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Cultivo de Rhizopus oryzae em farelo de arroz integral e seus impactos na fracéo lipidica
RESUMO

Cultivo em estado sélido é uma das formas de aumentar a disponibilidade dos nutrientes em
coprodutos da agroindustria, devido as alteracGes resultantes da atividade metabolica dos
micro-organismos no substrato. O objetivo do trabalho foi avaliar o impacto do cultivo de
Rhizopus oryzae na fracéo lipidica do farelo de arroz integral. Foram estudados o rendimento
de extracdo de lipidios e y-orizanol em farelo com diferentes granulometrias e os efeitos do
cultivo sobre o contetdo lipidico e seu perfil de acidos graxos e fosforos, e contetdo de
fosfolipidios, bem como na concentragdo e caracteristicas do y-orizanol. O farelo foi
fornecido por uma industria de arroz da regido Sul, e sua granulometria padronizada para ser
utilizado como substrato para o cultivo com o fungo Rhizopus oryzae CCT 7560. Os esporos
do fungo foram propagados em Agar Batata Dextrose e incubados a 30 °C, durante 7 dias. O
cultivo foi realizado em biorreatores de bandejas, nos quais o substrato foi colocado e
posteriormente adicionada suspensdo de esporos na concentracdo inicial de 4,0 x 10°
esporos/g no meio e solucdo nutriente. A umidade do meio foi ajustada para 50% e o0s
biorreatores armazenados em camara de cultivo a 30 °C por 120 h. As amostras foram
coletadas no inicio do cultivo e a cada 12 h. Para avaliar as alteracdes na fracao lipidica foram
determinados o contetdo de lipidios, fosfolipidios e perfil dos acidos graxos, além das trés
formas de fdésforos na biomassa. Também foi determinada a concentracdo de y-orizanol e 0s
extratos caracterizados em relacdo aos seus componentes majoritarios, identificados por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Detector Ultravioleta (CLAE-UV) e seus
acidos graxos por Cromatografia Gasosa com Detector de lonizacdo de Chama (CCG-DIC). A
capacidade antioxidante do y-orizanol foi verificada pelo consumo do radical livre DPPH’,
capacidade de captura do radical ABTS®", inibicio da reagdo de auto-oxidagdo do p-caroteno
e estabilidade oxidativa. As particulas menores que 0,39 mm apresentaram maior teor de
lipidios, que aumentou 13,3% com o cultivo, especialmente os &cidos graxos essenciais. O
cultivo também promoveu maior disponibilidade de fésforo. Particulas com granulometria de
0,39 mm propiciaram maior rendimento de y-orizanol (1,54 mg/g) e o extrato das particulas
de tamanho entre 0,73 e 1,67 mm apresentou maior potencial antioxidante, demonstrado por
uma inibicdo especifica do radical DPPH de 6,7% e quantidade necessaria para reduzir em
50% a concentracdo inicial do DPPH (Clsp) de 6,63 pg/mL. Com o cultivo a concentracéo do
y-orizanol aumentou em 51,5% em 48 h, com aumento dos &cidos graxos poli-insaturados em
5,7%. A presenca dos componentes majoritarios do y-orizanol nos extratos foi confirmada. O
extrato de y-orizanol obtido da biomassa fungica de 72 h demonstrou a maior inibi¢do do
radical DPPH (59,0%), o de 96 h inibiu em 90,5% a oxidacdo em sistema de emulséo
[-caroteno/acido linoleico e reduziu em 30% os indicadores quimicos de oxidacdo no azeite
de oliva. Os resultados mostraram que o cultivo pode ser aplicado para melhorar a extracdo e
funcionalidade dos compostos bioativos presentes na fracdo lipidica do farelo de arroz.

Palavras-chave: Acidos Graxos. Fosforo. Fungo. y-orizanol.



14

Rhizopus oryzae cultivation in rice bran and its impact on lipid fraction
ABSTRACT

Solid state cultivation is one way to increase the availability of nutrients in agro-industrial
co-products, due changes resulting from the metabolic activity of microorganisms in the
substrate. The objective of this study was to evaluate the Rhizopus oryzae cultivation in rice
bran and its impact on lipid fraction. The extraction yield of lipids and y-oryzanol were
studied in different particle sizes of bran and the effects of cultivation on lipid content and its
fatty acid and phosphorus profile, and content of phospholipids, as well as the concentration
and characteristics of the y-oryzanol. Rice bran was provided by a rice industry of South
region, and its standard particle size for use as a substrate for the cultivation of the fungus
Rhizopus oryzae CCT 7560. The fungus spores were propagated on potato dextrose agar and
incubated at 30 °C for 7 days. The cultivation was realized in tray bioreactors, in which the
substrate was placed and subsequently added spore suspension in initial concentration of
4.0 x 10° spores/g in the medium and nutrient solution. The medium humidity was adjusted to
50% and the bioreactors were placed in cultivation chamber at 30 °C for 120 h. The samples
were collected in the beginning of the cultivation and each 12 h. To evaluate changes in the
lipid fraction were determined the content of lipids, phospholipids and fatty acids profile,
besides the three phosphorus forms in the biomass. It was also determined the y-oryzanol
concentration and the extracts characterized in relation of theirs major components, identified
by High Performance Liquid Chromatography UV Detector (HPLC-UV) and theirs fatty acids
by Gas Chromatography Flame lonization Detector (GC-FID). The antioxidant capacity of the
y-oryzanol were verified by consumption of free radical DPPH’, capability of capture ABTS®"
radical, inhibition of the reaction of auto-oxidation of -carotene and oxidative stability. The
particles smaller than 0.39 mm showed higher content of lipids, that increase 13.3% with the
cultivation, specially essentials fatty acids. The cultivation also provided more availability of
phosphorus. Particles with a diameter of 0.39 mm propitiated higher yield of y-oryzanol
(1.54 mg/g) and the extract of particle size between 0.73 and 1.67 mm showed a higher
antioxidant activity, demonstrated by a specific inhibition of DPPH radical of 6.7% and
amount required to reduce in 50% the initial concentration of DPPH (ICsp) of 6.63 pg/mL.
With the cultivation the y-oryzanol concentration increased in 51.5% in 48 h, with
polyunsaturated fatty acids increased in 5.7%. The presence of major components of
y-oryzanol in the extracts was confirmed. The y-oryzanol extract obtained of fungal biomass
of 72 h demonstrated the highest inhibition of DPPH radical (59.0%), and the extract of 96 h
inhibited in 90.5% the oxidation in emulsion system [-carotene/linoleic acid and reduced in
30% chemical oxidation indicators in olive oil. The results showed that the cultivation can be
applied to improve the extraction and functionality of bioactive compounds present in lipid
fraction of rice bran.

Keywords: Fatty acids. Phosphorus. Fungus. y-oryzanol.
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1  INTRODUCAO

O interesse no desenvolvimento de bioprocessos para producdo ou extracdo de
compostos bioativos de fontes naturais tem aumentado, devido ao potencial de aplicacédo
destes compostos na industria de alimentos e a minimizagdo das perdas com o descarte de
porcGes com propriedades tecnoldgicas pouco usuais. Neste contexto, 0 uso de processos de
cultivo, que implicam no emprego de micro-organismos para obter transformagdes resultantes
da atividade metabdlica deles, tem recebido atencdo porque € possivel converter residuos
agroindustriais de baixo custo, em uma grande variedade de compostos bioativos valiosos
(SCHMIDT et al., 2014).

Entre as fontes originarias de residuos/coprodutos da agroindustria encontra-se 0
arroz, o qual € um alimento muito popular no Brasil. A producdo anual de arroz no pais em
2015 foi de 12,2 milhdes de toneladas, sendo o estado do Rio Grande do Sul o maior
produtor, responsavel por 68,5 % da mesma (IBGE, 2015). Como coproduto resultante do
beneficiamento deste cereal tem-se o farelo, que representa entre 8% e 10% da massa do gréo
em casca, 0 que resulta em média 1,1 milhGes de toneladas de farelo/ano.

Farelo de arroz contém de 11 a 13% de proteina bruta, aproximadamente 11,5%
de fibras, e mais de 20% do seu peso em 6leo. Além disso, constitui uma fonte valiosa de
componentes bioativos (BUTSAT; SIRIAMORNPUN, 2010), entre os quais estdo: o
y-orizanol, que é caracterizado por um amplo espectro de efeitos benéficos para a salde,
atribuidos principalmente a sua significativa capacidade antioxidante (LEMUS et al., 2014);
os fosfolipidios, uma importante classe de lipidios, que pode ter tanto valor nutricional quanto
funcional (LIU et al., 2013); e compostos de fosforo, sendo o &cido fitico um dos principais
constituintes dos fosfatos organicos formados para a armazenagem de fosforo nas sementes de
plantas, com o papel de antioxidante natural (CANAN et al., 2012).

A maior parte dos compostos antioxidantes em plantas se encontra ligada de
forma covalente com um polimero insolivel (NIWA; MIYACHI, 1986). Portanto, é
necessario um tratamento eficaz para libertacdo deles (WANYO; MEESO;
SIRIAMORNPUN, 2014). O cultivo, em estado sélido, tem sido utilizado como uma forma
para disponibilizar maior teor de compostos funcionais a partir de residuos agroindustriais
(SCHMIDT et al., 2014), dada as condigdes moderadas que protegem os danos nas estruturas
quimicas.

O cultivo de material lignocelulésico de arroz com Rhizopus oryzae é uma

alternativa interessante, pois este micro-organismo ndo promove a formacdo de compostos
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toxicos e sua eficiéncia para o potencial funcional foi demonstrada, com destaque para o perfil
dos acidos fendlicos (SCHMIDT et al., 2014). O &cido ferulico é um dos constituintes do
y-orizanol, portanto seu aumento sugere a disponibilizacdo de y-orizanol. Oliveira et al.
(2011) demonstraram também a alteracdo no perfil de &cidos graxos do farelo de arroz pela
acdo do Rhizopus oryzae, aumento do teor de fosfolipidios e a redugdo do &cido fitico.
Portanto, é interessante estudar o efeito do cultivo deste micro-organismo nas
caracteristicas da fracdo lipidica da biomassa, pois esta pode ser uma inovagdo para a

producdo de compostos bioativos para serem aplicados na industria de alimentos.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Estudar o impacto do cultivo do farelo de arroz com Rhizopus oryzae na

disponibilidade de componentes funcionais da fracéo lipidica.

2.2 ESPECIFICOS

— Descrever a acdo do micro-organismo no perfil de &cidos graxos, fosforos e
fosfolipidios do farelo de arroz;

— Estabelecer a granulometria do farelo de arroz que propicia maior rendimento
de extracdo de y-orizanol,

— Determinar o potencial antioxidante da fracéo lipidica da biomassa fangica.



CAPITULO I
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 CULTIVO EM ESTADO SOLIDO (CES)

As técnicas de cultivo de micro-organismos sdo comumente classificadas quanto
ao modo de cultivo, ou seja, cultivo submerso (CSm) ou cultivo em estado sélido (CES)
(PELIZER; DE CARVALHO; DE OLIVEIRA MORAES, 2015). CSm é baseado no cultivo
de micro-organismos em meio liquido contendo nutrientes, e CES é definido como um
processo no qual 0s micro-organismos crescem em materiais solidos na auséncia ou quase
auséncia de agua livre, pois o substrato deve possuir umidade suficiente para suportar o
crescimento e a atividade metabdlica do micro-organismo (THOMAS; LARROCHE;
PANDEY, 2013).

O interesse em processos de CES se deve ao fato deste oferecer varias vantagens
sobre o CSm, tais como, utilizagdo de residuos agroindustriais como substratos, baixo volume
de &gua, menor tamanho do fermentador, agitacdo reduzida e menores custos de esterilizacao
(MARTINS et al., 2011).

O desempenho do organismo em CES depende das propriedades fisicas dos
solidos, incluindo a sua natureza amorfa ou cristalina, a area de acesso, a porosidade e,
principalmente, o seu tamanho de particula (MEMBRILLO et al., 2008). Os substratos com
particulas pequenas proporcionam uma area de contato maior entre 0s mesmos e o fungo,
favorecendo o seu crescimento, no entanto particulas pequenas sdo mais susceptiveis a
compactacao e a formacdo de aglomerados, o que resulta na diminuicdo da transferéncia de
oxigénio, afetando a respiracéo e o desenvolvimento dos fungos (MEMBRILLO et al., 2011).

Processo de cultivo pode ser uma forma de aumentar a disponibilidade de
nutrientes em matérias-primas e residuos da agroindustria. Elevadas quantidades desses
materiais, incluindo sementes, cascas, bagacos, farelos sdo gerados na forma de residuos ou
coprodutos, e sdo pouco valorizados, resultando no interesse destes materiais como
materias-primas renovaveis abundantemente disponiveis e baratas para a producdo de
compostos de valor agregado (MARTINS et al., 2011). Neste sentido, o farelo de arroz tem
sido estudado como substrato para os processos de CES, a fim de aumentar a disponibilidade
dos nutrientes através de alteragdes resultantes da atividade metabolica dos micro-organismos
que resultem em compostos de interesse, tais como enzimas, antioxidantes, biossurfactantes,
acidos organicos e acidos graxos poli-insaturados (JANG; YANG, 2008; KUPSKI et al.,
2014; SILVEIRA; BADIALE-FURLONG, 2007).
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Segundo Schmidell et al. (2001) para os cultivos sdo utilizados biorreatores, nos
quais ocorrem reacGes quimicas catalisadas por células vivas (animais ou vegetais),
micro-organismos ou enzimas produzidas a partir de células vivas, que visam transformacoes
de substratos em produtos de maior valor agregado. Os biorreatores podem ser divididos em
dois grandes grupos: os biorreatores de fase aquosa continua, utilizados em processos
submersos; e 0s biorreatores de fase ndo aquosa, proprios para CES. Dentre os biorreatores
utilizados para estado solido estdo os com aeracdo superficial e sem agitacdo, que sdo 0s
reatores de bandejas, que podem ser dispostos em salas climatizadas e ventiladas, estufas de
bancada ou bandejas individuais. As bandejas podem ser construidas em madeira, bambu, aco
ou materiais poliméricos, tendo o fundo perfurado, ou ndo. Os reatores de bandeja com fundo
perfurado possibilitam maior contato do substrato com a fase gasosa. O conceito de aeracéo
superficial define a passagem do fluxo gasoso pela superficie do substrato solido e ndo através

dele, como é o caso da aeracdo forcada.

3.1.1 Condigdes que afetam o cultivo em estado sdlido

As variaveis do processo, incluindo o pré-tratamento e tamanho das particulas do
substrato, ingredientes do meio, a suplementacdo do meio de crescimento, a esterilizacdo do
meio de CES, teor de umidade, atividade de &gua (aw), densidade do in6culo, temperatura,
pH, agitacdo e aeracdo, tem um efeito significativo sobre a eficiéncia dos processos CES
(NEE’NIGAM, 2009). Os substratos utilizados para CES usualmente contém um teor de 4gua
oscilante entre 30% e 85% e os valores menores podem induzir a esporulacdo do
micro-organismo e diminuir a acessibilidade do substrato, enquanto que niveis maiores
podem provocar diminuicdo da porosidade da matriz sélida, resultando em fraca difusdo de
oxigénio aumentando o risco de contaminacgdes bacterianas (PEREZ-GUERRA et al., 2003).

Grandes quantidades de calor sdo liberadas durante o CES, a atividade de agua €
um fator importante para ser controlado, pois € diretamente proporcional a atividade
metabodlica do micro-organismo. Em fungos filamentosos, a temperatura influencia
diretamente a germinacdo de esporos, crescimento e formacdo de produtos (PEREZ-
GUERRA et al., 2003).

Devido a dificuldade de monitorar o pH durante todo o CES, este ndo €

normalmente um pardmetro controlado e é ajustado no inicio do CES. O pH pode variar
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ligeiramente durante o curso do CES e esta variacdo estd relacionada com a atividade
metabolica dos fungos (KHAN; FAKHRU’L-RAZI; ALAM, 2007). Para reduzir o efeito de
uma variagdo brusca do pH, utilizam-se substratos com boa capacidade tamponante ou a
adicdo de solucBes tampdo durante a etapa de umidificacdo do substrato (DEL BIANCHI,;
MORAES; CAPALBO, 2001).

A aeracdo desempenha diferentes funcfes: provisdo de O, para 0 crescimento
aerobio e metabolismo; regulacdo da umidade; regulagdo da temperatura; eliminacdo de vapor
d’agua, CO, e alguns metabdlitos volateis (MACIEL et al., 2009). Existem diferentes
maneiras para se obter uma movimentacao do ar por entre o substrato, permitindo assim uma
melhor transferéncia de oxigénio, quer seja: a) pela utilizacdo do material poroso
medianamente granulado ou fibroso; b) pelo uso de pequena espessura da camada de
substrato; c) pela utilizacdo de bandejas perfuradas ou reatores com fundo de tela de arame; d)
pela agitacdo do substrato; e) pela introducdo de ar forcado estéril dentro do reator (DEL
BIANCHI; MORAES; CAPALBO, 2001).

3.2 MICRO-ORGANISMOS NO CULTIVO EM ESTADO SOLIDO

Uma variedade de micro-organismos, incluindo fungos, leveduras e bactérias
podem ser utilizadas em processos de CES (MARTINS et al., 2011). As culturas de fungos e
leveduras tém sido consideradas como as mais adequadas para 0s processos de cultivo em
estado sélido, pois os fungos e leveduras sdo viaveis em atividade de 4gua inferior a 0,5.

A escolha do micro-organismo deve ser aparentemente relacionada com a escolha
do substrato e do produto pretendido (THOMAS; LARROCHE; PANDEY, 2013).

Os fungos filamentosos sdo os principais micro-organismos cultivados em meio
solido. Os meios sélidos se assemelham aos meios naturais para o crescimento deles, pois
suas formas de desenvolvimento vegetativo sdo constituidas por hifas aéreas ramificadas, que
propiciam a colonizacdo de matrizes solidas porosas (PUTZKE; PUTZKE, 2004). Além
disso, sdo amplamente distribuidos e normalmente crescem sobre/dentro de materiais sélidos,
tais como plantas, graos e animais. Estes organismos produzem eficientemente varios grupos
de enzimas, para degradar materiais solidos e utilizar os nutrientes para a sobrevivéncia (ITO
et al.,, 2011). Os fungos filamentosos tém um grande potencial para produzir compostos
bioativos por CES, e, portanto, estes micro-organismos sdo mais comumente utilizados para
este fim (NEE’NIGAM; PANDEY, 2009).
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Os fungos do género Rhizopus séo especialmente adequados para CES uma vez
que produzem proteinas altamente digestiveis e nenhuma substancia téxica (OLIVEIRA
etal., 2010). Os micro-organismos classificados como zigomicetas, da ordem Mucorales
pertencentes a este género sdo considerados os mais morfologicamente previsiveis dentro do
reino. Formam micélio cenocitico, apresentam rizoides para fixacéo ao substrato e reproducéo
assexuada e sexuada. Na reproducdo assexuada ha formacdo de esporangios (estruturas
constituintes dos esporos) e quando estes estdo maduros liberam os esporos que germinam e
formam novas hifas. Na reproducdo sexuada ocorre aproximacao de duas hifas de individuos
diferentes, as extremidades das mesmas se fundem originando um zigoto de parede espessa e
resistente, denominado zigospéro. O zigosporo, passado o periodo de dorméncia, sofre
meiose e germina originando um novo micélio (PITT; HOCKING, 1997).

