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RESUMO

O arroz é um dos alimentos mais produzidos e consumidos no mundo. Durante o
beneficiamento do grdo, uma gama de subprodutos de qualidade é gerada, dentre eles o farelo
de arroz, o qual é comumente utilizado como ingrediente de racdo animal ou é descartado de
maneira inadequada, tornando-se sindnimo de polui¢do. Porém, o farelo de arroz apresenta
rica composicdo, contendo proteina de excelente qualidade, isenta de gliten e lactose, que
oferece grande potencial de aplicagdo em industrias alimenticias e farmacéuticas. Devido a
isso, a busca por novas alternativas de obtencdo da proteina do farelo de arroz se torna uma
atividade cada vez mais atrativa. Tradicionalmente, a proteina € obtida através de extracdo
alcalina, porém, técnicas ambientalmente amigaveis capazes de reduzir o tempo de processo e
gerarem maiores rendimentos de extragdo vém ganhando espaco, dentre elas a extracio
assistida por ultrassom e extracdo assistida por micro-ondas. Dessa forma, o objetivo desse
trabalho foi utilizar o farelo de arroz como fonte de extracdo de proteina através de trés
diferentes técnicas: alcalina, ultrassom e micro-ondas. Para a extracdo alcalina, as varidveis
independentes estudadas foram o tempo de processo (30-60 min), pH (9-11) e temperatura
(25-55 °C); para a extracdo assistida por ultrassom, as varidveis independentes foram tempo
de processo (5-15 min), pH (9-11) e poténcia de ultrassom (180-300 W); para a extracdo
assistida por micro-ondas, as varidveis independentes foram tempo de processo (60-120 s),
pH (9-11) e temperatura (30-55 °C). As respostas avaliadas para os trés planejamentos
experimentais foram rendimento de extracdo e teor de proteina do extrato. Os resultados
mostraram que maiores rendimentos e teores foram obtidos quando se usou maiores valores
de pH, tempo de processo, temperatura e poténcia de ultrassom. Comparando-se os valores de
rendimento e teor de proteina obtidos através da extracao assistida por ultrassom e por micro-
ondas, com os valores da extracdo alcalina, verificou-se aumento no rendimento e teor em
tempo de processo significativamente menor. Assim, concluiu-se que as novas técnicas se
mostraram mais eficientes para o sistema avaliado, proporcionando melhorias como maiores
valores de rendimento, teor e ainda uma proteina que manteve suas caracteristicas fisicas e

quimicas, ndo apresentando danos devido a aplicac@o de ondas ultrassonicas e micro-ondas.

Palavras-chave: proteina de farelo de arroz, extracdo alcalina, extra¢do assistida por

ultrassom, extracdo assistida por micro-ondas.



ABSTRACT

Rice is one of the most produced and consumed foods in the world. During grain processing,
a range of good quality by-products is generated, among them rice bran, which is commonly
used as an animal feed ingredient or is improperly disposed of, becoming synonyms for
pollution. However, rice bran presents good composition, with excellent quality protein, free
from gluten and lactose, which offers great potential of application in the food and
pharmaceutical industries. Because of this, the search for new alternatives to obtain rice bran
protein becomes an increasingly attractive activity. Traditionally, the protein is obtained
through alkaline extraction, however, environmentally friendly techniques capable of
reducing the process time and waste generated, besides generating higher yields of extraction
are acquiring space, among them the ultrasound-assisted extraction and microwave-assisted
extraction. Thus, the objective of this work was to use rice bran as a source of protein
extraction through three different techniques: alkaline, ultrasound and microwave. For
alkaline extraction, the independent variables studied were process time (30-60 min), pH (9-
11) and temperature (25-55 °C); for ultrasonic assisted extraction, the independent variables
were process time (5-15 min), pH (9-11) and ultrasound power (180-300 W); for the
microwave assisted extraction, the independent variables were process time (60-120 s), pH (9-
11) and temperature (30-55 °C). The evaluated responses for the three experimental designs
were extract yield and protein content of the extract. Statistical analysis showed that higher
yields and protein levels were obtained when higher values of pH, process time, temperature
and ultrasound power were used. Comparing the values of yield and protein content obtained
by ultrasonic and microwave-assisted extraction with alkaline extraction values, there was an
increase in yield and a significantly lower process time. Thus, it was concluded that the new
techniques were more efficient for the evaluated system, providing improvements such as
higher values of yield and protein content and still a protein that maintained its physical and
chemical characteristics, not presenting damages due to the application of ultrasonic waves

and microwaves.

