No Laboratério de Ciéncia de Alimentos, também foram executados projetos de
estudo enfocando a composi¢do quimica, bioquimica e funcional, além da investigacao
dos efeitos do bioprocesso e outros processamentos sobre o arroz e seus derivados
(DORS et al., 2009; FEDDERN et al., 2008; FEDDERN et al., 2007; SILVEIRA et al.,



2007; BADIALE-FURLONG et al., 2007; SACCHET et al., 2006; GARDA et al., 2005;
SOUSA, 2008; RECART, 2008).

A experiéncia deste grupo de pesquisa incentivou a realizacdo da proposta de
estudar a disponibilizacdo de compostos funcionais em farelo de arroz através da
fermentacédo em estado sélido com Rhizopus oryzae.

O autor do presente trabalho vem, desde sua iniciacdo cientifica, trabalho de
conclusdo da graduacdo e capacitagdo em mestrado, desenvolvendo atividades em
bioprocessos. Atuou nas atividades de determinagdo micotoxicologicas, producdo e
purificagdo de enzimas e estudo de condicbes que afetam a manifestacdo de
toxigenicidade de fungos. Fatos que nortearam o interesse em aprofundar o
conhecimento cientifico sobre aspectos bioquimicos da fermentacéo fungica.
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3 OBJETIVO GERAL

Estudar o efeito da fermentacdo em estado sélido com Rhizopus oryzae nas
caracteristicas fisico-quimicas e bioquimicas do farelo de arroz, visando disponibilizar

compostos funcionais.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o efeito da fermentacéo por fermentacdo em estado sélido com Rhizopus oryzae
nas caracteristicas fisico-quimicas do farelo de arroz;

- Avaliar o efeito da fermentacdo por Rhizopus oryzae no perfil de acidos graxos e
conteudo de fosfolipidios do farelo de arroz;

- Caracterizar bioquimicamente o farelo de arroz fermentado através da determinagéo do
teor de compostos fendlicos e o potencial antioxidante dos extratos obtidos da biomassa;
- Verificar a atividade enzimatica da catalase, protease, lipase e amilases no decorrer do

processo fermentativo.



CAPITULO Il - REVISAO BIBLIOGRAFICA
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1- FARELO DE ARROZ

O estado do Rio Grande do Sul vem ocupando o primeiro lugar na producéo
brasileira de arroz durante as Ultimas safras. A safra 2007/2008 de arroz no Rio Grande
do Sul foi de 7,5 milhdes de toneladas, com estimativa de safra recorde em 2009 (IRGA,
2008). O beneficiamento deste grao resulta em 5 a 8% de farelo de arroz, que permite
estimar uma producao de 600 mil toneladas de farelo de arroz a serem comercializadas
como subproduto ou co-produto (IRGA, 2008).

Devido a tradicao e preferéncia, o arroz é beneficiado, resultando no arroz branco.
Este processo reduz o tempo de cozimento e aumenta a vida Util de estocagem, e
também, remove grande porcentagem de muitos nutrientes incluindo proteinas, fibras,
lipidios, ferro e vitaminas B que séo veiculados para o farelo. O farelo também, contém o
germe, decorrente do processo de brunimento ou polimento do arroz (FAO, 2004).

No processo de beneficiamento do arroz, apds a retirada da casca, sdo removidas
as camadas mais externas do grao que compreendem pericarpo, tegumento, camada de
aleurona e parte do endosperma, dando origem ao farelo. A natureza e composicao do
farelo de arroz dependem do sistema ou grau de polimento, contaminagdo com casca e a
severidade da parboilizagao para arroz parboilizado (AMISSAH et al., 2003).

O farelo de arroz é um componente obtido quando removido do endosperma
amilaceo no beneficiamento do grdo. Nas diferentes etapas do beneficiamento do gréao
para comercializagdo podem-se encontrar a seguinte distribuicdo média: casca 24 %,
farelo 8 a 10 % e arroz polido 68 %.

Ao se observar a composicdo centesimal das fracbes de beneficiamento se
verifica que o farelo possui os mais elevados teores de proteina (13 a 15 %) em relacéo a
5 a 8 % no arroz polido e 3 a 3,5 % na casca. O mesmo se verifica com o contetido
lipidico que perfaz no farelo 15 a 17% contra 0,3 a 0,6 % no arroz polido e 0,8% na casca
e seus maiores constituintes sdo os acidos oléico, linoléico e acido palmitico. O
componente fibra também é abundante perfazendo 8,5 a 10% (AMATO, 2006).

Quando comparado ao farelo de outros cereais, que normalmente excluem o
gérmen, o farelo de arroz apresenta maior conteldo de lipidios, também é comparavel
quanto ao conteldo de proteinas, sais minerais, vitaminas do complexo B e fibras, com
excecao da aveia, que apresenta maior percentual de fibras. O conteldo de cinzas no
farelo de arroz € maior do que nos outros farelos, bem como o percentual de fésforo, do
qual aproximadamente 90% se apresenta como fitato de fésforo, o mais elevado dentre
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os farelo de cereais (SILVA, SANCHES e AMANTE, 2001). Embora estudos relatem a
boa qualidade nutricional deste subproduto em especial no que se refere a minerais,
vitaminas e fibra dietética, o seu uso é praticamente inexistente em nutricao humana.

O farelo de arroz € uma boa fonte para obtencéo de 6leo, produzindo em torno de
14-18% do peso da matéria-prima. O 6leo de arroz € mais resistente a rancidez e
oxidagao em relagéo a maioria dos demais existentes no mercado, e isso se deve ao alto
teor de tocoferodis, que apresentam acao antioxidante. A remocéo do 6leo nao prejudica o
seu valor para posterior aproveitamento, pois o conteldo de proteina e demais
substincias é conservado durante o processo de extracdo, exceto as vitaminas
lipossoluveis, que ficam mais concentradas no 6leo. O farelo de arroz ap6s extragao de
6leo resulta em um produto com alto teor de proteinas e o concentrado destas proteinas
apresenta propriedades funcionais comparadas com a caseina e possuem potencial uso
na industria de alimentos principalmente em formulagdes infantis. A proteina do arroz,
também ¢é hipoalergénica e contém excelente quantidade de lisina (LEMOS e SOUZA-
SOARES, 2000; CHANDI e SOGI, 2006).

4.1.1 Minerais

Um dos principais minerais presentes no farelo € o fésforo, principalmente na
forma de fitatos, mas o farelo também apresenta grande quantidade de zinco, cobre,
ferro, magnésio e manganés, e menor quantidade de célcio e sodio. Contudo, os teores
dos nutrientes do farelo podem variar em fungédo das variedades agrondmicas, condicdes
de cultivo e beneficiamento, resisténcia a quebra do grao, tipo de moinho, presenca ou
auséncia de germe e uniformidade de moagem (DENARDIN et al., 2006).

AMISSAH et al. (2003) avaliaram 16 diferentes variedades de arroz e seu efeito
na qualidade do farelo em relacdo ao conteldo de umidade, lipidios, fibra bruta, proteina,
cinzas e conteudo mineral. Os resultados mostraram diferenca significativa no contelido
de lipidios (variacao de 13,4 a 19,8 %), proteina (11,5 - 15,3 %), fibra bruta (7,3 - 13,4 %)
e cinzas (8,5 % - 22,2 %) entre as diferentes variedades de arroz. Os farelos de arroz
apresentaram altos niveis de K (48,2 — 71,0 mg.100g™"), P (26,3 — 46,3 mg.100g") e Ca
(5,5-9,5mg.100g™).

DENARDIN et al. (2006) analisaram farelo de 10 cultivares de arroz
recomendadas para producdo de graos da Regido Sul do Brasil e observaram que os
teores de Ca, Mg, Fe, Mn e Zn foram significativamente maiores nos farelos obtidos pela
descascagem de graos parboilizados em relagcdo aqueles obtidos a partir da
descascagem do arroz branco. Por outro lado, observaram teores de K maiores nos
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farelos obtidos dos graos brancos em relagdo aos parboilizados, devido a forma ibnica
deste mineral nas células, a qual é mais facilmente solubilizada na agua usada para o
encharcamento dos grdos no processo de parboilizagado, fato que difere dos demais
minerais avaliados, que geralmente, se apresentam em maior propor¢gdo na forma

organica.

4.1.2 Proteinas

O farelo de arroz contém entre 12 a 16% de proteinas. Suas proteinas
apresentam maior contelido de lisina quando comparadas ao farelo de outros cereais e
ao arroz integral, porém menor digestibilidade, em torno de 85%. As principais proteinas
deste farelo sdo as albuminas, globulinas, glutelinas, prolaminas, com valores de 37%,
36% e 22,5%, respectivamente (SILVA, SANCHES e AMANTE, 2001; ZHOU et al.,
2002).

A partir do farelo, desengordurado ou nio, pode-se extrair proteina ainda pouco
usada em produtos alimenticios, apesar de seu grande potencial de aplicacdo. Tem-se
como vantagem da proteina do farelo de arroz a auséncia de efeitos indesejaveis em
individuos intolerantes ou alérgicos ao gluten. Bons resultados como condicionador de
massas em produtos de panificacdo tem sido obtidos por melhorar a retencao do gas e
as propriedades de mistura das massas (ABDULHAMID & LUAN, 2000).

O concentrado protéico, obtido do farelo, apresenta grande capacidade de
emulsificacao e estabilizacao de emulsées, sendo bastante apropriado para utilizacdo em
imitacdes de produtos carneos. Quando utilizado em substituicdo a proteina animal é
capaz de manter a qualidade nutricional do alimento (CARVALHO & VIEIRA, 1999).
Estudos de CHANDI & SOGI (2007) demonstraram que a capacidade emulsificante do
concentrado de proteina do farelo de arroz (Basmati 360) varia entre 24 e 74%. As
emulsdes produzidas apresentaram-se razoavelmente estaveis sob diferentes condigdes
de pH, concentragbes de sal e de aclcar. Os mesmos autores mencionaram que as
propriedades funcionais de concentrados de proteina do farelo de arroz sdo comparaveis
as da caseina, evidenciando bom potencial desse produto para as industrias de
alimentos. A qualidade da proteina do farelo de arroz s6 é inferior a da aveia, superando
a do trigo e a do milho. Essa proteina hipoalergénica contém quantidades apreciaveis de
lisina. Seu perfil de aminoacidos a torna ingrediente apropriado para formulacbes de
alimentos infantis (WANG et al., 1999). O uso das proteinas extraidas do farelo de arroz
desengordurado como ingrediente nutracéutico tem sido considerado favoravel devido
sua estabilidade térmica (TANG et al., 2003).
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PARRADO et al. (2006) produziram um extrato enzimatico do farelo do arroz
soluvel em agua e o estabilizaram através de um tratamento enzimatico com uma mistura
de endoproteases. O produto apresentou potencial uso em alimentos funcionais, devido a
suas propriedades como a presenga de proteinas (38 %) na forma de peptidios e
aminoacidos livres contendo 6% de aminoacidos sulfuricos. Os lipidios (30 %)
apresentaram acido oléico e linoléico como principais componentes, além do y-orizanol. E
estudos preliminares indicaram o efeito anti-proliferacdo do extrato enzimatico do farelo
de arroz sobre o desenvolvimento de células leucémicas.

WANG et al. (1999) prepararam um isolado protéico do farelo de arroz e o perfil
de aminoacidos essenciais foi similar ao requerido para criancas com idade entre 2 € 5
anos. O isolado protéico do farelo de arroz apresentou altos niveis de histidina, arginina,
isoleucina, valina, metionina, tirosina e triptofano. Em comparagdo com a caseina e o
isolado protéico da soja, os contelidos de valina, cisteina, fenilanina, treonina, histidina,
arginina, leucina, alanina, acido aspartico e glicina foram similares ou maiores para o

isolado de farelo.

4.1.3 Lipidios

Os lipidios do arroz, nos quais sdo predominantemente triacilglicerois, sao
usualmente divididos em lipidios livres e ligados, onde os lipidios livres sdo extraidos com
éter enquanto os lipidios ligados sao tipicamente extraidos com solugdo quente de agua
e alcool. Os lipidios livres estdo adsorvidos na superficie dos granulos de amido,
enquanto que os lipidios ligados estdo localizados dentro dos granulos de amido
complexados com a amilose. A formacdo de um complexo amilose-lipidio € dependente
do tipo de lipidio e a maioria dos lipidios ligados sdo acidos graxos livres ou
monoacilgliceréis (ZHOU et al., 2003).

Dos lipidios presentes no arroz integral, cerca de 80% estédo contidos no farelo, e
destes, 33% estdo no germe. Uma das caracteristicas importantes do farelo é o seu alto
valor energético, decorrente, em parte, do elevado teor de lipidios de sua composicao
quimica, sendo seus constituintes principais: acidos palmitico (12,3 a 20,5 %), linoléico
(37,1 a 40,7 %) e oléico (37,1 a 52,8 %). Em relagdo ao grau de saturacao, o 6leo do
farelo de arroz contém aproximadamente 40 % de acidos graxos poliinsaturados, 40 %
monoinsaturados e 20 % saturados (LEMOS e SOUZA-SOARES, 2000).

A conservacdo do farelo de arroz “in natura” torna-se problematica pela acdo
enzimatica durante o armazenamento, que leva a decomposi¢ao dos triacilgliceréis e a

conseqliente geracado de acidos graxos livres. Os acidos graxos livres produzem sabor
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acido e desagradavel que compromete a utilizacao do farelo para consumo humano e
como matéria-prima para extragdo de 6leos comestiveis (CARVALHO e VIEIRA, 1999;
RODRIGUES, ONOYAMA e MEIRELLES, 2006). Em clima quente, as enzimas
hidrolisam rapidamente o 6leo elevando consideravelmente a acidez livre em poucas
horas. Nessa condicdo, o 6leo também é oxidado e agrega odores e sabores rancosos.
Além disso, ocorrem perdas de componentes alimenticios valiosos como vitaminas e
antioxidantes.

O 6leo do farelo contém 70 % de trigliceridios, 2 a 3 % de digliceridios, 5 a 6 % de
monogliceridios e 2 a 3 % de acidos graxos livres. Os glicolipidios correspondem de 5a 7
%, os fosfolipidios de 3 a 4 %, as ceras de 2 a 3 % e os lipidios insaponificaveis 4 %
(SILVA, SANCHES e AMANTE, 2001).

Os lipidos saponificaveis contidos no éleo de farelo de arroz perfazem um total de
90-96 %, enquanto os insaponificaveis estao entre 3 e 8 %, contendo predominantemente
esterdis e alcoois triterpénicos, em que a fragdo de esterbis contém oito diferentes
esterdis e apresenta apenas tracos de colesterol, sendo comparativamente encontrada
maior quantidade de material insaponificavel em 6leo de farelo de arroz do que em outros
6leos vegetais (LEMOS e SOUZA-SOARES, 2000).

Os lipidios complexos fosfolipidios sdo também chamados glicerofosfolipidios ou
glicerol-fosfatidios. Sdo os componentes principais caracteristicos das membranas
celulares, sendo que somente quantidades muito pequenas ocorrem em outros locais da
célula. Os fosfolipidios sdo definidos pela presenca de um polidlcool (usualmente, mas
nem sempre, o glicerol) esterificado com acido graxos e com acido fosférico (HsPO,). O
acido fosférico, por sua vez, apresenta-se também esterificado a um alcool aminado
(colina, etanolamina), ou um aminoacido (serina), ou mesmo a um polialcool ciclico
chamado inositol. Os fosfolipidios, em contraste com ftrigliceridios (triacilgliceréis), sao
substancias polares, isto explica propriedades importantes, pois constituem uma ponte
entre gorduras e fase aquosa, também tem grande facilidade para formar lipoproteinas
(celular), constituindo membranas (RIBEIRO e SERAVALLI, 2004).

KIKUCHI et al. (1999) relataram que fosfolipidios podem atuar como
antioxidantes, protegendo as membranas celulares contra acao do oxigénio singlet. Estes
compostos também sdo importantes para a qualidade e estabilidade de 6leos vegetais,
eles provocam descoloracado durante os processos de desodorizagao e destilagcdo, sendo
compostos indesejaveis (NZAl e PROCTOR, 1998).

Lipidios sdo um grupo de substancias que englobam, primeiramente, compostos
nao polares (trigliceridios, digliceridios, monogliceridios e esterdis) e compostos polares
(acidos graxos livres, fosfolipidios e esfingolipidios). A possibilidade dos lipidios de se
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ligarem a outras moléculas e a habilidade de misturas de diferentes solventes em
solubilizar as classes de lipidios, conduziu o conceito de “extracdo de lipidios totais e
lipidios extraiveis”. Solventes usados para a extracdo de lipidios devem ter alta
solubilidade para todos os compostos lipidicos e serem suficientemente polar para
remove-los dos seus sitios de ligagdes com as membranas celulares (MANIRAKIZA et
al., 2001).

A insolubilidade dos lipidios em agua torna possivel sua separacdo das proteinas,
carboidratos e da agua nos tecidos. Como os lipidios tém uma grande faixa de relativa
hidrofobicidade, é praticamente inviavel a utilizacdo de um Unico solvente universal para
a extracao dos lipidios. Lipidios neutros estdo ligados covalentemente e podem ser
extraidos dos tecidos por solventes polares, enquanto lipidios polares, os quais estédo
ligados por forcas eletrostaticas e pontes de hidrogénio, requerem solventes polares
capazes de quebrar tais ligacdes e libera-los (BRUM, 2004).

Pesquisadores, como FOLCH et al. (1957), reconheceram estas caracteristicas
intrinsecas da extragdo de lipidios e desenvolveram um método usando uma mistura de
cloroférmio e metanol, seguida pela adicdo de solucdo de KCI, visando uma melhor
separacao das fases. BLIGH e DYER (1959) modificaram o método de FOLCH e
propuseram um “método rapido” para extracao e purificacao dos lipidios totais.

Geralmente os métodos de extragdo mais efetivos e com melhor rendimento, sdo
os que utilizam a mistura cloroférmio e metanol. A mistura de n-hexano e isopropanol tém
se mostrado adequada na substituicdo do cloroformio e metanol, principalmente no que
diz respeito a toxidez (HARA & RADIN, 1978). A mistura alternativa ao cloroférmio e
metanol consiste de um solvente de baixa polaridade (n-hexano) e outro de alta
polaridade (isopropanol), sendo miscivel em agua pode penetrar na membrana celular e
dissolver uma vasta categoria de lipidios que diferem consideravelmente quanto a
solubilidade.

Os métodos de FOLCH et al. (1957), BLIGH e DYER (1959) e HARA e RADIN
(1978) sao conhecidos como métodos de extracao a frio, pela comparagdo com o método
de SOXHLET (1879), que emprega o calor no processo. Desde o surgimento destes
métodos de extragao a frio, a temperatura ambiente, diversos trabalhos foram realizados
a fim de que a qualidade da fracao lipidica ndo fosse afetada, o rendimento da extracao
fosse satisfatorio e os solventes utilizados apresentassem um menor grau de toxidez.

BRUM (2004) utilizou quatro diferentes métodos classicos de extracdo de lipidios
em aveia em flocos. Os resultados obtidos indicaram que os métodos de SOXHLET e
BLIGH & DYER apresentaram um rendimento superior (7,7% e 7,6%, respectivamente)
em relagdo ao método de HARA & RADIN e FOLCH et al. (6,6% e 6,9%,
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respectivamente). Porém, o método de SOXHLET afetou a qualidade da fragao lipidica
demonstrada pela presenca de peroxido (3,7meq O./Kg) e acidez oléica (2,3% AGL).

4.1.4 Enzimas

Segundo LUH et al. (1991) citados por LEMOS e SOUZA-SOARES (2000), as
enzimas contidas no farelo de arroz sdo: a alfa-amilase, a beta-amilase e a catalase,
sendo as mais importantes a lipoxigenase, a lipase, e a peroxidase. Além destas
enzimas, também ja foram determinadas no arroz a presenca de outras enzimas como a
fitase, a fosfatase, a fosforilase, a pirofosfatase e sintetase.

Uma importante enzima presente no farelo de arroz é a lipase. Assim como outras
lipases, esta enzima é conhecida por ser regioseletiva e tem preferéncia por substratos
de baixo peso molecular. Esta e outras propriedades bioquimicas e enzimaticas tornam
viavel o emprego desta lipase para manufatura de produtos especificos.

As pesquisas realizadas com lipase abordam a sua desativagao e estabilidade do
farelo e subseqliente extracdo de 6leo. Outros estudos tratam da elucidacdo da sua
estrutura e propriedades bioguimicas. Poucas sdo as pesquisas em relacao a exploracao
sobre a possibilidade da extracao da lipase do farelo de arroz, pelo baixo rendimento da
enzima e falta de informacéo sobre o conteldo da enzima nas diferentes variedades de
arroz (PRABHU et al., 1999).

4.1.5 Antioxidantes

Uma substancia antioxidante pode ser definida como um composto ou substancia
quimica que inibe a oxidacdo, quando presente em baixa concentracdo comparada a do
substrato oxidavel, diminui ou inibe significativamente a oxidagcdo do mesmo. Do ponto de
vista biolégico, pode-se definir antioxidantes como compostos que protegem sistemas
biolégicos contra os efeitos potencialmente danosos de processos ou reagbes que
promovem a oxidacdo de macromoléculas ou estruturas celulares (ROGINSKY e LISSI,
2005).

Os antioxidantes primarios integram uma primeira linha de defesa formada por
substancias que impedem a geracdo de espécies reativas ou através da retirada das
mesmas de forma a impedir sua interacdo com alvos celulares, ou seja, bloqueiam a
etapa de iniciagdo da cadeia radicalar. Os antioxidantes secundarios atuam bloqueando a
etapa de propagacao da cadeia radical, seqliestrando radicais intermediarios (exemplo

peroxil ou alcoxil). Esses antioxidantes sdo compostos fendlicos ou aminas aromaticas,
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entre eles estdo o a-tocoferol, flavondides e varios antioxidantes sintéticos (ARUOMA,
2003).

A atividade antioxidante pode e deve ser determinada por diferentes testes para
avaliacdo do estagio da oxidacdo em que a inibicdo ocorre. Os métodos quimicos se
baseiam na medida da capacidade de sequiestrar radicais livres, capacidade de quelar
metais, de reduzir ferro e de capturar compostos oxidantes entre outros (HUANG et al.,
2005; ARUOMA, 2003)

O método de andlise da atividade antioxidante com o uso do radical livre 2,2-
difenil-1-picrilidrazil (DPPHe) envolve a acdo de um composto antioxidante que reage
com um radical estavel em solucdo metandlica. A reducdo na concentracdao do DPPH é
seguida pelo monitoramento da diminuigdo da sua absorvancia, no comprimento de onda
caracteristico, durante a reacéo. Esta forma radicalar, DPPHe absorve a 515nm, mas a
partir da redugédo por um antioxidante (AH) ou uma espécie radical (Re), a absorvancia
desaparece. A exata concentragdo inicial do DPPH no meio reacional é calculada a partir
de uma curva de calibragdo determinada por regressao linear. A atividade antiradical foi
definida como a quantidade de antioxidante necessario para diminuir a concentracdo para
50% (concentracéo eficiente — CEs, (mol.L" AO/mol.L”" DPPH)). Quanto maior o poder
antiradical, maior a eficiéncia da acdo antioxidante (ARUOMA, 2003; HUANG et al.,
2005).

Muitos métodos tém sido desenvolvidos para avaliar atividade antioxidante.
Infelizmente, estes métodos in vitro frequentemente nao correlacionam com a habilidade
dos compostos de inibir deterioracdo oxidativa dos alimentos. Isto ocorre devido a
atividade do antioxidante em um sistema alimenticio depender ndo somente da
reatividade do antioxidante (exemplo: varredura de radicais livres e quelante), mas
também de fatores como localizacao fisica, interacdo com outros componentes do
alimento e condicoes ambientais (ex.: pH) (DECKER et al., 2005).

O estudo de AGUILAR-GARCIA et al. (2006) mostrou que algumas variedades de
farelo de arroz contém diferentes niveis e combinacées de polifendis totais, y-orizanol, «,
v-tocoferdis e o, vy e d-tocotriendis. Os métodos para avaliar a atividade antioxidante
utilizados por eles apresentaram diferentes sensibilidades frente aos grupos de
compostos identificados, indicando que os métodos ndo avaliam o mesmo fenémeno
antioxidante e a variedade dos antioxidantes apresenta-se em proporcoes diferentes.

A matéria insaponificavel do 6leo do farelo de arroz contém altos niveis de
compostos com propriedades antioxidantes: tocoferois/tocotriendis (acima de 30mg.Kg™
de vitamina E) e y-orizanol (acima de 3000mg.Kg™) (XU e GODBER, 1999).
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O farelo de arroz é um produto fonte de antioxidantes, contendo exclusiva mistura
dos mesmos, onde 0s principais sao os tocéis e orizanois, sugerindo seu uso na industria
de alimentos nutracéuticos e funcionais. IQBAL et al. (2005) encontraram, ainda, um
conteudo de fendis totais na faixa de 2,5-3,5mg/g de farelo de arroz. Os pesquisadores
concluiram, no mesmo estudo, que o periodo de cultivo e quantidade de agua de
irrigacao das variedades exerceram efeito significativo nas propriedade antioxidantes e
sugeriram que outros fatores ambientais como umidade, solo, qualidade da agua podem
influenciar.