Eles apresentam um metabolismo complexo e podem produzir uma variedade de
enzimas exocelulares que lhes permitem utilizar uma ampla variedade de nutrientes. Varias
espécies de Rhizopus sdo usadas para a producdo de alimentos e de bebidas fermentadas,
particularmente no Sudeste Asiatico. Além de outras aplicacGes industriais para producéo de
enzimas, incluindo as pectinases, amilases, celulases, proteases, e fitases, e metabolitos, tais
como etanol, acidos lactico e fumarico (LENNARTSSON; TAHERZADEH, 2014).

3.3 FARELO DE ARROZ

O arroz (Oryza sativa) € um dos cereais mais produzidos e consumidos no mundo,
constituindo o principal alimento para mais da metade da populagdo mundial. Segundo IBGE
(2015) a estimativa de producdo para a safra nacional de 2015, em uma area plantada de
2.290.877 ha, 2,8% inferior em relacdo a 2014, é de 12.261.607 toneladas e o rendimento
médio esperado de 5.391 Kg/ha, estdo maiores, respectivamente, em 0,9% e 4,2%, quando
comparados aos dados da safra anterior. A regido Sul é responsavel por 78,7% da producéo
nacional, sendo o Rio Grande do Sul, maior produtor, com 68,5% da producdo nacional do
cereal, o qual aguarda uma producdo de 8.396.348 toneladas, numa area a ser colhida de
1.122.046 ha e rendimento médio esperado de 7.483 kg/ha.

O arroz é uma importante fonte de energia com propriedades funcionais
versateis. Ha uma necessidade dos grdos serem submetidos ao processamento antes de
consumidos como alimento. Processamento de arroz envolve vérias etapas como a limpeza,

descasque, clareamento, polimentos e classificagdo. Estes processos produzem casca, arroz
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branqueado e farelo (GUL et al., 2015). O arroz branco é o principal produto de arroz
consumido no mundo, e sua producdo envolve acumulo de grandes quantidades de
subprodutos no processo de moagem. Cada 100 kg de arroz em casca geram cerca de
5a 10 kg de farelo, o qual tem utilizacdo convencional para alimentacdo animal e extracao de
6leo (BURLANDO; CORNARA, 2014).

O arroz descascado, integral, é submetido ao polimento, onde os grdos de arroz
sdo lixados por brunidores, méaquinas compostas por pedras abrasivas que giram em caixas
revestidas de chapas perfuradas, e retiram o pericarpo, o tegumento, a camada de aleurona e o
gérmen (embrido) e estes formam o farelo de arroz, restando o endosperma (grdo de arroz
polido) (LUKKAKULA,; LIMA; WALKER, 2004).

O farelo de arroz contém minerais como ferro, fosforo e magnésio, entre 11% e
13% de proteina bruta, cerca de 11,5% de fibras (SILVA; SANCHES; AMANTE, 2006) e
contém uma grande quantidade de nutrientes essenciais tais como minerais, vitaminas, fibras,
aminoacidos e antioxidantes (YOUNAS et al., 2011). Além disso, o farelo de arroz integral
contém 18-22% de 6leo, incluindo uma matriz de fitoquimicos bioativos, tais como orizanol,
fitoesterois, tocotriendis, acido fitico e o acido ferulico. No entanto, a composicao do farelo
varia com o tipo de arroz, as condicGes climaticas e os métodos de processamento de arroz
(GUL et al., 2015).

A ideia que associava coprodutos ou subprodutos agroindustriais a producdo de
racdo animal vem gradativamente sendo substituida, a medida que a comunidade cientifica se
interessa por estes produtos, como nutrientes de baixo custo para a composicdo de meios de
cultivo em pesquisas biotecnolégicas para a produgdo de produtos de alto valor agregado
(RAJAGOPALAN; HE; YANG, 2016).

3.3.1 Fosforo (P)

O fésforo é um elemento essencial para as plantas e animais. O fosforo participa
da formacdo de compostos ricos em energia para reagdes celulares na forma de ATP
(Adenosina trifosfato), forma 0ssos e dentes, entre outras fungdes (DE OLIVEIRA BRAGA,;
MENDONGCA, 2011). Em plantas, o P é encontrado em sementes, frutos e folhas como
fosforo inorganico (ortofosfato) ou formas organicas, incluindo fosfatos de inositol,
fosfolipidios e acidos nucleicos (SCHACHTMAN; REID; AYLING, 1998). E utilizado na

industria de fertilizantes e, devido ao pico de producéo global de fésforo previsto para ocorrer
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em 2030, tem-se buscado novas tecnologias para a reciclagem de fosforo dos residuos, aonde
se inclui o farelo de arroz como uma potencial fonte de fésforo (WATANABE et al., 2015).

O fosforo na forma inorganica é classificado como fosfato e pode apresentar-se
como PO4*, HPO,*, H,POy’, sendo estes facilmente extraiveis e prontamente disponiveis para
0 metabolismo biolégico sem necessidade de conversdes as formas mais simples
(McDOWELL et al., 2004).

O fdésforo estd presente no citoplasma em forma de fosfato inorgénico, o qual,
junto ao &cido carbénico, constitui 0 mais importante sistema tampdo na célula vegetal.
Fosfato inorganico esta prontamente disponivel para as plantas e animais, enquanto que as
formas organicas precisam ser mineralizadas antes da absorgdo, no trato intestinal para
animais, e nas raizes das plantas.

Em cereais e seus derivados, a diferenciacdo das fracdes organicas e inorganicas é
importante para estudos de nutricdo para avaliar a biodisponibilidade de fdsforo, o que
depende da sua forma quimica (ROCHA; ROCHA, 2013).

No farelo de arroz, o P é um dos principais minerais presentes e se apresenta em
formas inorganicas e organicas de compostos de fosforo, sendo o &cido fitico (fitato)
particularmente conhecido por ser um dos principais constituintes dos fosfatos organicos em
farelo de arroz. Segundo Erdman (1979) a estrutura do acido fitico pode ser caracterizada
como apresentado na Figura 1.

Figura 1 — Estrutura do &cido fitico

Fonte: ERDMAN (1979)

O &cido fitico contém em sua estrutura seis fosfatos ligados a um inositol, os quais
podem ser liberados do inositol e formar os fosforos inorganicos. Ele serve como um
composto de armazenagem de fosforo em sementes de plantas, bem como um antioxidante

natural devido a sua propriedade quelante em ferro e zinco, e também a sua capacidade para
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diminuir as atividades cataliticas de muitos metais de transicdo divalentes (CANAN, 2012).
Cerca de 80% do acido fitico no arroz estd concentrado no pericarpo e aleurona, como 0
farelo de arroz é constituido de pericarpo, aleurona e germe apresenta elevado teor de acido
fitico, proximo de 6,02% (CANAN et al., 2011).

As fitases formam um grupo de enzimas que catalisam a liberacdo sequencial de
fésforo oriundo da molécula de acido fitico, retirando os grupamentos ortofosfatos do anel
inositol do acido fitico para produzir fésforo inorgénico (Pi) (DEBNATH et al., 2005).

O farelo de arroz tem de 5,1% a 8,6% de fitato na sua composi¢ao, embora a
maioria dos demais cereais possua entre 1% e 2% de fitato. A utilizacdo do P dos alimentos
de origem vegetal pelos animais monogastricos estd diretamente relacionada com o contetido
de fitato, j& que o P ndo é utilizado por esses animais, devido a auséncia da enzima fitase no
seu trato digestivo (CONTE et al., 2002).

Os métodos relatados para a extracdo de fosfatos inorganicos incluem diferentes
acidos fortes diluidos e para a determinacdo de fdésforo total, é necessario proceder a
degradacdo da matéria organica, seguida da libertacdo de fosforo em forma de ortofosfato
(DANIELS; ZHU; ALEXANDRATOS, 2013; MATTIAZZO-PREZOTOO; DA GLORIA,
1990). As analises quimicas para determinacdo de fosfatos sdo mais abrangentes e englobam
métodos volumeétricos, gravimétricos, colorimétricos e cromatografia de ions, sendo os mais
utilizados os espectrofotométricos UV-Visivel (PARDO; RAURET; LOPEZ-SANCHEZ,

2004), por serem praticos, simples, precisos e baixo custo.

3.3.2 Lipidios

Os lipidios no arroz sdo classificados de acordo com sua estrutura quimica em
acilglicerdis, éacidos graxos livres, ésteres de cera, fosfolipidios, glicolipidios e
insaponificaveis (como y-orizanol, tocoferdis / tocotriendis e esqualeno). Lipidios estéo
concentrados principalmente no farelo de arroz (19,4-25,5%) (LIU et al., 2013).

Entre 90% e 96% dos lipidios componentes do 6leo de farelo bruto de arroz séo
materiais saponificaveis (triacilglicerdis, diacilglicerdis, monoacilglicerdis, acidos graxos
livres e ceras) e 3% a 5% sdo insaponificaveis (esterois, tocoferdis, tocotrienois, alcoois
triterpénicos). Dentre os acidos graxos do farelo de arroz, aproximadamente 47% s&o
monoinsaturados, 33% poli-insaturados e 20% saturados (GUL et al., 2015), destacando-se 0
palmitico (21% a 26%), linoléico (31% a 33%) e oléico (37% a 42%), e, devido ao seu alto
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contedo de &cidos graxos monoinsaturados e poli-insaturados, é considerado um Gleo
saudavel (LEMOS; SOUZA-SOARES, 2000).

Oleo de farelo de arroz ndo é somente nutritivo, mas também especial por conter
niveis elevados de componentes funcionais, como orizanol, vitaminas lipossolUveis, esterois e
outros nutrientes (LIANG et al., 2014).

H& uma tendéncia, nas éareas de nutricdo e bioquimica, de agrupar os &cidos
graxos insaturados em familias conhecidas como 6mega (®). Nessa classifica¢do, 0s acidos
linolénico, linoléico e oléico sdo enquadrados, respectivamente, nas categorias ®-3, ®-6 e
®-9. O &cido oléico destaca-se como um dos acidos graxos mais amplamente distribuido na
natureza, sendo encontrado praticamente em todos os 6leos e gorduras de origem animal e
vegetal. Sob o ponto de vista nutricional, os &cidos linoléico e linolénico sdo considerados
“acidos graxos essenciais” e como nao podem ser sintetizados pelo organismo humano devem
ser ingeridos atraves da dieta (PESTANA; MENDONCA; ZAMBIAZI, 2008).

OLIVEIRA et al. (2011) avaliaram o perfil lipidico do farelo de arroz integral
cultivado em intervalos de 24 h e os resultados mostraram que os lipidios totais diminuiram
de 20,4% para 11,2% no intervalo entre 0 h e 120 h de cultivo, sendo os &cidos oléico,
palmitico e linoléico predominantes, ocorrendo reducdo dos acidos graxos saturados (20%) e
aumento dos &cidos graxos insaturados (5%).

Os métodos descritos para determinar os lipidios de biomassa sdo semelhantes aos
empregados para outras matrizes e consistem em sua extracdo empregando solventes
organicos e sua conversdo em ésteres metilicos de acidos graxos, derivados volateis, que
podem ser analisados por cromatografia gasosa (DA SILVEIRA; OLIVEIRA; BADIALE-
FURLONG, 2010). Os métodos de extragdo com solventes organicos podem empregar calor,
a exemplo como extrator de Soxhlet, ou a frio, como € o caso dos métodos de Folch, Lees e
Stanley (1957) e do método Bligh e Dyer (1959).

A extracdo de lipidios € uma determinagdo importante em estudos bioquimicos,
fisioldgicos e nutricionais dos mais diversos tipos de alimentos e, portanto, deve ser realizada
com qualidade. Os procedimentos classicos idealizados por Soxhlet em 1879, com refluxo de
solvente por muitas horas, devem ser evitados, uma vez que favorecem as reacOes de
peroxidacdo e de hidrdlise, podendo comprometer resultados analiticos posteriores, como a
quantificacdo de certos componentes lipidicos (BRUM; ARRUDA, 2009).

O método com o extrator de Soxhlet é recomendado oficialmente para

determinacdo de lipidios em amostras de sélidos, no entanto OLIVEIRA (2009) utilizou
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apenas para estabelecer o rendimento de extracdo, o0 método ndo foi adotado para caracterizar
perfil lipidico, porque as altas temperaturas de extracdo poderiam favorecer alteracbes de
configuracdo dos acidos graxos, dificultando a distin¢do entre o efeito do cultivo e 0 método
de extracdo. Além disso, 0 método de Folch foi desenvolvido para extrair os lipidios a partir
de amostras com elevado teor de umidade, tais como a biomassa fungicas e tem a vantagem

de ser um processo a frio, 0 que preserva a composicao original dos acidos graxos.

3.3.2.1 Fosfolipidios

Fosfolipidios (PLs) sdo lipidios anfifilicos constituidos por fosfato ligado a
digliceridio, encontrados em membranas celulares vegetais e animal, e sdo extremamente
importantes para todos os organismos celulares. PLs na dieta tem efeitos benéficos sobre uma
série de doencas e condi¢cBes humanas, tais como doenca cardiaca coronariana, cancer ou
inflamacdo (KULLENBERG et al., 2012). Estes compostos também sdo importantes para a
qualidade e estabilidade de 6leos vegetais, embora boa parte deles seja retirada durante a
producdo dos 6leos comestiveis (NZAIl; PROCTOR, 1998).

Vérios PLs sdo agentes emulsificantes (composto que promove a dispersao
coloidal de um liquido em outro) e agentes surfactantes (composto que reduz a tensao
superficial de uma solucdo, como detergentes). Os fosfolipidios exercem essas funcdes, pois
sdo moléculas anfifilicas e apesar das diferencas estruturais, todos os fosfolipidios sdo
constituidos de “caudas” apolares alifaticas de acidos graxos e “cabegas” polares que contém
fosfato e outros grupos carregados ou polares (MOTTA, 2006).

PLs naturais podem ser classificados em duas categorias principais,
glicerofosfolipidios (GPLs, por exemplo, fosfatidilcolina ou lecitina na gema de ovo) e
esfingofosfolipidios (SPLS, por exemplo, esfingomielina, no cérebro e tecido neural). Até o
momento, apenas foram identificados GPLs nos grdos de arroz. GPLs consistem em &cidos
graxos esterificados a um esqueleto de glicerol, um grupo fosfato e um alcool (YOSHIDA
etal., 2011).

As propriedades de anfifilico e altamente ativo em superficies dos PLs, pode
influenciar significativamente as propriedades fisicas das emulsbes e espumas,
tecnologicamente importantes. Além disso, sdo capazes de formar estruturas supramoleculares
de automontagem, um componente-chave na nanociéncia para a separagdo de fases imisciveis,
vital para dispersbes de alimentos e formulacdes cosméticas. Por possuir propriedades

nutricionais e terapéuticas, sinergia entre tecnologia e fisiologia, ha interesse em fosfolipidios
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para a formulagéo de alimentos funcionais (PATINO et al., 2007).

Eles constituem uma das classes de lipidio em arroz, compreendendo até 10% do
conteudo total dele no grdo. Embora PLs sejam apenas um nutriente em quantidades menores
em comparacdo com amido e proteinas, eles possuem tanto valor nutricional e funcional (LI1U
etal., 2013).

Estudos enfatizando os teores de fosfolipidios durante cultivo em estado sélido de
matrizes oleaginosas sdo poucos frequentes, o Unico encontrado foi realizado por
Oliveiraetal. (2011) que registrou aumento nos teores de fosfolipidios em farelo de arroz

empregado como substrato para Rhizopus oryzae.

3.3.3 y-orizanol

No farelo de arroz é encontrado o y-orizanol, uma mistura de ésteres do acido
feralico com esterdis ou alcoois triterpénicos de plantas (SIRIPAIROJ; KAEWCHADA,;
JAREE, 2014), trata-se, portanto de um composto derivado do &cido ferulico, que € derivado
do acido hidroxicindmico (ANGELO; JORGE, 2007).

O y-orizanol exerce uma variedade de efeitos biologicos (SON et al., 2011)
ligados sempre a sua atividade antioxidante (NYSTROM et al., 2005; WINKLER-MOSER
etal., 2012), que previne principalmente a inibicdo de oxidacdo lipidica (JULIANO et al.,
2005; LERMA-GARCIA et al., 2009). Além disso, esta mistura de compostos tem-se
mostrado promissora no desenvolvimento de alimentos funcionais e aplicacdo industrial para
estabilizar dleos e gorduras (LERMA-GARCIA et al., 2009).

O y-orizanol foi primeiramente encontrado no 6leo de farelo de arroz em 1954,
Como foi isolado do 6leo obtido a partir do arroz (Oryza Sativa) e continha um grupo
hidroxila em sua estrutura, foi convenientemente chamado de orizanol. Trés anos apos a
identificacdo do orizanol, usando diferentes métodos de extracdo, foi verificado que
y-orizanol ndo era um composto Unico e sim um composto constituido por trés ésteres de
acido ferulico e de alcoois triterpénicos. Logo apos, foi identificado o cicloartenil ferulato e
em 1958 o 2,4-metileno cicloartanil ferulato e finalmente identificaram que o terceiro era uma
mistura dos outros dois (LEMUS et al., 2014). Desde entdo varios estudos foram realizados e
pelo menos 25 componentes de y-orizanol foram separados e caracterizados, sendo que cinco
deles representam cerca de 95% do conteido total de y-orizanol, incluindo

2,4-metileno cicloartenil trans ferulato (34%-44%), cicloartenil trans ferulato (19%-26%),
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campesteril trans ferulato (15%-23%), B-sitosteril trans ferulato (7%-17%), e estigmasteril
trans ferulato (1%-7%) (GOUFO; TRINDADE, 2014). As estruturas moleculares dos quatro

maiores componentes do y-orizanol estao representadas na Figura 2.

Figura 2 - Estrutura quimica dos quatro componentes majoritarios do y-orizanol (em
pontilhado a estrutura derivada do acido ferdlico)
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Fonte: LERMA-GARCIA et al. (2009)

O oleo de farelo de arroz bruto contém de 1% a 2% de y-orizanol (BITENCOURT
et al., 2016) e é considerado com potencial antioxidante devido a habilidade de doacdo do
hidrogénio do grupo fendlico do acido ferGlico (NYSTROM et al., 2005). Acido fertlico
esterificado com ester6is de plantas, como ¢ o caso do y-orizanol, aumenta o potencial
antioxidante promovendo acesso molecular a componentes hidrofébicos que sdo mais
susceptiveis a destruicdo celular oxidativa, pois o potencial antioxidante aumenta com a
extensdo da hidroxilacdo dos anéis aromaticos (GRAF, 1992).