Keywords: rice bran protein, alkaline extraction, ultrasound-assisted extraction, microwave-

assisted extraction.
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1. INTRODUCAO E OBJETIVOS

1.1 INTRODUCAO

A inclusdo de alimentos saudaveis, funcionais e nutritivos na alimentagdo é
uma prética que vem sendo estimulada entre a populacdo, uma vez que bons hébitos
alimentares sdo fortemente indicados, pois proporcionam ao organismo humano
condic¢des para uma vida mais sauddvel, possibilitando a prevencao precoce de doengas
(SICHIERI et al., 2000). Além disso, muitas pessoas apresentam alergias e
intolerancias, o que as impossibilita o consumo de gliten e lactose. Com base nisso,
diversos graos e cereais como o milho, chia, soja, lentilha e linhaca t€ém recebido um
espaco cada vez maior na alimenta¢do humana, pois sio valiosas fontes de nutrientes e
proteinas. E dentre esses cereais, destaca-se ainda o grdo de arroz.

O arroz é um dos cereais mais produzidos e consumidos no mundo, sendo o
principal componente da dieta bésica de cerca de 2,4 bilhdes de pessoas (EMBRAPA,
2005). A Asia é a maior produtora mundial de arroz e o Brasil se destaca em nono lugar,
sendo o Rio Grande do Sul o estado com maior produgdo (CONAB, 2016).

O grao de arroz é uma excelente fonte de energia, pois apresenta elevada
concentracdo de amido, proteinas e lipidios. Durante o beneficiamento do grio de arroz,
grandes quantidades de subprodutos de boa qualidade como a casca, quirera e o farelo
sdo produzidos e o aproveitamento desses subprodutos se torna uma necessidade cada
vez maior, ndo apenas para agregar valor a producido de arroz, mas também tentando
minimizar o descarte desses subprodutos (KENNEDY et al., 2002).

O farelo de arroz é um rico subproduto, que oferece elevado valor
nutricional e boa composi¢do, com cerca de 12 a 15% de proteinas (FAO, 2011).
Porém, devido ao seu excesso de fibras, o farelo ndo costuma ser aplicado em grande
escala na alimentacdo humana, sendo utilizado principalmente como ingrediente de
racdo animal. Dessa forma, este acaba sendo comercializado com baixo valor quando
comparado a outros alimentos com caracteristicas nutricionais semelhantes como, por
exemplo, o farelo de trigo (DENARDIN et al., 2003).

A proteina do farelo de arroz apresenta elevado valor nutricional,
propriedades nutritivas, nutracéuticas e funcionais (SAUNDERS, 1990), o que a torna
um ingrediente apropriado para a formulacdo de alimentos infantis (WANG et al.,

2

1999). Sua composicdo € rica em aminodcidos essenciais, dispde de propriedades
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hipoalergénicas, auséncia de efeitos indesejaveis em individuos intolerantes ou alérgicos
ao gliten (AGBOOLA et al., 2005; PARRADO et al., 2006) e ainda demonstra
atividade anticancerigena (KAWAMURA; MURAMOTO, 1993).

Uma alternativa para incorporar a proteina do farelo de arroz na alimentacao
humana € o uso do farelo de arroz como fonte para a obtengao de extratos, concentrados
ou isolados proteicos, os quais podem ser consumidos diretamente como suplemento
proteico ou entdo aplicados na formulagdo de produtos de panificacdo, sorvetes, géis,
pudins, dentre outros (CHRASTIL, 1992), devido a capacidade de formacdo de gel,
espuma, estabilidade de emulsdo e absorcdo de dgua que as proteinas desempenham nos
alimentos (SILVA et al., 1997; WANG et al., 2000).

As proteinas do farelo de arroz podem ser extraidas por diferentes técnicas,
como a convencional extracdo alcalina, que € uma técnica simples, porém em algumas
situacOes pode causar a desnaturagdo indesejavel da proteina (WANG et al., 1999), e as
técnicas ambientalmente amigdveis, como a extracdo assistida por ultrassom e assistida
por micro-ondas, que quando comparadas com outras técnicas apresentam vantagens
como o baixo consumo de solvente, rapidez do processo, alta reprodutibilidade da
técnica, dentre outros (CHEMAT et al., 2011).