ZHOU et al. (2004) quantificaram acidos fendlicos (acido feralico: 61-84 mg/Kg
grao; acido p-cumarico: 9,5-11 mg/Kg grdo) em arroz beneficiado e verificaram que os
acidos fendlicos ligados compreendiam 53,7 % dos acidos fendlicos totais e que a
estocagem provocou a perda do conteldo de acidos fendlicos totais e ligados com
declineo maior a 37 °C do que a 4 °C.

Os antioxidantes apresentam-se como alternativa para prevenir a deterioragao
oxidativa dos alimentos e minimizar os danos oxidativos nos seres vivos. Como 0
emprego de antioxidantes sintéticos na industria de alimentos tem sido alvo de
questionamentos quanto a sua inocuidade, as pesquisas encontram-se voltadas para a
busca de compostos naturais que exibam esta propriedade funcional (PESCHEL et al.,
2006). Os compostos fendlicos, com destaque para os flavondides, acidos fendlicos,
caroteno e tocoferol, sdo os fitoquimicos que tem sido apontados como responsaveis por
esta propriedade (SOARES, 2002, WALTER, 2009).

WILSON et al. (2006) demonstraram que o 6leo de arroz, o orizanol e o0 acido
ferdlico possuem atividade de diminuicdo do colesterol por diferentes mecanismos de
acao. Pesquisas sugerem que o orizanol exerce grande efeito na diminuicao dos niveis
de LDL e aumento do HDL no plasma e o acido ferulico possui grande capacidade
antioxidante devido a sua habilidade de manter os niveis de vitamina E no soro
sanguineo.

A potente atividade antioxidante dos orizandis nos alimentos €& atribuida
principalmente ao &cido ferllico, presente como ésteres de polissacarideos e
glicoproteinas em polimeros de carboidratos e como componente estrutural de lipidios na
forma de éster de ferulato. O acido ferulico, esterificado com ester6is em plantas, como
nos orizandis, aumenta o potencial antioxidante, favorecendo o acesso molecular e
componentes hidrofébicos, que sdo mais susceptiveis a destruicdo celular oxidativa. O
potencial antioxidante dos orizanois também é potencializado por agentes sinergistas,
como fosfolipidios, aminoacidos e a-tocoferdis, presentes em grande quantidade no
farelo de arroz (SILVA, SANCHES e AMANTE, 2001).
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Acidos fendlicos sdo derivados hidroxilados dos acidos benzéico e cinamico. Os
acidos hidroxicinamicos sdo mais comuns que os acidos hidroxibenzéicos e consistem
principalmente dos acidos p-coumarico, cafeico, ferulico e sinaptico. Varios destes acidos
fenodlicos sdo encontrados também em produtos derivados de gréo, e o acido ferulico é o
mais abundante. Os acidos fendlicos estao concentrados na camada externa do grao e
sao particularmente interessantes por possuirem potencial protecdo contra céncer e
doencas do coragao (MATTILA et al., 2005).

MATTILA et al. (2005) determinaram o conteudo de acidos fenélicos em produtos
comerciais de oito tipos de graos e verificaram que o0 mais abundante nestes produtos foi
o acido ferulico seguido do acido sinaptico e coumarico. Encontraram em gréos de arroz
parboilizado um contetido total de fendis de 197mg.Kg™”'. E o dobro deste contetido de
acidos fenolicos foram encontrados nos graos de arroz marrom parboilizado.

Alguns acidos fenolicos em produtos derivados de graos estdo ligados ao material
da parede celular. O &cido ferulico e p-cumarico sdo os principais compostos fendlicos
em arroz e existem na forma livre, conjugados sollveis e ligagdes insoluveis. Muitos
destes compostos estéo ligados a polissacarideos, ligninas e suberina da parede celular.
O desafio na determinacao de acidos fendlicos em derivados de graos é a liberagao das
ligacdes formadas entre estes compostos e a matriz (MATTILA et al., 2005).

O &cido ferulico pode ocorrer na forma de éster com compostos polares como
acucares, e outros nao polares como esteréis de vegetais. Estas formas ésteres do acido
ferdlico exercem funcdo antioxidante em vegetais e alimentos derivados de vegetais. O
principal mecanismo dos fenéis antioxidantes em alimentos é a captura e estabilizagao
das espécies radicais, os quais sao geradas a partir da oxidacdo por radicais dos
compostos alimentares (MASUDA et al., 2006).

Os dois principais derivados do acido hidroxinamico, 6’-O-Feruloilsacarose e 6’-O-
sinapillsacarose, incluindo o acido ferllico e sinaptico que estao ligados covalentemente
a sacarose através de ligacbes éster, foram separados e identificados em extrato
metandlico de arroz. Os resultados demonstraram que o conteldo dos compostos
fendlicos insoluveis foi significativamente maior que os fendis solGveis no arroz, os fenois
identificados estavam em maior quantidade no arroz marrom e arroz marrom germinado
que no arroz branco. Foi observado que durante a germinagao ocorreu reducao de 70%
no conteudo dos dois ésteres hidroxicindmicos de sacarose e os &cidos fendlicos livres,
como o acido ferulico, aumentaram significativamente (TIAN et al., 2004, TIAN et al.,
2005).

KIM, TSAO e CUI (2006) verificaram a intensa atividade antioxidante do extrato do

farelo de trigo. A maioria dos acidos fendlicos encontravam-se na forma ligada, entre eles
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os &cidos ferulico, vanilico e siringico que foram extraidos apds hidrélise alcalina, porém
o efeito antioxidante do extrato inicial foi maior que dos acidos fendlicos livres.

No entanto, diferentes compostos do farelo de arroz podem apresentar atividade
antioxidante. ZHA et al. (2009) extrairam com agua quente polissacarideos do farelo de
arroz e precipitaram com etanol em diferentes concentragdes. Os testes de atividade
antioxidante revelaram que os extratos possuem consideravel capacidade de capturar o
radical superoxido, radical livre hidroxil, DPPH e reduzir a peroxidagao lipidica com 1

mg/mL, além de 6timo potencial redutor, quelante do ion férrico.
4.1.6 Acido Fitico

Este constituinte encontra-se na natureza, em quase todas as plantas, misturados
com sais de calcio e magnésio (fitinas), sendo mais concentrados nas sementes e nos
graos. E uma forma pela qual os fosfatos sdo armazenados (AMATO, 2006).

Nos cereais o fosforo (P) fitico constitui 64-85 % do P total, e a maioria do acido
fitico localiza-se nas aleuronas. Os niveis de acido fitico (g/100g) encontrados no arroz
inteiro oscilam de 0,86-0,99%, e 80% deste estdo presentes no farelo externo do grao
(DOMINGUEZ et al., 2002).

Entre as funcgdes fisiolégicas no vegetal que se tem atribuido ao acido fitico
encontram-se: como depdsito de energia, fonte de cations ou iniciadores da laténcia.
Além disso, alguns metabdlitos procedentes do mio-inositol e do inositol monofosfato
exercem papel importante no desenvolvimento da planta (DOMINGUEZ et al., 2002).

Fitato ou acido fitico € um termo genérico referente ao composto organico mio-
inositol (IPg), um hexafosfato encontrado em plantas e nos solos em diversas formas
isoméricas. O |IPgesta presente em quantidades substanciais em cereais e legumes (0,4-
6,4%), a principio existe em forma de sal com cations monovalentes e divalentes,
exemplos Ca®*, Mg* e K*. Desde sua descoberta, a popularidade do IPs decorreu pelo
fato deste ser a principal forma de estocagem de fésforo para a germinagdo das
sementes. O interesse pelo IP6 em meados dos anos 80 reacendeu em parte devido a
sua fungao antioxidante resultado da sua habilidade de quelar cations divalentes. Estas
propriedades, no entanto, tem sido associadas com uma preocupacao expressada
durante a metade do século passado sobre uma suposta deficiéncia mineral, resultante
da ingestao de alimentos com indices elevados de IP¢ (SHAMSUDDIN, 2002).

O acido fitico, por ser um &acido forte carregado negativamente, pode ligar-se a
fons metalicos carregados positivamente, como o zinco, calcio, cobre, magnésio,

manganés e ferro, sendo o pH do meio o fator de maior influéncia na formacao e
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estabilidade do complexo acido fitico-cation, por exemplo (SILVA, SANCHES e AMANTE,
2001).

As evidéncias de que os fitatos atuem como antinutrientes € enorme, porém nos
Ultimos anos varias pesquisas tem sugerido que estes compostos podem agir sobre o
metabolismo humano de forma benéfica atuando em varios sistemas fisiolégicos, como
cardiovascular, renal e imune: atividade antioxidante, inibindo a formacao de radicais
hidroxil (OH) e reduzindo a degradacdo do acido ascorbico envolvido na peroxidacéao
lipidica, agao preventiva sobre o cancer de colon e doengas cardiovasculares, e papel
preventivo na formagdo do célculo renal (SILVA, SANCHES e AMANTE, 2001;
DOMINGUEZ et al., 2002; SHAMSUDDIN, 2002). Um estudo testou um extrato com
acido fitico oriundo do farelo de arroz para suprimir o cancer de célon em ratos e foi
observado que um preparado com 0,2% de acido fitico do farelo proporcionou reducao na
formacao de tumores (NORAZALINA et al., 2009).

FILGUEIRAS et al. (2009) avaliaram o potencial antioxidante do acido fitico
extraido do germe de milho e confirmaram a atividade de sequestro de radicais livres e
quelacao de metais, por meio de ensaios de deoxirribose e batofenantrolina. A atividade
de sequestro do radical hidroxil foi dependente da concentracao do acido fitico do germe
de milho e a atividade quelante para o Fe* aumentou com elevacéo da concentragdo do
&cido fitico e com o tempo de contato com o Fe*2.

ADACHI et al (20086) verificaram a eficiéncia do farelo de arroz em adsorver o Fe**
em solucdo aquosa diminuindo em 88,5% a concentragéo do Fe*". O efeito adsorvente do
farelo foi atribuido a propriedade quelante do acido fitico.

A reducdo do conteldo de fitato na dieta pode ser realizada por métodos de
precipitacdo durante o processamento, métodos de preparacao de alimentos que ativem
as fitases enddgenas, a exemplo da panificacdo, fermentacdo, maltagdo e processo
hidrotémico, além da adicéo de fitase endégena (LONNERDAL, 2002).

4.2 ESTUDOS SOBRE O FARELO DE ARROZ E SUAS APLICACOES

No Brasil, o farelo é principalmente empregado em racdo neste sentido
encontram-se diversos estudos que visam a disponibilizacdo de nutrientes e aumento de
quantidade de nutrientes e digestibilidade para atender a nutricao animal (CONTE et al.,
2002; NORNBERG et al., 2004).

Em menor escala, o farelo de arroz é encontrado em casas de produtos naturais
como produto dietético ou introduzido na dieta de familias de baixa renda, como
multimistura, porém, sob muita controvérsia (MADRUGA & CAMARA, 2000).
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No entanto, é possivel encontrar diversos estudos sobre composicéo,
propriedades funcionais e nutricional, além do uso ou aplicagdo do farelo de arroz,
sobretudo em paises produtores desta cultivar.

HU et al. (2009) adicionaram hemicelulose B e fibra dietética insoluvel extraida do
farelo de arroz desengordurado em produtos de panificacdo. A avaliacdo sensorial
revelou que os paes, acrescentados destas fibras foram aceitos pelos analistas e as
analises mostraram que as fibras permaneceram no produto acabado, contribuindo com a
promocao da salde e sugerindo esta matéria-prima com efetiva aplicacao em alimentos.

O farelo de arroz apresenta grande potencial como emulsificante em produtos que
contem alto teor de gordura pelo seu poder relativamente alto de absorcédo de éleo. Além
disso, pode substituir as gomas comerciais e amidos modificados usados como
estabilizantes e emulsificantes em molhos prontos (ABDULHAMID & LUAN, 2000).

KIM, GODBER e PRINAYWIWATKUL (2000) elaboraram e avaliaram bolos de
carne reestruturados contendo fibra de arroz e 6leo de arroz. Constataram que os bolos
com fibra de arroz ou com éleo de arroz apresentam estabilidade oxidativa maior durante
o armazenamento do que os bolos de carne sem esses componentes. Em trabalho
semelhante, HUANG et al. (2005) avaliaram a influéncia do percentual de farelo de arroz
nas caracteristicas sensoriais de bolos de carne reestruturados. Verificaram que a adi¢éao
de até 10% de farelo de arroz ndo produz diferenga significativa no gosto, textura e
aceitabilidade dos bolos em relacdo ao bolo-padrdao (sem farelo). Entretanto, a adigcao de
15% de farelo de arroz interfere negativamente nesses atributos. Constataram também
que o tamanho das particulas do farelo afetou profundamente as propriedades sensoriais
e fisico-quimicas dos produtos de carne. Os bolos de carne adicionados de farelo com
particulas menores apresentaram melhores caracteristicas sensoriais do que o0s
preparados com farelo de particulas maiores.

Importante aplicagdo do residuo resultante da neutralizagéo do 6leo de farelo de
arroz tem sido a produgdo de vanilina (3-metoxi-4-hidrobenzaldeido). Essa tecnologia
inclui a fermentacao por Aspergillus niger e Pycnoporus cinnabarinus, e baseia-se na
transformacéo do &cido ferulico (ZHENG et al., 2007).

CHOTIMARKORN & SILALAI (2008) prepararam uma massa com farinha de
arroz contendo farelo de arroz, nas quantidades de 5, 10 e 15 g de farelo/100 g de
mistura, e fritaram em 6leo de soja a 160°C por 1 min e apds estocaram no escuro a
60°C por 10 dias. Os autores observaram que a massa contendo farelo de arroz
apresentou menor reducéo dos acidos graxos polinsaturados, valores de TBA e degracéao
do tocoferol, demonstrando a capacidade de inibicado da peroxidacao lipidica do farelo de

arroz.
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PAN, CATHCART & WANG (2006) utilizaram um adesivo a base de farelo de
arroz substituindo em parte (30 %) o diisocianato difenil metileno polimérico (PMDI), um
adesivo quimico de origem do petréleo, na fabricacdo de placas de palha de arroz. As
propriedades do produto resultante da utilizacdo da mistura de adesivos foi similar
quando utilizando apenas o adesivo quimico.

ADACHI & OKANO (2006 a) estudaram a eficiéncia de uma pasta a base de farelo
de arroz em remover compostos pesticidas da casca de vegetais. Obtiveram reducéo dos
compostos clorotalonil e tetradifon de 95 % apés 5 min e 80 % ap6s 10 min,
respectivamente, quando presente em berinjela e pepino comercial. Os pesquisadores
propébem que este efeito depende da passagem destes compostos para dentro de
particulas intracelular chamadas esferossomos.

Entre as diversas aplicagdes do farelo de arroz, esta a aplicagdo como substrato
na FES com finalidade de produgdo ou destruicio de metabdlitos ou conversdo de
compostos. Varias pesquisas mostram o farelo de arroz como substrato da fermentacao
em estado solido para a produgéo de enzimas (AKPAN & ADELAJA, 2004), acido latico
(GAO et al., 2008) e acidos graxos polinsaturados (JANG & YANG, 2008). A capacidade
dos microrganismos se desenvolverem em diversos meios, adaptando-se a diferentes
susbtratos como fonte de nutrientes, é atribuida a sua excrecédo de enzimas hidroliticas. A
atividade dos microrganismos, especialmente fungos e leveduras, pode causar a
degradacao de compostos indesejaveis como o acido fitico e a producao ou modificacao
de biocompostos como mostram os estudos de ZHANG et al. (2008), FEDDERN et al.
(2007) e ODUGUWA et al. (2008).

4.3 FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO

O termo fermentagdo em meio sélido ou no estado sélido tem sido objeto de
inUmeras definicbes. A maioria dos autores define como a fermentagcdo na qual o
crescimento dos microrganismos, em substratos solidos, ocorre na auséncia de liquido na
forma livre. A agua livre, indispensavel ao crescimento, € adsorvida num suporte sélido
ou complexada no interior de uma matriz solida. Essa forma de fermentacao, ainda pouco
desenvolvida no ocidente, € muito conhecida e praticada nos paises orientais (Japao,
China, Coréia, etc) sobretudo para a obtencéo de alimentos. Nas duas Ultimas décadas
numerosos pesquisadores ocidentais comegaram a se interessar por esse sistema de
fermentacdo. Estudos realizados especialmente na Franca, Estados Unidos, México,
Canada e Australia deram origem a uma série de novos processos que demonstram as

potencialidades da fermentagao no estado solido (PANDEY, 2003).
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Devido ao baixo conteido de umidade na fermentacdo em estado solido (FES),
esta pode ser conduzida por um limitado niumero de microrganismos, principalmente
levedura e fungos, embora algumas bactérias sejam utilizadas. Diferentes fungos séo
cultivados para a producao de alimentos, enzimas, flavorizantes, acidos organicos, acido
citrico, goma xantana e outros compostos. Exemplos tipicos sdo a fermentacao do arroz
por Aspergillus oryzae para iniciar o processo do Koji e o Penicillium roquefortii para
producéo de queijo (COUTO & SANROMAN, 2006).

Os fungos filamentosos sdo o grupo mais importante de microrganismos na
fermentacdo em estado sélido, devido as suas propriedades fisiol6gicas, enzimaticas e
bioquimicas e caracteristicas seguintes:

a) o crescimento através de hifas e a sua tolerancia a baixa atividade de agua e
elevada pressdo osmotica tornam os fungos competitivos e eficientes frente a
microflora natural para a bioconversdo de compostos solidos, permitindo aos
mesmos penetrar nos substratos;

b) a estrutura da parede celular e o micélio ramificado formam uma estrutura firme e
solida;

c) as enzimas hidroliticas sdo excretadas através das hifas, sem que haja diluicao,
como no caso da fermentacdo submersa, o que faz com que a agao das enzimas
seja mais eficiente e permita maior penetracao no substrato sélido;

d) os fungos nao sao capazes de transportar substratos macromoleculares, mas as
hifas permitem um bom contato com a superficie do substrato. O micélio sintetiza
e excreta grande quantidade de exoenzimas, as quais catalisam a liberacéo de
moléculas simples que atravessam a parede celular, promovendo a biossintese e
a atividade microbiana (RAIMBAULT, 1998).

Os esporos fungicos produzidos por FES mostram alta estabilidade, sdo mais
resistentes e exibem altas taxas de germinagao por extensos periodos do que os esporos
produzidos por fermentacdo submersa (HOLKER & LENZ, 2005).

Numerosos fungos quando desenvolvidos em meio sélido tém mostrado marcada
alteracdo no espectro de metabdlitos secundarios. Varios metabolitos secundarios tém
sido produzidos exclusivamente durante o crescimento em substrato solido, apesar do
fungo em questdo poder ser cultivado em processo submerso. Por essa razao, a FES
pode exercer um interessante papel na procura por novos metabdlitos e também na
producéo destes por fungos silvestres (HOLKER e LENZ, 2005).

A Figura 1 a seguir mostra um esquema de alguns processos em microescala que
ocorrem durante a fermentacdo em estado solido. Apés a esporulagdo, ocorre o
desenvolvimento das hifas fingicas em uma camada micelial (preto), a qual se espalha
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sobre a superficie das particulas do substrato sélido (dourado). A partir da camada
micelial, as hifas aéreas estendem-se para o espaco superior, enquanto outras penetram
0 substrato através do crescimento pelo liquido dos poros. Nos niveis normais de
umidade, os espacos vazios entre as hifas aéreas estdo preenchidos com gas (g),
enquanto que os espagos vazios na camada micelial e no substrato estdo ocupados com
liquido (). As atividades metabdlitas principais ocorrem préximo do substrato dentro dos
poros; de qualquer modo, as regides expostas do micélio (hifas aéreas) também mostram
metabolismo e pode ocorrer transporte de substancias da area penetrada para as hifas
aéreas. As enzimas hidroliticas (azul claro), as quais sdo produzidas pelo micélio,
propagam para a matriz s6lida e catalisam a degradagdo de macromoléculas em
pequenas unidades (verde) que sado utilizadas mais tarde pelos fungos. O O, é
consumido e o CO,, H,O, calor e produtos bioguimicos de interesse sdo produzidos
durante a fermentacdo. Por isso o gradiente desenvolvido dentro do biofilme forca a
difusdo do O, da fase gasosa para as regides mais profundas do biofilme e o caminho
inverso para o CO,. O desenvolvimento de calor (Q; laranja) acarreta um rapido aumento
na temperatura (T), a qual é um sério problema durante a FES. O calor é entdo removido
do substrato via conducdo e evaporagao, que € parte de um complexo balanco de agua
(azul escuro) no sistema. Além da evaporacao, o balanco de agua inclui aquela utilizada
pelo micélio no decorrer do crescimento, consumo de agua durante as reacdes de
hidrélise e producdo de agua através da respiracao. Outro fator importante, o pH local,
pode mudar devido a diminuicdo dos acidos carbénicos e trocas de amoénia (cinza). Os
produtos bioquimicos de interesse que aumentam na matriz soélida e nos espagcos com
liquidos podem ser extraidos no final do processo. Todos esses e muitos outros
fendbmenos podem influenciar o desempenho do processo durante a FES (HOLKER &
LENZ, 2005).
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Figura 1: Esquema de alguns processos em microescala que ocorrem durante a
FES (Fermentacao em estado sélido). Fonte: Adaptado de HOLKER e LENZ, 2005.

O fato de a FES ser um processo conduzido na auséncia da fase aquosa livre,
resultando no minimo consumo de agua e producdo de efluente aquoso, consiste em
uma vantagem ecoloégica. Além disso, em muitos casos, este processo utiliza residuos
agricolas como fonte de carbono e energia. Os beneficios biolégicos e ambientais da
FES podem trazer vantagens econdémicas diretas que propiciam intensivas aplicacoes
biotecnolégicas (HOLKER & LENZ, 2005).

Os setores agroindustriais e de alimentos produzem grande quantidade de
residuos, tanto liquidos quanto sélidos. Esses residuos podem apresentar elevados
problemas de disposi¢ao final e potencial poluente, além de representarem, muitas
vezes, perdas de biomassa e de nutrientes de alto valor. Ao contrario do que acontecia
no passado, quando residuos eram dispostos em aterros sanitarios ou empregados sem
tratamento para racdo animal ou adubo, atualmente, conceitos de minimizacao,
recuperacao, aproveitamento de subprodutos e bioconversao de residuos séo cada vez
mais difundidos e necessarios para as cadeias agroindustriais (LAUFENBERG et al.,
2003).

Particularmente, a bioconversao dos residuos agricolas e da industria de
alimentos tem recebido crescente atencdo, uma vez que essas matérias residuais
representam recursos possiveis e utilizaveis para a sintese de produtos Uteis. Nesse
contexto, a fermentacdo em estado soélido (FES) desempenha um papel de destaque no
aproveitamento de residuos sélidos, pois, em virtude do crescimento microbiano, ocorre a
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sintese de diversos compostos, dos quais muitos apresentam grande interesse para
segmentos industriais, além de elevado valor agregado. Mundialmente, as atuais linhas
de pesquisa em FES sdo o enriquecimento protéico de residuos agroindustriais,
onde microrganismos selecionados aumentam o teor protéico desses materiais, de modo
a serem utilizados na alimentagdo humana ou animal; a detoxificacdao de residuos, por
meio da eliminacao de substancias recalcitrantes que impedem sua aplicacao intensiva; e
a producdo de compostos de alto valor agregado, incluindo antibioticos, alcaléides,
enzimas, acidos organicos, biopesticidas, micro-pesticidas, bioerbicidas, biossurfactantes,
biocombustiveis, compostos aromaticos e diferentes metabdlitos (PANDEY, 2003).

Varias publicacées descrevem bioprocessos que utilizam estes materiais para a
producéo de compostos quimicos, e produtos finos com valor agregado como etanol,
proteinas, cogumelos, enzimas, acidos organicos, aminoacidos, metabdlitos secundarios
biologicamente ativos, etc. (SOCCOL & VANDENBERGHE, 2003).

CORREIA et al. (2004) aplicaram a bioconversao em estado sélido usando
Rhizopus oligosporus na produgédo de antioxidantes fendlicos a partir de residuos do
processamento de abacaxi com adicao de farinha de soja.

ELLAIAH et al. (2002 e 2004) estudaram diferentes substratos como farelo de
trigo, de arroz e milho, bagaco de cana de acgucar, farinha de milho e cevada na
fermentacdo em estado sélido para a producdo de glucoamilase por espécies de
Aspergillus e na produgédo de neomicina (um antibidtico aminoglicosidio utilizado em
preparos farmacolégicos).