O y-orizanol é soluvel em solventes organicos, sendo o hexano o preferencial para
a extragdo de y-orizanol a partir de farelo de arroz. No entanto, todos os componentes de
y-orizanol contém um grupo &lcool na porgdo de acido ferdlico, o que da origem a uma
percentagem relativamente elevada de polaridade, o que o torna também soltvel em solventes
mais polares, tais como isopropanol e acetato de etila. A polaridade do solvente de extracéo
pode afetar significativamente a extragdo de y-orizanol a partir de farelo de arroz. Outro fator
que interfere na eficiéncia da extracdo € a saponificacdo, a qual é importante para solubilizar
lipidios interferentes e separar a fracdo de maior interesse. No entanto, é necessario controle

da alcalinidade do processo para evitar que a ligacdo éster entre o &cido ferdlico e os
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componentes de triterpénicos seja clivada, resultando em decomposigdo do y-orizanol com
diminuicdo no rendimento de extracdo (DIACK; SASKA, 1994).

Heidtmann-Bemvenuti, Nora e Badiale-Furlong (2012) estudaram cinco métodos
de extra¢ao de y-orizanol em farelo de arroz e otimizaram o melhor método, no qual foi
obtido um elevado contetdo de y-orizanol (13,98 mg/g de amostra) utilizando as seguintes
condicdes de extracdo: 40 °C, 40 min e 75 mL de hexano:isopropanol (1:3).

Extragdo de lipidios com fluido supercritico vem sendo estudada como uma
alternativa a extracdo com solvente organico e tem se demonstrado como ideal para extracdo
(TOMITA et al., 2014). Xu e Godber (2000) compararam solventes organicos com dioxido de
carbono (SC-CO,) supercritico para extragdo de lipidios e y-orizanol a partir de farelo de
arroz. Dentre os solventes testados, a mistura de 50:50 n-hexano:isopropanol a 60 °C durante
45-60 min foi o melhor resultado para rendimento de y-orizanol (1,68 mg/g de farelo de
arroz). Sem saponifica¢do prévia, o rendimento do y-orizanol foi aproximadamente duas
vezes maior do que com saponificacdo. No entanto, utilizando SC-CO, o rendimento de y-
orizanol foi aproximadamente quatro vezes superior ao maior rendimento obtido por extracdo
com solventes organicos liquidos (5,39 mg/g de farelo de arroz). Extracdo supercritica com
dioxido de carbono ndo € toxica e nem inflamavel, e sua operacdo é simples, quando
comparados com os solventes de extracdo tradicionais, portanto a extracdo com diéxido de
carbono supercritico é ideal para indUstria de alimentos e farmacéutica.

O vy-orizanol apresenta uma solubilidade de aproximadamente 10% em
cloroférmio e 20% em metil-etil-cetona, no entanto é praticamente insoldvel em agua.
(CALHEIRQS, 2007).

Para determinac¢do do y-orizanol sdo mais utilizadas técnicas de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) e a espectrofotometria ultravioleta (UV)
(LERMA-GARCIA et al., 2009). O método de CLAE é preciso e eficiente, porém requer alto
custo da analise, enquanto a espectrofotometria € simples, pratica e barata, mas nem sempre
os resultados obtidos sdo confiaveis, pois pode sofrer interferéncia da matriz, levando a

resultados equivocados, em geral, por superestimacgédo (BUCCI et al., 2003).
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3.4 ANTIOXIDANTES

Antioxidante pode ser definido como uma familia heterogénea de moléculas que,
quando presente em baixas concentragdes em relacdo ao substrato oxidavel, atrasa
significativamente ou evita a oxidacdo. O termo "substrato oxidavel” inclui quase tudo
encontrado em alimentos e em tecidos vivos, incluindo proteinas, lipidios, carboidratos e
DNA (HALLIWELL et al., 1995).

Os antioxidantes sdo responsaveis pela inibicdo e reducdo de radicais livres nas
células (LIOCHEV, 2013) e para isso sdo necessarias algumas caracteristicas para ser
considerado um bom antioxidante, como possuir substituintes doadores de hidrogénio ou
elétrons ao radical, em funcdo de seu potencial de reducéo; ter a capacidade de deslocamento
do radical formado em sua estrutura e a de quelar metais de transi¢cdo implicados no processo
oxidativo; e ter acesso ao local de acdo, dependendo de sua hidrofilia ou lipofilia
(MANACH et al., 2004).

Frutas, vegetais e seus subprodutos ou residuos, gerados durante o processamento
dos mesmos na industria, sdo fontes de antioxidantes naturais. Os antioxidantes sintéticos
mais utilizados pela industria brasileira alimenticia sdéo o BHA (butil-hidroxianisol), BHT
(butil-hidroxitolueno) e TBHQ (terc-butilhidrogquinona), no entanto apesar de serem efetivos e
estaveis, tem despertado preocupacdo devido aos possiveis danos a salde
(CHANDRA et al., 2014).

Desta forma, ha interesse em se encontrar novos antioxidantes que sejam seguros
e provenientes de fontes naturais, reduzindo assim componentes sintéticos nos alimentos por
meio da associa¢do ou até mesmo a sua substituicdo. Portanto, coproduto como o farelo de
arroz vem sendo explorado como fonte alternativa para antioxidantes naturais (SCHMITH
etal., 2014; SUKHONTHARA; KAEWKA; THEERAKULKAIT, 2016).

Os ensaios de avaliacdo de capacidade antioxidante in vitro sdo classificados de
acordo com as reacdes envolvidas. Primeiro estdo os que se baseiam em transferéncia de
atomos de hidrogénio (TAH) e depois baseados em reacdes de transferéncia de elétrons (TE).
Ensaios baseados em TAH geralmente empregam um esquema de reagdo competitiva, em que
0 antioxidante e o substrato competem pelos radicais peroxil que s@o gerados termicamente
por meio da decomposicdo de azo-compostos. Os ensaios baseados em TE medem a
capacidade do antioxidante de reduzir o oxidante, que muda de cor quando reduzido. A
intensidade da mudanca de cor esta correlacionada com as concentragdes de antioxidantes na
amostra (RODRIGUEZ-AMAYA, 2010).
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Infelizmente, um Unico ensaio ndo € capaz de determinar a capacidade
antioxidante total de uma amostra (POWER; JAKEMAN; FITZGERALD, 2013), devido aos
multiplos mecanismos através dos quais um unico antioxidante pode atuar em um sistema, e a
sua diferente eficicia contra diversas fontes de radicais ou oxidantes. Ndo existe um método
oficial para determinacdo da atividade antioxidante, tendo em vista 0s varios mecanismos
antioxidantes que podem ocorrer e a diversidade de compostos com esta propriedade. A
literatura descreve varios métodos antioxidantes, cada um com um principio distinto que
utilizam radicais livres e/ou padrées diversos (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005).

3.4.1 Método do radical DPPH

O meétodo do radical DPPH é um dos ensaios mais utilizados para avaliar a
atividade antioxidante de alimentos e extratos de plantas, e consiste em avaliar a atividade
sequestradora do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH’), de coloragdo pdrpura, pelo
antioxidante. O DPPH" é reduzido formando 2,2- difenilpicril-hidrazina (DPPH-H), de
coloracdo amarela (violeta clara) e é observado o decréscimo da absorvancia (Figura 3)
(HERRERO et al., 2005). A partir dos resultados obtidos € determinada a porcentagem de
atividade antioxidante ou sequestradora de radicais livres e/ou a porcentagem de DPPH’
remanescente no meio reacional (SOUSA et al., 2007). A aplicacdo generalizada deste ensaio
pode ser atribuida a facilidade de execucdo, rapidez, reprodutibilidade e facilidade de uso a
temperatura ambiente, 0 que evita a degradacéo térmica (VILLARNO et al., 2007). O método é
influenciado pelo solvente e pelo pH das reagdes, entretanto é considerado estavel e Util para
determinagfes em compostos puros e amostras complexas (SUCUPIRA et al., 2012).

Figura 3 - Estabilizacéo do radical livre DPPH
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Fonte: RUFINO et al. (2007)

O método de sequestro do radical livre DPPH é amplamente utilizado para avaliar

rapidamente a capacidade de polifendis para transferir atomos de hidrogénio labeis aos
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radicais, sendo este um mecanismo provéavel da protecdo antioxidante (VILLANO et al.,
2007). Os resultados podem ser expressos em porcentagem de atividade antioxidante,
micromols de equivalentes de um padrdo utilizado ou ainda como Clsy (quantidade de um
antioxidante necessaria para reduzir em 50% a concentracdo inicial do DPPH) (BROINIZI
etal., 2007).

3.4.2 Método do ABTS

A captura do radical (2,2-azino-bis(ethylbenzo-thiazoline- 6-sulfonic acid)
diammonium salt) (ABTS) é um dos métodos mais utilizados para medir a atividade
antioxidante in vitro, a qual pode ser gerada através de uma reacdo quimica, eletroquimica ou
enzimatica. Com este método, pode-se medir a atividade de compostos de natureza hidrofilica
e lipofilica, além disso, é um dos métodos antioxidantes mais rapidos e que oferece resultados
reprodutiveis (KUSKOSKI et al., 2004).

Figura 4 - Estabilizac&o do radical ABTS por um antioxidante
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Fonte: MOON; SHIBAMATO (2009)

Esse método baseia-se na geracio do ABTS®", que apresenta cor azul esverdeado,
por meio da reacdo do ABTS com persulfato de potassio. Com a adi¢do de um antioxidante,
ocorre a reducdo do ABTS®*" a ABTS promovendo a perda da coloragio do meio reacional
(Figura 4). Com a perda de cor, a porcentagem de inibicdo do ABTS®" é determinada em
funcdo de um padrdo antioxidante comercial anadlogo a vitamina E (Trolox). O método €
aplicavel ao estudo de antioxidantes hidrossollveis e lipossollveis, compostos puros e
extratos vegetais (SUCUPIRA et al., 2012).
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3.4.3 Método do sistema p-caroteno/acido linoleico

O método da autoxidacdo do sistema beta-caroteno/acido linoleico foi
desenvolvido por Marco (1968) e modificado por Miller (1971). Esse método € amplamente
utilizado principalmente por nao recorrer a altas temperaturas, permitindo a determinagéo do
poder antioxidante de compostos termossensiveis.

O método é baseado em um ensaio espectrofotométrico, em meio emulsionado,
que avalia a atividade de inibicdo de radicais livres gerados durante a peroxidacdo do acido
linoleico, causada pela luz, calor e oxigénio (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006). A perda de
coloracdo da solucdo, passando da cor amarela intensa para amarelo claro, € lida em
comprimento de onda de 470 nm. Esta descoloracdo € ocasionada pela oxidacdo do
B-caroteno induzida pelos produtos da degradacdo oxidativa do acido linoleico (estruturas
radicais formadas pela oxidagdo do acido linoleico, que atuam sobre as duplas liga¢bes do
B-caroteno, levando & perda de seu cromoforo, resultando na descoloracdo do pigmento
caracteristico da solucdo). Quando antioxidantes estdo presentes no sistema, protegem o acido
linoleico, postergando a formacéo destes radicais. Pode-se realizar comparacgéo dos resultados
com padrdes sintéticos, como BHA, BHT e trolox, ou naturais, como &cido galico ou
quercetina (ALVES et al., 2010).

Este método, apesar dos inconvenientes como interferéncia de substancias
oxidantes ou redutoras do ensaio, ¢ amplamente usado, pois uma vez que ndo necessita de
elevadas temperaturas durante sua execucao, permite a determinacdo do poder antioxidante
em produtos termossensiveis (AMIN; NORAZAIDAH; HAINIDA, 2006).

3.4.4 Estabilidade oxidativa

Experimentos avaliando a atividade antioxidante em 6leos e gorduras tém sido
realizados por diversos pesquisadores. A maioria dos artigos publicados avalia extratos
naturais em Oleos comestiveis, com o0 objetivo de avaliar o potencial antioxidante,
submetendo o dleo a processos acelerados de oxidagdo (ANGELO; JORGE, 2008; RIBEIRO
etal., 2014).

Os metodos acelerados de determinagdo da estabilidade oxidativa surgiram a
partir de uma tentativa de predizer a vida Util de 6leos e gorduras, pois 0 acompanhamento das

alteracbes ocorridas nestes produtos, nas condi¢cbes de armazenamento, é lento e pode
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consumir grande quantidade de reagentes. A determinacdo da eficicia de um antioxidante
corresponde & medida do prolongamento do periodo de indugdo, ou seja, quanto tempo a mais
o lipidio sera resistente a oxidacdo devido a presenca do antioxidante, correspondendo ao
fator de protecdo do antioxidante ao 6leo.

Para acelerar a oxidacdo, os testes incluem elevacdo de temperatura, adicdo de
metais, aumento da presséo de oxigénio, estocagem sob luz e agitacdo (ANTONIASSI, 2001).
Dentre estes testes, pode-se utilizar a fotoxidacdo acelerada com radiacdo ultravioleta, pois a
mesma afeta de modo significativo a estabilidade dos alimentos fotossensiveis iniciando e
acelerando as reacdes de degradacéo fotoquimica (TOLENTINO, 2008).

Para avaliar a estabilidade oxidativa é necessario monitorar as alteracdes ocorridas
na amostra mediante determinacdo dos produtos priméarios de oxidagdo (os perdxidos) que
podem ser dados pelo indice de perdxidos e os produtos secundarios de oxidacdo (aldeidos,
cetonas, hidroxiacidos, hidrocarbonetos, polimeros) determinados pelo teste do 4cido
2-tiobarbitarico, indice de p-anisidina e teste de Kreis ou indice de ranco (SILVA; BORGES;
FERREIRA, 1999).
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ARTIGO 1. CULTIVO EM ESTADO SOLIDO POR Rhizopus oryzae EM FARELO DE
ARROZ: PERFIL DE ACIDOS GRAXOS E FOSFOLIPIDIOS
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RESUMO

As alteractes na fracdo lipidica decorrente do cultivo de Rhizopus oryzae em estado sélido no
substrato farelo de arroz integral foram avaliadas a partir da determinacdo do contetddo de
lipidios, fosfolipidios e perfil dos acidos graxos, além das trés formas de fosforos na
biomassa. Os resultados mostraram que o contetdo de lipidios aumentou no inicio do cultivo,
alcancando contetdo 17,3% maior em relacdo ao controle (O h) em 60 h de cultivo. Esta
mesma biomassa apresentou aumento de 29% no conteudo de fosfolipidios ap6s 12 h de
cultivo, seguida de reducéo. Na amostra controle (0 h) prevaleceram os acidos linolelaidico,
oleico e palmitico, com reducdo do oleico (15,5%) e aumento do linolelaidico (11,9%) em
84 h. Neste mesmo intervalo os acidos graxos essenciais (w6 e ®3) aumentaram em 13,3%. O
fésforo inorganico aumentou a partir de 12 h de cultivo e atingiu conteddo maior que o
organico com 36 h. Portanto, o cultivo em estado sélido de Rhizopus oryzae sobre o farelo de
arroz pode ser aplicado para a alteracdo do perfil dos acidos graxos essenciais e fosfolipidios.

Palavras-chave: Biomassa. Cromatografia gasosa. Fosforo inorgénico. Fragdo lipidica.

1 INTRODUCAO

O farelo de arroz € um coproduto obtido a partir das operacGes de beneficiamento
de arroz, proveniente das camadas de revestimento do gréo, germe e quantidades menores de
endosperma quebrado, que perfazem juntos 10% do total do grdo (POULARI et al., 2009).

No farelo de arroz estdo concentrados os lipidios, entre 19,4% e 25,5% (LIU, et
al., 2013), sendo que dele se obtém o 6leo que é considerado um dos mais valiosos e
saudaveis por conter vitaminas do complexo B, vitaminas E (a-tocoferol e tocotrienol),
vitamina K, y-orizanol e 4&cidos graxos (KHOEI, CHEKIN, 2016; LEMOS; SOUZA-
SOARES, 2000).

O farelo de arroz também é empregado como substrato para cultivo de fungos
filamentosos, os quais podem promover a disponibilizacdo de nutrientes ou producdo de
compostos de interesse para industrias alimenticias, farmacéutica, entre outras (MARTINS
etal., 2011; POULARI etal., 2010). Dentre os produtos comerciais obtidos por cultivo
fangico em farelo de arroz destacam-se o &cido lactico (WATANABE et al., 2013); biomassa
proteica (OSHOMA,; IKENEBOMEH, 2005); enzimas proteoliticas (ALI; VIDHALE, 2013),
celuloliticas (KUPSKI et al., 2015) e amiloliticas (GROVER; MANINDER; SARAO, 2013).

Oliveira et al. (2011) e Schimidt et al. (2014) empregaram farelo de arroz como
substrato para Rhizopus oryzae, de onde destacaram e verificaram alteracbes na
disponibilidade de lipidios, fosfolipidios, e &cidos fendlicos. Porém, estes autores ndo

exploraram a variacdo no perfil da fragdo lipidica, 0 que € um aspecto determinante para a
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indicacdo de aplicabilidade do processo de cultivo visando & obtencéo de insumos de interesse
industrial.

Para preencher esta lacuna, este trabalho avaliou o impacto do cultivo de Rhizopus
oryzae no perfil lipidico do farelo de arroz integral, bem como no contetudo de fosfolipidios e

as formas de fosforo na biomassa fungica.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL

O farelo de arroz integral (FAI) foi obtido de industria beneficiadora de arroz do
estado do Rio Grande do Sul, Brasil. As cepas de Rhizopus oryzae CCT 7560 foram
adquiridas do Banco de Culturas da Fundacdo Tropical André Tosello, Campinas, Brasil. O
padrdo de ésteres metilicos (Supelco® 37 Component FAME Mix) foi adquirido da Sigma
Aldrich, USA e o Fosfato de Potassio Monobasico P.A. ACS Anidro (grau de pureza > 99%)

da Vetec Quimica, Brasil.

2.2 CARACTERIZACAO DO FARELO DE ARROZ INTEGRAL (FAI)

O perfil granulométrico do FAI foi verificado em peneiras com aberturas de 1,67;
0,73; 0,50 e 0,39 mm, tomando-se 100 g de amostra como quantidade inicial. A composicao
proximal foi determinada segundo a AOAC (2000), especificamente a umidade (n° 934.01),
cinzas (n°900.02), proteinas (n° 955.04C; fator de conversdo 5,75), lipidios (n° 920.85) e

fibras bruta (n® 962.09). Os percentuais de carboidratos foram estimados por diferenca.