Sendo assim, esse projeto teve como proposta estudar e avaliar o processo
de extracdo da proteina do farelo de arroz desengordurado através de trés diferentes
técnicas: a extracdo alcalina, a assistida por micro-ondas e a assistida por ultrassom, e
entdo realizar uma comparagdo quantitativa e qualitativa da proteina extraida por cada

um dos métodos.

1.2 OBJETIVOS
O objetivo desse projeto foi a obtencdo da proteina do farelo de arroz
desengordurado, utilizando diferentes técnicas de extracdo, sendo elas a convencional
extracdo alcalina, e as ambientalmente amigéveis extragdo assistida por ultrassom e
assistida por micro-ondas. Teve também como objetivo, avaliar a composicao,

caracteristicas e propriedades da proteina extraida.
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1.2.1 Objetivos Especificos

Determinar a composicdo centesimal do farelo de arroz através de andlises de
caracteristicas fisico-quimicas de proteina, fibra, umidade, lipidios, cinzas e
carboidratos;

Realizar a estabilidade do farelo de arroz por meio de desengorduramento;
Determinar a composi¢do centesimal do farelo de arroz desengordurado através
de andlises de caracteristicas fisico-quimicas de proteina, fibra, umidade,
lipidios, cinzas e carboidratos;

Determinar em ensaios preliminares varidveis dos processos de extracdo
(proporgao farelo de arroz:solvente e granulometria do farelo);

Determinar os melhores parametros para a obtencdo da proteina do farelo de
arroz através da extracdo alcalina, extracdo assistida por ultrassom e extracao
assistida por micro-ondas;

Quantificar e comparar o rendimento da proteina extraida em cada um dos
métodos de extracao;

Avaliar e comparar a qualidade da proteina extraida em cada um dos métodos de
extracdo, através de andlises de composi¢cdo de aminodcidos, € microscopia
eletronica de varredura perfil eletroforético, digestibilidade e solubilidade
proteica;

Avaliar a influéncia da safra de produ¢do na composi¢ao do farelo de arroz;
Avaliar a influéncia da safra de produg@o na extracdo da proteina do farelo de

arroz.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nesse capitulo serd apresentada uma revisio da literatura relativa ao farelo
de arroz, técnicas de caracterizacdo, estabilidade, métodos de extragdo da proteina do

farelo de arroz desengordurado e avaliagdo da proteina extraida.

2.1 EXTRACAO

Extracdo é uma operagdo unitdria que consiste na separagao/purificacio de
produtos baseada em diferentes graus de solubilidade dos constituintes. Esses métodos
podem ser convencionais ou nao.

Durante o processo de extracdo ocorre a transferéncia de uma espécie de um
soluto para um solvente, denominado solvente de extracido. O soluto puro pode ser tanto
um liquido quanto um sélido na temperatura de operagdo, e esses fatores determinam
qual a forma de extracdo. Quando o soluto estd em solucdo, o processo de extracdo €
denominado extracao liquido-liquido, e o solvente de extracido deverd ser imiscivel com
o solvente original. Mas quando o soluto fizer parte de um sdlido, o processo €
denominado lixiviacio (BLACKADDER; NEDDERMAN, 1971).

Em processos de extracdo, o solvente de extracdo apresenta fundamental
importancia. Na extracdo liquido-liquido o mesmo deve ter uma afinidade
adequadamente seletiva pelo soluto apropriado, o qual algumas vezes ocorre na
presenca de outros materiais, que ndo o solvente original. Essa seletividade é muito
importante devido a esséncia da extracdo liquido-liquido, que é a separacdo de um
soluto em particular de outros materiais através da transferéncia seletiva para o solvente
de extracdo (BLACKADDER; NEDDERMAN, 1971).

Uma gama de ferramentas de extracdo e fracionamento de proteinas e
peptideos estdo disponiveis na literatura, baseados nas caracteristicas fisico-quimicas e
estruturais da matéria-prima, tais como a solubilidade, hidrofobicidade, massa molar,
ponto isoelétrico, dentre outros (TOLDRA; NOLLET, 2013). Por isso, a escolha da
melhor técnica de extracdo € de fundamental importancia e estd diretamente ligada com
a finalidade da proteina a ser extraida.