Nos ultimos 30 anos a FES vem sendo estudada em laboratérios e em escala
piloto, em ampla variedade de aplicacdes. Os principais parametros a serem medidos e
controlados no processo de FES sao: temperatura, aeracdo homogénea, pH e contelido
de agua. Porém, o monitoramento e controle dos fatores ambientais, biomassa e/ou
producéo de metabdlitos na FES apresentam problemas que resultam da complexidade e
heterogeneidade do meio e da variedade de reatores (BELLON-MAUREL et al., 2003). A
heterogeneidade dos substratos ndo diz respeito apenas a variagdes existentes entre
diferentes lotes de matéria-prima utilizada, mas também as variagbes na estrutura
quimica de cada uma das moléculas presentes e a proporcdo entre os diferentes
componentes, que podem variar de acordo com a espécie e o tecido vegetal. Dessa
forma, cada substrato, com potencial de uso em FES, deve ser cuidadosamente avaliado
(PINTO et al., 2005).

Existem quatro tipos de reatores para o processo de FES comumente utilizados,
os quais podem ser distinguidos pelo tipo de aeragéo ou sistema de agitagdo empregado,
que sao reatores em bandeja, leito fixo, tambor horizontal rotativo e leito fluidizado. A
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Figura 2 mostra um esquema de um biorreator de bandejas que consiste em bandejas
planas dispostas lado a lado ou em prateleiras, mantidas em estufas a temperatura e
umidade constantes e circulagédo de ar. O substrato é espalhado nas bandejas formando
uma fina camada. Em grande escala este reator tem a desvantagem de requerer um
grande volume (DURAND, 2003).

T\ Saidadegas

y Bandejas

A

Substrato sélido P

|

Entradade ar

Figura 2: Esquema de um biorreator de bandejas com aeracao passiva, estatica
(COUTO & SANROMAN, 20086).

Na aplicagcao de biorreatores em escala industrial e piloto ocorrem problemas de
compactagdo do meio, criagdo de caminhos preferenciais, que por sua vez levam a
aeracao deficiente. No entanto, estes problemas podem ser minimizados através de
estratégias como a circulacdo de ar ao redor do leito do substrato e através deste, e
ainda a utilizacao de diferentes estratégias de agitacao do leito. No entanto, a questao da
agitacdo deve ser examinada com cautela, uma vez que fungos que nao apresentem
septo nas hifas podem ser pouco resistentes a agitacdo mecanica (DURAND, 2003).

Em escala de laboratorio comumente se utilizam placas de Petri, erlenmeyers de
boca larga, béquers, e outros tipos de recipientes que promovam uma boa superficie de
contato entre o meio e o ar atmosférico. Usualmente em escala reduzida somente se
controla a temperatura do ambiente no qual o meio é incubado. Este tipo de estratégia é
apropriada para avaliagdes iniciais sobre os tipos de microrganismos e meios adequados
ao processo de interesse, por ser pratica e facil de trabalhar com um grande nimero de
experimentos (DURAND, 2003).
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ARTIGOS
Neste capitulo encontram-se descritos os procedimentos experimentais utilizados
no desenvolvimento do trabalho, bem como os resultados obtidos, escritos na forma de

artigos cientificos com os seguintes titulos:

Artigo 1: Caracterizagdo fisico-quimica da biomassa de farelo de arroz

fermentado.

Artigo 2: Efeito da fermentacdo em estado solido no perfil de acidos graxos e

fosfolipidios do farelo de arroz

Artigo 3: Compostos antioxidantes em farelo de arroz fermentado

Artigo 4: Atividades enzimaticas no farelo de arroz durante o processo

fermentativo
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CARACTERIZAGAO FiSICO-QUIMICA DA BIOMASSA DE FARELO DE ARROZ
FERMENTADO

Melissa dos Santos OLIVEIRA, Larine KUPSKI, Vivian FEDDERN, Eliane CIPOLATTI,
Eliana BADIALE-FURLONG, Leonor Almeida de SOUZA-SOARES.

Laboratdrio de Ciéncia de Alimentos, Escola de Quimica e Alimentos, Universidade Federal do Rio Grande —
FURG. Rua Eng. Alfredo Huch, 475, Centro, CEP 96201-900, Rio Grande - RS, Brasil, E-mail:
mel_olisa@yahoo.com.br

RESUMO

O experimento foi conduzido para avaliar o efeito da fermentacdo com Rhizopus oryzae
na composicao do farelo de arroz integral. O procedimento fermentativo utilizou o farelo
de arroz integral como substrato e ocorreu em biorreatores de bandeja, a 30°C por 120 h.
Durante a fermentacdo, amostras do material foram coletadas nos intervalos zero, 24, 48,
72,96 e 120 h para as determinagdes fisico-quimicas utilizando procedimentos oficiais. A
fermentacao reduziu os teores de lipidios, acido fitico e agucares redutores do farelo de
arroz em, respectivamente, 40%, 50% e 60% em diferentes tempos do processo. O farelo
fermentado apresentou teores aumentados de 35% em cinzas, 50% em fibras e 40% em
proteinas. A determinacdo de aminodcidos digeriveis indicou aumento de 27,6% na
digestibilidade das proteinas produzidas.

Palavras chaves: Rhizopus oryzae, fermentagdo em estado sélido, proteina, acido fitico,

aminoacido digerivel
INTRODUCAO

Os setores agroindustriais produzem grande quantidade de residuos, que podem
gerar problemas de disposigao final em fun¢ao do potencial poluente. Ainda representam
perdas econbmicas por conterem substancias de alto valor nutricional e comercial, que
podem ser recuperadas e convertidas em produtos ou matérias-primas para processos
secundarios, se for empregada uma tecnologia adequada. Especialmente as matérias -
primas destinadas a processos de produgao de alimentos sdo adequadas para separagcao
e reciclagem. Ao contrario do que acontecia no passado, atualmente, conceitos de
minimizagao, recuperagéo, aproveitamento de subprodutos e bioconversdo de residuos
sao cada vez mais difundidos e necessarios para as cadeias agroindustriais
(LAUFENBERG et al., 2003).
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O uso de processos fermentativos, que implicam no emprego de microrganismos
para obter transformacdes resultantes da atividade metabodlica deles, esta entre as
formas de aumentar a disponibilidade de nutrientes em matérias-primas (PELIZER et al.,
2007; PINTO, 2007; PANDEY et al., 2005). Dentre estes processos, a fermentacdo em
estado soélido tem sido adotada nos ultimos anos, pela industria biotecnoldgica, devido a
potencial aplicacao na producao de metabdlitos secundarios ativos, para as industrias de
racdo, combustivel, alimentos, indlstria quimica e farmacéutica, conferindo valor
agregado aos residuos nao ou subutilizados (SINGHANIA et al., 2009).

Os fungos estdo entre os microrganismos mais adequados para utilizacdo em
fermentacao sélida, visto que podem produzir uma variedade de produtos bioquimicos,
muitos dos quais requeridos para seu proprio crescimento e metabolismo. Produzem
também metabdlitos secundarios frequentemente na fase estacionaria, gracas a sua
habilidade de se firmar em meios com baixa atividade de agua (ESPOSITO e AZEVEDO,
2004).

Os fungos do género Rhizopus séo classificados como zigomicetos, da ordem
Mucorales e sao considerados os fungos mais primitivos (PITT e HOCKING, 1997;
ESPOSITO e AZEVEDO, 2004). Historicamente, tem sido empregado na fermentacao do
Tempeh fabricado a partir de soja. Este fungo também é usado para producao de queijos
e acidos organicos (RUENGRUGLIKIT e HANG, 2003). Algumas espécies, como
Rhizopus oryzae, Rhizopus oligosporus e Rhizopus stolonifer também podem produzir
enzimas, como fitase, lipases e glicoamilases e outras, principalmente utilizando residuos
agroindustriais como substrato sélido para o seu desenvolvimento (RAMACHANDRAN et
al.,2005; RAZAK et al., 1999; SABU et al., 2002). Caracteristicamente, este género nao
possui espécies mencionadas como toxigénicas, sendo considerado um microrganismo
GRAS pelo FDA.

Entre as fontes originarias de residuos que podem ser chamados de subproduto,
encontra-se o arroz. O beneficiamento deste grao resulta em 5 a 8% de farelo de arroz. A
safra 2007/2008 de arroz no Rio Grande do Sul foi de 7,5 milhdes de toneladas, com
estimativa de safra recorde em 2009 (IRGA, 2008). Esta produgdo gera,
consequentemente, 0,4-0,6 milhées de toneladas de farelo de arroz. Este farelo contém
entre 11 e 13% de proteina bruta, aproximadamente 11,5% de fibras, podendo atingir
20% do seu peso em 6leo, além de componentes antioxidantes e funcionais (LEMOS e
SOUZA-SOARES, 2000; SILVA et al., 2006).

O farelo de arroz é alvo de pesquisas para diferentes areas como ragao animal,
extracdo de compostos presentes no 6leo, extracdo de proteinas, e devido ao seu baixo
custo e abundancia, apresenta grande potencial para ser empregado em processos
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biotecnolégicos, na obtencdo de metabdlitos de interesse (PANDEY et al.,, 2001;
NORNBERG et al., 2004; CONTE et al., 2002; VALI et al., 2005; CHEN e BERGMAN,
2005; YUN e HONG, 2007; ADEBIYI et al., 2007; CHANDI e SOGI, 2007).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do Rhyzopus oryzae nas
caracteristicas fisico-quimicas do farelo de arroz aplicado como substrato em um
processo fermentativo em estado sélido. Estes resultados visam identificar o potencial de
emprego dos componentes quimicos da biomassa fermentada.

MATERIAL E METODOS
1- Farelo de Arroz

O farelo de arroz integral utilizado foi fornecido pelo IRGA (Instituto Rio
Grandense de Arroz), embalado em sacos de polipropileno de 5 Kg, sendo mantido a
temperatura de -10°C, até o momento de seu emprego no processo fermentativo. O
preparo do farelo de arroz, para ser substrato do processo fermentativo em estado sélido,
consistiu em padronizar a sua granulometria entre 0,35 e 0,70 mm, empregando agitador
de peneiras eletromagnético (Bertel) de 60 Hz, equipado com peneiras de diferentes

malhas.

2- Fermentacao em estado solido

2.1 - Preparo do Inéculo

A cepa do agente fermentador, o fungo Rhyzopus oryzae, foi isolada e identificada
no Laboratério de Microbiologia do Centro de Processamento de Alimentos da
Universidade de Passo Fundo. As culturas foram mantidas a 4 °C em meio Agar Batata-
Dextrose (BDA) e os esporos foram propagados, na ocasido do uso, em uma emulsao
aquosa de Tween 80 (0,2 %), empregando raspagem com alca de cromo-niquel e
novamente inoculando em meio BDA. Os esporos foram incubados durante 7 dias a 30
°C até nova e completa esporulagéo do fungo. A suspensdo de esporos para realizacao
da fermentacao foi obtida a partir da adicado de 50 mL da emulsdo aquosa de Tween 80
(0,2 %) na cultura do fungo e liberacdo dos esporos por raspagem com algca Drigalski. A

concentracao dos esporos foi estimada por enumeracao em camara de Neubauer.

2.2 —Processo Fermentativo
A fermentagéo foi realizada em biorreatores de bandejas, com dimensdes 29 x 17
x 5,5 cm. O substrato farelo de arroz (100 g) foi disposto nos biorreatores, na forma de
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camada fina de aproximadamente 2 cm, homogeneizado com 45 mL da solucdo salina
(KH,PO, 2g.L", MgSO, 1g.L"", NH,CONH, 1,8g.L" em HCI 0,4N) e com suspensio de
esporos perfazendo a concentracéo inicial de 4,0 x 10° esporos.g” meio (BADIALE-
FURLONG et al., 2007). A umidade foi ajustada para 50% com adicdo de agua estéril. As
bandejas foram cobertas com gaze estéril, para permitir a aeracdo. A incubacao foi
realizada em estufa a 30°C por 120 h e a umidade do ambiente foi mantida com a adigéo
de agua pré esterilizada em um compartimento na parte inferior da estufa. Foram
preparadas 6 bandejas para o processo fermentativo e cada biorreator foi utilizado como
amostra necessaria para acompanhar a caracterizacao fisico-quimica, sendo o inicio do
processo, denominado 0 h e a cada 24 h. As amostras foram armazenadas a -18 °C até

sua caracterizagao.

3- Caracterizagao fisico-quimica da biomassa fermentada

3.1 - Composicao centesimal

As determinagbes de umidade, cinzas e lipidios foram realizadas por gravimetria,
segundo as condicbes recomendas A.O.A.C. (2000). O contetdo de proteina total foi
determinado como nitrogénio total, pelo método de Kjeldahl, descrito na AOAC 2000
(955.04C), empregando como fator de conversao para proteina 6,25.

As fibras foram determinadas através da medida gravimétrica do residuo da
digestao acido e basica das amostras. As cinzas do residuo foram consideradas na
estimativa, sendo o procedimento executado conforme as recomendacbes do estudo
colaborativo coordenado pela CIENTEC (1991).

3.2 - Conteudo de acgucares redutores

A amostra (10 g) adicionada de 40 mL de agua destilada foi levada ao banho-
maria 50 °C por 30 min, com agitacdo esporadica. A solucio foi filtrada, e adicionados
10mL de solugcédo Carrez | e 10mL de solucdo Carrez Il aferindo-se o volume de 100 mL
com agua. A separacao das fases liquida e floculada foi realizada por centrifugacdo a
2800 g. Tomou-se 1 mL do sobrenadante, que acrescido de 1 mL de HCI 2 M foram
mantidos no banho-maria 50 °C por 40 min, seguido de neutralizagdo com NaOH 2 M,
apds a reagao colorimétrica foi realizada com adicao de 1 mL de acido dinitrossalicilico

(DNS), completando-se o volume a 10 mL com agua destilada. As leituras das
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absorvancias foram mensuradas em 546 nm. Para a quantificacdo foi usada uma curva

padrdo de glicose de concentracdo variando entre 0,01 e 0,1 mg.mL™".

3.3- Conteudo de aminoacidos digeriveis

O teor de aminoacidos digeriveis foi estimado apds a hidrélise enzimatica da proteina
da biomassa com pepsina (atividade especifica de 56,7 ug tirosina.min.mguo') e
pancreatina (atividade especifica de 320 ug tirosina.min.mgy'). Foram tomadas 2,5 g de
amostra com 10 mL de solugdo de pepsina (1,5 mg.mL™" em HCI 0,1 M) e mantidas sob
agitacao orbital (90 rpm) a 37 °C por 3 h. Ao término, o pH da amostra foi elevado a 7,0
sendo apos adicionados 10 mL de solugdo de pancreatina (1,5 mg.mL™" em tampao
fosfato pH 8,0). As amostras foram mantidas sob agitagéao orbital (130 rpm) a 37 °C por
24 h. ApGs esta hidrélise, a fracao nao digerida foi separada por centrifugacao (2800 g) e
filtracdo (SILVEIRA e BADIALE-FURLONG, 2007). Em 10 mL do filtrado foram
adicionados 10 mL de solucao de acido tricloroacético (TCA) 40 % que permaneceram
em repouso por 1 h em refrigerador (4 °C), seguido de centrifugagéo e filtracdo. O filtrado
foi diluido para a determinacao dos aminoacidos liberados pelo método de LOWRY et al.
(1951). A leitura das absorvancias foi efetuada em espectrofotdmetro UV-Visivel (Varian,
modelo Cary 100) em comprimento de onda de 660 nm. O teor de aminoacidos foi
estimado a partir de uma curva padrao de tirosina, cuja concentracao variou entre 1,6 e
15 ug.mL™".

3.4 - Conteudo de acido fitico

A extracdo do acido fitico foi realizada com 5 g de amostra e 50 mL de solucdo de
HCI 0,8 M, seguindo-se da agitacdo orbital a 130 rpm durante 1 h. A mistura foi separada
por centrifugacdo a 2800 g, durante 10 min. O sobrenadante foi eluido em coluna
cromatografica de troca ibnica (cuja fase estacionaria foi preparada com 0,50g de resina
Dowex-AGX-4 dissolvida em 5 mL de agua deionizada, acondicionada na coluna e
eluida com 10 mL de agua deionizada, 10 mL de solucdo NaCl 0,7 M e novamente 10 mL
de agua deionizada). Amostra de 1 mL do sobrenadante foi diluida a 25 mL com agua
deionizada, dos quais 2 mL foram eluidos da coluna com 10 mL da solugéo de NaCl 0,1
M , seguido de 10 mL da solucdo de NaCl 0,7 M que foram recolhidos. Um volume de 3
mL do ultimo eluato fez-se reagir com 1 mL do reagente de Wade (cloreto férrico 0,03 %
e 4acido sulfossalicilico 0,3 %). As absorvancias foram lidas a 500 nm em
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espectrofotdbmetro UV-Visivel (marca Varian modelo Cary 100). A curva padréo de acido
fitico variou entre 6,6 € 39,8 mg/mL (LATTA & ESKIN, 1980).

3.5 — Analise estatistica

Todas as determinacdes foram realizadas em triplicatas e os dados foram avaliados
através de analise de varidncia (ANOVA), sendo as médias dos resultados comparadas

entre si, pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A granulometria € um fator importante nas determinacoées fisico-quimicas, pois
pode influenciar na eficiéncia dos métodos de extracdo dos compostos em estudo. Além
de permitir a padronizacao do farelo de arroz como substrato para a fermentagdo em
estado solido. O efeito da granulometria, da transferéncia de calor e de outros parametros
de processo foi estudado por HASAN et al. (1998) e os resultados mostraram que esta
afeta o desenvolvimento do processo fermentativo. A Tabela 1 mostra a distribuicdo
granulométrica do farelo de arroz empregado como substrato na fermentagao.

Tabela 1. Granulometria do farelo de arroz empregado na fermentacdo em estado sélido.

Malha Massa (g) média* Rendimento %
Ty 14 (1,18mm) 8,7+0,63 8,7
Ty 24 (0,71mm) 23,7+0,63 23,7
Ty 28 (0,6mm) 9,340,43 9,3
Ty 32 (0,5mm) 3,340,49 3,3
Ty 35 (0,425mm) 6,3+0,49 6,3
Ty 42 (0,355mm) 5,7£0,5 5,7
Fundo 41,6+1,0 41,6
Total 98,6+2,0
* média n=3

As porcoes de farelo com Tyler de 24 a 42 foram escolhidas para a realizacao dos
experimentos. A retirada das fragbes de farelo com granulometria inferior a 0,355 mm
evitou a compactacao do meio durante a fermentagéo. A fragcao do farelo retirada no Tyler
14, que consiste em fragmentos do endosperma do arroz e de cascas, também poderia
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provocar erros analiticos, além de desuniformidade nos resultados de composicdo
quimica.

A Tabela 2 ilustra as variacbes nos macrocomponentes do farelo de arroz, antes e
durante o processo fermentativo, pelo fungo Rhizopus oryzae, compreendendo o tempo
zero, momento que inicia a fermentacao, até 120h ap6s, com resultados da determinacao
a cada 24 h expressos em base seca.

Tabela 2. Composicéo fisico-quimica do farelo de arroz integral antes e apds o processo
de fermentacgéo.

Farelo Umidade Cinzas (%) Fibras (%) Lipidios AclUcares Acido
de arroz (%) (%) redutores  Fitico (%)

(MY glicose/d bs)

NF 11,840,05% 10,4+1,1®  8,510,3%  18,9+0,2%  21,0#2,7®  1,040,03°

Oh 47,940,2°  9,3+0,05° 8,1402%  20,4+1,2@  22,040,2°  0,9+0,03°
24 h 46,310,3°  11,440,20°  11,0#0,1°  19,540,5%  47,6405°  0,30,02°
48 h 421£21° 13540,44° 12,840,03° 15,9+0,2° 13,240,3°  0,4+0,02°¢
72h 425+7,3°  13,33+0,11° 12,640,3%°  13,1+0,4° 8,5+0,3 ° 0,440,03°
96 h 40,4422°  14,1340,10°  1450,5%  11,040,1° 7,740,4° 0,4+0,02°
120h  36,1#3,5° 13,640,14° 13,120,8%  11,240,5° 7,940,1¢ 0,440,03°

- Letras diferentes em cada coluna os valores séo significativamente diferentes (p<0,05). Os valores estao
expressos como médiatEP (n=3). NF = farelo ndo fermentado, farelo fermentado por 0 h, 24 h, 48 h, 72 h, 96
he120 h

Diversos autores salientam que o crescimento de um microrganismo sobre um
substrato altera a composicao quimica dele devido a producdo de enzimas exocelulares,
para a obtencdo de nutrientes, além da producdo de outros metabdlitos préprios do
agente fermentador. Esta metabolizagdo pode enriquecer o substrato, dependendo dos
componentes intrinsecos do agente fermentador, ou pela disponibilizacdo de nutrientes
presentes nele, que antes da agdo microbiana se encontravam associados de forma nao
acessivel aos processos extrativos quimicos ou enzimaticos (PAREDES-LOPES et al.,
1991; BLANDINO et al., 2003; PRINYAWIWATKUL et al., 1996; OTHMAN et al., 2009;
OLANIPEKUN et al., 2009).

Dentre os autores que mencionam a atuacdo de Rhizopus oryzae, AMADIOHA
(1998) verificou que o crescimento do Rhizopus oryzae provocou a diminuicdo no
conteldo de amido, maltose, sacarose, proteinas e lipidios de batata estocada.
BADIALE-FURLONG et al. (2007) verificaram que a acao fungica do Rhizopus sp.

diminuia os niveis de contaminacdo por micotoxinas em 80 % e elevava os niveis de
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proteina em 17 % no farelo de arroz. Aumentos significativos do conteddo protéico, dos
niveis de aminoacidos digeriveis e da metionina disponivel, promovido pela acdo do
Rhizopus sp., foram observados por SILVEIRA e BADIALE-FURLONG (2007).

No processo fermentativo ocorre o desprendimento de calor, provavel causa da
perda de umidade observada na Tabela 2, apesar do excesso de umidade presente na
camara de fermentacdo. A andlise estatistica indicou que os farelos fermentados nao
diferiram estatisticamente quanto ao conteldo de agua livre ao longo do processo.

O teor de cinzas do farelo de arroz (10,4 %) foi similar aos resultados encontrados
por outros autores que foram 11,7 %, 10,5 % e 10 % (SILVEIRA e BADIALE-FURLONG,
2007; FEDDERN et al., 2007; ODUGUWA et al., 2008). Nos farelos fermentados ocorreu
um aumento no teor de cinzas significativo (p<0,05) a partir das 48 h de fermentacao,
resultado do teor de cinzas inerente provavelmente ao crescimento fungico. O aumento
no teor de cinzas chegou a 30 % em 96 h. Fenébmeno similar foi observado por
ODUGUWA et al (2008), quando cultivou Rhizopus oligosporus e Saccharomyces
cerevisiae, usando como substrato o farelo de arroz, onde o conteldo de cinzas
aumentou 24,5 % apds 48 h de fermentacao. Segundo GRIFFIN (1993) o teor de cinzas
dos fungos pode variar entre 1 % e 29 %, dependendo da espécie e condicbes de
crescimento. Conforme CHAUD e SGARBIERI (2006) a parede celular da
Saccharomyces cerevisiae possui 1,4 % de cinzas, 2 % de lipidios totais e 3,8 % de fibras
insollveis.

O teor de fibras do farelo fermentado por 120 h apresentou um aumento,
significativo de 60 % em relacdo ao tempo zero. Este acréscimo de fibras provém da
producdo de quitina intrinseca ao Rhizopus oryzae. Os fungos produzem varios
polissacaridios, alguns sdo similares a estruturas de outras fontes. Estes compostos
podem ser exocelulares, associados a membrana e a parede celular, ou sao
intracelulares. Os polissacaridios frequentemente encontrados nos fungos sao celulose e
quitina (GRIFFIN, 1993). YOON et al. (2008) obtiveram aumento maior que 100% no
conteudo de fibras dietéticas em extratos etandlicos de farelo de arroz fermentado por
quatro diferentes fungos. Os micélios de varios fungos incluindo Absidia coerulea, Absidia
glauca, Aspergillus niger, Colletotricum lindemuthianum, Gangronella butleri, Mucor rouxii,
Phycomyces blakesleeanus, Pleurotus sajo-caju, Rhyzopus oryzae, Lentinus edodes e
Trichoderma reesei tem sido sugeridos como fontes alternativas de quitosana
(SUNTORNSUK et al., 2002; WU et al., 2004).

O teor de lipidios do farelo de arroz utilizado foi 18,9 % e esta de acordo com
valores obtidos por outros autores (AMISSAH et al., 2003; SILVA et al., 2006). Os

resultados determinados para o farelo ndo fermentado e para os farelos fermentados no
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inicio da fermentacdo, e em 24 h, ndo sao diferentes estatisticamente, ao nivel de
significancia de 5 %. A reducéo do teor de lipidios a partir de 48 h foi significativa, e pode
ser resultado da utilizacdo dos lipidios pelo fungo. ODUGUWA et al. (2008) registraram
reducdo de 40 % no conteludo de extrato etéreo no farelo de arroz fermentado com
Rhizopus oligosporus e Saccharomyces cerevisiae.