2.3 CULTIVO DE Rhizopus oryzae

As cepas de Rhizopus oryzae CCT 7560 foram mantidas em meio Agar
Batata-Dextrose (BDA) a 4 °C, os esporos foram propagados em meio BDA e incubados
durante 7 dias a 30 °C até esporulacao, para posterior utilizacdo no cultivo.

A suspensdo de esporos para o cultivo foi obtida a partir da adicdo de emulsdo
aquosa de Tween 80 (0,2%) na cultura do fungo e liberagdo dos esporos por raspagem com
alca Drigalski. A concentracdo dos esporos foi estimada por enumeracdo em cémara de

Neubauer.
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A geracdo de biomassa foi baseada no método descrito por Oliveira et al. (2010),
onde o FAI foi utilizado como substrato. O FAI foi distribuido em uma camada de 2 cm de
espessura em reatores de bandeja (12,5 x 12,5 x 5 cm®) e esterilizado. A massa de farelo
(100g) foi utilizada como base para a estimativa da quantidade de solucdo nutriente, agua
estéril e solucdo de esporos que foram adicionadas. A solucdo nutriente (2 g/L de KH,PQOy, 1
g/L de MgSO4 e 1,8 g/L de NH,CONH; em HCI 0,4 N) foi adicionada na proporgao de 45 mL
de solugo para 100 g de substrato e a suspenséo de esporos na concentragéo inicial de 4x10°
esporos/g de farelo. A umidade do meio foi ajustada para aproximadamente 50% com adicao
de agua estéril. Os reatores foram cobertos com gaze estéril, para permitir a aeracdo e evitar
contaminagéo, e mantidos em camara de cultivo a 30 °C durante 120 h. A amostra controle
(0 h) consistiu no FAI esterilizado, adicionado de solugdo nutriente e solucdo de esporos e
armazenado imediatamente a -18 °C, as demais amostras de biomassa foram retiradas em
intervalos de 12 h até completar 120 h de cultivo e mantidas a -18 °C para posteriores

determinagoes.

2.4 CARACTERIZACAO DA FRACAO LIPIDICA DA BIOMASSA

As biomassas flngicas coletadas ao longo do cultivo foram submetidas a extracéo
de lipidios segundo o método de Folch, Lees e Stanley (1957) seguindo-se a determinacdo de

fosfolipidios e o perfil de &cidos graxos.

2.4.1 Determinacdo de lipidios

A extracdo de lipidios foi realizada segundo o método de Folch, Lees e Stanley
(1957) com adaptacdes, onde foi adicionado 1 mL de KCI 0,88% em 1 g da amostra e
homogeneizado, ap6s foi agitada em banho ultrassénico por 5 min com 10 mL da mistura
cloroférmio:metanol (2:1) e centrifugada por 15 min. O sobrenadante foi separado e o
processo de extracdo por agitacao foi repetido mais 2 vezes. Os sobrenadantes foram filtrados,
e transferidos para um funil de separacdo. Foram adicionados 20 mL de KCI 0,88% seguido
por agitacdo manual. A fase inferior foi coletada e homogeneizada com 10 mL da solugdo de
cloroformio:metanol (2:1) por duas vezes. A fase organica separada foi filtrada em sulfato de
sodio anidro e submetida & evaporacdo do solvente. O residuo foi pesado para quantificar o

conteudo de lipidios.
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2.4.2 Determinacéo de fosfolipidios

A determinacdo de fosfolipidios foi realizada conforme Esteves, Goncalves e
Barrera-Arellano (1995) com adaptacdes, aos lipidios extraidos (aproximadamente 0,1 )
foram adicionados 0,40 g de MgO e estes foram secos em estufa a 110 °C até absor¢do da
amostra pelo MgO. Apds, o conteudo foi incinerado em bico de Bunsen, seguindo para mufla
a 800 °C até peso constante. As cinzas foram diluidas em 40 mL de &gua destilada e 20 mL de
acido sulfdrico 1 M, apo6s a mistura foi transferida para baldo volumétrico de 100 mL e
aferido volume com &gua destilada (solucdo analitica). Para a determinacdo de fosfolipidio,
foram transferidas aliquotas das solucGes analiticas para bal6es volumétricos de 100 mL,
conforme a diluicdo necessaria da amostra (volumes de aliquotas utilizados: 15, 20, 30, 35 e
40 mL), adicionado 20 mL da solucdo de molibdato e completado volume do baldo com agua
destilada. Para o branco, em um bal&o volumétrico de 100 mL foram adicionados 20 mL da
solucdo de molibdato, 0,40g de MgO, 20 mL de acido sulfdrico 1 M e completado volume
com &gua destilada. A mistura e o branco foram aquecidas a 90 °C por 30 min e resfriadas
para posterior quantificacdo colorimétrica do fosforo (fosfolipidio), a qual foi realizada em
espectrofotdbmetro em comprimeto de onda 800 nm. A curva padrdo de fésforo (PO,) (0,1 a

1,25 pg/mL) foi usada para estimativa da concentracdo dos fosfolipidios.

2.4.3 Perfil dos &cidos graxos

Na fracdo lipidica extraida das biomassas e do controle também foi verificada a
composic¢do dos &cidos graxos por cromatografia gasosa. Os lipidios foram esterificados pelo
método adaptado de Metcalfe, Schimtz e Pelke (1966). A esterificacdo consistiu na
saponificacdo com KOH 0,5 M em metanol e a reacdo de esterificacdo com metanol foi
catalisada pelo trifluoreto de boro. O solvente foi evaporado e a amostra solubilizada em
diclorometano para analise por cromatografia gasosa.

Para separar e quantificar a mistura de acidos graxos esterificados, foi empregado
Cromatdgrafo a gas (Shimadzu 2010 Plus), equipado com injetor split/splitless, coluna capilar
RTX®-1 (30 m x 0,25 mmID x 0,25 um) e detector de ionizacdo de chama (FID). O gés de
arraste foi hélio em uma vazéo de 1,25 mL/min. As temperaturas do injetor e do detector
foram ajustadas para 260 °C, sendo o volume injetado de 1 pL. As condi¢Bes cromatograficas
de separagéo foram temperatura inicial da coluna 50 °C, elevando-se para 200 °C em uma

taxa de 6 °C/min, permanecendo nesta temperatura por 4 min. Na segunda rampa de
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temperatura a taxa de aumento foi de 2 °C/min até 240 °C, permanecendo por 10 min. A
comparacdo dos tempos de retencdo com padrbes de ésteres metilicos foi usada para
identificacdo do perfil de acidos graxos das amostras e quantificados pela normatizacédo das

areas.

2.5 DETERMINACAO DE FOSFORO ORGANICO, INORGANICO E TOTAL

Para a determinacdo de fosforo total foram pesadas 300 mg de amostra das
biomassas e estas foram digeridas em forno de micro-ondas (Multiwave 3000, Microwave
Sample Preparation System, Anton Paar, Graz, Austria) em frascos de PTFQ (HF-100)
contendo 6 mL de HNO;3; concentrado. A programacdo de temperatura foi realizada com
poténcia de 1400 W, rampa de 10 min, temperatura de 210 °C por 20 min de permanéncia e
no segundo passo 0s mesmos parametros por mais 20 min.

Ap6s a digestdo, as amostras foram diluidas em HNOj3; 5%, para posterior
quantificacdo por espectrometria de emissao Optica com plasma indutivamente acoplado
(ICP OES), utilizando vista axial de observacdo do equipamento (modelo Optima 4300 DV,
Perkin Elmer, Shelton, USA). A introducdo das amostras no espectrdmetro foi realizada
empregando um nebulizador GemCone e uma camara de nebulizagéo ciclonica. As condigdes
de operac¢do do equipamento foram: poténcia 1400 W; vazao do gés principal 15 L/min; vazao
gas auxiliar 0,2 L/min; vazao nebulizador de gas 0,7 L/min e comprimento de onda 214,9 nm.
O plasma foi formado a partir de argdnio (White Martins, Sdo Paulo, Brazil), com pureza de
99,9%.

A extracdo do fosforo inorganico (forma livre) foi realizada em 1 g de biomassa,
adicionados 50 mL de &cido cloridrico 1 M e agitacdo orbital a 220 rpm por 3 h. Apos, foi
centrifugada e filtrada a solucédo para baldo de 50 mL e ao final completado volume do baldo
com agua destilada. Para quantificacdo do fosforo, foram transferidas aliquotas do extrato (1,
2 ou 13 mL) para um erlenmeyer, adicionada uma gota de fenolftaleina e titulado com NaOH
3 M até cor levemente rosa. O extrato alcalino foi transferido para um baldo volumétrico de
25 mL, adicionado 5 mL do reativo vanadato molibdato e completado volume do baldo com
agua destilada. O branco foi preparado substituindo as aliquotas do extrato por dgua destilada.
As solucdes foram homegenizadas, aguardados 10 min para completo desenvolvimento da
cor, leitura em espectrofotdbmetro comprimento de onda de 420 nm e para quantificacdo foi

utilizada uma curva padréo de fosforo (0 a 30 ug/mL). O fosforo organico foi determinado
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pela diferenca do fdsforo total e inorganico.

2.6 ANALISE ESTATISTICA

Para avaliar as significancias dos efeitos das varidveis dependentes (lipidios,
fosfolipidios, fosforos e acidos graxos) no decorrer do cultivo (variavel independente) foi
empregada a analise de variancia (ANOVA), seguido pelo teste de diferencas de médias
Tukey, utilizando o Software Statistica 6.0. Diferencas com um valor de probabilidade de
p<0,05 foram consideradas significativas e todos os dados foram apresentados como média +

desvio padréo.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 CARACTERIZACAO GRANULOMETRICA DO FAI
O FAI obtido da industria apresentou 46,1% das particulas com tamanhos
menores que 0,39 mm (Tabela 1) e 14,4% de graos inteiros, quebrados e cascas de arroz,

sendo estes tamanhos de particulas maiores que 0,73 mm.

Tabela 1 — Distribui¢cdo do tamanho das particulas no farelo de arroz
Tamanho das
particulas

Média (g)* Descrigdo Rendimento (%)

Graos e casca de

Maiores que 1,67 mm 0,59 + 0,06 o 0,6
arroz inteiros
Entre 1,67¢073mm  13,67+071  Créosecascade 13,8
arroz quebrados
Entre 0,73e 0,50 mm 13,22+ 2,00 Casca de arroz fina e 13,3
farelo
Entre 0,50 e 0,39 mm 26,06 + 11,53 Farelo 26,2
Menores que 0,39 mm 45,68 + 13,57 Farelo 46,1

*Valores expressos como médias + D.P (n=3). D.P = Desvio padréo.

A amostra de farelo de arroz fornecida pela indastria apresentou somente 85,6%
de farelo de arroz, e o restante da amostra analisada apresentou casca e graos de arroz. 1sso

pode ocasionar baixo rendimento de extracdo se a amostra for utilizada para extracdes de
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compostos de interesse que estdo concentrados no farelo e ndo nas cascas e grdos, como € o
caso dos lipidios (MARCHEZANLL; DE AVILALL, 2008). Isso sugere que seria
interessante rever o processo de separacdo do farelo durante o beneficiamento de arroz para
tornar o coproduto mais uniforme e adequado para diferentes técnicas de valoracédo dele.

Em cada tamanho de particula foram determinados os contetdos de lipidios
(Figura 1).

Figura 1 - Contetdo de lipidios em diferentes tamanhos de particulas
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As particulas maiores do farelo de arroz apresentaram os menores conteldos
lipidicos e nas particulas menores que 0,39 mm maior contedo de lipidios, sendo o menor
conteudo verificado nas particulas maiores que 1,67 mm.

Para o cultivo, foi padronizado o farelo de arroz contendo 40% dos tamanhos de
particulas menores que 0,39 mm, 25% de particulas com tamanho entre 0,50 e 0,39mm, 25%
particulas com tamanho entre 0,73 e 0,50 mm e 10% particulas com tamanho entre 1,67 e
0,73 mm. Os tamanhos das particulas utilizados para o cultivo foram definidos levando em
consideracdo o conteudo lipidico e estudos que demostraram que particulas de dimensGes
maiores resultam em um efeito positivo sobre a produgdo de biomassa e substratos com
particulas menores proporcionam uma area de contato maior entre o fungo e o substrato,

favorecendo o seu crescimento, no entanto somente particulas pequenas podem causar a
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compactacdo e a formacdo de aglomerados, o que resulta na diminuicdo de transferéncia de
oxigénio, afetando a respiracdo e o desenvolvimento dos fungos (MEMBRILLO et al., 2011,
SCHMIDT; BADIALE-FURLONG, 2012). Em vista destas informacdes, a utilizacdo de
diferentes porcGes granulométricas pode propiciar um maior crescimento de Rhizopus oryzae
em farelo de arroz integral. Fato importante quando se pretende explorar o processo de cultivo

para producédo de insumos ou compostos com valor funcional.

3.2 COMPOSICAO PROXIMAL DO FAI

Com a granulometria padronizada, foram determinados 0s macrocomponentes
umidade 11,2% + 0,29, cinzas 10,0% * 0,52, fibras 6,5% + 4,11, lipidios 17,9% + 5,75,
proteinas 13,0% + 4,29 e carboidratos 41,3% + 3,01. O contetudo de umidade e cinzas sdo
semelhantes aos encontrados por Oliveira et al. (2010). No entanto, o contetdo de fibras,
lipidios e proteinas foram menores, isso se deve ao fato de que o farelo de arroz é um
coproduto agroindustrial e, portanto sua composic¢ao quimica depende de fatores associados a
variedade e aos aspectos agronémicos, como tipo de solo, clima, qualidade da matéria-prima
utilizada, bem como o processo de beneficiamento, fazendo-se sempre necessario
experimentos envolvendo farelo de varias procedéncias para aprofundamento do
conhecimento das condi¢des que afetam o crescimento fungico.

Com esta composicado o farelo resultante pode ser empregado como substrato para
cultivo de Rhizophus oryzae, pois 0s macronutrientes sdo suficientes para a geracdo de

biomassa fungica apds a complementagdo com micronutrientes minerais.

3.3 FRACAO LIPIDICA

Os fungos sintetizam lipidios para atender suas funcGes basicas e formacdo de
membranas celulares, embora algumas espécies possam acumular lipidios gerando biomassa
com até 20% deles (CHEIRSILP; KITCHA, 2015; DEY et al., 2011; LIN et al., 2010;
RATLEDGE; WYNN, 2002).

O conteudo total de lipidios na biomassa foi avaliado no decorrer do cultivo
fangico (Figura 2), verificando-se que ocorreu aumento nos niveis de lipidios extraiveis pela
mistura de cloroférmio:metanol, com maior conteido (19,0 %) em 60 h de cultivo, que

representou um aumento de 17,3% em relacdo ao conteddo lipidico do tempo zero.
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Figura 2 - Conteudo lipidico na biomassa durante o cultivo
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O aumento lipidico, nos substratos cultivados, pode ocorrer através de uma via
direta de conversdo da biomassa lignocelulésica, por um conjunto de enzimas celuloliticas,
em acucares e consequentemente lipidios podem ser desenvolvidos (CHEIRSILP; KITCHA,
2015).

3.3.1 Fosfolipidios

Devido as suas propriedades nutricionais e tecnologicas os fosfolipidios foram
determinados ao longo da formacdo da biomassa nos intervalos do experimento (Tabela 2).

Nas primeiras 12 h de cultivo houve aumento significativo de 29% de
fosfolipidios, e este foi reduzindo a partir de 24 h chegando ao final do intervalo de cultivo
com 0,13 mg/g biomassa (45,8% de reducdo em relacdo ao controle).

A reducdo dos fosfolipidios na biomassa apds 96 h acompanhou o comportamento
verificado na determinacdo do teor de lipidios totais (Figura 2) bem como ocorreu um
aumento dos teores de fosforo inorganico (Figura 3) que pode ser fosfato proveniente dos
fosfolipidios.



Tabela 2 - Fosfolipidios na biomassa durante o cultivo

Tempo de cultivo

Fosfolipidios (mg/g

Fosfolipidios (mg/g

(h) biomassa) lipidios)

0 0,24 + 0,01 1,49 + 0,08"
12 0,31+ 0,032 1,97 + 0,05
24 0,20 + 0,01 1,09 + 0,02
36 0,22 + 0,01 1,17 + 0,07
48 0,22 + 0,02° 1,20 + 0,06
60 0,21 + 0,01° 1,11 + 0,06
72 0,26 + 0,02% 1,72 +0,07°
84 0,24 + 0,02 1,50 + 0,12
96 0,19 + 0,01 1,31 + 0,07
108 0,18 + 0,00% 1,26 + 0,01
120 0,13 + 0,00° 0,94 + 0,05°
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Letras iguais sobrescritas na mesma coluna indicam que nédo ha diferenca significativa (p>0,05).

Valores expressos em base seca e como médias + D.P (n = 3). D.P = Desvio padrao

Obtencéo de fosfolipidios € interessante para industria, pois por serem anfifilicos
e altamente ativos em superficies, podem influenciar significativamente nas propriedades
fisicas das emulsdes e espumas, além de formar estruturas supramoleculares de
automontagem, um componente-chave na nanociéncia para a separacdo de fases imisciveis,

vital para dispersdes de alimentos e formulacdes cosméticas (PATINO et al., 2007).

3.3.2 Perfil acidos graxos

Dos 37 &cidos graxos (AGs) analisados nos lipidios da biomassa (Tabela 3), na
amostra controle (0 h) os principais AGs encontrados foram: 40,2% de linolelaidico
(C18:2n6t), 33,6% oleico (C18:1n9c) e 20,2% de palmitico (C16:0).

O percentual de &cido palmitico ndo foi alterado durante o intervalo de cultivo
estudado. No entanto, o acido oleico reduziu em 15,5% e o linolelaidico aumentou em 11,9%
no intervalo de 84 h. Silveira, Oliveira e Badiale-Furlong (2010) observaram que ap6s 72 h de
fermentacdo dos farelos de arroz e trigo com 0 mesmo micro-organismo, ocorria um aumento

nos teores dos acidos palmitico e linoleico.