Para se garantir uma boa extracdo, as etapas do processo devem ser as mais
simples possiveis, permitindo assim a reprodutibilidade da técnica e a minimizacdo de

alteracdes nas estruturas das proteinas (MAGALHAES, 2008).
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2.1.1 Extracao Alcalina

O método de extracdo alcalina de proteina € bastante aplicado devido a sua
simplicidade e disponibilidade dos agentes necessdrios para o processo de extracdo
(CONNOR et al., 1976; IAMYANGYUEN et al., 2005; SEREEWATTHANAWUT et
al., 2008).

A precipitacdo das proteinas no ponto isoelétrico se da devido a interacdo
das moléculas de dgua com as cargas das proteinas, sendo essas cargas positivas para
valores de pH menores que o ponto isoelétrico, uma vez que grupos funcionais tendem a
estar protonados (captam H¥), e negativas para valores de pH maiores, pois 0s grupos
funcionais tendem a estar predominantemente desprotonados (perdem H*). O ponto
isoelétrico da proteina se d4 com o pH de menor solubilidade proteica, geralmente
valores na faixa de 3,5 a 6,5, mas que podem variar dependendo da matéria prima. No
ponto isoelétrico, as proteinas apresentam carga nula, com igual nimero de cargas
positivas e negativas nas moléculas, pois o nimero de radicais 4cidos desprotonados (-
COO) ¢ igual ao nimero de radicais basicos protonados (-NH3"), assim as interacdes
proteina-proteina aumentam, uma vez que as forgas eletrostaticas moleculares estdo em
um minimo, fazendo com que menos dgua interaja com as moléculas de proteina,
formando uma condicdo favordvel para que as moléculas de proteina se aproximem,
tendam a se agregarem e a formar precipitados (SGARBIERI, 1996; RIBEIRO;
SERAVALLLI, 2004).

Porém, em determinadas condi¢des, a extracdo alcalina pode causar a
desnaturagdo da proteina devido a desestabilizacdo das estruturas secunddrias, tercidrias
ou quaterndrias, bem como reacdes secunddrias indesejdveis e potencial toxicidade. A
medida que se inicia a desnaturacdo, a proteina passa do seu estado naturalmente
dobrado e biologicamente ativo para um estado desdobrado e biologicamente inativo.
Tal fendmeno pode causar agregacdo, coagulacdo, solubilidade reduzida e perda de
propriedades funcionais da proteina, como gelificacdo e emulsificacdio (HAQUE et al.,
2013).

A desnaturacdo proteica pode ser causada por diversos fatores, dentre eles o
calor, pH, solventes orginicos misciveis em dgua, solutos e outros. O pH alcalino pode
aumentar as chances de racemizagcdo dos aminodcidos, a ocorréncia de reagcdo de
Maillard, a qual causa o escurecimento dos produtos, formagcao do composto téxico
lisinoalanina, destrui¢do de aminodcidos € uma maior extracdo de componentes nao

proteicos que coprecipitam com a proteina, diminuindo a qualidade e pureza do extrato
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proteico (SGARBIERI, 1996; WANG et al., 1999; SEREEWATTHANAWUT et al.,
2008).

Diversos trabalhos na literatura expdem a extracdo da proteina do farelo de
arroz por meio alcalino. Connor et al. (1976) obtiveram concentrados proteicos através
de extrag¢do alcalina contendo 23-31% de proteinas, 33-48% de gordura, 15-23% de
amido a partir do farelo de arroz, com um rendimento de 14-20%. Ja com a maior parte
do amido removido, os concentrados apresentavam 33-38% de proteina e 49-55% de
gordura. Gnanasambandam e Hettiarachchy (1995) obtiveram concentrados proteicos a
partir de farelo de arroz estabilizado e ndo estabilizado por extracdo alcalina seguida de
precipitacdo isoelétrica. Como resultados, o concentrado proteico de farelo de arroz nao
estabilizado continha 71,5% de proteina e o concentrado proteico de farelo de arroz
estabilizado continha 50,9% de proteina. Jiamyangyuen et al. (2005) obtiveram
concentrados de proteina de farelo de arroz a partir de extracdo alcalina. Como
resultados, conseguiram 69,16% de teor de proteina e 8,06% de rendimento de
concentrado de proteina de farelo de arroz. Silva (2012), através do método de extracao
alcalino, obteve valor de 75,2% de proteina (b.s.) e um percentual de rendimento do
isolado proteico de 35,6% para o farelo de arroz desengordurado. Através do método de
extracdo enzimadtico, obteve 76,6% de proteina (b.s.) e percentual de rendimento do

isolado proteico de 15,2%.