O é&cido fitico € o composto primario de estocagem de fésforo em sementes,
perfazendo 80 % do fosforo total da semente, contribuindo com 1,5 % do seu peso seco.
A mudanca indesejavel de fosfato para acido fitico, quando ligado a cations metalicos de
Ca, Fe, K, Mg, Mn e Zn, torna-os insollveis e indisponiveis como fator nutricional. Os
fitatos se acumulam principalmente em vaculolos de estocagem de proteinas como
globodides, predominantemente localizados na camada de aleuroma (trigo, arroz e
cevada) ou no germe (embrido-milho). Durante a germinacao, o fitato é hidrolizado pelas
fitases endogenas e outras fosfatases para liberar fosfato, inositol e micronutrientes para
o suporte do crescimento da planta (BOHN et al., 2008). Os fitatos tém varias fungdes
fisiologicas importantes para a planta durante o seu ciclo de vida, incluindo o
armazenamento de fosforo e cations, que fornecem matéria-prima para a formacédo das
paredes celulares, ap6s a germinacao da semente. Além disso, o acido fitico protegeria a
semente contra o dano oxidativo durante a sua armazenagem.

O teor de acido fitico determinado no farelo de arroz foi de 1,01+0,03 %, resultado
dentro do esperado para arroz, que apresenta uma faixa de 1 a 5 % do peso total do
grdao. O método de extracdo do acido fitico utilizado neste trabalho apresentou
recuperacao de 84+7,6 % e coeficiente de variagao de 9 %.

Apo6s 24 h de fermentagdo o conteldo de acido fitico diminui significativamente,
66-55 %, em relacdo ao inicio da fermentacao, resultado da producao das fitases pelo
fungo. Algumas espécies de Rhizopus spp. como Rhizopus oryzae, Rhizopus oligosporus
e Rhizopus ostolonifer sao citados como produtores de fitase, além de algumas espécies
de Aspergillus (RAMACHANDRANA et al.,, 2005). KADAN e PHILLIPPY (2007)
determinaram o contelddo de fitatos em pao de arroz contendo farelo de arroz
desengordurado e diferentes quantidades de levedura. Os pesquisadores observaram
uma degradacéao dos fitatos de 42 % quando o produto continha 3,7 % de farelo de arroz
apoés a fermentagéo do pao, independente da quantidade de levedura.

A Figura 1 mostra o comportamento do contetido de aglcares redutores durante a
fermentacdo. Em 24 h ocorreu um pico de conteldo destes compostos, mas com o
decorrer do tempo o teor de agucares redutores decresceu significativamente a partir de
48 h até 120 h. Os resultados mostram a capacidade o fungo em hidrolisar os
carboidratos do substrato, em glicose, a qual serve para o seu préprio uso.
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Comportamento semelhante foi detectado por outros autores (ALAN et al.,, 2008;

GELINAS e BARRETE, 2007).

47,6

22,0

Aglcares redutores (Mggjose/d)

7,7

0 24 48 72 96 120
Tempo de fermentagéo (h)

Figura 1. Conteldo de agucares redutores nos farelo de arroz fermentado com Rhizopus

oryzae.

O efeito da fermentacao pode ser explorado ainda sobre as vitaminas, minerais,
perfil de aminoacidos e outros compostos, complementando os estudos para viabilizar a
recuperacao e utilizagdo destes compostos formados. O conhecimento da composicao do
agente fermentador auxilia na elucidacao das alteragbes ocorridas na matéria-prima.

A bioconversdo de matéria-prima agroindustrial € um processo potencial na
producdo de proteinas, principalmente para complementacdo nutricional de ragbes
animais. Estes produtos, também sao fontes de compostos de alto valor agregado como
enzimas, vitaminas, aminoacidos, antioxidantes e minerais (GHORAI et al., 2009). Alguns
fungos sao referenciados em diversas pesquisas por contribuirem para o aumento do teor
de proteinas em diferentes matérias-primas agroindustriais (GELINAS e BARRETE,
2007; ANUPAMA e RAVINDRA, 2000; ODUGUWA et al.; 2008).

Na Tabela 3 estao os resultados dos teores de proteina e aminoacidos digeriveis

dos farelos de arroz nao fermentados e fermentados.
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Tabela 3. Conteldo protéico, percentual de aumento de proteinas e aminoacidos

digeriveis na biomassa.

Tempo de Proteina (%) Aumento do AA digeriveis AA digeriveis

fermentacéo conteudo de (MY/Y meio) (MY/Q proteina)
proteina (%)

NF 14,7+0,7 2 11,0+£0,29 ® 74,9+2,0°2

0h 16,4+0,17° 11,9+0,38 ° 72,742,3°2

24 h 21,0£0,15° 28,2 20,1+0,38 ° 95,7+1,8°

48 h 22,0+0,1 * 34,6 19,940,44 ™ 90,4+1,9

72h 23,040,5 % 40,6 18,7+0,11 81,240,52

96 h 23,440,05 ° 42,8 19,8+0,31™  84,7+1,3 %

120 h 23,0+0,04 * 38,6 20,4+0,43°  88,9+1,8™

- Os valores em cada coluna com a mesma letra sobrescrita ndo sédo significativamente diferentes a um
p<0,05. Os valores estdo expressos como médiatSD (n=3). NF = farelo ndo fermentado, farelo fermentado
por 0 h,24 h,48h,72h,96he 120 h

Os farelos de arroz nao fermentado e no inicio da fermentagdo apresentaram
conteldo de proteina que diferiram significativamente, entre si devido a adicao de
nutrientes ao meio da fermentacao ou possivel falta de homogeneidade do meio sélido.
Os valores destes compostos determinados estédo de acordo com a literatura (PESTANA
et al., 2008; FEDDERN et al., 2007; SILVA et al., 2001). O desenvolvimento da biomassa
fungica resultou no incremento do teor de proteina nos farelos fermentados, sendo este
significativo a partir de 24 h em relacdo ao inicio do processo. Este acréscimo alcangou
42,8 % ap6s 96 h de fermentacdo, em relagdo ao inicio. No entanto, pode-se perceber
que no intervalo de 24 h ocorreu um aumento de 4,6 pontos percentuais em relacéo ao
inicio da fermentacao e no tempo 48 h o acréscimo foi de 1 ponto percentual em relagéo
ao mesmo intervalo, mantendo este comportamento em 72 h e diminuindo em 96 e 120 h.
Este resultado indica que nas primeiras 24 h do processo o agente fermentador esta em
plena atividade metabdlica.

Frente ao aumento significativo no teor de proteinas na biomassa, a qualidade
deste composto formado foi alvo de interesse. Entdo o conteldo de aminoacidos foi
estimado ap6s um processo de digestdo enzimatica. Os aminoacidos digeriveis
determinados quando expressos em relacdo a massa de farelo fermentado apresentaram
acréscimo de aproximadamente 50 % a partir das 24 h que se manteve por todo o
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experimento. Este resultado expresso em relacdo a proteina do farelo mostra que os
aminoacidos digeridos aumentaram de 18,5 a 27,6 %, indicando um aumento de
digestibilidade da biomassa em relagao ao farelo de arroz nao fermentado.

A Figura 2 mostra o contetido de proteina original dos farelos e os contetddos de
proteinas digeridas e solubilizadas ap6s o processo de digestdo, mensurados e
quantificados por uma curva padréo de albumina. Os resultados mostram um aumento do
conteldo de proteinas sollveis no decorrer da fermentagédo. Este componente formado

pode ser alvo de outros estudos para verificar a sua qualidade nutricional.
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Figura 2: Comparativo do conteudo protéico do farelo de arroz e da biomassa, proteina

digerida e sollvel apds processo de digestao enzimatica.
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CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho indicam que:
- O processo fermentativo provocou alteracées na composicéao fisico-quimica do farelo de
arroz fermentado em meio solido pelo Rhizopus oryzae, principalmente em 24 h € 48 h.
- A fermentagéo provocou a redugéo de 40 % e 50 %, nos teores de lipidios e acido fitico
do farelo fermentado, respectivamente, em 120 h de fermentagdo. Assim como os
acUcares redutores foram consumidos 60 % durante a fermentacgéo.
- Os farelos fermentados apresentaram maior conteudo de cinzas, fibras e proteinas, com
aumento de 35 %, 50 % e 40 %, respectivamente, em 96 h de processo.
- Os teores de aminoacidos digeriveis indicaram aumento de 27,6 % na digestibilidade

das proteinas produzidas.
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil lipidico do farelo de arroz integral
fermentado com a espécie flngica Rhizopus oryzae usando sistema sélido. As alteracdes
no conteldo de lipidios totais, acidos graxos e fosfolipidios foram determinados em
intervalos de 24 h ao longo de 120 h. O conteldo total de lipidios foi avaliado pelo
método de FOLCH, os acidos graxos foram esterificados pelo método adaptado de
METCALFE, SCHMITZ & PELKE, identificados e quantificados por cromatografia gasosa.
O conteldo de fosfolipidios foi determinado por método colorimétrico. Os lipidios totais do
farelo de arroz fermentado (FF) diminuiram de 20,4 % para 11,2 % no intervalo entre Oh e
120 h de fermentagéo e o teor de fosfolipidios foi aumentado em 2,4 mg P.g i - No FF
os acidos oléico, palmitico e linoléico foram os predominantes, ocorrendo reducéo dos
acidos graxos saturados (20 %) e aumento dos acidos graxos insaturados (5 %). Este
estudo demonstrou que a fermentagao do farelo de arroz com Rhizopus oryzae pode ser
aplicada para a producao de fosfolipidios e para a alteragao da relagdo de acidos graxos
saturados e insaturados.

Palavras chaves: Rhizopus oryzae, fragao lipidica, farelo fermentado.

INTRODUCAO

O farelo de arroz é obtido a partir do processo de brunimento do grao,
correspondendo de 5 a 8 % do total. Entre seus nutrientes, o farelo contém minerais
como ferro, fésforo e magnésio, entre 11 € 13 % de proteina bruta, aproximadamente
11,5% de fibras, sendo ainda uma boa fonte de lipidios, pois pode conter 20 % do seu
peso em éleo (SILVA, SANCHES & AMANTE, 2001; LEMOS & SOUZA-SOARES, 2000).

A extracdo desta fragdo lipidica é rotineira na agroindustria, mas a técnica
empregada é fortemente prejudicada pela rapida rancificacdo do farelo em decorréncia
da descompartimentalizacdo do grdo durante o brunimento. A qualidade do éleo é
afetada pela extracédo térmica do lipidio e posterior clarificagdo e desodorizagido, sendo o
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rendimento do processo fungdo da oxidacdo do co-produto (SILVA, SANCHES &
AMANTE, 2006).

Baseado na distribuicdo celular e na sua associagédo, os lipidios do arroz sao
geralmente classificados como lipidios amilaceos, que estao associados com granulos de
amido e lipidios ndo amilaceos que sao distribuidos por todo o grdo, mas concentram-se
no farelo (ZHOU et al., 2002). Entre 90-96% dos lipidios componentes do 6leo de farelo
bruto de arroz sdo materiais saponificaveis (triacilglicerois, diacilgliceréis,
monoacilglicerois, acidos graxos livres e ceras) e 3 a 5 % sao insaponificaveis (esterdis,
tocoferdis, tocotriendis, alcoois triterpénicos). Dentre os acidos graxos, destacam-se o
palmitico (21 a 26 %), linoléico (31 a 33 %) e oléico (37 a 42 %), e, devido ao seu alto
conteldo de acidos graxos monoinsaturados e polinsaturados, é considerado um éleo
saudavel (LEMOS & SOUZA-SOARES, 2000).

Os fosfolipidios sdo compostos quimicos de carater anfotérico, com capacidade
de formar ponte entre as porcoes lipidicas e a fase aquosa nas células, além de
constituirem as lipoproteinas das membranas celulares. KIKUCHI et al. (1999)
demonstraram que os fosfolipidios podem atuar como antioxidantes, protegendo as
membranas celulares de processos oxidativos. Estes compostos também sao
importantes para a qualidade e estabilidade de 6leos vegetais, embora boa parte deles
seja retirada durante a producao dos 6leos comestiveis (NZAlI & PROCTOR, 1998).

O farelo de arroz também vem sendo estudado como substrato para processos
fermentativos, principamente em estado sélido, no intuito de aumentar a disponibilidade
de nutrientes, através de transformacdes decorrentes da atividade metabdlica de
microrganismos que resultam em compostos de interesse tais como enzimas,
biossurfactantes, acidos organicos, acidos graxos poliinsaturados, antioxidantes e outros
(JANG e YANG, 2008). O farelo também é utlizado como substrato para o
desenvolvimento de biomassa fungica macroscépica (cogumelos) e microscopica para o
enriguecimento de racdo animal (ANTO et al., 2006; DEVI et al., 2007; JANG e YANG,
2008).

Em geral, os fungos empregados na fermentagdo sintetizam seus lipidios, nao
havendo necessidade de acrescenta-los aos meios de cultura; entretanto, sua adigao,
muitas vezes melhora o crescimento fungico (ESPOSITO & AZEVEDO, 2004; PUTZKE e
PUTZKE, 2002). A determinacdo de acidos graxos e fosfolipidios em biomassa flngica
produzida em sistemas sélidos, também, ainda sdo pouco frequente, devido a utilizagéo
de espécies fungicas consideradas nao oleaginosas (ABU et al., 2000; STREDANSKY et

al., 2000). Além disso, poucos sao os estudos que empregam farelo de arroz bruto como
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substrato para a producdao de biomassa flungica visando o aumento de rendimento do

processo de extracao e/ou alteracao do perfil lipidico para fins especificos.

A partir destas consideracdes o objetivo deste trabalho foi investigar os teores de
fosfolipidios e o perfil de acidos graxos em farelos de arroz fermentado em estado sélido
pelo Rhizopus oryzae ao longo de 120 h de fermentagao, visando fornecer subsidios para
aplicacdo do processo para obtencao de compostos lipidicos para fins especiais. O perfil
de &cidos graxos do farelo de arroz nao fermentado e do préprio fungo, também foi

avaliado.

MATERIAL E METODOS
1- Farelo de Arroz

O farelo de arroz utilizado foi fornecido pelo IRGA (Instituto Rio Grandense de
Arroz), embalado em sacos de polipropileno de 5 Kg, mantidos a temperatura de -10°C,
até o momento de seu emprego no processo fermentativo. O preparo do farelo de arroz
para o processo fermentativo em estado sélido consistiu em padronizar a sua
granulometria entre 0,35 e 0,70 mm, empregando agitador eletromagnético (Bertel) de 60

Hz, equipado com peneiras de diferentes malhas.
2- Fermentacao em estado solido
2.1 - Preparo do Inéculo

A cepa do agente fermentador, o fungo Rhyzopus oryzae, foi isolada e identificada
no Laboratério de Microbiologia do Centro de Processamento de Alimentos da
Universidade de Passo Fundo. As culturas foram mantidas a 4 °C em meio Agar Batata-
Dextrose (BDA) e os esporos foram propagados, na ocasido do uso, em uma emulsao
aquosa de Tween 80 (0,2 %), empregando raspagem com alca de cromo-niquel e
novamente inoculando em meio BDA. Os esporos foram incubados durante 7 dias a 30
°C até nova e completa esporulagéo do fungo. A suspensdo de esporos para realizacao
da fermentacéo foi obtida a partir da adicado de 50 mL da emulsdo aquosa de Tween 80
(0,2 %) na cultura do fungo e liberacdo dos esporos por raspagem com algca Drigalski. A

concentracao dos esporos foi estimada por enumeracao em camara de Neubauer.
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2.2 — Processo Fermentativo

A fermentacéo foi realizada em biorreatores de bandejas, com dimensbes 29 x 17
x 5,5 cm. O substrato farelo de arroz (100 g) foi disposto nos biorreatores, na forma de
camada fina de aproximadamente 2 cm, apdés a homogeneizagdo do substrato com 45
mL da solugdo salina (KH.PO,4 2g.L", MgSO, 1g.L", NH,CONH, 1,8g.L" em HCI 0,4 N) e
suspensdo de esporos perfazendo a concentracao inicial de 4,0 x 10° esporos.g™ meio. A
umidade foi ajustada para 50% com adicdo de agua estéril. As bandejas foram cobertas
com gaze estéril, para permitir a aeracao. A incubacéo foi realizada em estufa a 30 °C por
120 h, sendo as aliquotas necessarias, para acompanhar a caracterizacao fisico-quimica,
coletadas no inicio do processo e a cada 24 h, e armazenadas a -18 °C.até sua

caracterizagao.

2.3 — Biomassa fungica

A biomassa fangica foi produzida em placas de Petri contendo Agar Batata
Dextrose, previamente esterilizado e disposto em placas em ambiente estéril. Em cada
placa foi adicionada a aliquota de 1 mL da suspenséao de esporos do Rhyzopus oryzae e
estas foram incubadas por 120 h em estufa a 30 °C. Nesta biomassa foi determinado o
perfil de acidos graxos e o conteudo de fosfolipidios afim de conhecer a constituicado do

agente fermentador.

3- Extracao de lipidios

Um teste de rendimento foi realizado entre os métodos de SOXHLET (A.O.A.C.,
2000), BLIGH e DYER (1959) e FOLCH et al. (1957), no qual uma amostra de farelo de
arroz integral com granulometria entre 0,2 e 0,7 mm foi submetida a extragéo dos lipidios
pelos trés métodos.

O método de BLIGH e DYER consistiu na extracdo dos lipidios com 30 mL da
mistura cloroférmio:metanol:agua (2:1:0,8) a partir de 5 g de amostra sob agitacao por 30
min. Em seguida, foram adicionados 7,5 mL de cloroférmio e de agua seguida de
agitacao durante 30min. A mistura foi centrifugada a 2800 g por 5 min e transferida para
uma proveta para a separagao, sendo retirada a fase aquosa. A fase orgénica foi filtrada
em sulfato de so6dio anidro, sendo uma aliquota separada para secagem em capsula de

porcelana a 60°C, e o residuo foi pesado para quantificar o contetdo de lipidios.
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O método de FOLCH et al. (1957) foi realizado com adaptacées, sendo a amostra
(5 g) agitada em banho de ultrassom por 5 min com 25 mL da mistura
cloroférmio:metanol (2:1) e centrifugada por 10 min. O sobrenadante foi separado e o
processo de extracdo por agitacdo foi repetido mais 2 vezes. Os sobrenadantes foram
filtrados, o papel de filtro lavado com 10 mL da mistura de reagentes e transferidos para
um funil de separagdo. Foram adicionados s do volume do extrato de KCI 0,88 %
seguido por agitacdo manual. A fase inferior foi coletada e novamente homogeneizada
com 4 de seu volume com uma solugéo de metanol:agua (2:1). A fase organica separada
foi filtrada em sulfato de sédio anidro e submetida a secagem em baldo de fundo chato
em rotaevaporador (70 °C). O residuo foi levado a estufa por 2 h a 50 °C.

4- Determinacao do teor de fosfolipidios

A partir de uma solucdo trabalho de 5 pg P.mL' de dihidrogenofosfato de
potassio, foram retiradas aliquotas de 2, 5, 7, 10, 15, 20 e 25 mL, as quais foram
transferidas para balées volumétricos de 100 mL. Foram acrescentados 20 mL de
solugcdo contendo 0,342 g de molibdato de so6dio bihidratado, 0,04 g de sulfato de
hidrazina, 5 mL de acido sulfarico concentrado, sendo o volume da solucdo analitica de
fésforo aferido com agua destilada para 100 mL. As solugdes foram aquecidas por 30 min
em banho-maria a 90 °C seguida de resfriamento sob banho com gelo. As leituras de
absorvancia das solucées branco e padrdo foram determinadas a 800 nm em
espectrofotobmetro UV-Visivel (Varian, modelo Cary 100).

Os lipidios extraidos do farelo de arroz fermentado e nao fermentado pelo método
de FOLCH et al. (1957) foram pesados entre 0,3 e 1,0 g em cadinho de porcelana,
cobertos com 0,75 g de MgO e levadas a estufa (110 °C) até que a porgao analitica fosse
completamente absorvida pelo MgO. O residuo foi incinerado em chama e mufla a 800 °C
por 20 min. As cinzas foram dissolvidas em 40 mL de 4gua e 20 mL de acido sulfurico 2
N, agitadas até que o MgO estivesse dissolvido. As misturas foram transferidas para
balées volumétricos de 100 mL e o volume aferido com agua, constituindo as solugbes
analiticas.

Aliquotas das solugdes analiticas foram transferidas para baldes volumétricos de
100mL conforme a diluicao necessaria da amostra. Diluices de 4, 5, 12,5, 25 e 50 vezes
foram alcancadas com 25, 20, 8, 4 e 2mL das respectivas solucdes analiticas. Em todos
os baldes foram adicionados 20 mL da solucdo de molibdato, os volumes completados
com agua destilada e as misturas aquecidas a 90 °C por 30 min. Para a prova em branco
foram adicionados 20 mL da solugdo de molibdato, 0,75 g de MgO, 20 mL de acido
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sulfarico 2 N, o volume completado a 100 mL com agua destilada. As unidades de
absorvancia foram determinadas a 800 nm no mesmo equipamento que os padroées.

A recuperacao do método foi avaliada adicionando-se 1,2, 2,4 e 4,8 mg do padréo
de KH.POQO4 a trés amostras de lipidios extraidas do farelo de arroz. O limite de deteccéo
do método foi medido a partir da leitura de 6 amostras da prova em branco preparadas
com o mesmo procedimento da determinacdo de fosfolipidios. O desvio padrdo das
absorvancias do branco multiplicado por trés foi utilizado para estimar as concentragdes
minimas a serem detectadas empregando a curva padrdao (BADIALE-FURLONG &
BASTOS et al, 2006; ESTEVES et al., 1995).

5- Perfil de acidos graxos

Na fracéo lipidica extraida dos farelos pelo método de FOLCH (1957), também foi
determinada a composicdo dos acidos graxos por cromatografia gasosa. Os lipidios
foram esterificados pelo método adaptado de METCALFE, SCHMITZ & PELKE (1966). A
esterificagdo dos lipidios consistiu na saponificagdo com KOH/Metanol 0,5 N sob ebulicao
15min. Apds o resfriamento a reagdo de esterificacdo com metanol foi catalisada pelo
trifluoreto de boro (15 mL BF; 20 % diluido 1:1 com metanol) sob ebulicao em refluxo por
7 min. Apés o segundo resfriamento, foram adicionados 15 mL de éter de petréleo e 15
mL de NaCl saturado. A fracdo éter foi recolhida e o processo repetido duas vezes com
25 mL de éter de petréleo. A fracdo organica foi lavada duas vezes com 25 mL de agua
destilada, filtrada em sulfato de sédio anidro e o solvente evaporado sob corrente de
nitrogénio. O residuo foi solubilizado com 10 mL de hexano para injegcao no cromatografo.

Para separar e quantificar a mistura de acidos graxos esterificados, foi empregado
Cromatografo Gasoso Varian 3400, equipado com injetor split/splitless, coluna capilar ZB-
WAX de 30m de comprimento e 0,32mm de didmetro interno, detector por ionizacao de
chama (FID) e workstation com software STAR. O gas de arraste foi o hidrogénio em uma
vazao de 1TmL/min, o gas make-up, nitrogénio a 30mL/min. As temperaturas do injetor e
do detector foram ajustadas para, respectivamente, 250 e 300 °C, sendo o volume
injetado de 1 uL. As condigbes cromatogréaficas de separagao foram temperatura inicial
da coluna 40 °C, elevando-se para 100 °C em uma taxa de 6 °C por min, permanecendo
nesta temperatura por 1min. Na segunda rampa de temperatura a taxa de aumento foi de
6°C por min até 160°C, permanecendo por 5 min. Finalmente a temperatura foi elevada a
230°C, 6°C por min, mantendo-se por 10 min. Os picos foram identificados por

comparacgao dos tempos de retencdo com padroes de ésteres metilicos (Sigma-Aldrich).
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6- Andlise estatistica

As determinacbes foram realizadas em triplicatas e os dados foram avaliados
através de analise de varidncia (ANOVA), sendo as médias dos resultados comparadas
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O teste realizado comparando os métodos utilizados SOXHLET, FOLCH e BLIGH
& DYER resultou em uma maior quantidade de lipidios extraidos pelo método de
SOXHLET (29,2 %), seguido do FOLCH (25,8 %) e BLIGH & DYER (24,4 %), no entanto
os dois ultimos nao diferenciaram significativamente. A partir destes resultados foi
escolhido o método de FOLCH et al. (1957) para a extracdo dos lipidios destinados a
analise do perfil de acidos graxos. A Tabela 1 apresenta os teores de lipidios totais dos
farelos fermentados e néo fermentados extraidos pelos métodos de SOXHLET (A.O.A.C,
2000), afim de quantificar o extrato etéreo, e FOLCH et al. (1957), aplicado para a
extracdo dos acidos graxos e fosfolipidios com a intencéo de preservar as caracteristicas
lipidicas.