Tabela 3 — Perfil dos acidos graxos em cada tempo de cultivo

Acidos graxos

Tempo de cultivo (h)

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120
14:0 0,3+0,0° 0,3+0,0*° 0,2+#0,0° 0,2+0,0°  0,1+0,0° 0,1+0,0° 0,1+0,0° 0,1+0,0° 0,1+0,0° 0,1+0,0°  0,1+0,0°
16:0 20,240,5° 20,3+0,5* 21,2+12® 20,1+0,3* 20,6+0,2® 23,0+#4,8® 19,3+0,7%° 18,4+0,3"° 19,5+0,3* 19,3+11* 19,2+0,3
16:1 0,1+0,0°® 0,1+0,0® 0,1+0,0 0,1+0,0  0,1+0,0° 0,1+0,0¢ 0,1+0,0° 0,1+0,0° 0,1+0,0  0,2+0,0*°  0,1+0,0®
18:0 0,1+0,0° 0,1#0,0° 0,5+0,0° 0,7+0,0® 0,7+0,0® 0,8+0,0° 0,7+0,0° 0,5+0,0° 0,8+0,1* 0,7+0,1*®  0,7+0,0®
18:1n9¢ 33,6+0,1° 32,8+0,1* 31,5+0,1° 30,7+0,1° 30,0+0,4°® 29,9+0,2% 29,5+0,3° 28,4+0,1" 31,1+0,7° 29,7+0,1% 29,8+0,3*
18:1n9t n.d. n.d. n.d.c 0,3+0,1°  0,1#0,0° 0,240,0® 0,2+0,0® 0,2+0,0* 0,2+0,0° 0,1+0,0°  0,1%0,0°
18:2n6¢ 0,7+0,0°  0,6+0,0® 0,4+0,0° n.d.? n.d. 0,1+0,0° n.d.? n.d. n.d. n.d.? n.d.
18:2n6t 40,2+0,2° 40,3+0,2% 40,8+0,8% 41,8+0,6°® 42,0+0,2°® 44,0+0,8® 43,0+0,0™ 45,0+0,5% 42,2+0,8"¢ 43,6+0,8% 43,3+0,2%°
18:3n6 0,6+0,0° 0,6+0,0° 0,5+0,0° 0,5+0,1*° 0,4+0,0° 0,5%0,1° 0,6+0,0° 0,5+0,1*® 0,5+0,0° 0,5%0,1°  0,5+0,1°
18:3n3 1,840,0° 1,840,0° 2,240,1% 2,3+0,0° 2,240,009 2,5+0,1° 2,4+0,0 2,8+0,1*® 2,1+0,0° 2,24+0,1%  2,1+0,0°
20:3n6 n.d. nd®  <0,1+0,0° nd®  <0,1#0,0® <0,1+0,0® <0,1+0,0® 0,1+0,0° <0,1+0,0® <0,1+0,0® <0,1+0,0®
20:3n3 0,5+0,0° 0,5+0,0° 0,4+0,0° 0,6+0,0® 0,6+0,0° 0,7+0,1*° 0,6+0,0° 0,7+0,0° 0,6+0,0° 0,6+0,0° 0,6+0,0%
20:4n6 0,9+0,2° 0,9+0,2* 0,740,1*° 0,9+0,0°  0,9+0,0° 1,0+0,2* 0,9+0,0*° 1,0+0,0° 0,8+0,0°  0,9+0,1°  0,9+0,0°
20:5n3 nd. nd. n.d. nd. 0,5+0,1° 0,4+0,1*° 0,5+0,1* 0,3+0,1*° 0,3%0,1*  0,3+0,0*  0,6%0,2°
23:0 0,4+0,0° 0,440,0° 0,4+0,1® 0,6+0,0® 05+0,0® 0,6+0,1® 0,6+0,0° 0,6+0,0° 0,5+0,0® 0,6+0,1® 0,6+0,0°
24:0 nd. nd. n.d. nd. <0,1+0,0* 0,1+0,0*° 0,1+0,0° <0,1+0,0° 0,1+0,0° 0,1+0,0°  0,1+0,0°
24:1n9 0,7¢0,1° 0,7¢0,1° 0,8+0,2® 1,2+402® 12+0,0® 1,2+03® 14+0,0* 1,2+0,0° 1,2+01* 1,3+0,3* 1,3+01®
SFA 21,0+0,1® 21,040,2® 22,4+0,3® 21,6403 22,0+0,3" 24,5+0,3" 20,8+0,2° 19,7+0,1° 21,0+0,2® 20,7+0,4® 20,6+0,2®
MFA 34,540,1% 33,7+0,2* 32,4402 32,3+0,2° 31,4+0,4% 31,3+0,5* 31,1+0,3" 29,9+0,1° 32,5+0,8" 31,3+0,2% 31,3+0,2
PUFA 44,6+0,3" 44,6+0,2" 452+1,0° 46,1405 46,6+0,4 493+12* 481+0,1" 50,4+0,6° 46,5+0,7°" 48,2+1,0™ 48,1+0,1*
PUFA/SFA 2,1+0,1%® 2,1+0,1® 2,0+0,2° 2,1+0,1® 2,1+0,0° 2,1+04%® 23+0,1® 26+0,1° 2,2+0,0° 2,3+0,2®  2,3+0,0%
w6 42,3+0,3% 42,3+0,1° 42,5+0,9 432+0,5*% 43,3+0,3"" 456+0,9° 44,5+0,1%° 46,6+0,5° 43,5+0,8" 451+0,9% 44,8+02®
w3 224017 22+01" 2,6+0,1 29+0,1% 3,2+02° 37+0,3" 3501 3,8+0,1* 3,0£0,1°® 3,1+0,1°® 3,3+0,2%
w6/w3 18,9+0,4° 18,9+0,5° 16,1+0,3° 14,8+0,5* 13,5+0,8°® 125+0,7% 12,7+0,3% 12,3+0,3° 14,4+0,8"" 14,4+0,2°" 13,6+0,8°®
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Valores expressos como médias + D.P. Os valores em cada linha com a mesma letra sobrescrita ndo sdo diferentes significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05), onde
cada 4cido graxo foi comparado em diferentes tempos de cultivo. D.P = desvio padréo, n.d. = ndo detectado, SFA= 4cido graxo saturado, MFA= acido graxo monoinsaturado,
PUFA= &cido graxo poli-insaturado.
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No estudo de Oliveira et al. (2011), os AGs predominantes foram 0s mesmos
identificados neste estudo, no entanto ndo foi observada alteracdo no contetido dos &cidos
oleico (C18:1) e palmitico (C16:0) durante o biocultivo. Os autores verificaram também um
aumento de 10% do acido linoleico (C18:2), sem diferenciar o é&cido linoleico do
linolelaidico, os quais sdo diferentes pela isomeria cis e trans, embora os AGs naturais
apresentem predominantemente isomeria cis, alguns AGs insaturados de vegetais e
micro-organismos podem apresentar isomeria trans. Alguns AGs poli-insaturados podem ser
mistos, isto €, apresentar isomeros cis e trans na mesma molécula (DE SOUZA;
MATSUSHITA; VISENTAINER, 2012).

Um aspecto interessante na alteracdo do perfil de AG foi a reducdo dos AGs
saturados em 6,2% e aumento de 13% dos poli-insaturados em 84 h. Fato que se torna
interessante para recomendacdo do emprego de fermentacdo prévia na elaboracdo de
formulacGes alimenticias, pois 0s AGs poli-insaturados tendem a abaixar o nivel sanguineo de
colesterol, enquanto que os saturados a elevar (SCHERR et al., 2014).

A relacdo de poli-insaturados/saturados aumentou de 2,1 para 2,6, reforcando a
importancia da fermentacdo para melhorar o aporte nutricional de AG, pois conforme o
Departamento de Salde da Inglaterra relagdes maiores que 0,45 sdo recomendadas para
prevenir doencas cardiovasculares.

Outro indicador importante para beneficio da satde é a razdo de ®6/®w3
(recomendado de 4:1 a 10:1). Com o processo de cultivo esse indicador diminuiu em 34,9%
chegando ao valor da razdo de 12,3, estando ainda acima do recomendando. Essa reducédo na
razdo de w6/w3 se deve ao aumento dos acidos alfa-linolénico (C:18:3n3) em 55,6%,
eicosatriendico (C:20:3n3) em 40% e a producdo do eicosapentaenoico (EPA) (C:20:5n3), o
qual s6 foi identificado a partir de 48 h.

A elevada producdo do alfa-linolénico também é importante, pois 0 mesmo é
precursor na biossintese do EPA e docosa-hexaenoico (DHA), 0s quais sdo necessarios para a
formagdo de membranas bioldgicas, a retina, a cortex cerebral, tecido nervoso, testiculos e
plaquetas sanguineas, portanto estes AGs sao indispensaveis para o equilibrio metabolico (DE
SOUZA; MATSUSHITA; VISENTAINER, 2012).

Para Oliveira et al. (2011) as alteragdes no perfil do AGs estdo relacionadas com
Rhizopus oryzae em resposta as condi¢des de fermentacdo, pois o farelo de arroz integral
contém seus lipidios e estes atuam induzindo o metabolismo fungico durante a producéo de
biomasssa. As células microbianas geralmente expressam alteragdes fisiologicas em resposta

as alteracBes no ambiente, isso foi mostrado por Oda et al. (2003) quando dois grupos de 15
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estirpes de Rhizopus oryzae foram cultivadas em um meio liquido para analisar os produtos
metabdlicos e foi verificado aumento de AG insaturados promovido pela adi¢do de carbonato

de calcio para neutralizar o acido produzido.

3.4 FOSFORO TOTAL, ORGANICO E INORGANICO

Além do fosforo total na fragdo lipidica (fosfolipidios) também foi avaliado o
fosforo total e inorgénico (livre) durante o tempo do biocultivo (Figura 3).

O farelo de arroz contém naturalmente formas inorgénicas e organicas de
compostos de fosforos, e o acido fitico (fitato) que é particularmente conhecido por ser um
dos principais constituintes dos fosfatos organicos em farelo de arroz, que fica demonstrado
pelo conteddo de fosforo organico (indisponivel) no tempo 0 h (controle) 18,8 mg/g

(Figura 3), correspondendo com 92% do fosforo total presente no farelo de arroz.

Figura 3 - Fosforo total, inorganico e organico durante o cultivo
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Em cereais e seus derivados, o aumento do fosforo inorgénico € importante para
melhorar a biodisponibilidade do fésforo para animais monogastricos (CONTE et al., 2002).
A partir de 12 h de cultivo a biomassa apresentou um aumento estatisticamente significativo

(p<0,05), e em 36 h de cultivo os teores de fosforo inorganico foram maiores que o fosforo
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organico. No entanto, em 48 h de cultivo houve aumento de fdsforo total, que pode ter sido
decorrente de erro de andlise, o qual impactou no fosforo orgénico, por ser estimado pela
diferenca entre o fosforo total e o inorgénico. Ao final do cultivo o fésforo inorganico
representou 70% do fdsforo total. Neste estudo, o fungo Rhizopus oryzae mostrou-se
promissor para aumentar o teor de fosforo disponivel, provavelmente devido a producéo da
enzima fitase que atua hidrolisando os fitatos presentes no farelo e liberando o fdosforo
(BOHN; MEYER; RASMUSSEN, 2008).

Oliveira et al. (2010) em estudo de cultivo de farelo de arroz com o fungo
Rhizopus oryzae, verificou que o contelddo de &cido fitico apds 24 h de cultivo reduzia
significativamente (55% a 66%) em relagdo ao inicio da fermentacgdo, devido a producdo da

enzima fitase pelo meio.

4 CONCLUSAO

Os resultados mostraram que o processo de cultivo em estado sélido promoveu
aumento de 17,3% nos lipidios totais em 60 h de cultivo, 29% nos fosfolipidios nas primeiras
12 h que foram reduzindo com a continuidade do cultivo. Em 84 h de cultivo os AGs
saturados reduziram em 6,2% e os insaturados aumentaram em 13%. O fdsforo organico
diminuiu em 45,7% e o inorgénico aumentou de 8% para 70% ao final do cultivo. Portanto, o
cultivo do Rhizopus oryzae pode ser aplicado para alteracdo do perfil de lipidios e
fosfolipidios nas suas primeiras horas de formacdo da biomassa fungica, com destaque para

aumento dos &cidos graxos essenciais e da disponibilidade de fosforo.
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ARTIGO 2. EXTRACAO DE y-ORIZANOL DO FARELO DE ARROZ: EFEITO DO
TAMANHO DE PARTICULA
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RESUMO

A reducdo do tamanho da amostra pode facilitar a extracdo de compostos fitoquimicos. Neste
trabalho foi avaliado o efeito do tamanho das particulas do farelo de arroz integral no
rendimento de extracdo do composto y-orizanol e suas caracteristicas. A extracdo do
y-orizanol foi realizada com solventes hexano e isopropanol e quantificacdo por método
espectrofotométrico. Os extratos de y-orizanol foram caracterizados em relacdo aos seus
componentes majoritarios em CLAE-UV e a capacidade antioxidante verificada pelo
consumo do radical livre DPPH®. O rendimento do y-orizanol variou de 0,10 a 1,54 mg/g de
farelo, sendo 0 maior rendimento obtido em particulas menores que 0,39 mm. A presenca dos
componentes majoritarios do y-orizanol (cicloartenil ferulato, 2,4-metileno cicloartenil
ferulato, campesteril ferulato, B-sitosteril ferulato) nos extratos foi confirmada e verificada
diferencas nos perfis destes componentes em funcdo dos diferentes tamanhos de particula. O
extrato de y-orizanol obtido das particulas com tamanhos entre 0,73 e 1,67 mm demonstrou
maior inibicdo especifica do radical DPPH (6,7%) e Clso de 6,63 pg/mL. Quando o tamanho
da particula é reduzido, a superficie de acesso para o solvente de extracdo é aumentada
resultando na maior extragdo de y-orizanol, no entanto o extrato das particulas maiores foi
mais eficiente como antioxidante.

Palavras-chave: Antioxidante. CLAE-UV. Fitoquimico. Inibi¢do. Rendimento de extracéo.

1 INTRODUCAO

A grande quantidade de coprodutos, gerados nas agroindustrias, despertam o
interesse em explora-los para a obtencdo de fitoquimicos e antioxidantes, sendo de extrema
importancia a utilizacdo dos coprodutos das agroindustrias de forma eficiente, para agregar
valor a estes, e diminuir o impacto ambiental. O interesse por alimentos naturais tem
demandado pesquisas para identificacdo de antioxidantes naturais com foco em sua extracao.

Na cadeia produtiva do arroz (Oryza sativa), um dos cereais mais produzidos e
consumidos pela populagdo mundial, encontra-se uma quantidade elevada de coprodutos.
Cada 100 kg de arroz em casca geram cerca de 5 a 10 kg de farelo, o qual tem utilizacdo
convencional para alimentacdo animal e extracdo de 6leo (BURLANDO; CORNARA, 2014).

No entanto, o farelo de arroz é uma fonte rica em 6leo, que devido a sua fracao
insaponificavel com antioxidantes como y-orizanol, confere ao 6leo de arroz uma maior
resisténcia a oxidagdo e a deterioragdo. O y-orizanol, um exemplo de composto natural e
antioxidante, que pode ser extraido do farelo de arroz, € uma mistura de ésteres do acido
feralico e exerce fungdes na reducdo do colesterol (CICERO; GADDI, 2001), sendo
anticancerigeno (YASUKAWA et al., 1998), anti-inflamatério (ISLAM et al., 2008),
antidiabético (SON et al., 2011) e antioxidante (WINKLER-MOSER et al., 2012).
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O potencial antioxidante do y-orizanol é devido a habilidade de doagdo do
hidrogénio do grupo fendlico do acido fertlico (NYSTROM et al., 2005). Acido ferdlico
esterificado com ester6is de plantas, como ¢ o caso do y-orizanol, aumenta o potencial
antioxidante promovendo acesso molecular a componentes hidrofébicos, pois o potencial
antioxidante aumenta com a extenséo da hidroxilacdo dos anéis arométicos (GRAF, 1992).

A eficiéncia dos processos de extracdo sélido/liquido € afetada por parametros
criticos de processamento, tais como a temperatura, natureza do solvente, a estrutura de
matriz solida (principalmente tamanho de particula) e tempo de extracdo (FRANCO et al.,
2007).

Os antioxidantes sdo responsaveis pela inibicdo e reducdo de radicais livres nas
células (LIOCHEV, 2013), e para isso sdo necessarias algumas caracteristicas para ser
considerado um bom antioxidante, como possuir substituintes doadores de hidrogénio ou
elétrons ao radical, em funcdo de seu potencial de reducdo; ter a capacidade de deslocamento
do radical formado em sua estrutura e a de quelar metais de transi¢cdo implicados no processo
oxidativo; e ter acesso ao local de agéo, dependendo de sua hidrofilia ou lipofilia (MANACH
etal., 2004).

Este trabalho teve como objetivo avaliar o rendimento de extra¢ao do y-orizanol
nos diferentes tamanhos de particulas do farelo de arroz integral e caracterizar os extratos em
relacdo ao perfil dos componentes majoritarios e suas propriedades antioxidantes.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIAL

O farelo de arroz integral (FAI) foi obtido de indUstria de processamento de arroz
na regido Sul do estado do Rio Grande do Sul, Brasil.

O padrdo de 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) foi adquirido da Sigma
Aldrich, USA e o padrao de y-orizanol da Wako Chemicals, USA (pureza>98%).

2.2 CARACTERIZACAO DO FARELO DE ARROZ INTEGRAL (FAI)

Para obtencdo dos diferentes tamanhos de particulas do farelo de arroz, o0 mesmo

foi classificado em peneiras com tamanhos de aberturas 0,73 mm, 0,50 mm, 0,39 mm e
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menores que 0,39 mm, respectivamente. Uma peneira com abertura de 1,67 mm foi acoplada

acima das demais peneiras para reter particulas maiores que 1,67 mm.

2.3 EXTRACAO DE y-ORIZANOL

A extrag¢@o do y-orizanol foi realizada, em farelo de arroz nas diferentes fracOes
granulométricas, a partir de 10 g da amostra e adicdo de 50 mL de &gua destilada, seguido da
adicdo de 2 g de acido ascorbico. A mistura foi agitada em vortex e incubada em banho maria
a 40 °C por 40 min. A seguir, foram adicionados 75 mL da mistura dos solventes hexano e
isopropanol na proporcdo 1:3 e agitado em vortex por 30 s, centrifugado por 15 min a
3200 x g. Apds, foram separadas as camadas organicas em um funil de separagcdo. Os
precipitados foram re-extraidos com mais 10 mL da mistura dos solventes hexano e
isopropanol na proporcdo 1:3 e 0 processo, a partir da agitacdo em vortex, foi repetido
(HEIDTMANN-BEMVENUTI; NORA; BADIALE-FURLONG, 2012). As fases organicas
foram combinadas e transferidas para secagem em cépsulas de porcelana em estufa a 60 °C, e
o extrato contendo o y-orizanol pesado, para avaliar a sua massa.

Para quantificagdo do y-orizanol, foi realizada diluicdo do extrato em isopropanol
e leitura em espectrofotdbmetro em comprimento de onda de 326 nm (LILITCHAN et al.,
2008), empregando curva de calibracdo com concentracdes padrdo de y-orizanol entre
3 e 20 pg/mL.