Embora o método de extracdo com SOXHLET seja recomendado oficialmente
para a determinacao de lipidios em amostras sélidas (MANIRAKIZA et al., 2001), nao foi
adotado para caracterizar o perfil lipidico, uma vez que faz uso de altas temperaturas, o
que poderia favorecer uma maior incidéncia de acidos graxos de configuracao frans,
dificultando a distincédo entre o efeito do processo fermentativo e 0 método de extracdo. O
método de FOLCH foi desenvolvido para a extracao de lipidios de amostras com maior
teor de umidade, como é o caso da biomassa fermentada e tem a vantagem de ser um
processo a frio que preserva a composi¢ao original dos acidos graxos, sendo portando,
escolhido para o estudo do perfil de acidos graxos dos farelos de arroz fermentados.
Outros autores extrairam lipidios de biomassa fungica pelo método de FOLCH et al
(1957) para analisar a composicdo de acidos graxos destes materiais (ZIINO et al., 1999;
ABU et al., 2000; STREDANSKY et al., 2000-a; STREADANSKY et al., 2000-b).

O farelo de arroz nao fermentado (NF) continha um teor de lipidios de 18,9 %, o
que esta de acordo com valores ja obtidos por outros autores (AMISSAH et al., 2003;
SILVA et al., 2006; FEDDERN et al., 2007; LILICTCHAN et al., 2008), mostrando ainda a



57

possibilidade de se obter com esse método de extragdo, um valor proximo aos 20%
esperados no farelo de arroz (ZHOU et al., 2002).

Tabela 1. Teores de lipidios do farelo de arroz antes e apds o processo fermentativo

Amostra Lipidios (%) (Soxhlet) Lipidios (%) (Folch)
NF 18,9+0,2° 10,5+1,0°
0h 20,4+1,22 5,8+0,80°
24 h 19,5+0,5 ° 7,7+0,30 °
48h 15,9+0,2° 5,240,15"
72h 13,1+0,4 ° 5,240,03 "

96 h 11,0£0,1° 4,8+0,2"
120 h 11,240,5° 4,1+0,2°

- Letras sobrescritas iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenga significativa (p<0,05).
Os valores estédo expressos como médiatSD (n=3). NF = farelo nao fermentado, farelo fermentado por 0 h,
24 h,48h,72h,96 he 120 h

Os resultados da extracéo de lipidios pelo método de Soxhlet para o farelo nao
fermentado e para os farelos fermentados no inicio da fermentagao até 24 h, nao foram
estatisticamente diferentes ao nivel de 5 % de significancia. A reducao do teor de lipidios
a partir de 48h foi significativa, e pode ser resultado da utilizacao dos lipidios pelo fungo,
possivelmente na sintese de fosfolipidios constituintes da membrana celular do tecido
fungico. ODUGUWA et al. (2008) também registraram reducao de 40% no contetdo de
extrato etéreo no farelo de arroz fermentado com Rhizopus oligosporus e Saccharomyces
cerevisiae. Por outro lado, ABU et al. (2000) fermentaram batata doce com Aspergillus
niger e Aspergillus oryzae, o fermentado apresentou um aumento no conteudo de lipidios
totais, enquanto a acao do Pleurotus ostreatus os reduzia de 1,9% para 0,5%.

O método utilizado para a determinacdo dos fosfolipidios no farelo de arroz
apresentou desempenho satisfatério com uma recuperacao de 89% e um coeficiente de
variacao de 2,0%. O mesmo método utilizado para analisar pele de pescado apresentou
91% de recuperacao, limite de deteccdo de 0,0546 ug/mL e limite de quantificagao de
26,1 mg/100g de gordura (BADIALE-FURLONG & BASTOS et al., 2006).

A Tabela 2 mostra os teores de fosfolipidios encontrados no farelo de arroz
fermentado e nao fermentado e também diretamente na biomassa do Rhizopus oryzae

cultivado em Agar Batata Dextrose.
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Tabela 2. Teores de fosfolipidios dos farelos antes a apés a fermentagdo e da biomassa

fungica.
Tempo de Teores de fosfolipidios | Teores de fosfolipidios mg P.g ipiio '
fermentacao mg P.g tarelo ' Farelo de arroz* Rhizopus
oryzae**
NF 0,14+0,012 0,73+0,05% -
0h 0,18+0,01° 1,840,06° -
24 h 0,37+0,03" 2,440,04° 3,03+0,002°
48 h 0,36+0,04° 2,8+0,06° 11,8+0,01°
72 h 0,29+0,06 3,11£0,07°¢ 9,8+0,02°
96 h 0,37+0,06° 3,7+0,07' 11,440,36°
120 h 0,29+0,05 % 4,240,149 10,040,40°

- Letras sobrescritas iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenga significativa (p<0,05).

Os valores estao expressos como médiatEP (n=2). *NF = farelo ndo fermentado, farelo fermentado por 0 h,
24 h, 48 h, 72 h, 96 h e 120 h. **Biomassa do Rhizopus oryzae com crescimento em 24 h, 48 h, 72 h, 96 h e
120 h.

O farelo de arroz apresentou um teor de fosfolipidios de 0,14 mg P.g Farel
valores estes abaixo do encontrado por AMISSAH et al. (2003) quando analisaram farelo
de 16 variedades de arroz e encontraram teores entre 0,27 e 0,51 mg P.g raelo . POrém,
os autores ndo quantificaram o contetudo de fésforo somente na fragdo lipidica e sim
incluiram o contelido das demais fracoes.

A investigacdo sobre o contetudo de fosfolipidios e a sua composicdo durante o
crescimento fungico é raramente estudada, principalmente em se tratando de fungos nao
oleaginosos e em desenvolvimento sobre substrato so6lido. No entanto, é evidente neste
trabalho o acréscimo de fosfolipidios no FF em 24 h de fermentagéo. Este contelido de
fosfolipidios é oriundo do crescimento fungico como se pode perceber nos resultados
deste composto na biomassa de Rhizopus oryzae em Agar Batata Dextrose. No
crescimento por 24 h, o fungo apresentou 3,03 mg P.gipaic ' © apds este periodo este
conteudo foi triplicado e manteve-se até 120 h de cultivo, evidenciando o aumento dos
lipidios polares no decorrer do crescimento fungico, como observados por outros
pesquisadores (FAKAS et al., 2009).

A producado de fosfolipidios revela uma possivel fonte destes compostos
considerados bioemulsificantes e que podem ser aplicados na industria alimenticia e/ou

na formulagdo de material destinado a biorremediagéo.



A composicéo de acidos graxos do fungo Rhizopus oryzae, farelo de arroz ndo fermentado e fermentado esta na Tabela 3.

Tabela 3. Perfil de acidos graxos do Rhizopus oryzae e.dos farelos fermentados e ndo fermentados.

Acidos graxos Perfil de acidos graxos (%)

R.oryzae NF 0Oh 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h
c14 0,63+0,1° 0,3+0,0° 0,3+0,0° 0,2#0,0°  0,2+0,0° 0,2+0,0° 0,2+0,0° 0,240,0°
c16 29,3+2,62 17,00,3° 20,4+0,8°  19,740,2° 18,540,8°  17,640,8"° 17,240,4° 15,740,7°

c16:1 0,840,0° 0,2+0,0° 0,2#0,0°  0,15+0,0° 0,1540,0°  0,16%0,0° 0,240,0° 0,240,0°
3 8,3+0,9° 2,140,0° 2,540,0° 3,240,1°  2,540,0° 2,840,1° 2,30,0° 2,3+0,2°
C18:1n9cet 33,6+1,82 38,8+0,3°  36,5#0,1* 37,9+0,3° 38,810,2°  38,840,5° 37,840,2°  37,310,5%
Ci18:2n6tec 14,640,0 2 32,040,3° 34,910,2¢ 32,840,0™° 33,4+0,1% 33,840,5%°  34,740,4% 358405’
C 18:3n6 4,6+0,1° nd.’ nd.’ 1,140,0°  1,4+0,0° 1,6+0,0° 1,940,0' 2,3+0,0°¢

C 18:3n3 0,30,0° 1,3+0,0° 1,940,0° 1,440,0°  1,240,0° 1,240,0° 1,240,0° 1,240,0°
C20 1,1240,3° 0,5+0,0" 0,750,0® 0,8+0,0® 0,740,0®  0,8+0,0%* 0,740,0% 0,740,0%®

C20:1 0,940,0° 0,5+0,0" 0,56+0,0°  0,640,0°  0,6+0,0° 0,7+0,0° 0,640,0° 0,740,0°
C22 0,9+0,2° 0,3+0,0° 0,4610,0®  0,5t0,0® 0,640,0®  0,6+0,0%* 0,5+0,1% 0,740,0%®

C22:6n3 1,240,0° 0,30+0,0° 0,1140,0°  0,740,1°  0,8+0,0° 0,9+0,0° 0,9+0,0° 1,040,0'

Pni 5,840,5 0,6+0,0 1,60,0 1,0£0,0 1,310,2 0,9+0,0 1,940,4 2,00,7
AGS 40,3+1,32 20,240,4 " 24,5+0,8° 24,540,1° 22,240,3°  22,040,8* 21,020,2° 19,60,5°
AGI 56,3+1,9° 73,10,5° 74,740,3°  74,9+02° 76,840,2%°  77,4+0,9°°  77,74#0,6"  78,8+1,1%

P/S 0,5+0,0° 1,740,0° 1,5¢0,1°°  1,540,1°  1,740,0% 1,740,1% 1,840,0° 2,140,1°

6 19,240,2° 32,0¢0,2° 35,0405 33,9+0,5° 34,7402 354405%°  36,6+0,4° 38,0+0,6'

3 1,540,02 1,640,0° 2,0£0,04°  2,140,1°  2,040,2° 2,140,1° 2,140,0° 2,240,0°
06/003 13,0+0,0° 19,440,8° 17,540,4°  16,141,0° 17,3+1,3°  16,840,7° 17,440,5° 17,340,4°

AGS=C14:0+C16:0+C18:0+C20:0+C22:0;AGI=C16:1+C18:1n9tc+C18:2n6tc+C18:3n6+C18:3n3+C20:1+C20:2+C20:3n3+C20:5n3+C22:1n9+C22:6n3;

P/S=(C18:2n6t+C18:2n6¢c+C18:3n6+C18:3n3+C20:2+C20:3n3+C20:5n3+C22:6n3)/(C14:0+C16:0+C18:0+C20:0+C22:0);
(ausentes no padrao); w6/w3=(C18:2n6t+C18:2n6c+C18:3n6)/( C18:3n3+C20:3n3+C20:5n3+C22:6n3); n.d. — ndo detectado; Letras iguais significam

que nao existe diferencga significativa entre as médias ao nivel de 95% de confianga, quando cada acido graxo foi comparado em relagao aos diferentes

tempos de fermentagao.
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Os lipidios do fungo Rhizopus oryzae foram constituidos, principalmente, pelo
acido graxo ol éico (C18:1 n9) 33,6%, seguido do acido palmitico (C16:0) 29,3%, acido
linoléico (C18:2 n6) 14,6%, ainda 8,3% de acido estearico (C18:0) e 4,6% do acido
linolénico. Os &cidos graxos oléico, palmitico e linoléico também vém sendo relatados
como predominantes em diversas espécies de fungos, conforme RUESS et al. (2002) e
SILVA et al. (1998). Os ultimos levantam a possibilidade de identificar a espécie flungica
pelo perfil lipidico, apesar dos fungos possuirem menor diferenga entre 0s acidos graxos
que as bactérias.

O farelo de arroz apresentou predominantemente os acidos graxos oléico (45%),
linoléico (32%) e palmitico (17%), conforme mencionado na literatura (LEMOS e SOUZA-
SOARES, 2000; MERCADANTE & RODRIGUEZ-AMAYA, 1986), além dos
levantamentos que vem sendo realizados no Laboratério de Ciéncia de Alimentos em
variedades de arroz cultivados no RS. A Tabela 4 ilustra o perfil comparativo de acidos
graxos determinados em farelo de arroz e farelo fermentado por 120 h obitdo neste
trabalho e sua similaridade com as especificacdes da legislacdo (ANVISA-Resolucao
482/99), bem como com o 6leo bruto de arroz parboilizado determinado por PAUCAR-
MENACHO et al. (2007).

Tabela 4. Perfil de acidos graxos do farelo de arroz, farelo fermentado por 120 h, éleo
bruto de arroz e recomendagdes da ANVISA.

Acidos graxos Perfil de Acidos Graxos (%)
Farelo de Farelo fermentado  Oleo bruto ANVISA
arroz 120 h de arroz
C14 :0 Ac. miristico 0,3 0,2 0,27 0,4-1,0
C16 :0 Ac. palmitico 17,0 15,7 19,90 12,0-18,0
C16:1 Ac. palmitoléico 0,2 0,2 0,03 0,2-0,4
C18:0 Ac. estearico 2,1 2,3 1,87 1,0-3,0
C18:1n%9ce t 38,8 37,3 cis 43,14 cis 40,0-50,0
Ci8:2n6tec 32,0 35,8 cis 31,23 cis 29,0-42,0
C 18:3n6 n.d. 2,3
C 18:3n3 1,3 1,2 1,47 <1,0
C20:0 Ac. araquidico 0,5 0,7 0,79 <1,0
C20:1 Ac. gadoléico 0,5 0,7 0,50 <1,0
C22:0 Ac. behénico 0,3 0,7 0,31 <1,0
C22:1 Ac. erucico 0,04
C22:6n3 0,30 1,0
C24:0 Ac. lignocérico 0,46

AGS 20,2 19,6 23,0
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As relacdoes de acidos graxos poliinsaturados/saturados (AGPI/AGS) e «wb/w3
(6mega 6/6mega 3) para o farelo de arroz foram 1,7 € 19,4 e para o Rhizopus oryzae, 0,5
e 13,0. O Departamento de Saude e Seguridade Social da Inglaterra (1984) menciona
que razbes de AGPI/AGS inferiores a 0,45 sdo pouco aconselhaveis para a salde
podendo ocasionar doengas cardiacas. As recomendacdes para a relacdo wb/e3 variam
de 4:1 até 10:1, porém alguns autores relataram paises cujas dietas contém até 50:1
(SIMOPOULQS, 2004). Neste sentido percebemos que a relacdo AGPI/AGS do farelo de
arroz € benéfica para a saude, porém a relacdo wb/w3 nao favorece o fornecimento de a-
acido linolénico, fato que afeta a sintese de acidos graxos de cadeia longa, condicdo que
contribui para o desenvolvimento de doencgas alérgicas, inflamatérias e cardiovasculares
(MARTIN et al., 2006).

Os acidos graxos predominantes nos farelos de arroz fermentados permaneceram
0s mesmos que antes da fermentacado, acido oléico, linoléico e palmitico. Ocorreu uma
variagao no perfil do acido linoléico sendo que a partir de 48 h o aumento foi significativo
em relacdo ao farelo ndo fermentado, resultando em 10% de acréscimo em 120 h. No
decorrer do processo fermentativo ndo ocorreram mudangas significativas no teor de
acido oléico e palmitico. O acido y-linolénico presente no lipidio fungico e ausente no
farelo de arroz foi determinado no farelo de arroz fermentado a partir das 24 h com 1,1 %
atingindo 2,3 % em 120 h.

O aparecimento do acido y-linolénico conduziu um aumento significativo na razao
AGPI/AGS e no conteldo de w6. Além disso, provocou um aumento, ndo significativo na
relacdo dos acidos graxos wb/w3 do tempo 0 h para o tempo 120 h. SILVEIRA et al.
(2009) também observaram um aumento de aproximadamente 10 % na incidéncia de
acidos graxos da série w6 em farelo de arroz desengordurado e farelo de trigo,
fermentados em estado sélido com Aspergillus oryzae por 72 h. Esta alteragédo de relagao
w6/w3 poderia ser melhor avaliada no sentido de buscar condicbes de meio que
favoregam a produgéo do acido a-linolénico, que é precursor na biossintese dos acidos
eicosapentaendico (EPA) e docosahexaendico (DHA). Estes dois acidos graxos
altamente insaturados da série 3 sdo importantes na composicido das membranas
celulares das células do cérebro e da retina.

Uma avaliagdo geral permite perceber que em 120 h de processo ocorria a
reducdo dos acidos graxos saturados e o aumento dos acidos graxos insaturados. Fato
que sugere também a necessidade de um estudo sobre a estabilidade oxidativa dos
lipidios do farelo fermentado para avaliar a eficiéncia do processo fermentativo na
producéao de acidos graxos insaturados ou como forma de estabilizar o co-produto.
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CONCLUSAO

Neste estudo os resultados mostraram que o processo de fermentacdo em estado
s6lido provocou a reducao dos lipidios totais do farelo de arroz fermentado (FF) de 45 %
no intervalo estudado e um incremento no teor de fosfolipidios de 130%. No FF os acidos
oléico, palmitico e linoléico foram os predominantes, ocorrendo ao longo da fermentacao
a reducao em 20 % dos acidos graxos saturados e o aumento de 5 % dos acidos graxos
insaturados. E possivel afirmar que a fermentacdo em estado sélido do farelo de arroz
com o Rhizopus oryzae pode ser aplicada para a producdo de fosfolipidios e para a
alteracao da relacao de acidos graxos saturados e insaturados.
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RESUMO

No presente estudo, o contelldo de compostos fenodlicos e a atividade antioxidante
dos extratos de farelo de arroz fermentado foram investigados, a fim de avaliar o efeito da
fermentacdo em estado sdlido nestas propriedades. A fermentagdo em estado sélido foi
realizada com o fungo Rhizopus oryzae em reatores de bandeja, a 30 °C por 120 h.
Amostras de farelo de arroz fermentado (FF) foram coletadas a cada 24 h. Os compostos
fenolicos totais foram extraidos a frio com metanol e quantificados com o uso do reagente
de Folin-Ciocalteau. A propriedade antioxidante foi avaliada pelo método de varredura de
radicais DPPH, pela inibicido da oxidacdo enzimatica e peroxidagao lipidica do 6leo de
oliva. O FF por 24 h apresentou o maior contelido de compostos fendlicos totais (2200 ug
ac fertlico/Jrarelo), NO entanto o extrato metandlico do FF por 96 h inativou 50% do DPPH
reativo em 15 min (CEso de 4,3 UG acteraicd/ML). Este mesmo extrato reduziu em 57 % o
valor do indice de perdxido no éleo de oliva apds 30 dias de armazenamento. O extrato
aquoso do FF por 120 h foi o mais eficiente inibidor da reacdo de escurecimento
catalisada pela peroxidase.

Palavra-chave: farelo fermentado, atividade antioxidante, inibicdo da peroxidase

INTRODUCAO

As espécies reativas de oxigénio (EROs) como os superoxidos (O3), H.O, € o
radical hidroxil (OH") sédo bioprodutos do metabolismo normal e atacam moléculas
biolégicas, causando a desestabilizacdo e desintegracdo das membranas celulares e
muitas doengas (BABIOR, 2000). Os EROs atacam as cadeias de acidos graxos
poliinsaturados dos fosfolipidios € do colesterol, retirando um hidrogénio do grupo
metileno bis-alilico, iniciando assim o processo de peroxidacao lipidica nas membranas
celulares. Os radicais de carbono formados podem reagir com oxigénio originando
radicais peroxila, que por sua vez podem atacar novas cadeias de &cidos graxos
poliinsaturados, propagando a reagdo, resultando na oxidagao de varias moléculas. No
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corpo humano, os efeitos téxicos da EROs sdo combatidos regularmente pelos
defensores enddgenos (superoxido dismutase, catalase, peroxidase, metaloproteinas) e
mecanismos de protecdo que incluem varios antioxidantes enzimaticos e nao-
enzimaticos. Estes sistemas proprios de defesa podem ser auxiliados pelos compostos
antioxidantes dos alimentos, cosméticos e medicamentos (DEVI e ARUMUGHAN, 2007).

Antioxidante é qualquer substancia que, quando presente em baixa concentracdo
comparada a do substrato oxidavel, regenera o substrato ou previne significativamente a
oxidacdo do mesmo (BARREIROS et al., 2006). Sdo compostos capazes de retardar ou
prevenir a auto-oxidagdo e podem reagir com radicais livres ou interromper a cadeia de
reagao na propagacao da oxidagao. No entanto, pesquisas indicam o potencial toxigénico
resultante do uso prolongado de antioxidantes sintéticos como o butil-hidroxi-anisol
(BHA), butil-hidroxi-tolueno (BHT), terc-butil-hidroxi-quinona (TBHQ), tri-hidroxi-butil-
fenona (THBP) e galato de propila (GP). Em fungao dos possiveis problemas provocados
pelo consumo de antioxidantes sintéticos, as pesquisas com produtos naturais que
possuam atividade antioxidante tém aumentado, os quais permitirAo substituir os
sintéticos ou fazer associacoes entre eles (SOUSA et al., 2007; ATUNGULU et al., 2007).

Dentre as diversas classes de substéncias antioxidantes de ocorréncia natural, os
compostos fenolicos tém recebido muita atencdo nos Ultimos anos, sobretudo por
inibirem a peroxidagao lipidica e a lipoxigenagéo in vitro. A atividade antioxidante de
compostos fenolicos se deve principalmente as suas propriedades redutoras e estrutura
quimica, o que confere um papel importante na neutralizagdo ou sequestro de radicais
livres e quelacdo de metais de transicdo agindo tanto na etapa de iniciagdo como na
propagagdo do processo oxidativo. Os intermedidrios formados pela agéo de
antioxidantes fendlicos sao relativamente estaveis, devido a ressonancia do anel
aromatico presente na estrutura destas substancias (MELO & GUERRA, 2002).

Os compostos fendlicos de plantas enquadram-se em diversas categorias, como
fenois simples, acidos fendlicos (derivados de acidos benzdico e cindmico), cumarinas,
flavonoides, estilbenos, taninos condensados e hidrolisaveis, lignanas e ligninas.

Os compostos polifendlicos sdo caracterizados pela presenca de mais de um
grupo fendlico por molécula, sdo comumente encontrados em alimentos tais como maca,
amora, cereja, uva, framboesa, frutas citricas, cebola, espinafre, pimenta, aveia, cha
preto, vinho, chocolate, cereais, entre outros (DIMITRIOS 2006). Eles pertencem a um
grupo heterogéneo de compostos com uma grande variedade de efeitos bioldgicos,
incluindo antinflamatério, antimicrobiano e propriedades antioxidantes (TROUILLAS et al.,
2003).
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O arroz, sendo um dos cereais mais produzidos e consumidos no mundo,
apresenta papel importante na relacdo entre dieta e saldde. Varios compostos com
atividade antioxidante ja foram identificados nesse cereal, incluindo compostos fenélicos,
tocoferdis, tocotriendis e y-orizanol (IQBAL et al., 2005). No arroz, os compostos fendlicos
estdo associados principalmente ao pericarpo, portanto, o processo de polimento reduz
sua concentracdo no grao, permanecendo no farelo resultante deste beneficiamento
(ZHOU et al., 2004).

Muitos &cidos fendlicos em cereais ocorrem principalmente na forma ligada, como
conjugados com carboidratos, acidos graxos ou proteinas, tornando o processo de
hidrélise importante para obter o rendimento maximo de acidos fendlicos dos cereais
(WOJDYLO e OSZMINSKI, 2007; HEGDE et al., 2006).

Estudos epidemiol6gicos tém mostrado que o consumo de graos inteiros ou
produtos a base de graos esta associado com a reducéo do risco de doencas crbnicas.
Beneficios estes relacionados a sua composicao fitoquimica. O estudo de ADOM e LIU
(2002) mostrou que o conteudo de fendlicos do milho, trigo, aveia e arroz foram,
respectivamente, 15,5; 7,9; 6,5 e 5,5 umol 4ido gélico equivalente/d grao- A Maior porgdo dos
fenois nos graos existia na forma ligada (85% no milho, 75% na aveia e trigo e 62% no
arroz). O acido ferulico na forma ligada foi o composto fendlico majoritario nos graos
testados, sendo a atividade antioxidante decrescente na seguinte ordem
milho>trigo>aveia>arroz.

O processo de fermentacdo em estado sélido (FES) é uma alternativa para
disponibilizar os compostos fendlicos ligados e potencializar a atividade antioxidante em
alimentos fermentados. Esta pratica foi confirmada por ZHANG et al. (2008) que
observou um incremento na composicao bioativa do arroz envelhecido que foi fermentado
em estado sélido por Cordyceps sinensis. LATEEF et al. (2008) também mostraram que a
qualidade nutricional e atividade antioxidante de diferentes residuos agroindustriais foram
melhoradas pela FES. O enriquecimento de compostos fendlicos através da FES foi
reportada em feijao preto (LEE et al., 2008), soja (LIN et al., 2006) e feijao de fava
(RANDHIR et al.,, 2004). BHANJA et al. (2008) estudaram o aumento do potencial
antioxidante do arroz através da fermentacdo. No processo de FES, diferentes enzimas
hidroliticas podem ser produzidas diretamente do substrato sélido e, simultaneamente,
serem utilizadas, para liberar os fendlicos.

BHANJA et al. (2009) demonstraram o aumento do conteudo de fendis totais,
além de propriedade antioxidante nos graos de trigo fermentados com dois fungos
filamentosos GRAS. Os pesquisadores ainda observaram uma correlacéo linear entre o

conteudo de fendlicos e a atividade de diferentes enzimas (carboidrases, a-amilase, B-



69

glicosidase e xilanase) produzidas pelo Aspergillus oryzae, provaveis responsaveis pelo
melhoramento das propriedades fitoquimicas do trigo fermentado sobre o trigo nao
fermentado.

Os resultados mostrados por PESCHEL et al. (2005) confirmaram residuos
agroindustriais com altas quantidades de fendis, e sugerem a reciclagem de compostos
antioxidantes dos residuos de alcachofra, maca e tomate, além de morango, aspargo e
beterraba. Se o conteldo de fenois dos extratos dos residuos é comparado ao vegetal
original, a vantagem da utilizacdo dos subprodutos para o enriquecimento de fendis é
evidente.

CORREIA et al. (2004) aplicaram a bioconversdo em estado solido usando
Rhizopus oligosporus na produgao de antioxidantes fendlicos a partir de residuos do
processamento de abacaxi misturado com farinha de soja, atribuindo ao alto contetdo de
fendis a alta atividade especifica da B-glicosidase.

A quantificacdo espectrométrica de compostos fenodlicos é realizada por meio de
uma variedade de técnicas, todavia, a que utiliza o reagente de Folin-Ciocalteu figura
entre as mais utilizadas. O reagente consiste de mistura dos acidos fosfomolibidico e
fosfotunguistico, no qual o molibdénio e o tungsténio encontram-se no estado de
oxidacdo 6" porém, em presenga de certos agentes redutores, como os compostos
fendlicos, formam-se os chamados molibdénio azul e tungsténio azul, nos quais a média
do estado de oxidacdo dos metais esta entre 5 € 6 e cuja coloragdo permite a
determinagdo da concentracdo das substancias redutoras, que ndo necessariamente
precisam ter natureza fendlica (ROGINSKY e LISSI, 2005; BONOLI et al., 2004; IKAWA
et al., 2003).

Varios métodos sdo utilizados para determinar a atividade antioxidante em
extratos e substéncias isoladas; um dos mais usados consiste em avaliar a atividade
sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), de coloragéo purpura
que absorve a 515nm. Por acdo de um antioxidante (AH) ou uma espécie radicalar (Re),
o DPPHe ¢é reduzido formando difenil-picril-hidrazina, de coloracdo amarela, com
consequente desaparecimento da absorgdo, podendo a mesma ser monitorada pelo
decréscimo da absorvancia. A partir dos resultados obtidos determina-se a porcentagem
de atividade antioxidante ou sequestradora de radicais livres e/ou a porcentagem de

DPPHe remanescente no meio reacional, calculada pela equagao seguinte:

_100x[DPPH ],

—_— (Equacéo 1)
. [DPPH ],

% DPPH
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O proposito deste trabalho foi avaliar a disponibilizacdo de compostos com
propriedade antioxidante no farelo de arroz fermentado em estado sélido com Rhizopus
oryzae, visando contribuir com informacao para posteriores pesquisas sobre extragao e

aplicacao deles na formulacao de alimentos como conservadores e funcionais.
MATERIAL E METODOS
1- Farelo de Arroz

O farelo de arroz utilizado, substrato para o processo fermentativo neste trabalho,
foi obtido junto ao IRGA (Instituto Rio Grandense de Arroz). O preparo do farelo consistiu
em padronizar a sua granulometria entre 0,35 e 0,70 mm e conserva-lo a temperatura de

-10°C até o uso.
2- Fermentacao em estado solido
2.1 - Preparo do Inéculo

A cepa do agente fermentador, o fungo Rhizopus oryzae, foi isolada e identificada
no Laboratério de Microbiologia do Centro de Processamento de Alimentos da
Universidade de Passo Fundo. As culturas foram mantidas a 4 °C em meio Agar Batata-
Dextrose (BDA) e os esporos foram propagados, na ocasido do uso, em uma emulsao
aquosa de Tween 80 (0,2 %), empregando raspagem com alca de cromo-niquel e
novamente inoculando em meio BDA. Os esporos foram incubados durante 7 dias a 30
°C até nova e completa esporulagéo do fungo. A suspensdo de esporos para realizacao
da fermentacao foi obtida a partir da adicado de 50 mL da emulsdo aquosa de Tween 80
(0,2 %) na cultura do fungo e liberacdo dos esporos por raspagem com algca Drigalski. A

concentracao dos esporos foi estimada por enumeracao em camara de Neubauer.
2.2 — Processo Fermentativo

A fermentacéo foi realizada em biorreatores de bandejas, com dimensbes 29 x 17
x 5,5 cm. O substrato farelo de arroz (100 g) foi disposto nos biorreatores, tampados e
esterilizados. No momento da fermentacdo foram adicionados 45 mL da solugéo salina
(KH2PO, 2 g.L", MgSO, 1 g.L™", NH,CONH; 1,8 g.L" em HCI 0,4 N) e a suspensio de
esporos perfazendo a concentracdo inicial de 4,0 x 10° esporos/g meio. O meio foi
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homogeneizado com adicdo de agua estéril para ajustar a umidade para 50%, levando
em consideracado os volumes da solucido salina e suspensao de esporos ja adicionados.
As bandejas foram cobertas com tecido de algodao estéril que permitia a aeracao durante
a incubacdo em estufa a 30 °C por 120 h. As amostras necessarias para acompanhar a
caracterizacdo dos compostos antioxidantes foram coletadas a cada 24 h, desde o inicio
da fermentacao (tempo zero).

3 - Extracao dos compostos antioxidantes

3.1 — Extrato metandlico

O extrato metandlico contendo os compostos antioxidantes foi obtido utilizando 5
g de amostra e 10 mL de metanol sob agitacdo em shaker durante 1 h. O extrato foi
filtrado em papel filtro e lavado trés vezes com 2 mL de hexano, clarificado com hidréxido
de bario 0,1 M e sulfato de zinco 5 %, sendo centrifugado a 2800 g apdés 20 min de
repouso. O sobrenadante foi filtrado para um baldo volumétrico de 25 mL, cujo volume foi
completado com metanol (BADIALE-FURLONG, et al., 2003).

3.2 — Extrato aquoso

O extrato aquoso contendo os compostos antioxidantes foi obtido a partir de 20 g
de farelo de arroz e 60 mL de metanol sob agitacdo em shaker durante 1 h. O extrato foi
filtrado em papel filtro e lavado trés vezes com 10 mL de hexano. O extrato metandlico foi
transferido para um baldo de fundo chato e o solvente foi evaporado em rotaevaporador a
50 °C. O residuo foi dissolvido com 70 mL de agua sob agitacdo em banho ultrassénico.
O extrato aquoso foi clarificado com hidréxido de bario 0,1 M e sulfato de zinco 5 %,
deixado em repouso por 20 min seguido de centrifugacado a 2800 g por 10 min e filtracao
para um baldo volumétrico de 100 mL, sendo o volume aferido com agua (BADIALE-
FURLONG et al., 2003).

3.3 — Quantificacao dos fenois totais

Aliguotas de 0,3; 0,5; 0,8 e 1 mL dos extratos dos farelos fermentados e nao
fermentados foram organizados em séries de tubos, completando o volume para 1 mL
com agua. Em seguida foram adicionados 4,5 mL de solugdo alcalina (Na,CO; 2 %,
CuSO04 2 % e tartarato duplo de sédio e potassio 4%, nas proporcoes 100:1:1). A mistura
permaneceu em repouso por 15 min em banho-maria a 37 °C. Foram adicionados 0,5 mL
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do reagente de Folin-Ciocalteu (diluido 1:2 com agua) seguido de repouso por mais 15
min a temperatura de 37 °C. A leitura das unidades de absorvancias (uA) foi realizada em
espectrofotometro (VARIAN/CARY 100) a 750nm. Os compostos fendlicos totais foram
quantificados com auxilio de uma curva padrao de acido ferdlico cuja concentracao variou

entre 1,7 a 12,2 ug/mL.
4 — Atividade enzimatica da a-amilase

A enzima foi extraida de 1 g de farelo fermentado com 50 mL de solugdo 0,5 %
(p/v) NaCl ap6s agitagdo em shaker a 30 °C por uma hora e meia. A suspensao foi
centrifugada a 2800 g por 10 min e filtrada usando banho de gelo. A reacéo enzimatica foi
realizada utilizando como substrato solugdo de amido soluvel 0,4 % (p/v), 0,1 mL de
solucdo tampado de acido citrico-fosfato de s6dio 0,1 M pH 5,0 e 0,3 mL de agua
destilada. A mistura foi mantida em banho-maria a 60 °C por 5 min. Foi adicionado 0,1
mL do extrato enzimatico e ap6s 5 min de incubacéo, interrompeu-se a reacao pela
adicédo de 0,5 mL de uma solugédo de HCI 1 M. O mesmo procedimento foi realizado para
o branco substituindo a solugdo enzimatica por agua. O amido remanescente foi medido
com adicdo de 0,1 mL de solucdo de iodo (0,3 % de l.em solugao de Kl 3 %) e o volume
completo com &gua a 15 mL. A absorvancia foi medida a 620nm. A quantidade do amido
hidrolisado foi calculada pela diferenca entre as medidas da absorvancia do branco e da

amostra, conforme a equacao abaixo.

(Abs Branco AbsAmnstm )
a= xC
A b amido
Sancn

Onde: a= concentragdo do amido hidrolisado na solugdo; Absganc.=Absorvancia do

(Equacéo 2)

experimento branco; Absamestra=Absorvancia da solucdo amostra; Camdo=concentracao
inicial do amido na solugao.

Uma unidade dextrinizante (UD) foi definida como a capacidade de enzima para hidrolisar
1 mg de amido em 1 min a 60 °C e a pH 5,0 na presencga de 2,0 mg do substrato.

5 — Avaliacao da atividade antioxidante dos extratos

5.1 - Atividade de sequestro do radical DPPH

A avaliagdo quantitativa da atividade antioxidante foi feita seguindo metodologia
descrita na literatura, com pequenas modificagées, monitorando-se o consumo do radical
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livre DPPH pela amostra, através da medida do decréscimo da unidade de absorvancia
(uA) nas solucbes contendo os extratos. Estas medidas foram feitas em
espectrofotometro UV-Vis (VARIAN/CARY 100) em comprimento de onda 515nm, tendo
como controle positivo acido ferdlico.

A curva de calibracdo do DPPH foi preparada a partir de uma solucdo metandlica
estogue na concentragdo de 9,7x10™ M, da qual foram feitas as diluices 2,4x107°; 3,8x10°
%, 4,8x10%; 5,5x10° e 7,7x10° M.

A capacidade dos extratos metanodlicos do farelo fermentado em capturar os
radicais livres estaveis do 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) foi monitorado. Nos tubos
foram adicionados 3,0 mL da solugdo metanélica de DPPH (Sigma) (5,2x10°> M), 0,9 mL
de metanol e 0,1 mL dos diferentes extratos fenélicos. A mistura reativa permaneceu em
temperatura ambiente, sem a incidéncia de luz e a mudanga da cor violeta para a
amarela foi medida ap6s 15, 30, 45 e 60 min de reacdo nas mesmas condigbes
espectrofotométricas mencionadas. As diminuicdbes das uA foram convertidas em
porcentagem de atividade antioxidante de acordo com a equacgéo a seguir (HUANG et al.,

2005).
) —uA

controle amostra (Equacao 3)

uA

controle

% Inibicdo = -

5.2 - Atividade de inibicao da oxidacao catalisada enzimaticamente
5.2.1 - Preparo do extrato enzimatico

Um extrato contendo a enzima peroxidase foi obtido a partir da solubilizagao de 20
g de polpa da batata rosa (Solanum tuberosum) com 100 mL de solucdo tampéao fosfato
pH 7, sob agitacdo em blender por 2 min, seguida de filtragado. Uma aliquota de 10 mL do
sobrenadante foi adicionada a 20 mL de acetona para precipitacdo da enzima. Apds
centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e a enzima ressuspendida com EDTA
0,25M.

5.2.2 Efeito dos extratos aquoso sobre o escurecimento catalisado

enzimaticamente

A reacdo de escurecimento ocorreu durante 10 min em pH 6,0 a 30 °C, contendo
1,5 mL de solugédo tampao fosfato pH 6,0, além de 1,0 mL do extrato enzimatico da
batata e 1,5 mL de peréxido de hidrogénio 0,08%, sendo utilizado solucdo de guaiacol 1,0
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% como substrato da reacdo que variou de 0,1 mL a 0,5 mL. Os extratos aquosos foram
adicionados como potenciais inibidores da reagao, sendo que no experimento controle o
extrato aquoso foi substituido por agua destilada. As uA foram medidas em
espectrofotbmetro a 470 nm (VARIAN/CARY 100). Foram utilizadas diferentes
concentracdes do substrato (guaiacol) e os resultados foram plotados segundo o método
grafico de Lineweaver e Burk para estimativa de Km e Vmax em presenga e auséncia do
inibidor.

5.3 — Avaliacao de atividade antioxidante em sistema lipidico

Foram preparados 6 conjuntos de reatores, sendo cada conjunto formado por 10
erlenmeyeres de 250 mL, cada par correspondente a um tempo de armazenamento 0, 7,
14, 21 e 30 dias. Em todos os erlenmeyeres foram pesados 5g de 6leo de oliva com
precisdo analitica (0,0000g). Ao primeiro conjunto (Branco) foram adicionados 50uL de
solucdo metandlica (correspondente a concentracdo do metanol do extrato fenélico). Ao
segundo conjunto (Padrdo) foram adicionados 50 yL de uma solugéo de acido ferulico
contendo 10,5 pg.mL™ (0,11 pg.gseo ). Ao terceiro conjunto (EFNF) foram adicionados 50
uL de extrato fendlico de farelo de arroz desengordurado com 80,7 UG fencis totais-ML ™" (0,81
u9/geeo ). AOs quarto, quinto e sexto conjuntos de experimentos (EFF1, EFF2 e EEF3)
foram adicionados, respectivamente, 50, 150 e 250 L de extrato fendlico obtido de farelo
de arroz fermentado durante 96 h com 170 g feneis totais-ML™" (1,7, 5,1 € 8,5 NG.Gsieo )-
Ap6s a adicdo dos reagentes os frascos foram homogeneizados a 150 rpm em agitador
horizontal durante 20 min. Antes da implantacdo do experimento foram determinados os
indices de peréxidos de 2 reatores de cada tratamento, segundo o método descrito nas
Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (1985). Os demais reatores foram tampados
com papel celofane e armazenados em local com luminosidade solar direta durante 3 h e
de luz indireta por 7 h. A cada 7 dias foram determinados os indices de perdxido de 2
frascos de cada tratamento até completar 30 dias.

O conteudo de peréxido do oleo de oliva foi extraido de 5 g de amostra com 30
mL de uma solucao de cloroférmio-acido acético (3:1) sob agitagdo horizontal durante 1
min. Em seguida foram acrescentados 30 mL de agua destilada previamente fervida e 1
mL da solugdo de Kl saturada. A mistura ficou em repouso no escuro durante 15 min
sendo em seguida titulada com solugdo de tiossulfato de s6dio 0,017 N empregando
solucdo de amido gelatinizado (0,5 %) como indicador (0,5 mL). A determinacido foi
realizada em duplicata e a média de volumes gastos na titulacdo foi empregada para a

estimativa do indice de perdxido expresso como meq persxido-Kg amostra. -
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6 — Analise estatistica

As determinagbes foram realizadas em triplicata e os dados foram avaliados através
de andlise de variancia (ANOVA), sendo as médias dos resultados comparadas entre si,
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Conteudo de Fenodis Totais

Os resultados dos contetdos de fenois totais (CFT) do farelo de arroz nao
fermentado (NF) e fermentado (FF) expressos como g s ferico-Orarelo bs . €M diferentes
intervalos de tempo, assim como nos extratos metandlicos e aquosos expressos g

sc.fertlico-ML extrato do farelo - €510 apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Contelido de fendis totais dos farelos de arroz fermentado e nao fermentado e

dos extratos metanodlico e aquoso, e a atividade da a-amilase nos farelos fermentados.

Extrato Atividade
Farelos . Extrato aquoso
Amostras ) metanolico p a-amilase
WQac.feral-Gfarelo bs A Hgéc.ferUIico-mL .
UQéc.ferdiico-ML MQamido-MJprot-MIN
NF 480,0+20,0° 80,7+16,42 88,0+6,6° -

FFOh 910,0+84,0° 97,0+2,62 107,0+8,9° 0,9+0,12
FF 24 h 2200,0+200,0° 220,0+2,0° 260,0+12,6° 1,940,1%
FF 48 h 1900,0+140,0% 210,0+13,3° 220,0+4,8° 1,8+0,05°
FF 72 h 1460,0+50,0? 170,0+7,2° 180,0+2,0? 2,120,1%
FF 96 h 1540,0+200,0%*° 170,0+9,5° 160,0+10,52 2,3+0,08¢
FF 120 h 1200,0+80,0% 140,0+3,6¢ 160,0+2,0? 2,120,1%

- médiatDP; NF = farelo de arroz ndo fermentado, FF = farelo de arroz fermentado por 0 h, 24 h, 48 h, 72 h,
96 h e 120 h; As letras iguais na mesma coluna indicam médias sem diferenca estatistica a 95% de
confianca.

O farelo de arroz apresentou 480 UQsc feruico-Orarelo ', € O farelo de arroz preparado
como substrato no intervalo de 0 h, 910 ugsc ferdico-Grarelo - ADOM e LIU (2002), analisando

uma Unica amostra de arroz nao pigmentado, encontraram na fracdo sollivel um teor de
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CFT de 357ugeq. 4c.gaico-Jamostra - GOFFMAN e BERGMAN (2002), em amplo estudo de
triagem com 320 amostras de arroz integral com diferentes graus de coloracao,
encontraram valores de CFT que variaram entre 290 e 5830 Ugeq 4c.gaico-Jgrzo - MIRA et al.
(2008) encontraram em cinco amostras de arroz ndo pigmentado, teores de CFT que
variaram entre 480 e 902 ugeq scferdlico-Oamostra | € LAl et al. (2009) encontraram 2500 UGeq.
4c.gélico-J farelo de amoz - NO caso deste trabalho, apds 24 h de fermentagdo o contetido de
fendis totais aumentou para 2200 WUGsc ferdico-Jrarelo > diminuindo apés 72 h em 34 %, valor
este que permaneceu até o final da fermentacéo.

O farelo de arroz é uma fonte abundante de compostos fenélicos como o acido
ferllico que se apresenta em maior proporcdo na forma ligada insoluvel (62%) com
polissacarideos (HEGDE et al., 2006; ADOM e LIU, 2002). A liberacao destes compostos
fenolicos promove o enriquecimento das propriedades nutracéuticas da matéria-prima.
No processo fermentativo ocorre a produg¢édo de enzimas, como a-amilase, B-glicosidase
e xilanase, diretamente no substrato, com consequente liberagdo dos fendis (BHANJA et
al., 2009).

Ao longo do processo fermentativo foi verificado um aumento na atividade
enzimatica especifica da a-amilase (E.C.3.2.1.1) nos farelos de arroz fermentados. Este
aumento foi estatisticamente significativo a 95 % nos intervalos entre 0 h € 24 h, onde foi
observado o acréscimo, também significativo, do conteldo de compostos fendlicos.
Segundo BHANJA et al. (2007) a o-amilase cliva randomicamente polissacarideos
liberando oligossacarideos que ndo mais permanecem associados aos compostos
fendlicos da parede celular do substrato. O decréscimo dos compostos bioativos no
intervalo de 72 h é resultado provavel da degradagédo destas substancias em compostos

aromaticos como mostrado por outros autores (HEGDE et al., 2006).
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Atividade antioxidante — DPPH

O comportamento dos extratos metandlicos do farelo de arroz ndo fermentado
(NF) e dos farelos fermentados (FF) nos diferentes intervalos do processo fermentativo,
frente ao radical DPPH, pode ser observado na Figura 1 através da descoloracdo da
solucdo do reagente que representa a captura do radical pelos compostos antioxidantes
presentes nos extratos.
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Figura 1. Comportamento cinético dos extratos de farelo de arroz fermentado frente ao
radical livre DPPH.

Os resultados mostraram que o extrato do FF por 96 h apresentou a maior
atividade antioxidante, seguido pelo extrato FF entre 48 h e 120 h. As menores inibicoes
foram observadas com os extratos do NF e FF O h.

Quando a solucao de DPPH é adicionada a uma substancia que pode doar um
atomo de hidrogénio, o radical tende a apresentar-se na forma reduzida, que é observada
pela reducdo da coloracdo do croméforo, realizando a reagdo a temperatura ambiente,
para eliminar o risco de degradacdao das moléculas testadas (BRAND-WILLIAMS et al.,
1995).
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A Tabela 2 apresenta as concentracoes de compostos fendlicos totais presentes
nos extratos e o percentual de DPPH consumido nos diferentes tempos de reagéo.

Tabela 2: Concentragao de fendis totais dos extratos FF e NF e DPPH consumido (%).

DPPH consumido (%)

Amostra WOtensis/ML
15min 30min 45min 60min
NF 2,0 29+0,4° 32+0,5° 3440,8° 3540,8"°
FFOh 2,4 29+0,42 3241,7°¢ 34+0,3° 35+0,4°
FF24 h 5,5 36+0,6° 44+1,0% 46+1,32 49+0,9°2
FF48 h 5,3 47+1,4° 54+0,7 ¢ 58+0,8 ¢ 59+3,1¢
FF72h 43 42+0,9° 4242 5% 474222 50+0,3 2
FF 96 h 4,3 5042,9¢ 59+1,7° 64+0,8° 6620,9°
FF120 h 3,5 42+1,6° 46+1,9° 48+1,5°2 50+0,5 2
Ac. ferulico 2,6 3743,1° 39+0,4° 42+1,5° 42+0,8°

- médiatEP; NF = farelo de arroz ndo fermentado, FF = farelo de arroz fermentado por 0 h, 24 h, 48 h, 72 h,
96 h e 120 h; As letras iguais na mesma coluna indicam médias sem diferenca estatistica a 95% de
confianca.

No intervalo de 15 min o extrato do FF 96 h com 4,3 ugnss-mL "' reduziu
significativamente, ao nivel de confianga de 95%, a concentragdo do DPPH. Os demais
extratos com maior ou igual concentracdo de compostos fendélicos totais, necessitaram de
intervalos maiores que 15 min para alcancar este indice de inibicdo. O acido ferulico (2,6
UGensis.ML) utilizado como padrdo e o extrato do FF 24 h (5,5 ugensis-mL™") reduziram em
37% e 36%, respectivamente, a concentracdo do DPPH em 15 min significativamente,
apesar da diferenga na concentracdo de fendis totais.

LAl et al. (2009) determinaram a capacidade de capturar o radical DPPH do
extrato metandlico do farelo de arroz Japonica, encontrando 93 % de inibicdo com
concentracdo de fendis totais de 1000 pGwnss-ML", comprovando a importancia do

processo fermentativo para a atividade antioxidante do farelo de arroz.

Atividade Antioxidante — Inibicao da oxidacao catalisada enzimaticamete

A Figura 2 mostra o efeito inibitério dos extratos fendlicos aquosos dos NF e FF
sobre a reacado de escurecimento do guaiacol, em diferentes concentracoes, catalisada
pelo extrato enzimatico de peroxidase extraida da batata. A inibicdo do escurecimento
pela presenca dos extratos testados é representada pela reducédo das uA a 470 nm.
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Figura 2. Escurecimento enzimatico em presenca dos extratos dos farelos de arroz nao

fermentados e fermentados.

Em todos os experimentos ocorreu inibicdo do escurecimento catalitico,
significativa ao nivel de 95% de confianga, em relacao a reacéo sem inibidor, sendo que
o extrato do FF 120 h apresentou maior inibicdo, ou seja, 59% de reducdo da
absorvancia na reacao com 0,08% do guaiacol.

Embora estejam disponiveis diferentes estudos que demonstram a atividade
antioxidante de compostos fendlicos de diversas fontes nem sempre os mecanismos para
esta atividade sao esclarecidos (MARINOVA e YANISHLIEVA, 2003; YANISHLIEVA,
1999). Neste trabalho foi empregada a relacdo de Michaelis-Menten na sua forma
linearizada de Lineweaver-Burk para avaliar o mecanismo de inibicdo da oxidacdo do
guaiacol pela peroxidase. A Figura 3 mostra a variacao da velocidade das reagdes de
escurecimento em decorréncia da concentragao de substrato na auséncia e presenca dos
extratos dos fermentados e a Tabela 3 especifica os valores de Km e velocidades
maximas estimadas a partir das equacdes das retas do grafico de Lineweaver-Burk
(Figura 3).
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Figura 3 - Demonstracdo da velocidade de reacdo de escurecimento enzimatico em

diferentes concentracdes de substrato na auséncia e presencga de extratos fenolicos dos

farelos de arroz fermentados.