2.3.1 Perfil dos componentes majoritarios do y-orizanol

A confirmagdo dos componentes majoritarios do y-orizanol foi realizada em
cromatografo liquido de alta eficiéncia com detector ultravioleta (CLAE-UV) utilizando-se o
padrdo do y-orizanol (30 pg/mL) e os extratos do farelo de arroz (30 pg/mL), diluidos em
isopropanol, nas mesmas condi¢des de Paucar-Menacho et al. (2007). A elui¢do dos
componentes da mistura foi realizada com acetonitrila:metanol:isopropanol 50:45:5 (v/viv)
com fluxo de 1,0 mL/min, usando como fase estacionaria a coluna C18 (10 um) 250 x 4,6 mm
e a deteccgdo foi realizada em comprimento de onda de 315 nm. Os quatro picos majoritarios
correspondem, respectivamente, ao cicloartenil ferulato, 2,4-metileno cicloartenil ferulato,

campesteril ferulato e B-sitosteril ferulato.
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2.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A capacidade antioxidante dos extratos de y-orizanol obtidos do farelo de arroz
em diferentes tamanhos de particulas (3 fracdes granulométricas) foram verificadas pelos
métodos de captura do radical livre DPPH’, no qual o consumo do radical livre DPPH" pelos
extratos de y-orizanol foi determinado a partir do decréscimo da unidade de absorvancia. As
medidas foram realizadas em espectrofotometro UV-Vis em comprimento de onda de 515 nm.
Aos tubos contendo 3,0 mL da solucdo metandlica de DPPH (5,2.10° mol/L) foram
adicionados 0,5 mL de metanol (controle) e 0,5 mL dos antioxidantes: extratos de y-orizanol
(5, 10 e 25 pg/mL) e padrdo de y-orizanol (5, 10 e 25 pug/mL), para obter as concentracfes
utilizadas os extratos e o padrdo foram diluidos em isopropanol. A mistura reativa
permaneceu em temperatura ambiente, sem a incidéncia de luz e a mudanca de cor violeta
para amarela foi medida apds 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150 e 180 min de reacdo (HERRERO
et al., 2005). A capacidade de sequestrar radical livre foi expressa como percentual de
inibicdo especifica (IE) (% inibi¢do/Ugorizanot) € foi calculada conforme Equacdo 2, através da
razdo entre o percentual de inibicdo de oxidacdo do radical (1) calculado pela Equacdo 1 e a

concentragdo do y-orizanol.

I = [(AbSDppH — AbSExt) / AbSDppH] *100 (1)

Em que Abspppy é a absorvancia da solucdo de DPPH (controle) e Absg € a

absorvancia da solugéo de DPPH com os extratos de y-orizanol.

IE = 1/ Concentragdo do y-orizanol (2
Os valores de Clsp, definida como a concentragdo de antioxidante requerida para

sequestrar 50% dos radicais DPPH" para os extratos de y-orizanol, foram calculados a partir

da equacdo da reta. Para determinar a equacdo da reta (Equacao 3) as absorvancias obtidas das

diferentes diluicdes dos extratos foram plotadas no eixo Y e diluicdo dos extratos de

y-orizanol (pg/mL) no eixo X.

y=-ax+b 3)

Onde y € a absorvéncia inicial do controle dividido por 2, e x € a Clsp (ug/mL).
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2.5 ANALISE ESTATISTICA

Para avaliar as significancias das diferencas das variaveis dependentes (y-orizanol,
componentes majoritarios do vy-orizanol e atividades antioxidantes) promovidas pelas
diferentes granulometrias do farelo de arroz e tempo de reagdo (varidveis independentes) foi
utilizada anélise de variancia (ANOVA), seguido pelo teste de diferengas de médias Tukey,
utilizando o Software Statistica 6.0. Diferencas com um valor de probabilidade de p<0,05
foram consideradas significativas, e os dados foram apresentados como média * desvio

padréo.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 y-ORIZANOL

O rendimento de y-orizanol do farelo de arroz nas diferentes granulometrias

variou de 0,10 a 1,54 mg/g de farelo (Figura 1).

Figura 1 - Rendimento de y-orizanol nas diferentes fracdes granulométricas
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O maior rendimento na extracdo do y-orizanol foi obtido na fracdo do farelo de
arroz contendo particulas com granulometria inferior a 0,39 mm e nas fragbes com particulas
de tamanho entre 0,73 e 1,67 mm obtiveram-se as menores quantidades. O aumento do
rendimento de y-orizanol com a diminuicdo da granulometria esta de acordo com Pinelo et al.
(2007) e Wanyo, Meeso e Siriamornpun (2014), os quais mostraram que ao reduzir o tamanho
da amostra pode-se aumentar a extracdo de certos compostos bioativos. O rendimento de
1,54 MQorizanol/ Orarelo Verificado na fragdo granulometria inferior a 0,39 mm foi semelhante ao
rendimento obtido no estudo de Xu e Godber (2000), no qual foi avaliada a eficiéncia de
extragdo de y-orizanol a partir de farelo de arroz e o melhor resultado para rendimento foi de
1,68 MQorizanol/Gtarelo © CONCeNtracao de 11,8 Mgorizanol/extrato-

O aumento do rendimento de extragdao do y-orizanol com a diminuigdo da
granulometria da particula pode estar associado ao fato de que a superficie de acesso €
aumentada e, consequentemente, 0 acesso do solvente de extracdo também, resultando na
maior extragdo de y-orizanol. A difusdo da superficie do solido é relatada como sendo uma
das principais etapas limitantes na extracdo sélido/liquido (VANDENBURG et al., 1997),
sendo que a resisténcia a difusdo intraparticula é geralmente menor para particulas menores,
devido o seu caminho de difusdo ser mais curto. Portanto, esses fatores contribuiram para

melhor eficiéncia de extragao do y-orizanol nas fragdes de particulas menores.

3.1.1 Perfil dos componentes majoritarios

Os componentes majoritarios do vy-orizanol foram avaliados nos diferentes
tamanhos de particulas e pode-se verificar que estdo presentes nos extratos de todas as
amostras com 0s mesmos tempos de retencao do padrao (Figura 2).

Os quatro picos majoritarios correspondem, respectivamente, ao cicloartenil
ferulato, 2,4-metileno cicloartenil ferulato, campesteril ferulato e P-sitosteril ferulato. O
composto 2,4-metileno cicloartenil ferulato foi predominante nas amostras, e segundo Goufo
e Trindade (2014) o composto 2,4-metileno cicloartenil ferulato representa de 34% a 44% da
composicdo do y-orizanol, seguido do cicloartenil ferulato (19%-26%), campesteril ferulato
(15%-23%), B-sitosteril ferulato (7%-17%), e estigmasteril ferulato (1%-7%).
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Figura 2 - Cromatograma do y-orizanol padrdo e dos extratos dos diferentes tamanhos de
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Além da confirmacdo da presenca dos componentes majoritarios nos extratos de
y-orizanol, também foi avaliado o perfil destes componentes (Tabela 1) nas amostras obtidas

nas diferentes fragdes granulométricas do farelo de arroz.

Tabela 1 - Perfil dos componentes majoritarios do y-orizanol nas fracdes granulométricas
do farelo de arroz

Tamanhos de  Cicloartenil 2,4-metileno Campesteril  B-sitosteril
particulas ferulato  cicloartenil ferulato  ferulato ferulato
(mm) (%) (%) (%) (%)
Entre 1,67 € 0,73 19,8 +0,2° 445 + 0,4° 19,6 +0,2° 16,2 + 0,5°
Entre 0,73 0,50 20,3 +0,1° 43,0+0,6° 19,8 +0,2° 16,9 + 1,0°
Menores de 0,39 20,8 + 0,0° 423+0,2° 21,0+ 0,12 15,9 + 0,2°

Resultados expressos como média + desvio padrdo. Letras sobrescritos diferentes na mesma coluna indicam

diferenca significativa (p<0,05)

Dos 4 componentes majoritarios do y-orizanol avaliados nos extratos, o
2,4-metileno cicloartenil ferulato apresentou-se em maior quantidade (42,3% a 44,5%),
seguido do campesteril ferulato (19,6% a 21,0%), cicloartenil ferulato (19,8% a 20,8%) e
[B-sitosteril ferulato (15,9% a 16,2%). Os compostos do y-orizanol, cicloartenil ferulato,
2,4-metileno cicloartenil ferulato e campesteril ferulato, apresentaram diferenca significativa
nas diferentes fragdes granulométricas. Nas particulas com tamanho entre 1,67 mm e 0,73 mm
0 composto 2,4-metileno cicloartenil ferulato foi encontrado em um percentual de 5,2% maior

que a fracdo de particulas menores que 0,39 mm, e os compostos cicloartenil ferulato e
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campesteril ferulato 5,1% e 7,1%, estavam respectivamente, menores em relacdo a fracdo de

particulas menores que 0,39 mm.

3.2 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Um dos métodos mais usados para verificar a capacidade antioxidante consiste em
avaliar a atividade sequestradora do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH"), de
coloragdo purpura, pelo antioxidante. O DPPH’' ¢é reduzido formando 2,2-
difenilpicril-hidrazina (DPPH-H), de coloracdo amarela (HERRERO et al., 2005). Esse
método apresenta vantagens quando os antioxidantes analisados sdo mais sollveis em
solventes organicos e, consequentemente, 0s processos oxidativos ocorrem na fracédo lipidica
(LIMA, 2008). As concentracGes dos extratos e padrGes para determinacdo da atividade
antioxidante foram baseadas na literatura e em testes prévios, nos quais foi avaliada a
capacidade de atuacédo do antioxidante em concentragdes crescentes.

Os resultados de inibicdo do radical livre DPPH estdo apresentados (Tabela 2)
como percentual de inibicdo especifica, pois foram utilizadas concentracdes diferentes do
y-orizanol, sendo da fracdo com particulas de tamanho entre 1,67 e 0,73 mm 5 pg/mL e as

demais 25 pg/mL.

Tabela 2 — Percentual de inibicdo especifica (% inibi¢do/Ugorizanol) do radical livre DPPH
no periodo de 0 a 180 min
Tamanho de Tempo (min)

particula (mm) 0 15 30 45 60 90 120 150 180
Entre1,67€0,73 6,7° 55 67° 66° 64 63 61° 61° 6,0°
Entre0,73€050 2,00 2,0*° 20* 21* 20 20* 20° 20 20°
Menores0,39  0,9* 09*° 10* 10* 1,0° 10 09 10° 1,0°
Padréo 03 04 04 04 02° 03 03° 03* 03"

Os valores estdo demonstrados como média (n=3). Letras sobrescritas iguais na mesma linha indicam que

ndo héa diferenca significativa (p>0,05)

Todos os extratos do y-orizanol apresentaram uma capacidade de sequestrar o
radical DPPH" maior que o padrdo de y-orizanol. O extrato bruto foi mais eficaz do que o
padrdo como antioxidante, pois nele estdo presentes outras formas quimicas que atuam

sinergicamente na captura do radical livre. As pesquisas estdo focadas na identificacdo de
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compostos com atividade antioxidante provenientes de fontes naturais, que possam atuar
sozinhos ou sinergicamente com outros aditivos, para serem empregados como alternativa
para previnir a deterioracdo oxidativa de alimentos e para limitar o uso dos antioxidantes e
agentes conservadores sintéticos (HEMEDA,; KLEIN, 1990; OLIVEIRA et al., 2007).

Os extratos de y-orizanol provenientes das menores fracbes granulométricas do
farelo de arroz apresentaram as menores atividades antioxidantes especificas (entre 0,9% e
2,0%), pois por proporcionar uma area de superficie maior as suas paredes celulares sofreram
maior dano estrutural durante o brunimento (JENG et al., 2013), promovendo a oxidacao de
compostos fendlicos.

A quantidade de extrato necessaria para decrescer a concentracdo inicial de DPPH
em 50% (Clsp) € uma informacdo importante para posterior aplicacdo do antioxidante e esta

apresentada na Tabela 3.

Tabela 3 — Clsg dos extratos de y-orizanol das diferentes
fragbes granulométricas

Fracdes granulométricas Clso (Mg/mL)
Entre 1,67 e 0,73 6,63
Entre 0,73 e 0,50 21,69

Menores 0,39 36,63
Padréo 79,67

Cls = concentragdo de antioxidante requerida para sequestrar 50% dos radicais DPPH’

A Clso do extrato da fracdo com particulas de tamanho entre 1,67 e 0,73 mm
(6,63 pg/mL) foi 5,5 vezes menor em relacdo a fracdo com particulas menores que 0,39 mm
(36,63 pg/mL). O valor de Clso do extrato da fracdo com particulas de tamanho entre 1,67 e
0,73 mm (6,63 pg/mL) foi inferior ao encontrado no estudo de Heidtmann-Bemvenuti (2014),
aonde o Clsg foi de 29 pg/mL, empregando o extrato obtido da fracdo granulométrica inferior
que 0,73 mm do farelo de arroz.

O excelente resultado antioxidante apresentado pelo extrato obtido das particulas
de maior granulometria pode estar relacionado ao fato do composto antioxidante néo ter sido
submetido a condigdes draticas de brunimento e aumento consequente de temperatura.
Também a presenca de casca de arroz nessa fragdo, a qual possui um mecanismo antioxidante
de defesa proprio para proteger o gréo de arroz do estresse oxidativo (RAMARATHNAM et
al., 1988).
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Alguns estudos demonstram que a atividade antioxidante do vy-orizanol é
influenciada pela sua composicao, assim a maior atividade do extrato da fracdo com particulas
de tamanho entre 1,67 e 0,73 mm pode ser atribuida ao perfil dos componentes majoritarios,
pois 0 componente 2,4-metileno cicloartenil ferulato apresentou-se em quantidade cerca de
5% maior nessa fracdo. Xu, Hua e Godber (2001) avaliaram o poder dos componentes do
y-orizanol sobre a oxidacgdo do colesterol, encontrando maior efetividade de inibi¢do para o
2,4-metileno cicloartenil ferulato quando comparado ao cicloartenil ferulato e campesteril
ferulato. No estudo de Yagi e Ohishi (1979) a oxidacéo do &cido linoléico sob irradiacdo UV
foi mais efetivamente inibida pelo 2,4-metileno cicloartenil ferulato e campestril ferulato do

que pelo cicloartenil ferulato.

4 CONCLUSAO

A separacdo granulométrica das fragdes do farelo de arroz promoveu aumento no
rendimento e alteracdo no perfil do y-orizanol. Fracdo granulométrica inferior que 0,39 mm
propiciou maior rendimento de extragdo do y-orizanol (1,54 mg/g) e alteragdes no perfil dos
componentes majoritarios. O extrato obtido da fracdo com particulas de tamanho entre 1,67 e
0,73 mm continha 2,4-metileno cicloartenil ferulato em 5,2% maior em relacdo ao extrato da
fracdo granulométrica inferior que 0,39 mm. Este também foi o mais eficiente na atividade
antioxidante, com uma inibicdo especifica estimada para inibicdo do radical DPPH de 6,7% e
um Cls de 6,63 pg/mL.
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ARTIGO 3. CULTIVO DE Rhizopus oryzae EM FARELO DE ARROZ E SEU EFEITO NO
CONTEUDO E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO y-ORIZANOL
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do cultivo em estado solido com Rhizopus oryzae
em farelo de arroz integral no conteddo do y-orizanol e sua atividade antioxidante. O
y-orizanol foi extraido com solventes orgénicos e seus extratos caracterizados em relacdo aos
seus acidos graxos, os quais foram identificados em CG-DIC e seus componentes majoritarios
em CLAE-UV. A capacidade antioxidante dos extratos foi verificada pelo consumo do radical
livre DPPH®, capacidade de captura do radical ABTS®", inibicdo da reacdo de auto-oxidagio
do B-caroteno e reducdo de oxidacdo em sistema lipidico. Com o processo de cultivo a
concentragdo do y-orizanol aumentou em 51,5% em 48 h de cultivo (20,52 mg/g), com
aumento dos &cidos graxos poli-insaturados em 5,7%. A presenca dos componentes
majoritarios do y-orizanol (cicloartenil ferulato, 2,4-metileno cicloartenil ferulato, campesteril
ferulato, B-sitosteril ferulato) nos extratos foi confirmada bem como a alteragdo no perfil
destes componentes. O extrato de y-orizanol obtido da biomassa fungica de 72 h demonstrou
a maior inibicdo do radical DPPH (59,0%), e o0 extrato de 96 h inibiu em 90,5% a oxidacao
em sistema de emulsdo -caroteno/acido linoleico e reduziu em 30% os indicadores quimicos
de oxidacédo no azeite de oliva. Com isso, 0 processo de cultivo propicia, além do aumento no
conteido de y-orizanol, melhorias nas propriedades funcionais do farelo, podendo ser
aplicado na industria alimenticia.

Palavras-chave: Biomassa. Cultivo em estado sélido. Oxidacdo. 2,4-metileno cicloartenil
ferulato.

1 INTRODUCAO

A procura dos consumidores por alimentos naturais tem limitado a utilizacdo de
métodos tradicionais para controlar a degradacdo oxidativa a partir de radicais livres, tais
como antioxidantes sintéticos (MOO-HUCHIN et al., 2015), demandando pesquisas para
identificacdo de novos antioxidantes que sejam seguros e provenientes de fontes naturais,
reduzindo assim componentes sintéticos nos alimentos por meio da associa¢do ou até mesmo
a sua substituicdo (SCHMITH et al, 2014; SUKHONTHARA; KAEWKA,
THEERAKULKAIT, 2016).

Dentre os compostos fendlicos estdo os acidos fenolicos, que podem se apresentar
da forma livre ou ligada (SOARES, 2002). Um exemplo desse composto presente no farelo de
arroz é o vy-orizanol, uma mistura de ésteres do &cido feralico com ester6is ou &lcoois
triterpénicos de plantas (SIRIPAIROJ; KAEWCHADA; JAREE, 2014), o qual exerce uma
variedade de efeitos bioldgicos (ISLAM et al., 2008; SON et al., 2011). Além disso, esta
mistura de compostos mostrou-se promissora para o desenvolvimento de alimentos funcionais
e para estabilizar 6leos e gorduras (LERMA-GARCIA et al., 2009).
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No entanto, a maioria dos compostos fendlicos com atividade antioxidante em
plantas se encontram ligados de forma covalente a um polimero insolGvel (NIWA;
MIYACHI, 1986), sendo necessario um tratamento eficaz para liberar esses compostos.
Dentre estes tratamentos podem ser usados, processos fisicos (WANYO; MESSO;
SIRIAMORNPUN, 2014) ou biol6gicos, sendo o cultivo em estado sélido amplamente
utilizado como forma de disponibilizar compostos funcionais (SCHMIDT et al., 2014),
empregando principalmente fungos filamentosos néo toxigénicos, especialmente os do género
Rhizopus, por produzirem proteinas altamente digeriveis e nenhuma substancia toxica
(OLIVEIRA et al., 2010).

Portanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia do cultivo em
estado sélido do Rhizopus oryzae em farelo de arroz integral sobre a disponibilidade de
y-orizanol e seu perfil em componentes majoritarios e acidos graxos, bem como suas

propriedades antioxidantes.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL

O farelo de arroz integral (FAI) foi obtido de indUstria beneficiadora de arroz
situada no sul do Rio Grande do Sul, Brasil. As cepas de Rhizopus oryzae CCT 7560 foram
adquiridas do Banco de Culturas da Fundacdo Tropical André Tosello, Campinas, Brasil. O
padrdo de ésteres metilicos (Supelco® 37 Component FAME Mix) foi adquirido da Sigma
Aldrich, USA e o padrao de y-orizanol foi obtido da Wako Chemicals, USA (pureza > 98%).

2.2 CARACTERIZACAO DO FARELO DE ARROZ INTEGRAL (FAl)

A padronizagdo da granulometria das particulas do farelo de arroz para utilizacéo
no cultivo foi realizada conforme trabalho anterior (Dados ndo publicados). A composi¢éo
proximal foi determinada segundo a AOAC (2000): umidade (n° 934.01), cinzas (n° 900.02),
proteinas (n° 955.04C; fator de conversao 5,75), lipidios (n° 920.85) e fibra bruta (n° 962.09).
Os percentuais de carboidratos foram estimados por diferenca.
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2.3 CULTIVO DE Rhizopus oryzae

As cepas de Rhizopus oryzae CCT 7560 foram mantidas em meio Agar Batata-
Dextrose (BDA) a 4 °C e os esporos foram propagados em uma emulséo aquosa de Tween 80
(0,2 %), e novamente inoculados em meio BDA durante 7 dias a 30 °C até a esporulagdo, para
posterior utilizagdo no cultivo.

A suspenséo de esporos para o cultivo foi obtida a partir da adi¢cdo de emulséo
aquosa de Tween 80 (0,2 %) na cultura do fungo e liberacdo dos esporos por raspagem com
alca Drigalski. A concentracdo dos esporos foi estimada por enumeracdo em camara de
Neubauer.

O FAI foi utilizado como substrato, cuja granulometria foi padronizada em
particulas menores que 0,39 mm - 40%; 0,50 e 0,73 mm - 25% cada e 1,67mm - 10%, apds
distribuido em wuma camada de 2 cm de espessura em reatores de bandeja
(12,5 x 12,5 x 5 cm®) e esterilizado. A massa de 100 g de farelo foi utilizada como base para
0 célculo da quantidade de solucdo nutriente, agua estéril e solucdo de esporos que foram
adicionados. A solucdo nutriente (2 g/L de KH,PO,4, 1g/L de MgSO, e 1,8 g/L de
NH,CONH, em HCI 0,4 N) foi adicionada na proporcéo de 45 mL de solugédo para 100 g de
substrato, e a suspensdo de esporos na concentragéo inicial de 4 x 10° esporos/g de farelo. A
umidade do meio foi ajustada para aproximadamente 50% com adicdo de agua estéril. Os
reatores foram cobertos com gaze estéril, para permitir a aeracdo, e mantidos em camara de
cultivo a 30 °C durante 120 h. Para o ponto controle (tempo 0 h), o FAI foi esterilizado e
recebeu adicdo das solucdes nutriente e de esporos e armazenado imediatamente a -18 °C. As
demais amostras de biomassa foram retiradas em intervalos de 24 h até completar 120 h de

cultivo e mantidas a -18 °C para posteriores extracdes (OLIVEIRA et al., 2010).

2.4 DETERMINACAO DE LIPIDIOS

As biomassas flngicas coletadas ao longo do cultivo e antes do inicio do processo
de cultivo foram submetidas a extracdo de lipidios segundo o método de Folch, Lees e Stanley
(1957) com adaptagOes, onde foi adicionado 1 mL de KCI 0,88% em 1 g da amostra e
homogeneizado, apos foi agitada em banho ultrassonico por 5 min com 10 mL da mistura
cloroférmio:metanol (2:1) e centrifugada por 15 min. O sobrenadante foi separado e o

processo de extracdo foi repetido mais 2 vezes. Os sobrenadantes foram filtrados, e
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transferidos para um funil de separagdo. Foram adicionados 20 mL de KCI 0,88% seguido por
agitacdo manual. A fase inferior foi coletada e homogeneizada com 10 mL da solugdo de
cloroférmio:metanol (2:1) por duas vezes. A fase organica separada foi filtrada em sulfato de
sodio anidro e submetida a evaporagdo do solvente. O residuo foi pesado para quantificar o

contetdo de lipidios.

2.5 EXTRACAO DE y-ORIZANOL

A extragdo do y-orizanol foi realizada nas biomassas em todos os tempos de
cultivo (0, 24, 48, 72, 96 e 120 h), a partir da amostra (10 g), suspensa em agua destilada
(50 mL) seguido da adicdo de acido ascérbico (2 g). A mistura foi entdo agitada em vortex e
incubada em banho maria a 40 °C por 40 min. Foram adicionados solventes hexano e
isopropanol na proporc¢do 1:3 (75 mL) e agitado em vortex por 30 s, centrifugado por 15 min
a 3200 x g. Apos, foram separadas as camadas organicas em um funil de separacdo. Os
precipitados foram re-extraidos com os solventes hexano e isopropanol na propor¢do 1:3
(10mL) e o processo a partir da agitacdo em vortex foi repetido (HEIDTMANN-
BEMVENUTI; NORA; BADIALE-FURLONG, 2012). As fases organicas foram combinadas
e transferidas para secagem em cépsulas de porcelana em estufa a 60 °C e o extrato contendo
o y-orizanol pesado para quantificar o seu contetdo e posteriormente calcular a concentracao
de y-orizanol.

Para quantificagdo y-orizanol, foi realizada diluicdo do extrato em isopropanol e
leitura em espectrofotdbmetro em comprimento de onda de 326 nm (LILITCHAN et al., 2008),
empregando curva de calibragdo com concentragdes padrao de y-orizanol entre 3 e 20 pg/mL,

o qual foi diluido em isopropanol.
2.5.1 Caracterizag¢iao do y-orizanol
2.5.1.1 Perfil de &cidos graxos
Os extratos de y-orizanol obtidos das biomassas e controle (0 h) foram
caraterizados em relagdo a composicdo dos acidos graxos por cromatografia gasosa. Os

extratos de y-orizanol foram esterificados pelo método adaptado de Metcalfe, Schimtz e Pelke

(1966), com adicdo de KOH 0,5 M em metanol nos extratos e catalisados pela solugéo de
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trifluoreto de boro diluida em metanol, e logo, o solvente evaporado. As amostras foram
solubilizadas em diclorometano para injecdo no cromatografo.

Para separar e quantificar a mistura de acidos graxos esterificados, foi empregado
Cromatdgrafo a gas (Shimadzu 2010 Plus), equipado com injetor split/splitless, coluna capilar
RTX®-1 (30 m x 0,25 mmID x 0,25 um) e detector por ionizagdo de chama (DIC). O gés de
arraste foi hélio em uma vazdo de 1,25 mL/min. As temperaturas do injetor e do detector
foram ajustadas para 260 °C, sendo o volume injetado de 1 pL. As condi¢BGes cromatograficas
de separacdo foram temperatura inicial da coluna 50 °C, elevando-se para 200 °C, em uma
taxa de 6 °C/min, permanecendo nesta temperatura por 4 min. Na segunda rampa de
temperatura a taxa de aumento foi de 2 °C/min até 240 °C, permanecendo por 10 min. A
comparacdo dos tempos de retencdo com padrdes de ésteres metilicos foi usada para
identificacdo do perfil de acidos graxos das amostras e quantificados pela normatizacédo das

areas.
2.5.1.2 Perfil dos componentes majoritarios do y-orizanol

A confirmag¢do dos componentes majoritarios nos extratos do y-orizanol foi
realizada em cromatografo liquido de alta eficiéncia com detector ultravioleta (CLAE-UV)
utilizando-se o padrao do y-orizanol (30 pug/mL) e os extratos de y-orizanol das biomassas
(30 pg/mL) nas mesmas condicdes de Paucar-Menacho et al. (2007). A eluicdo dos
componentes da mistura foi realizada com acetonitrila:metanol:isopropanol 50:45:5 (v/v/v)
com fluxo de 1,0 mL/min, usando como fase estacionaria a coluna C18 (10 um) 250 x 4,6 mm
e a deteccdo foi realizada em comprimento de onda de 315 nm. Os quatro picos majoritarios
correspondem, respectivamente, ao cicloartenil ferulato, 2,4-metileno cicloartenil ferulato,

campesteril ferulato e B-sitosteril ferulato.
2.6 ATIVIDADES ANTIOXIDANTES

As capacidades antioxidantes dos extratos de y-orizanol obtidos das biomassas em
diferentes tempos de cultivo (0, 24, 48, 72, 96 e 120 h) foram verificadas pelos métodos de
captura do radical livre DPPH’, captura do radical livre ABTS™, sistema B-caroteno/acido
linoleico e determinacdo da estabilidade oxidativa. Para obter as concentrag0es do y-orizanol

utilizadas nos ensaios antioxidantes os extratos e padrdo foram diluidos em isopropanol.
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2.6.1 Capturado radical livre DPPH’ (2,2-difenil-1-picril-hidrazila)

O consumo do radical livre DPPH’ pelos extratos de y-orizanol foi determinado a
partir do decréscimo da unidade de absorvancia. As medidas foram realizadas em
espectrofotdmetro UV-Vis em comprimento de onda de 515 nm. Aos tubos contendo 3,0 mL
da solucdo metandlica de DPPH (5,2.10 mol/L) foram adicionados 0,5 mL de metanol
(controle) e 0,5 mL dos antioxidantes: extratos de y-orizanol (5, 10 e 25 pg/mL) e padréo de
y-orizanol (5, 10 e 25 pug/mL). A mistura reativa permaneceu em temperatura ambiente, sem a
incidéncia de luz e a mudanca de cor violeta para amarela foi medida apos 0, 15, 30, 45, 60,
90, 120, 150 e 180 min de reacdo (HERRERO et al., 2005). A capacidade de sequestrar
radical livre foi expressa como percentual de inibicdo de oxidacdo do radical (1) e calculado

pela Equacao 1:

| = [(AbSDppH — AbSExt) / AbSDppH] *100 (1)

Onde Abspppy € a absorvancia da solucdo de DPPH (controle) e Absgx € a
absorvancia da amostra em solucéo.

Os valores de Clsp, definida como a concentragdo de antioxidante requerida para
sequestrar 50% dos radicais DPPH" para os extratos de y-orizanol, foram calculados a partir
da equacéo da reta. Para determinar a equacdo da reta (Equacéo 2) as absorvancias obtidas das
diferentes diluicdes dos extratos foram plotadas no eixo Y e diluicdo dos extratos de

y-orizanol (pg/mL) no eixo X.

y=-ax+b (2)

Onde y é a absorvancia inicial do controle dividido por 2, e x é a Cls (ug/mL).

2.6.2 Captura do radical ABTS™ (2,2 -azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido

sulfénico)

A capacidade de captura do radical catidnico ABTS®" pelos extratos foi realizada
de acordo com Rufino et al. (2007). O radical ABTS®" foi gerado pela oxidacdo do ABTS

7 mM com o persulfato de potassio 2,45 mM, ap0s repouso de 16 h no escuro, a temperatura
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ambiente. A solugdo contendo o radical foi diluida em etanol, até obter uma absorvancia de
0,700 + 0,020 a 734 nm. Em 3 mL de solugéo diluida de ABTS®" foram adicionados 30 pL
dos antioxidantes extratos de y-orizanol (35 pg/mL), e padrao de y-orizanol (35 pg/mL). As
medidas de absorvancia foram realizadas a 734 nm apds 6 min de reacdo. Os valores foram
expressos em atividade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC) como mmoltyoiox/Qextrato,

usando uma curva de calibracdo de Trolox (0,1 a 2 pumol/mL).

2.6.3 Atividade antioxidante pelo sistema p-caroteno/acido linoleico

A avaliacdo da atividade antioxidante foi realizada em meio emulsionado, através
da técnica de co-oxidacdo de substratos, segundo Marco (1968) e modificada por Miller
(1971). Para o preparo da mistura reativa, foram adicionados 27 pL de &cido linoleico, 0,1 mL
de Tween 80, 1 mL de solugdo cloroformica de B-caroteno a 5 mg/mL. Posteriormente, a
mistura foi submetida a completa evaporacéo do cloroférmio em evaporador rotatério a 50 °C.
A esta mistura isenta de cloroférmio foram adicionados 50 mL de agua deionizada, e agitada
vigorosamente, para formar uma emulsdo. A mistura reativa, assim preparada, apresentou-se
limpida com absorvancia entre 0,6 e 0,7 a 470 nm. Paralelamente, foi realizado um controle
utilizando 27 pL de &cido linoléico, 0,1 mL de Tween 80 e 50 mL de 4gua deionizada. Para as
reagOes, foram adicionados 5 mL da emulsdo em tubos de ensaio contendo 0,5 mL dos
extratos de y-orizanol (25 pg/mL) ou 0,5 mL do antioxidante sintético Butil-hidroxi-anisol
(BHA) (200 pg/mL) e a absorvancia medida a 470 nm no tempo zero, e em intervalos de
15 min até completar 120 min. Em cada tempo de leitura foram verificadas a absorvancia da
amostra e do controle. A reducdo da absorvancia das amostras (Abs,m) foi correlacionada com
a queda do controle (Abs.), obtendo-se a porcentagem de inibicdo de oxidacdo (% 10) através

da Equacéo 3.
% 10 = [1 — (Abscinicial — Abscfinal / Absgminicial — Absayfinal)] * 100 3)
2.6.4 Determinacéo da estabilidade oxidativa

A estabilidade do azeite de oliva adicionado do extrato de y-orizanol foi avaliada

pelo emprego da luz ultravioleta (UV) em comprimento de onda de 324 nm (UVA) para

promover a oxidacdo acelerada. Em placas de Petri foram adicionados 5 g de azeite de oliva e
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1 mL do extrato de y-orizanol na concentragdo 20 pg/mL e nas amostras controle 1 mL de
isopropanol. As misturas foram homogeneizadas e expostas a luz UV a temperatura ambiente
por 10 h, sendo realizado a cada 2 h o indice de peroxidos (IP) conforme AOAC n° 965.33
(2000) com valores expressos em miliequivalente de perdxidos por kilograma de azeite
(MeQpersxidos/KJamostra) € valor — p-anisidina  (VA), segundo Esteves, Gongalves e
Barrera-Arellano (1995) pela leitura da absorvancia das amostras, em espectrofotobmetro em
comprimento de onda 350 nm. O valor de oxidag&o total (TOTOX) foi calculado baseado na
Equacdo 4, onde o valor TOTOX foi correlacionado com a soma de duas vezes o IP e VA
(SAMARAM et al., 2014).

TOTOX =2*IP + VA (4)

2.7 ANALISE ESTATISTICA

Para avaliar as significancias das diferencas das variaveis dependentes (y-orizanol,
componentes majoritarios do y-orizanol e atividades antioxidantes) no decorrer do cultivo
(variavel independente) foi utilizada andlise de variancia (ANOVA), seguido pelo teste de
diferencas de médias Tukey e analise de regressdo para avaliar a correlacdo da atividade
antioxidante dos extratos de y-orizanol com os &cidos graxos insaturados, utilizando o
Software Statistica 6.0. Diferencas com um valor de probabilidade de p<0,05 foram

consideradas significativas, e os dados foram apresentados como média + desvio padréo.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 y-ORIZANOL

A padronizagdo da granulometria do farelo de arroz utilizado como subtrato no
cultivo foi baseada em estudos anteriores (Dados ndo publicados). Com a granulometria
padronizada, foram determinados os macrocomponentes umidade 11,2% = 0,29, cinzas 10,0%
+ 0,52, fibras 6,5% + 4,11, lipidios 17,9% =+ 5,75, proteinas 13,0% + 4,29 e carboidratos
41,3% + 3,01. Com esta composicao o farelo resultante pode ser empregado como substrato

para cultivo de Rizophus oryzae, pois 0s macronutrientes séo suficientes para a geragao de
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biomassa fungica ap6s a complementacdo com micronutrientes minerais e ajuste de umidade

com adicao de &gua estéril.
No decorrer do cultivo foram determinadas as concentraces do composto

y-orizanol e dos lipidios (Figura 1).

Figura 1 - Concentragdo de y-orizanol e de lipidios durante cultivo em estado solido
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As enzimas responsaveis pela degradacdo dos residuos lignoceluloliticos séo

principalmente produzidas por fungos, visto que estes micro-organismos possuem dois
sistemas enzimaticos extracelulares: um sistema hidrolitico que produz hidrolases, que sédo
capazes de degradar polissacarideos, e outro sistema ligninolitico oxidativo, que degrada
lignina e abre anéis de fenol, aumentando o conteddo de fendis livres (SANCHEZ, 2009).

A concentragdo de y-orizanol na amostra controle (0 h) foi de 13,54 mg/g,
resultado similar ao verificado por Heidtmann-Bemvenuti, Nora e Badiale-Furlong (2012),
quando estudaram cinco métodos de extragdo de y-orizanol de farelo de arroz e otimizaram o
melhor método, obtendo 13,98 mg de y-orizanol por g de amostra. Ao longo do cultivo com o
fungo Rhizopus oryzae a concentragdo de y-orizanol aumentou em 51,5% em 48 h (20,52
mg/g), quando comparado ao controle (13,54 mg/g). Também houve aumento de lipidios em
14,7%. Para o melhor rendimento de extragcdo de y-orizanol é interessante que o farelo
contenha elevado contetdo lipidico, pois & onde ha maior teor do composto y-orizanol
(PESTANA-BAUER et al., 2012).
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O fungo Rhizopus oryzae durante o seu desenvolvimento produz uma variedade
de enzimas (MARTINS et al., 2011) que podem degradar a parede da célula tornando os
compostos intracelulares mais acessiveis para extracdo (LI; SMITH; HOSSAIN, 2006). Como
o y-orizanol é derivado do acido fendlico, acido ferulico esterificado com esterois de plantas,
0 aumento do mesmo com o cultivo pode estar associado ao aumento do &cido ferulico
(SCHMIDT et al., 2014).

No estudo de Goufo et al. (2014) o teor de y-orizanol diminuiu nas frages de
moagem do arroz sob elevado CO,, acompanhado da reducéo do contetdo de acido ferulico, e
os autores relacionaram a diminuicdo do conteddo de y-orizanol devido a reducéo do acido

ferulico.

3.1.1 Caracterizacao do y—orizanol

3.1.1.1 Perfil dos acidos graxos

Os extratos de y-orizanol obtidos da biomassa fangica foram caracterizados em
relacdo ao perfil de &cidos graxos (Tabela 1).