Tabela 3: Valores de Km e velocidades maximas das reacbes de escurecimento

enzimatico em presenga de extratos fendlicos dos farelos de arroz fermentados.

REAGAO Km V max

(% guaiacol) uA/min

Sem inibidor 0,073 0,074
Inibidor NF 0,049 0,038
Inibidor Oh 0,053 0,038
Inibidor 24h 0,081 0,053
Inibidor 48h 0,127 0,068
Inibidor 72h 0,592 0,228
Inibidor 96h 0,208 0,083
Inibidor 120h 0,544 0,137

As velocidades maximas da reacdo de escurecimento enzimatico diminuiram em

presenca dos extratos de NF e FF entre 0 h e 48 h, acompanhado por um aumento de
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Km. Este comportamento sugere que no inicio da fermentagdo os extratos contém
inibidores do tipo competitivo, caracterizados pelo aumento de Km e relativa constancia
da Vmax. Com o aumento da biomassa fungica ocorre uma tendéncia para a inibicao do
tipo incompetitiva caracterizada pela mudanca do Km e Vmax que aumentam. Esta
mudanca parece ser acentuada apdés 72 h de processo, sugerindo que com a
continuidade do processo fermentativo outros compostos sdo produzidos e afetam a

atividade enzimatica.
Atividade Antioxidante — Sistema Lipidico

Os extratos etandlicos dos farelos fermentados foram aplicados em 6leo de oliva
para a avaliacdo do seu poder antioxidante, em um sistema lipidio, através da
determinacgao de perdxido durante o tempo de 21 dias.

O oleo de oliva empregado no experimento possuia um indice de per6xidos médio
de 5,8 meqperéxido.Kgamostra" e foi mantido a temperatura ambiente que variou durante os
periodos de luz direta e indireta de 20 °C a 33 °C. Os resultados estimados em
meqperéxido.Kgamostra'1 de todos os experimentos aparecem na Tabela 4.

De acordo com os resultados, foi observado que os valores de peréxidos em
todos os tratamentos nao sofreram alteracdes até 7 dias de armazenamento e para os
tratamentos com EFF 2 e 3, estes indices se mantiveram até 14 dias. No periodo de 14
dias foi notado que os tratamentos com os extratos e o padrdao reduziram,
significativamente, os niveis de peréxido em relagdo ao branco.

No experimento controle o pico do conteldo de peroxidos ocorreu no 21° dia de
armazenamento, fato que nao foi observado nos outros experimentos. O tratamento com
o extrato EFF 3 foi o que apresentou maior inibicao da formacao de peréxidos, reduzindo
o conteldo de deste composto em 60% aos 21 dias e 34% aos 30 dias,
significativamente, quando os indices de perdxidos sdo comparados com o controle.

Outros autores que utilizaram extratos naturais contendo compostos fendlicos, de
coentro e alho em éleo de girassol, também relataram a inibicdo da oxidagao lipidica,
indicada pela diminuicdo na formacao de peréxidos quando submetidos a estocagem em
temperatura ambiente ou aquecida (ANGELO e JORGE, 2008; IQBAL e BHANGER,
2007).
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Tabela 4: Média dos indices de perdxido (MeQpersxido-KJamostra ') dOS experimentos ao longo do armazenamento.

Experimento

(dias) Controle Padrao EFNF EFF1 EFF2 EFF3

Zero 5,8+0,1%" 5,6+0,1*  59+0,1*  56%0,4*" 5,7+0,4** 5,7+0,1*"
7 6,1+0,1** 5,6+0,2%*  6,1+0,5* 5,6+0,3** 5,5+0,2% 5,8+0,3*
14 15,9+2 5%  89+0,7°®  9,4+0,2%® 7,5+0,8% 6,0+0%® 6,2+0,1%°
21 21,7¢1,3°%  14.8+0,6°%¢ 16,4+0,4°® 12,8+0,2°°® 11,7405 8,7+0,1°¢
30 14,3+0,5"® 132+0,6°%¢ 154+0,5°* 13,1+0,5°°° 12,040 9,4+0,6°°

- médiatDP; Controle: 50 uL metanol; Padrao: 0,11 uL de acido ferdlico/g de 6leo; EFNF: 50 uL de extrato do farelo de arroz nao fermentado (0,81 ug
fendis totais/g 6leo); EFF1: 50 uL extrato do farelo de arroz fermentado (1,7 ug fenodis totais/g 6leo); EFF2: 150 uL extrato do farelo de arroz
fermentadon(5,1 pg fendis totais/g éleo); EFF3: 250 uL extrato do farelo de arroz fermentado (8,5 ng fendis totais/g 6leo). As letras minusculas iguais
indicam que as médias nao diferem entre si pelo teste de TuKey (p<0,05) na mesma coluna. As letras mailsculas iguais indicam que as médias nao

diferem entre si na mesma linha.



Estes resultados sugerem que os extratos de farelo de arroz fermentados podem
ser aplicados em alimentos para reduzir a oxidacdo lipidica. Outros autores tém
explorado o potencial antioxidante do farelo de arroz. Dentre eles destacam-se DEVI et
al. (2007) que trataram o6leo de soja com extrato metandlico bruto de farelo de arroz
desengordurado. Este extrato apresentou 7800 ppm de orizanodis, 5700 ppm de acido
ferdlico e 140 ppm de tocdis. No final da estocagem, o resultado foi a redugéo
significativa no valor de peréxido de 31 %, inibicdo da degradagéo da p-anisidina de 21,9
% e inibicdo na formacéo dos dienos conjugados de 24,3 %. CHOTIMARKON e SILALAI
(2008) demonstraram que a adi¢do de farelo de arroz na massa frita de farinha de arroz
diminuiu a peroxidacao lipidica durante a estocagem do produto, sendo a reducdo de
acidos graxos poliinsaturados e os valores de TBA menores com a presenca do farelo de
arroz. Provavelmente, o farelo atua como potencial fonte natural de antioxidantes como
tocoferol e y-orizanol. BHANGER et al. (2007) prepararam biscoitos com 6leo de girassol
pré misturado com extrato metandlico de farelo de arroz rico em compostos fendlicos e
avaliaram a estocagem dos produtos por um ano. Eles observaram um menor
decréscimo na composicao dos acidos graxos insaturados que nas amostras controle, e
os valores de peroxido e iodo sugerem que o farelo de arroz é uma fonte potencial de
antioxidante para a estabilizacdo de biscoitos. Nao foram encontrados relatos para este
efeito a partir de produtos fermentados, como realizado neste experimento, que mostra a
possibilidade de estes compostos estarem presentes nos extratos obtidos do farelo

fermentado.

CONCLUSAO

A presente investigagcdo mostrou que o farelo de arroz é uma potencial fonte de
compostos bioativos, principalmente compostos fenélicos com propriedades
antioxidantes, que pode ser disponibilizada através de um processo fermentativo em
estados sélido pela acdo de um fungo filamentoso.

Os resultados mostraram que o farelo de arroz fermentado durante 24 h
apresentou o maior contetido de compostos fendlicos totais (2200 UG e ferdico-Orarelo ') € QUE
o0 extrato fendlico do farelo de arroz fermentado por 96 h com 4,3 UG & ferico-MmL " reduziu
em 50% a concentracdo do DPPH em 15 min. O extrato fendlico aquoso do farelo de
arroz fermentado por 120 h foi o mais eficiente inibidor da reagdo de escurecimento
catalisada pela peroxidase. E finalmente, o extrato fendlico metandlico do farelo de arroz
fermentado por 96 h reduziu em 34 % o desenvolvimento de perdxidos no éleo de oliva
apos 30 dias de armazenamento.
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A fermentacdo em estado solido foi um método efetivo para intensificar as
propriedades antioxidantes do farelo de arroz. Ap6s a avaliacdo de outras propriedades
nutricionais, o farelo de arroz fermentado poderia ser utilizado para o preparo de

diferentes alimentos a base deste produto, visando o aporte de funcionais.
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RESUMO

Como biodegradadores naturais, os fungos encontram as substancias necessarias para o
seu desenvolvimento na natureza, principalmente como macromoléculas insollveis, as
quais precisam degradar em unidades monoméricas. Para conseguirem realizar isto,
estes organismos secretam enzimas especiais para o0 meio exterior, consequentemente
modificando o substrato de crescimento. O presente trabalho teve o objetivo estudar as
enzimas o-amilase, B-amilase, lipase, protease e catalase nos farelos de arroz
fermentados em estado sélido pelo Rhizopus oryzae, avaliando as condicdes 6timas de
temperatura, pH e tempo e o comportamento destas enzimas durante o processo
fermentativo. As condicoes fixadas para a determinagéo das enzimas hidroliticas foram o-
amilase: 60 °C, Ph 5 e 5 min; B-amilase: 50 °C e 5 min; lipase: 37 °C e 20 min; protease:
27 °C por 20 min e catalase: 35 °C, pH 6 e 5 min. As enzimas hidroliticas tiveram suas
atividades aumentada ao longo da fermentacao, em especial para a a-amilase e lipase.

Palavras chaves: fermentagao em estado sélido, enzimas fungicas, farelo de arroz.
INTRODUCAO

O crescimento e as distintas atividades metabdlicas dos organismos sao
respostas as condicbes do ambiente fisico-quimico que os rodeia. Os fungos, como todos
0S organismos vivos, podem modificar seu ambiente e utilizar os compostos quimicos
presentes no meio como fonte de energia e como “tijolos basicos” para seu crescimento e
reproducao (WAINWRIGHT, 1995).

Alguns compostos (monossacarideos, alguns dissacarideos, aminoacidos,
vitaminas, etc.) entram na célula sem modificacbes, por distintos mecanismos, porém
outros (por exemplo alguns di- e trissacarideos, polissacarideos, peptideos e proteinas),
devem ser hidrolizados (digeridos) extracelularmente, a um tamanho tal que o fungo os

possa absorver (KOBLITZ, 2008). Essa atividade , assim como todas as atividades
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celulares, estdo mediadas por enzimas, sendo a capacidade enzimatica uma
caracteristica de cada individuo. A auséncia de enzimas especificas pode impossibilitar o
crescimento de um fungo em um determinado substrato, por ser incapaz de digeri-lo.
Muitas vezes, as enzimas necessarias para permitir o crescimento de um fungo estao
sempre presentes e sdo enzimas constitutivas; em outros casos, é necessaria a presenca
do substrato para induzir a sintese ou a atividade da enzima para sua degradagao:
enzimas nao constitutivas (ESPOSITO & AZEVEDO, 2004).

As enzimas hidroliticas constituem uma grande classe de enzimas responsaveis
pela catdlise de reacoes de hidrélise de diversos substratos, tais como: proteinas, acidos
nucléicos, polissacarideos, lipidios, além de biomoléculas menores como aminoacidos,
ésteres e fosfatos organicos. A produgao dessas enzimas é vital para as células, uma vez
que estao muito ligadas ao catabolismo celular e, por essa razao, podem ser encontradas
em todos o0s organismos vivos.

FELLOWS (1994) relata que a atividade enzimatica o6tima das enzimas
microbianas ocorre nas mesmas condicdes em que se produz o crescimento maximo dos
microrganismos. As enzimas microbianas podem ser extracelulares (enzimas eliminadas
ao meio) ou intracelulares (enzimas retidas no interior das células microbianas).

As condigbes necessarias para a determinacdo de enzimas nos cereais sao
conhecidas, porém as enzimas de origem fungica sdo atuantes em situagdes diferencias,
devido a capacidade de desenvolvimento destas espécies em diversos meio de cultura.
Neste sentido, é importante estudar os pardmetros de determinagdo para as enzimas
neste tipo de material.

Considerando esta questdo, o objetivo deste trabalho foi otimizar as melhores
condicdes na determinacdo das enzimas hidroliticas no farelo de arroz fermentado e

determina-las durante o processo fermentativo.

MATERIAL E METODOS

1- Farelo de Arroz

O farelo de arroz utilizado foi fornecido pelo IRGA (Instituto Rio Grandense de
Arroz), embalado em sacos de polipropileno de 5 Kg, foi mantido a temperatura de -10°C,
até o momento de seu emprego no processo fermentativo. O preparo do farelo de arroz,
para ser substrato do processo fermentativo em estado sélido, consistiu em padronizar a
sua granulometria entre 0,35 e 0,70 mm, empregando agitador eletromagnético (Bertel)
de 60 Hz, equipado com peneiras de diferentes malhas.
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2- FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO
2.1 - Preparo do Inéculo

A cepa do agente fermentador, o fungo Rhizopus oryzae, foi isolada e identificada
no Laboratério de Microbiologia do Centro de Processamento de Alimentos da
Universidade de Passo Fundo. As culturas foram mantidas a 4 °C em meio Agar Batata-
Dextrose (BDA) e os esporos foram propagados, na ocasido do uso, em uma emulsao
aquosa de Tween 80 (0,2 %), empregando raspagem com alca de cromo-niquel e
novamente inoculando em meio BDA. Os esporos foram incubados durante 7 dias a 30
°C até nova e completa esporulagéo do fungo. A suspensdo de esporos para realizacao
da fermentacéo foi obtida a partir da adicado de 50 mL da emulsdo aquosa de Tween 80
(0,2 %) na cultura do fungo e liberacdo dos esporos por raspagem com algca Drigalski. A

concentracao dos esporos foi estimada por enumeracao em camara de Neubauer.
2.2 — Processo Fermentativo

A fermentacéo foi realizada em biorreatores de bandejas, com dimensdes 29 x 17
x 5,5 cm. O substrato farelo de arroz (100 g) foi disposto nos biorreatores, na forma de
camada fina de aproximadamente 2 cm, apdés a homogeneizacdo do substrato com 45
mL da solucéo salina (KH.PO, 2g.L"", MgSO, 1g.L"", NH,CONH, 1,8g.L"" em HCI 0,4 M) e
suspensdo de esporos perfazendo a concentracdo inicial de 4,0 x 10° esporos.g™ meio
(BADIALE-FURONG et al., 2007). A umidade foi ajustada para 50 % com adicdo de agua
estéril. As bandejas foram cobertas com gase estéril, para permitir a aeracdo. A
incubacao foi realizada em estufa a 30 °C por 120 h, sendo as aliquotas necessarias,
para acompanhar a caracterizagado fisico-quimica, coletadas no inicio do processo e a
cada 24 h, e armazenadas a -18 °C.até determinagao das atividades enzimaticas.

3 — DETERMINAGAO DAS ATIVIDADES ENZIMATICAS

As condicbes adequadas para determinar as enzimas amilases, protease, lipase e
catalase no farelo de arroz fermentado foram estudadas através de planejamentos
fatoriais. Um planejamento fatorial 2% e trés pontos centrais, com 11 experimentos foi
aplicado para a a-amilase e catalase. As variaveis estudadas foram temperatura, pH e

tempo de reacdo. Em relacéo a protease e lipase foi aplicado um planejamento fatorial 2
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e trés pontos centrais com 7 experimentos e as variaveis temperatura e tempo de reacéao
foram estudadas. Em todos os casos foram usados os substratos preferenciais para a
classe de enzima e a medida da atividade conforme procedimentos analiticos
especificos. Para as amilases o substrato foi o amido sollvel, caseina para proteases,
6leo de oliva para lipases e peréxido de hidrogénio para catalases. As atividades da -
amilase e catalase foram estimadas pelo teor de substrato decomposto e as demais
atividades foram medidas os produtos formados maltose, aminoacidos e acidos graxo
livres, respectivamente para B-amilase, protease e lipase.

As condicoes apontadas pelos planejamentos foram aplicadas para a
determinagéo destas enzimas no farelo de arroz fermentado pelo Rhizopus oryzae em
estado solido nos tempos 0 h, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h e 120 h.

3.1 — ATIVIDADE ENZIMATICA DAS AMILASES

3.1.1 - a-amilase

A enzima foi extraida de 1 g de amostra com 50 mL de solucdo 0,5 % (p/v) NaCl
apds agitacdo em shaker a 30 °C por uma hora e meia. A suspensao foi centrifugada a
2800 g por 10 min e filtrada usando banho de gelo.

A reagao enzimatica foi determinada utilizando como substrato solu¢gédo de amido
soluvel 0,4 % (p/v), 0,1 mL de solugao tampao de acido citrico-fosfato de sédio 0,1 M (pH
testado no planejamento 5,0, 6,0 e 7,0) e 0,3 mL de agua destilada. A mistura foi mantida
em banho-maria nas temperaturas 40 °C, 50 °C e 60°C por 5 min. Foi adicionado 0,1 mL
do extrato enzimatico e apos os tempos de 5, 10 e 15 min de incubagao, a reagéo foi
interrompida pela adicdo de 0,5mL de uma solugdo de HCI 1M. Realizou-se 0 mesmo
procedimento para o branco substituindo a solugdo enzimatica por agua. O amido
remanescente foi medido com adicao de 0,1 mL de solugdo de iodo (0,3 % de I, em
solugao de Kl 3 %) e o volume completo com agua a 15 mL. A absorvancia foi medida a
620 nm.

A quantidade do amido hidrolisado foi calculada pela diferenca entre as medidas

da absorbéancia do branco e da amostra, conforme a Equagéao 1.

(Abs Branco AbsAmnstm )
a= xC
A b amido
Sancn

Onde: a= concentragdo do amido hidrolisado na solugdo; Absganc.=Absorvancia do

(Equacéo 1)

experimento branco; Absamestra=Absorvancia da solucdo amostra; Camdo=concentracao

inicial do amido na solugao.
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Uma unidade dextrinizante (UD) foi definida como a capacidade de enzima para
hidrolisar 1 mg de amido em 1 min na presenca de 2,0 mg do substrato nas condigées de
temperatura e pH estudadas (BARAJ et al., 2008).

3.1.2 - B-amilase

Para a determinacdo da atividade das B-amilases foi usado o método que se
baseia na medida do aumento do poder redutor de uma solugcdo de amido submetida a
hidrolise enzimatica. O procedimento neste caso foi iniciado com 1 mL da solugao de
amido 0,4 % e 0,1 mL do extrato enzimatico. A mistura foi mantida a temperatura e tempo
estudados e a hidrélise enzimatica foi interrompida com a adi¢gdo de 1 mL do acido 3,5-
dinitrossalicillico e levada a temperatura de ebulicido por 5 min. Apés este tempo a reacao
foi resfriada, adicionada 7,9 mL de agua e a leitura da absorvancia foi lida em 546 nm. A
quantidade de acucar redutor na solucéo foi obtida usando uma curva de calibracao de
maltose (0,03 a 0,1 mg.mL™"). Uma unidade de atividade sacarifcante foi definida como a
capacidade da enzima liberar 1 mg de maltose no tempo e em condigbes de temperatura
e pH testados (BARAJ et al., 2008).

3.2 - ATIVIDADE ENZIMATICA DA PROTEASE

3.2.1 — Extracao da enzima

O extrato enzimatico foi obtido a partir de 10 g de amostra com 30 mL de NaCl
0,5 % apo6s encharcamento por 10 min e agitacdo em banho ultrassénico por 2 min.
Foram acrescentados 50 mL de NaCl e as amostras levadas ao shaker por 10 min e
banho ultrassénico por 2 min. Em seguida as amostras foram centrifugadas e filtradas em
nylon e o volume do sobrenadante foi elevado a 100 mL. A enzima foi purificada com
acetona na proporcao 1:1, apos centrifugacdo o solvente foi descartado e o residuo
ressuspendido com 10 mL de NaCl 0,5 %, filtrado e mantida sobre refrigeragcao até o

momento da anélise.
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3.2.2 — Reacao enzimatica

A reagao enzimatica ocorreu com 2 mL do extrato enzimatico, 2 mL do substrato
(caseina 5 mg/mL em NH,Cl 0,05 M em NH,OH - pH 8) em banho maria com a
temperatura e tempo de reagdo testados no planejamento experimental (Tabela 9). A
reacao foi interrompida com a adicdo de 2 mL de TCA 10 %. No tempo zero o TCA foi
adicionado antes do substrato. Ao término da reacdo os aminoacidos produzidos foram
determinados em 2 mL da amostra com 2 mL de NaOH 1 M, 1 mL de agua e 1 mL do
reagente Folin-Ciocalteau diluido 1:2 com agua e ap6s 10 min de reacéo a leitura das
absorbancias foi realizada em espectrofotdmetro a 660 nm. A atividade especifica do
extrato foi definida como a quantidade de tirosina liberada por minuto por mg de proteina
(BADIALE-FURLONG et al., 1994).

3.3 — ATIVIDADE ENZIMATICA DA LIPASE

3.3.1 — Extracao da enzima

A amostra (1 g do farelo fermentado) foi agitada a 200 rpm em agitador orbital
com 10 mL de tampéao fosfato 50mM pH 7,0 a 37 °C por 30 min. A mistura foi filtrada e
centrifugada a 2800 G por 2 min e o sobrenadante enzimatico foi utilizado na

determinagao da atividade lipolitica.

3.3.2 — Reacao enzimatica

A atividade lipolitica foi avaliada utilizando como substrato uma emulsdo de 25 mL
de 6leo de oliva e 75 mL de solugdo de SDS 10 % preparada em um homogeneizador por
5 min a 500 rpm. A mistura reacional contendo 5 mL da emulsdo de azeite, 2 mL do
tampéao fosfato 10 mM pH 7,0 e 1 mL do sobrenadante enzimatico foi incubada nas
temperaturas e tempo estudados, sob agitacdo. Apdés o tempo de reacdo, esta foi
interrompida pela adicdo de 15 mL de solugao acetona:etanol 1:1 v/v e os acidos graxos
liberados foram titulados com uma solugdo de NaOH 0,05 M. Uma unidade de atividade
lipolitica (U) foi definida como a quantidade de enzima que libera 1 umol de acidos graxos
por minuto (FERNANDES, 2007).
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3.4 — ATIVIDADE ENZIMATICA DA CATALASE

3.4.1 — Extracao da enzima

O extrato enzimatico foi obtido a partir de 10 g de amostra com 100 mL de tampéo
fosfato 0,05 M pH 7,0 sob agitacdo por 5 min. O extrato foi centrifugado por 10 min a
2800 g, em seguida o sobrenadante foi filtrado. Uma aliquota de 20 mL do sobrenadante
foi purificado com 20 mL de acetona sob agitagdo por 5 min e esta etapa foi realizada trés
vezes. No final o extrato foi centrifugado novamente, a acetona descartada e o
precipitado é ressuspendido com NaCl 0,5 %, elevando o volume a 50 mL.

3.4.2 - Padronizacao do H,0;,:

Uma solucado de peréxido de hidrogénio 0,2% foi preparada com agua destilada e
a absorbancia da solucdo foi medida a 240 nm. A concentragédo de H,O, pode ser
determinada através da equacédo abaixo, na qual a concentracdo da solucdo pode ser

calculada através da absortividade molar da H.O,, conforme Equagéo 2.

_ ADS 40,

H.,O M )=
[ 2 2](m ) 0.0436

Equacao 2
Onde Abs ¢ a absorvancia da atividade enzimatica da catalase.

3.4.3 - Reacao enzimatica:

A reacao enzimatica foi conduzida com o extrato enzimatico, tampao fosfato (0,2
M) (pH 4, 5 e 6), agua, o substrato peroxido de hidrogénio padronizado e o &cido sulfurico
10 % foi utilizado para finalizar a reacdo, conforme a Tabela 1. A temperatura e 0 tempo
da reacao que foram estudados através de um planejamento fatorial estdo apresentados

na Tabela 1.

Tabela 1: Quantidades dos reagentes utilizados na reacao enzimatica

Exp. Extrato Tampédo HO Levarao H.,SOs H0» Levar ao H>SO,
enzimatico fosfato (mL) banho (mL) (mL)  banho maria (mL)
(mL) (mL) maria (T°C e tempo
Branco 0 1 4 (TeC 0 5 testados =~ 5
t zero 4 1 0 testada 5

t reagé@o 4 1 0 por 5 min 0
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Apo6s a reacdo foi efetuada a leitura da absorbancia em espectrofotébmetro a
240nm. A H,O, decomposta foi quantificada no experimento branco, tempo zero e tempo
de reagao. A quantidade de H,O, decomposta foi a concentragdo encontrada no branco

menos a variagdo da concentragdo encontradas no tempo zero e tempo de reagéo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O emprego de planejamento experimental para definir as melhores combinagdes
de pH, tempo e temperatura foi adotado para diminuir o nimero de experimentos que
seriam necessarios com o uso das técnicas classicas de enzimologia, a fim de testar as
diferentes condicoes. O estudo foi conduzido para as principais enzimas exocelulares
determinantes do desenvolvimento da biomassa fungica e que poderiam afetar a
composicao do substrato.

BOX et al (1987) afirmam que a decisdo de adotar um método de planejamento
experimental para a realizagdo de um estudo envolvendo muitas variaveis permite a
verificacdo dos efeitos individuais e de interacdo de todas as variaveis sobre a resposta.
O método também permite a modelagem empirica dos resultados em funcdo das

variaveis escolhidas.

Atividade enzimatica da a-amilase

Os resultados da combinagdo das variaveis independentes utilizadas para a o-
amilase aparecem na Tabela 2, onde é possivel observar que a maior atividade desta
enzima ocorreu quando a condicdo foi temperatura 60 °C, tempo 5 min e pH 5. Os
planejamentos experimentais foram realizados usando o farelo de arroz fermentado por
96 h.
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Tabela 2: Niveis codificados e reais das variaveis utilizadas no planejamento fatorial para

a determinacao da enzima e as atividades da a-amilase no farelo fermentado 96 h.

Exp TC (X1) pH(X) Tempo (Xs) M amido hidrol-MJ proteina-MiN~

1 1(40) 105 -1(5) 1,63
2 1(60) -1(5) -1(5) 2,56
3 -1(40) 1(7) -1(5) 1,28
4 1(60) 1(7) -1(5) 1,86
5 1(40)  -1(5) 1(15) 1,05
6 1(60) -1(5) 1(15) 1,43
7 -1(40) 1(7) 1(15) 0,64
8 1(60) 1(7) 1(15) 0,96
9 0(50) 0(6) 0(10) 1,46
10 0(50) 0(6) 0(10) 1,38
11 0(50) 0(6) 0(10) 1,40

Os resultados da anadlise estatistica, aplicados aos dados experimentais de
atividades enzimaticas foram determinados através do erro puro e pelo SS residual.

O efeito estimado indica o quanto cada fator influi nas respostas estudadas (neste
caso, atividades das enzimas). Quanto maior é o seu valor, maior é a sua influéncia, e um
efeito positivo indica que ao passar de um valor minimo a um valor méaximo da variavel, a
resposta aumenta. Um efeito negativo indica o contrario, ou seja, ao passar de um valor
minimo para o valor maximo, a resposta diminui. Ambos os parametros estatisticos teste-
t e valor—p foram utilizados para confirmar a significancia dos fatores estudados. O teste-
t, que é a medida do quanto o coeficiente esta relacionado com o desvio padrao, foi
obtido pela divisdo de cada coeficiente pelo desvio padrdao. O valor-p é a chance de se
obter um alto valor-t (em valores absolutos) apenas por casualidade. Nesse caso, p<0,05,
sugere um nivel de significancia de 0,05. Isso também corresponde a 95% de confianga
para o teste de uma hip6tese em que os efeitos (ou coeficientes) em questao nao forem
iguais a zero. Pequenos valores para p estdo associados com grandes valores para t
porque isso implica que os efeitos (ou coeficientes) sejam muito maiores do que seu erro
puro (BURKERT et al., 2004).

Na Tabela 3 estao apresentados os efeitos estimados da temperatura, pH e tempo
sobre a resposta atividade da o-amilase. Pode ser observado que a variavel mais
relevante em relagédo a atividade da o-amilase € a temperatura. Um aumento de 40 °C

para 60 °C conduziu em aumento na atividade em média 0,55 Mg amigo hidro-MJ proteina-MiN"".
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O pH e o tempo exibiram influéncia negativa, ou seja, a mudanca do nivel -1 para
o nivel +1 destas variaveis promove um decréscimo da atividade enzimatica, a 95 % de
confiancga. A interacdo entre a temperatura e tempo promoveu uma reducao na atividade

enZimétiCa em 0,20 mg amido h|dro|.mg proteina.min-1.

Tabela 3: Efeitos estimados das variaveis utilizadas na determinacado da o-amilase e

niveis de significancia.

Fator de variacao Efeito Erro t p

. _1 ~
Mg amido hidrol-MJ proteina-mm Padrao-

Média 1,423 0,012 113,41 0,0000*
Temperatura (1) 0,555 0,029 18,85 0,0028*
pH (2) -0,480 0,029 -16,30 0,0037*
Tempo (3) -0,810 0,029 -27,51 0,0013*
1x2 -0,100 0,029 -3,39 0,0768

1x3 -0,200 0,029 -6,79 0,0209*

2x3 0,045 0,029 1,52 0,2659
1x2x3 0,075 0,029 2,54 0,1256

* Fator estatisticamente significativo (p<0,05).

Para o ajuste do modelo que pode predizer a atividade da o-amilase (variavel
dependente) em funcdo da temperatura, pH e tempo (variaveis independentes), foi
utilizada a analise de variancia (ANOVA) para avaliar a validade do modelo ajustado. O
valor de R? provém a medida do quanto a variabilidade observada nos valores das
respostas pode ser explicado pelos fatores experimentais e suas interagdes. Um modelo
satisfatorio (valores acima de 0,9) explica a maioria da variagao da resposta (HAALAND,
1989).

Baseada na ANOVA um modelo de primeira ordem foi estabelecido (Equagao 3),
descrevendo a atividade da a-amilase em fungao das variaveis independentes.

Atividade da a-amilase = 1,42+0,277X;-0,24X5-0,40X5-0, 10X X5 Equacédo 3

O erro puro baixo (0,012) indica boa reprodutibilidade dos dados experimentais.
Baseado no teste F, o modelo é preditivo, uma vez que o F calculado (275,2) &,
aproximadamente 31 vezes maior que o F critico (8,88), além disso, o coeficiente de
regressao esta proximo da unidade (0,998). O modelo codificado foi utilizado para gerar a

superficie de contorno, como mostra a Figura 1.
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Figura 1: Diagrama de contorno para a atividade da a-amilase do farelo fermentado em

funcao do (a) pH x temperatura, (b) tempo x temperatura e (c) tempo x pH.

A Figura 1 ilustra o comportamento da equagédo 3 onde se observa a melhor
combinagédo das variaveis dependentes ocorreu no experimento 2 com temperatura de
60°C, pH 5 e tempo de 5 min, confirmando o resultado da Tabela 2. Estas condi¢bes
foram usadas para determinar a atividade enzimatica da o-amilase nos farelos de arroz
fermentados por 0 h, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h e 120 h. No entanto, é interessante realizar a

estabilidade da enzima nestas condigbes encontradas.
Atividade enzimatica da B-amilase
O resultado do estudo das variaveis temperatura e tempo para a p-amilase esta

na Tabela 4. Os efeitos das variaveis sobre a atividade da enzima podem ser vistos na

Tabela 5. A temperatura apresentou efeito ndo significativo sobre a atividade da enzima,
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a 95 % de confianca. O tempo exibiu uma influéncia negativa e significativa, ou seja, a
mudanga de 5 min para 15 min ocorreu uma redugéo de 0,185 Mg mattose-MJ proteina-MiN",
indicando que o melhor tempo é 5 min. A interacdo da temperatura e tempo promoveram
uma redugao significativa da atividade enzimatica. Sendo assim, para estimar a atividade

da B-amilase foi adotado 50 °C, durante 5 min.

Tabela 4: Niveis codificados e reais das variaveis utilizadas no planejamento fatorial para

a determinagéo da enzima e as atividades da B-amilase no farelo fermentado por 96 h.

Experimento T°C (X;) Tempo (X2) Mg matose-MQg protema.min'1

1 -1(40) 1(5) 0,58
2 1(60) -1(5) 0,67
3 -1(40) 1(15) 0,48
4 1(60) 1(15) 0,40
5 0(50) 0(10) 0,73
6 0(50) 0(10) 0,75
7 0(50) 0(10) 0,78

Tabela 5: Analise dos efeitos e suas interagdes para a atividade da B-amilase do farelo

fermentado.
Fator de variagao Efeito Erro Padrao. t p
Mg maitose-MJ proteina-min-1
Média 0,6271 0,0095 65,932 0,0002*
Temperatura (1) 0,0050 0,0251 0,198 0,8608
Tempo (2) -0,1850 0,0251 -7,351 0,0180*
1x2 -0,0850 0,0251 -3,377 0,0775

Pelo teste F, o modelo ndo é preditivo, uma vez que o F calculado € menor que o
F critico, e o coeficiente de regressao foi 0,33, sendo assim a superficie de contorno nao
pode ser gerada.

Ao aplicar os procedimentos com as variaveis padronizadas (Tabela 6) verificou-
se um aumento significativo da atividade da o-amilase ao longo do intervalo de
fermentagdo. Ao contrario do que ocorreu com a atividade da B-amilase que aumentou 4
vezes em 24 h, pois esta enzima, tipica de cereais, foi ativada pelo aumento da umidade
do meio. No entanto ndo manteve este comportamento com o desenvolvimento da
biomassa fungica. Coincidentemente a menor atividade da p-amilase corresponde ao

maior contelido protéico (23 %) encontrado na biomassa fungica produzida durante este
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processo e a maior atividade de a-amilase. A pequena variabilidade na atividade de B-
amilase, também pode ser devida a interferéncia de aclucares redutores outros na reacéao
empregada para quantificar o produto formado pela enzima.

Tabela 6: Atividade enzimatica da a-amilase e P-amilase dos farelos de arroz

fermentados.
Farelos Atividade da Atividade da
fermentados o-amilase B-amilase
Mg amido-Mg proteina-MiN" MY mattose-MJ proteina.MiN”
0h 0,86%0,12° 0,20+0,05°
24 h 1,92+0,09 " 0,87+0,05°
48 h 1,8440,05° 0,45+0,022
72h 2,12+0,12 0,41+0,05%
96 h 2,28+0,08 ¢ 0,30+0,07 *
120 h 2,12+0,09° 0,50+0,052

Atividade enzimatica da Lipase

As condi¢bes experimentais e os resultados da atividade da lipase em fungao do
tempo e temperatura, para o planejamento experimental, sdo mostrados na Tabela 7. A
maior atividade enzimatica de 107,4 U.g' de farelo fermentado foi observada no
experimento 2 onde as condicoes foram temperatura 47 °C e tempo 20 min, seguido do
experimento 1 (102,5 U.g™") quanto a temperatura foi 27 °C e tempo 20 min.

Tabela 7: Niveis codificados e reais das variaveis utilizadas no planejamento fatorial para
a determinacao da enzima e as atividades da lipase no farelo fermentado por 96 h.

Experimento  Temperatura (X;) Tempo (Xy) Atividade enzimatica U.g™

1 1(27) -1(20) 102,5
2 1(47) -1(20) 107,4
3 -1(27) 1(40) 57,1

4 1(47) 1(40) 57,1

5 0(37) 0(30) 81,4
6 0(37) 0(30) 71

7 0(37) 0(30) 67,7
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Os efeitos das variaveis sobre a atividade da lipase podem ser observados na
Tabela 8. A temperatura apresentou um efeito positivo apontando a nivel +1 (47 °C)
como melhor condicdo para a atividade desta enzima, porém nao significativo. Por este
motivo e pensando na estabilidade da enzima frente a temperatura, a condi¢cdo escolhida
para aplicar nos farelos fermentado foi 37 °C.

A mudanca do tempo de reacdo de 20 min para 40 min provocou uma reducao
significativa na atividade lipasica de 47,84 U.g". Sendo assim, a condicdo de tempo

menor para a determinagéao desta enzima foi aplicada.

Tabela 8: Andlise dos efeitos principais e suas interacdes para a atividade da lipase no
FF.

Fator Efeito Erro padréo t P
(Ug"
Media 77,757 2,7024 28,77  0,0012
Temperatura (1) 2,430 7,1500 0,339  0,7663
Tempo (2) -47,840 7,1500 -6,690 0,0216
1x2 -2,430 7,1500 -0,339  0,7663

*Fator estatisticamente significativo a 95 % de confianca, R®=0,920

O coeficiente de determinagdo (R?) foi de 0,92, indicando que o modelo explicou
92% da variacao dos dados observados, e apesar da analise de variancia mostrar que o
modelo é preditivo com o F calculado (11,31) maior que o F critico (9,3), ndo é quatro
vezes maior, € pode nao predizer a resposta testada. Assim, a superficie de contorno nao
foi gerada.

Segundo Barros Neto et al. (2001), uma regressao, embora significativa do ponto
de vista do teste F, pode ndo ser Util para realizar previsbes por cobrir uma faixa de
variagao pequena dos fatores estudados. Box e Wetz (1973) citados por RIBEIRO et al.
(2008) sugeriram que para uma regressao ser significativa ndo apenas estatisticamente,
mas também ser (til para fins preditivos, o valor de F calculado para a regresséao deve

ser no minimo quatro a cinco vezes maior que o valor de F tabelado.

Atividade enzimatica da Protease

As condicoes experimentais e os resultados da atividade da protease em funcéo

do tempo e temperatura, para o planejamento experimental, sdo mostrados na Tabela 9.
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A maior atividade enzimatica de 3,5 UG a.MJ protena.Min” no farelo fermentado foi
observada no experimento 1 onde as condi¢cdes foram temperatura 27 °C e tempo 20

min, seguido do experimento 2 (3 Ug aa.MQ proteina-MiN™") quando a temperatura foi 47 °C e
tempo 20 min.

Tabela 9: Niveis codificados e reais das variaveis utilizadas no planejamento fatorial para

a determinacao da enzima e as atividades da protease no farelo fermentado por 96 h.

Experimento Temperatura (Xi)  Tempo (X2) Resposta

-
WG aa-MQ proteina-MIN

1 1(27) 1(20) 3,5
2 +1(47) -1(40) 3,0
3 -1(27) +1(20) 1,5
4 +1(47) +1(40) 1,4
5 0(37) 0(30) 2,0
6 0(37) 0(30) 1,7
7 0(37) 0(30) 1,9

Os efeitos das variaveis sobre a atividade da protease podem ser observados na
Tabela 10. A temperatura apresentou um efeito negativo apontando a nivel -1 (27°C)
como melhor condi¢do para a atividade desta enzima, porém nao significativo.

A mudanca do tempo de reacdo de 20 min para 40 min provocou uma reducao
significativa na atividade proteolitica de 1,79 g 4..mg protema.min'1. Sendo assim, a condicdo
de tempo e temperatura no menor nivel (20 min e 27 °C) foram aplicados para a

determinagao desta enzima nos farelos de arroz fermentados.

Tabela 10: Andlise dos efeitos principais e suas interacoes para a atividade da protease
no farelo fermentado por 96 h.

Fator Efeito Erro padrao t p
(19 2a-MG proteina-Min”")
Média 2,1475 0,0467 45,948 0,0004*
Temperatura (1) -0,2962 0,1236 -2,396 0,1388
Tempo (2) -1,7937 0,1236 -14,505 0,0047*
1x2 0,1885 0,1236 1,525  0,2667

*Fator estatisticamente significativo a 95 % de confianca, R?=0,896.
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O coeficiente de determinacdo (R?) foi de 0,89, indicando que o modelo explicou
89% da variacdo dos dados observados, no entanto a andlise de varidncia com o F
calculado (8,63) menor que o F critico (9,3), que o modelo ndo é preditivo da atividade da
protease nesta matriz testada. Assim, a superficie de contorno nao foi gerada.

Apds a definicdo das condi¢cdes 6timas para acompanhar a evolucdo da atividade
da protease e lipase durante a fermentacao foram obtidos os resultados da Tabela 11. A
partir do intervalo de 48 h de processo fermentativo a atividade proteolitica oscilou
atingindo seu maior valor a 120 h, porém nao significativamente diferente.

A atividade da lipase, também teve seu valor aumentado em mais de 3 vezes em
24 h de fermentacao, este valor reduziu em 48 h, significativamente a 95 % de confianca,
e manteve se até o fim do processo. Este comportamento enzimatico pode ajudar a

entender a reducao no teor de lipidios do farelo fermentado.

Tabela 11: Atividade enzimatica da protease e lipase nos farelos de arroz fermentados.

Farelos Atividade da protease Atividade da lipase
fermentados 1g aa.mg prormin” ug’

Oh 0,01+0,00? 27+1,34%

24 h 0,63+0,17° 97,3+2,7°

48 h 0,86+0,12" 87,1+0,4°

72 h 0,98+0,07°¢ 85,3+1,2°

96 h 0,82+0,05™ 87,1+4,3°
120 h 1,03+0,12° 85,4+1,2°

Atividade enzimatica da Catalase

As condigbes experimentais e os resultados da atividade da catalase em fungéo
da temperatura, pH e tempo para o planejamento experimental, estdo mostrados na
Tabela 12. A maior atividade enzimatica de 0,46 mM.mgprotem.min'1 no farelo fermentado
foi observada no experimento 2 onde as condicdes foram temperatura 45 °C, pH 4,0 e
tempo 5 min, seguido do experimento 4 (0,44 MM.MQyoteina-Min™", temperatura 45 °C, pH 6
e tempo 5 min), experimento 3 (0,399 MM.MQproteina.Min”', temperatura 25 °C, pH 6 e
tempo 5 min) e 1 (0,386 MM.MQpoeina-Min”', temperatura 25 °C, pH 4 e tempo 5 min).
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Tabela 12: Niveis codificados e reais das variaveis utilizadas no planejamento fatorial
para a determinagao da enzima e as atividades da catalase no farelo fermentado por 96
h.

Exp. Temperatura (°C) pH (X;) Tempo (min)  Atividade enzimatica

(X4) (X3 mMM.Mgproteina-Min”
1 -1(25) -1(4) -1(5) 0,386
2 1(45) -1(4) -1(5) 0,463
3 -1(25) 1(6) -1(5) 0,399
4 1(45) 1(6) -1(5) 0,440
5 -1(25) -1(4) 1(15) 0,169
6 1(45) -1(4) 1(15) 0,202
7 -1(25) 1(6) 1(15) 0,185
8 1(45) 1(6) 1(15) 0,204
9 0(35) 0(5) 0(10) 0,302
10 0(35) 0(5) 0(10) 0,301
" 0(35) 0(5) 0(10) 0,262

Os efeitos das variaveis sobre a atividade da catalase podem ser observados na
Tabela 13. As variaveis temperatura e pH apresentaram efeitos positivos sobre a
atividade da catalase, apontando que a mudanca do nivel -1 para o nivel +1 destas
variaveis provoca um incremento na atividade enzimatica, porém estes efeitos ndo séo
significativos a 95 % de confianga. No entanto o aumento do tempo de reagédo de 5 min
para 15 min diminuiu a atividade da catalase em 0,232 mM.mgpmtem.min'1 de modo

significativo. As interacdes entre as variaves nao foram significativas.
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Tabela 13: Analise dos efeitos principais e suas interacdes para a atividade da catalase
no farelo de arroz fermentado por 96 h.

Fator Efeito Erro padrio  t (2) o
(MM.MQproteina.Min™)

Média 0,3011 0,0068 43,79  0,0005*
Temperatura (1) 0,0425 0,0161 2,63 0,1188
pH (2) 0,0020 0,0161 0,12 09126
Tempo (3) -0,2320 0,0161 -14,38  0,0047*
1x2 -0,0125 0,0161 0,77 0,5194

1x3 -0,0165 0,0161 -1,02  0,4139

2x3 0,0070 0,0161 0,43  0,7066
172"3 0,0055 0,0161 0,34  0,7656

*Fator estatisticamente significativo a 95 % de confianca, R°=0,98.

A andlise de variancia mostrou que o modelo ajustado para a atividade da
catalase (Equacao 4) foi significativo com 95% de confianca e também preditivo, visto
que o F calculado (28,1) foi maior que o F tabelado (8,88) e o coeficiente de
determinacéo (R?) foi de 0,98, indicando que o modelo explicou 98% da variagdo dos
dados observados. Com o modelo preditivo da resposta estudado foram geradas as

superficies de contorno (Figura .2).

Atividade da Catalase = 0,301-0,116X3 Equacao 4
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Figura 2: Diagrama de contorno para a atividade da catalase do farelo fermentado em

funcéo do (a) Temperatura x Tempo, (b) pH x Tempo.

Como pode ser observado na Figura 2 (a), um aumento na temperatura conduz a
um incremento na atividade da catalase, para a faixa de pH estudada. O mesmo
comportamento é mantido quando o tempo passa para o menor nivel e a temperatura e
pH sdo usados na faixa de valores estabelecidos. Consequentemente, para maximizar a
determinagéo atividade da catalase, o tempo de reagdo deve ser mantido em 5 min, a
temperatura foi fixada em 35 °C e pH 6.

As condigbes fixadas para a atividade da catalase apdés o planejamento
experimental, foram aplicadas nos farelos de arroz fermentados nos tempos de 0 h, 24 h,
48 h, 72 h, 96 h e 120 h, a fim de acompanhar o desenvolvimento flungico, através da

atividade desta enzima (Tabela 14).
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A enzima catalase é ativada em 24 h de fermentacdo, porém a sua atividade ndo
aumenta de forma significativa ao longo do processo fermentativo, indicando que este
fungo tem um crescimento acentuado nas primeiras 24 h de incubacdo mantida no
mesmo padrao até as 120 h.

Tabela 14: Atividade enzimatica da catalase nos farelos de arroz fermentados.

Farelos Atividade da catalase
fermentados mM.min.mg proleina'1

Oh 0,12+0,04%

24 h 0,50+0,04 ®

48 h 0,60+0,08°

72 h 0,44+0,05°

96 h 0,50+0,06 ™
120 h 0,51+0,02

CONCLUSAO

As condigbes adequadas para a determinagao das enzimas hidroliticas a-amilase,
B-amilase, lipase, protease e catalase foram fixadas a partir dos planejamentos
experimentais. As melhores condicées encontradas para a a-amilase: 60 °C, pH 5e 5
min; B-amilse: 50 °C e 5 min; lipase: 37 °C e 20 min; protease: 27 °C por 20 min e
catalase: 35 °C, pH 6 € 5 min.

As atividades das enzimas hidroliticas determinadas aumentaram ao longo da

fermentacao, em especial a a-amilase e lipase.
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5 CONCLUSAO GERAL

Os maiores efeitos da fermentagdo em estado sélido com o Rhizopus oryzae
sobre o farelo de arroz integral foram a reducdo de 50% do contetido do &cido fitico, um
aumento de 130% no teor de fosfolipidios e a alta atividade antioxidante apresentada
pelos extratos de farelos fermentados frente ao radical livre DPPH, peroxidagao do 6leo
de oliva e reacdo de oxidacio catalisada pela peroxidase.

O processo fermentativo provocou ainda, redugéao de 24,5 %, 40 % e 60 % nos
teores de umidade, lipidios e agucares redutores. No entanto incrementaram em 30 %, 50
% e 40 % o conteludo de cinzas, fibras e proteinas, cuja digestibilidade aumentou em
28%.

Nos farelos fermentados os acidos graxos predominantes foram o oléico (36,5 % a
38,8 %), palmitico (15,7 % a 20,4 %) e linoléico (32,8 % a 35,8 %) no processo
fermentativo com o Rhizopus oryzae pode ser observado a redugdo em 20 % dos acidos
graxos saturados e o aumento de 5 % dos acidos graxos insaturados.

A capacidade antioxidante dos extratos do farelo de arroz fermentado foi
destaque, pois este processo disponibilizou um maior conteddo de compostos fendlicos
totais (2200 UG 4. fenciicos-J farelo ), Principalmente em 24 h de fermentacdo. O extrato
metandlico do farelo fermentado por 96 h com 4,3 UG s, fensicos-ML " reduziu em 50 % a
concentracao do radical DPPH em 15 min e o valor do indice de peroxido no 6leo de oliva
apos 30 dias de armazenamento, também foi reduzido em 34 %. Os extratos aquosos do
farelo fermentado foram eficientes inibidores da reacdo de escurecimento catalisada pela
peroxidase, com efeito, mais acentuado no fermentado durante 120 h. A fermentagao
provocou alteracdes nestes extratos, refletindo na inibicao.

As melhores condi¢des para a determinagdo das enzimas hidroliticas a-amilase,
B-amilase, lipase, protease e catalase no farelo de arroz fermentado foram as seguintes:
60 °C, pH 5 e 5 min; 50 °C e 5 min; 37 °C e 20 min; 27 °C por 20 min e 35 °C,pH6 € 5
min, respectivamente. Estas enzimas apresentaram atividade crescente no processo
fermentativo, com destaque para a a-amilase e lipase.

Este trabalho mostrou que é possivel disponibilizar compostos funcionais a partir e
processo fermentativo realizado com microrganismo GRAS. Para tal é importante
caracterizar as fibras, cinzas, proteinas, fosfolipidios e os compostos antioxidantes que
foram aumentados durante a fermentacdo. Outras perspectivas interessantes sao estudar
a modificagdo do substrato de fermentacao para otimizar a producéo de acidos graxos da
classe 6mega 3 e avaliar a estabilidade oxidativa do farelo fermentado ao longo do
tempo; realizar teste bioldgico com os farelos fermentados para verificar o efeito
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antioxidante in vivo; avaliar a atividade da fitase durante a fermentacdo; realizar a

caracterizacao fisico-quimica e bioquimica do fungo utilizado.
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