Dos 37 acidos graxos analisados, o acido y—linolénico (18:3n6) apresentou-se em
maior quantidade (41,6% a 44,6%), seguido do &cido linoleico (18:2n6éc) (34,2% a 37,4%) e
acido palmitico (16:0) (15,2% a 20,0%). Na amostra controle (0 h) a maior parte dos acidos
graxos foram poli-insaturados (78,8%), seguidos dos saturados (20,3%) e monoinsaturados
(0,9%). No intervalo de 96 h de cultivo, os acidos graxos poli-insaturados aumentaram em
5,8% (83,3%) e os saturados reduziram em 22,3% (15,8%), 0 que ocasionou aumento da
relacdo dos acidos graxos poli-insaturados e saturados de 3,9% para 5,3%. Apesar dos acidos
graxos insaturados serem benéficos a saude, eles também sdo os mais susceptiveis a oxidacdo
(SOARES, 2002), demandando por agdo antioxidante mais intensa do y-orizanol. Além disso,
0 aumento dos acidos graxos insaturados pode contribuir para a atividade antioxidante do
extrato, pois foi demonstrado que existe coeficiente de correlagéo elevado entre acidos graxos
insaturados e atividade antioxidante (TANG et al., 2015).
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Tabela 1 - Perfil dos acidos graxos dos extratos do y-orizanol das biomassas
Conteudo de &cidos graxos (%)

Oh 24h 48h 72h 96h 120h

Acidos graxos

12:0 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
14:0 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 n.d n.d
15:0 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
16:0 20,0 16,7 17,1 15,5 15,2 15,8
18:0 n.d 0,2 0,2 0,2 0,2 0,3
23:0 0,3 0,3 0,3 0,4 0,4 0,4
24:0 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1

> Saturados 20,3 17,3 17,6 16,1 15,8 16,6
14:1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
15:1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
16:1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
24:1n9 0,5 0,6 0,6 0,7 0,7 0,8
> Monoinsaturados 0,9 0,8 0,9 0,9 0,9 1,0
18:2n6¢ 34,2 34,4 35,7 36,4 37,4 36,2
18:3n6 41,6 44,6 42,8 434 42,8 43,1
18:3n3 1,6 1,5 1,6 1,6 1,5 1,5
20:2 <0,1 n.d n.d <0,1 <0,1 <0,1
20:3n6 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
20:3n3 0,5 0,6 0,6 0,7 0,7 0,7
20:4n6 0,8 0,8 0,7 0,8 0,8 0,8
20:5n3 n.d n.d n.d <0,1 0,1 <0,1
22:02 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
22:6n3 n.d n.d n.d <0,1 <0,1 <0,1

Y Poli-insaturados 78,8 81,9 81,5 82,9 83,3 82,4
P/S 3,9 4,7 4,6 51 5,3 5,0

> = somatorio, P/S = relagdo dos acidos graxos poli-insaturados e saturados

3.1.1.2 Perfil dos componentes majoritarios

Os componentes majoritarios do y-orizanol foram avaliados em todos os tempos

de cultivo (Figura 2B) e pode-se verificar que estdo presentes em todas as amostras com 0s
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mesmos tempos de retencdo do padrdo (Figura 2A), confirmando que os componentes do

y-orizanol estdo presentes nos extratos obtidos das biomassas.

Os quatro sinais cromatograficos majoritarios correspondem, respectivamente, ao

cicliartenil ferulato (11,12 min), 2,4-metileno cicloartenil ferulato (11,89 min), campesteril
ferulato (13,21 min) e B-sitosteril ferulato (14,29 min). Pode-se verificar que 0 composto

2,4-metileno cicloartenil ferulato foi predominante nas amostras. Esses resultados estdo de

acordo com a literatura, a qual menciona que dos 25 componentes de y-orizanol encontrados,

cinco deles representam cerca de 95% do conteudo total de y-orizanol. Sendo predominante o
2,4-metileno cicloartenil ferulato (34%-44%), seguido do cicloartenil ferulato (19%-26%),
campesteril ferulato (15%-23%), P-sitosteril ferulato (7%-17%), e estigmasteril ferulato
(1%-7%) (GOUFO; TRINDADE, 2014).

Figura 2 - Cromatograma do y-orizanol padrdo (A) e dos extratos da biomassa (B)
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Além da confirmacdo da presenca dos componentes majoritarios nos extratos de

y-orizanol, também foi avaliado a alteracdo do perfil destes componentes durante o culivo

fangico (Tabela 2).
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Tabela 2 - Perfil dos componentes majoritarios do y-orizanol durante o cultivo

- g Cicloartenil 2,4-metileno Campesteril B-sitosteril
empos de
It'p ) ferulato  cicloartenil ferulato  ferulato ferulato
cultivo
(%) (%) (%) (%)
0 19,2+0,1° 45,1 +0,1° 21,1+0,1* 14,6+0,3°
24 18,0 +0,2° 45,9 +0,2° 21,4+0,00 148+0,1°
48 17,8 +0,1° 45,9 +0,1° 21,3+0,0° 152 +0,0°
72 18,1 + 0,4° 45,5 +0,3% 21,3+0,0° 152+0,1%
96 20,2 +0,1° 43,6 +0,0° 20,7+0,2° 155+0,3°
120 20,2 + 0,2 43,5 +0,2° 20,1+0,0° 16,3+0,0°

Resultados expressos como média + desvio padrdo. Letras sobrescritas diferentes na mesma coluna indicam
diferenca significativa (p<0,05)

O perfil dos componentes majoritarios do y-orizanol foi alterado durante o cultivo,
apresentando aumento significativo dos compostos 2,4-metileno cicloartenil ferulato nos
tempos 24 e 48 h e cicloartenil ferulato e p-sitosteril ferulato a partir de 96 h, com producéo
de 11,6% do componente B-sitosteril ferulato no final do cultivo. Estudos demonstram que o
composto 2,4-metileno cicloartenil ferulato reduz os riscos de cancer e colesterol (KIM et al.,
2015a; KIM et al., 2015b), e junto com cicloartenil ferulato exercem fungéo antioxidante,
enquanto o campesteril ferulato e B-sitosteril ferulato agem na diminuicdo da sintese do
colesterol (BERGER et al., 2005).

3.2 ATIVIDADES ANTIOXIDANTES
3.2.1 DPPHeABTS

O efeito do cultivo, nas atividades antioxidantes dos extratos de y-orizanol, foi
verificado através do % de inibicdo do radical DPPH’, atividade antioxidante equivalente ao

Trolox e concentragdo de antioxidante requerida para sequestrar 50% dos radicais DPPH’

(Tabela 3), comparativamente ao padrdo de y-orizanol.
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Tabela 3 — Efeito do cultivo nas atividades antioxidantes dos extratos de y-orizanol

o Tempo DPPH TEAC Clso
Antioxidante _ o
cultivo (h) (% inibicao) (MMOltroox/Qextrato)  (HQ/ML)
0 43,8 3,262 24,21%
24 54,6% 3,242 20,92°
N 48 55,2% 3,19 19,46°
Y-0rizano
72 59,0 3,19 19,20
96 55,5% 3,14° 20,14
120 48,9 3,19 22,75°
Padrdo de y-orizanol 6,8° 2,96° 79,672

Letras sobrescritas iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca significativa (p>0,05).
TEAC-= atividade antioxidante equivalente ao Trolox, Cls,= concentracdo de antioxidante requerida para

sequestrar 50% dos radicais DPPH’

O extrato y-orizanol obtido da biomassa de 72 h apresentou elevada atividade
antioxidante (59,0%), sendo esta 88,5% mais eficaz que o padrdo de y-orizanol (6,8%). Esse
comportamento pode ser atribuido ao fato de que o extrato y-orizanol contém outras formas
quimicas e estas atuam sinergicamente na captura do radical livre. Devido a isso, alguns
autores sugerem 0 uso de extratos brutos para protecdo contra a oxidacdo em matrizes
alimenticias (DE ABREU; RODRIGUEZ; CRUZ, 2012; NASCIMENTO et al., 2015).

A estimativa da quantidade de extrato y-orizanol necessario para diminuir em 50%
a concentracao inicial de DPPH (Clsp) demonstrou que o extrato mais eficaz foi o obtido da
biomassa produzida em 72 h, sendo necessario 20,7% a menos de y-orizanol em comparacdo
com o extrato y-orizanol controle (0 h). Estes valores de Clso foram inferiores ao encontrado
no estudo de Heidtmann-Bemvenuti (2014), cujo Clsy foi de 29 pg/mL, proveniente de
granulometria padronizada pelo autor que diferia do nosso estudo.

Dentre os extratos de y-orizanol obtidos das biomassas todos apresentaram valores
de MmOlioiox/Qextrato cerca de 10% maiores que o y-orizanol padrdo. A inativagdo do radical
ABTS®*" é mais sensivel do que o radical DPPH®, enquanto que este Gltimo envolve
transferéncia de hidrogénio, a reacdo com o radical ABTS®" esta relacionada a transferéncia
de elétrons (TUBA; GUILCIN, 2008). Desta forma, constatou-se que 0s compostos bioativos
presentes no extrato y-orizanol sdo eficientes para sequestrar radicais livres, tanto pela doagédo

de hidrogénio, como a de elétrons.
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Os acidos graxos insaturados comprovadamente atuam como antioxidantes, sendo
proporcional ao seu grau de instauragdo (RICHARD et al., 2008; VILLA-RODRIGUEZ et al.
2011). Em vista disto, uma analise de regressdo foi realizada para correlacionar a atividade
antioxidante dos extratos de y-orizanol das biomassas coletadas em varios intervalos de

cultivo, considerando que havia diferencas no perfil dos acidos graxos deles (Tabela 4).

Tabela 4 — Coeficiente de correlacdo de Pearson (r) e probabilidade (p) da regressao
linear entre &cidos graxos insaturados, monoinsaturados e poli-insaturados e atividades
antioxidantes avaliadas pelo DPPH e ABTS

o DPPH ABTS
Acidos Graxos
R p r p
Insaturados 0,78 0,0673 -0,82 0,0455
Monoinsaturados 0,29 0,5821 -0,21 0,6899
Poli-insaturados 0,80 0,0589 -0,82 0,0479

Valores de p<0,05 ha diferenca estatistica

A maior correlacdo positiva foi verificada para atividade antioxidante DPPH com
o0s acidos graxos poli-insaturados, o que também foi verificado no estudo de Villa Rodriguez
et al. (2011), no qual também identificaram essa relagdo entre grau de insaturacao e atividade
antioxidante.

Para o ensaio ABTS a correlacdo foi negativa, provavelmente devido as
diferencas nos mecanismos da reacdo, onde o ensaio ABTS baseia-se na transferéncia de
elétrons e o DPPH envolve transferéncia de hidrogénio (TUBA; GUILCIN, 2008).

3.2.2 Auto-oxidacio do sistema f-caroteno/acido linoleico

Os extratos y-orizanol obtidos de cultivo a partir de 24 h apresentaram inibic¢éo de
oxidacéo acima de 70% (Figura 3).

O vy-orizanol recuperado da biomassa cultivada por 96 h apresentou 38,6% de
inibicdo maior em relacdo ao controle (0 h) e 41,7% quando comparado ao antioxidante
sintético BHA. Foi escolhido o BHA para a comparagdo, por ser um dos antioxidantes
sintéticos amplamente empregado pela industria alimenticia brasileira na concentracdo
méaxima permitida pela legislacdo, a qual o Ministério da Saude limita 200 mg/kg (ANVISA,
2010).
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Figura 3 - Cinética de inibigdo de oxidagado dos extratos de y-orizanol (25 pg/mL) obtidos das
biomassas ¢ do antioxidante BHA (200 ug/mL) pelo método de B-caroteno/écido linoleico
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A inibicdo de oxidagdo promovida pelos extratos de y-orizanol obtidos das
biomassas de 48, 96 e 120 h foram maiores em relacdo aos outros, e a explicacdo pode ser a
composicao, pois esses extratos apresentaram aumento de B-sitosteril ferulato em 4,1%, 6,2%
e 11,6%, respectivamente. O estudo de Yagi e Ohishi (1979) demonstrou que a oxidacdo do
acido linoleico sob irradiagdo UV foi mais efetivamente inibida pelo 2,4-metileno cicloartenil
ferulato e campestril ferulato do que pelo cicloartenil ferulato.

A inibicdo da oxidacdo no sistema de emulsdo pelo extrato de y-orizanol foi
similar ao observado por Frankel et al. (1994), que verificaram mais eficiéncia dos
antioxidantes lipofilicos para controlar o processo de oxidacdo em emulsdo do que em dleo.
Segundo os autores esses resultados sdo relacionados a maior interacdo na interface ar-6leo
dos antioxidantes polares e na interface 6leo-agua dos antioxidantes apolares. Portanto, os
excelentes resultados de inibi¢do oxidativa do y-orizanol obtido das biomassas neste estudo

demonstram que o mesmo pode ser utilizado como antioxidante em emulsdes.

3.2.3 Determinacgéao da estabilidade oxidativa

Todos os indicadores quimicos de oxidacdo aumentaram nas amostras de azeite de

oliva durante exposicao a luz ultravioleta (UV) (Figura 4), demonstrando que a luz UV pode
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ser utilizada como um método acelerado para determinacdo da estabilidade oxidativa, o que
contribui para predizer a vida Util de 6leos e gorduras, pois 0 acompanhamento das alteracdes
ocorridas nestes produtos, nas condi¢des de armazenamento, é lento e pode consumir grande
quantidade de reagentes.

O extrato de y-orizanol obtido da biomassa cultivada por 96 h foi utilizado em
experimento que empregou sistema lipidico, pela sua destacada agdo inibidora (90,5%) na
emulsdo B-caroteno/acido linoleico.

A amostra controle (sem o extrato de y-orizanol) apresentou o maior indice de
perdxidos a partir de 4 h de exposicéo e valores de p-anisidina significativamente diferentes a
partir de 2 h. A determinacdo da eficdcia de um antioxidante corresponde a medida do
prolongamento do periodo de indugdo pelo antioxidante, ou seja, quanto tempo a mais 0
lipidio sera resistente a oxidacao, correspondendo ao fator de protecéo do antioxidante ao 6leo
(ANTONIASSI, 2001).

Figura 4 — indice de perdxidos (A), valor de p-anisidina (B) e valor TOTOX (C) de azeite de
oliva com e sem adi¢do do antioxidante y-orizanol (20 pg/mL) durante oxidacdo acelerada por
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O extrato de y-orizanol obtido da biomassa atuou na inibicdo de formacédo de

produtos primarios de oxidacdo (peroxidos e hidroperdxidos) e consequentemente preveniu a

formacéo de produtos secundarios da oxidacéo lipidica (aldeidos).

No estudo de Olmedo, Nepote e Grosso (2014) o Oleo essencial de orégano

apresentou bons resultados para inibicdo dos processos de oxidagdo lipidica em oleo de
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girassol e em outro estudo fragdes de 6leo de arroz ricas em y-orizanol também apresentaram
inibicdo da oxidacdo em Oleo de girassol, avaliada pelo indice de perdxidos (CHIM;
ZAMBIAZI; LEITAO, 2006).

Portanto, os resultados dos valores de indice de peroxidos, p-anisidina e TOTOX
indicaram que o extrato de y-orizanol utilizado no estudo promoveu a estabilidade oxidativa
do azeite de oliva, demonstrando o potencial uso do y-orizanol em azeite de oliva como uma

alternativa para substituir os antioxidantes sintéticos.

4 CONCLUSAO

Processo de cultivo em estado sélido do farelo de arroz resultou em efeitos
favoraveis para a recuperacdo e composi¢do da fracdo y-orizanol, demonstrado por um
aumentou de 51,5% e formacdo do 2,4-metileno cicloartenil ferulato presente nos extratos da
biomassa cultivada por 24 e 48 h e cicloartenil ferulato e B-sitosteril ferulato (96 h). O extrato
da biomassa cultivada por 72 h foi o mais eficiente para inibir o DPPH, o de 96 h inibiu em
90,5% a oxida¢do em sistema de emulsao [-caroteno/acido linoleico, além disso, atuou na
inibicdo de formacdo de indicadores quimicos de oxidacdo. Portanto, o cultivo em estado
solido com fungo Rhizopus oryzae mostrou-se adequado para o tratamento do farelo de arroz
integral no que diz respeito a maior disponibilidade de y-orizanol e melhorias de suas

propriedades antioxidantes.
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5 CONCLUSAO

O processo de cultivo em estado sélido de Rhizopus oryzae em farelo de arroz
integral promoveu um aumento na ordem de 17,3% nos lipidios totais e 29% nos fosfolipidios
nas primeiras 12 h, os quais foram reduzindo com a continuidade do cultivo. Os acidos graxos
saturados reduziram em 6,2% e os insaturados aumentaram em 13%, com reducdo do oleico
(15,5%) e aumento do linolelaidico (11,9%) na biomassa cultivada por 84 h. Neste mesmo
intervalo os &cidos graxos essenciais (w6 e ®3) aumentaram em 13,3%. O fosforo inorganico
aumentou a partir de 12 h de cultivo e atingiu contetdo maior que o organico com 36 h, com
70% de fosforo inorgénico no final do cultivo.

A fracdo granulométrica de farelo de arroz com particulas menores que 0,39 mm
propiciou maior rendimento de extra¢do de y-orizanol, obtendo-se 1,54 mg/g. No entanto, 0s
extratos de y-orizanol provenientes das menores fragcGes granulométricas do farelo de arroz
(menores que 0,73 mm) apresentaram a menor atividade antioxidante especifica (entre 0,9% e
2,0%) e o extrato da fracdo de particulas com tamanhos entre 1,67 e 073 mm foi mais eficaz
na inibicdo do radical DPPH (6,7%), com Cls, de 6,63 pg/mL.

O cultivo fangico resultou em efeitos favoraveis para a recuperacdo e composicao
do y-orizanol. A maior concentragdo de y-orizanol (20,52 mg/g) foi obtida na biomassa de
48 h, além disso o cultivo promoveu alteracdes no perfil dos acidos graxos e dos componentes
majoritarios, com aumento dos acidos graxos poli-insaturados e formacdo do componente
2,4-metileno cicloartenil ferulato nos tempos 24 e 48 h e cicloartenil ferulato e B-sitosteril
ferulato a partir de 96 h com produgao de 11,6% do componente B-sitosteril ferulato no final
do cultivo. O extrato da biomassa de 72 h foi 0 mais eficiente com inibigdo de 59% do radical
DPPH e Clsp de 19,20 pg/mL, ja o extrato de 96 h inibiu em 90,5% a oxidacdo em sistema de
emulsdo f-caroteno/acido linoleico, além disso, reduziu em 30% a formagdo de indicadores
quimicos de oxidagao.

Cultivo em estado s6lido com fungo Rhizopus oryzae mostrou-se adequado para o
tratamento do farelo de arroz integral para maior disponibilidade de y-orizanol, alterar o seu
perfil dos acidos graxos e componentes majoritarios, melhorando as suas propriedades
antioxidantes. Alem disso, pode ser aplicado para alteracdo do perfil de lipidios e fosfolipidios
nas suas primeiras horas de formacdo da biomassa fungica, com destaque para aumento dos

acidos graxos essenciais e da disponibilidade de fosforo.
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