2.1.2 Extracio Assistida por Ultrassom

A extragdo assistida por ultrassom estd relacionada com fendmenos fisicos e
quimicos fundamentalmente diferentes quando comparados com os fendmenos
utilizados em técnicas de extracio, transformagio e preservacio convencionais. E uma
tecnologia com potencial emergente que pode acelerar a transferéncia de calor e massa e
tem sido bastante estudada no campo da extragcao (CHEMAT et al., 2011).

O ultrassom faz uso da energia de ondas sonoras transmitidas a uma
frequéncia superior a capacidade auditiva humana (LUZ, 1998) para separar o soluto de
interesse da matriz. Essas ondas geram o fendmeno da cavitagio acustica, o qual € o
processo de nucleacdo, crescimento e colapso de bolhas transientes em liquidos
expostos a ondas ultrassonicas de baixa frequéncia (< 1 MHz). As ondas geram energia,
alterando as propriedades fisicas e quimicas do material, capazes de romper as paredes
celulares, facilitando a penetracdo do solvente na matriz, permitindo assim a liberagcdao

dos compostos extraiveis e melhorando a transferéncia de massa nas interfaces
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(FRANCONY; PETRIER, 1996; KORN; ANDRADE, 2003; CHEMAT et al., 2011).
Além disso, as ondas ultrassonicas geram o efeito mecanico de agitacdo do solvente
utilizado, aumentando a drea de contato superficial entre o solvente e o composto
desejado, permitindo maior penetragdo do solvente na matriz (CORBIN et al., 2015).

A extragdo assistida por ultrassom € considerada um método nao
convencional de extracdo, dita ambientalmente amigdvel, com potencial para aumentar
a eficiéncia de extracdo através de cavitagdo acustica e efeitos mecanicos (WU et al.,
2001; ROSTAGNO et al., 2003). E uma técnica viavel quando comparada com outros
métodos de extracdo, oferecendo vantagens na produtividade, rendimento e seletividade.
A técnica apresenta alta eficiéncia, baixo custo energético (MACIAS-SANCHEZ et al.,
2009), baixo tempo de processamento e quantidade de solvente requeridos, boa
reprodutibilidade da técnica, baixo custo total (KOH, 1983; VINATORU, 2001),
melhor qualidade do produto final, ndo necessita de pds-tratamento de dguas residuais
(CHEMAT et al., 2011), além de permitir a extragdo a temperaturas mais baixas, o que
permite evitar danos térmicos ao extrato e minimizar a perda de compostos bioativos
(CORBIN et al., 2015).

Para uma melhor eficiéncia no processo de extragdo por ultrassom, o uso de
um solvente adequado e a garantia de que o material tenha um tempo de contato
suficiente com o solvente sdo varidveis de fundamental importancia (MASON et al.,
2011). A constante otimizacdo de parametros como tipo € composi¢do do solvente,
tempo de extracdo, teor de dgua e carga da amostra ajudam a garantir reprodutibilidade
e maior eficiéncia durante o processo de extracdo (BERSET et al., 1999).

A aplicacio de ultrassom vem sendo amplamente utilizada no
processamento de alimentos, principalmente na drea da extracdo. Cavalheiro (2013)
realizou a extracdo de compostos fendlicos assistida por ultrassom e determinagdo de
acidos graxos e minerais em folhas de Olea europaea L, obtendo rendimento de
extracdo semelhante ao do método convencional e velocidade de extracdo quinze vezes
mais rdpida. Moultuon e Wang (1982) analisaram a extracdo por ultrassom continua e
descontinua de proteina de flocos de soja desengordurados, obtendo como resposta
rendimentos mais elevados dos processos quando comparados com o método
convencional.

Oliveira et al. (2012) obtiveram concentrados proteicos a partir do farelo de
arroz integral utilizando dgua destilada como solvente, obtendo concentrados proteicos

com 32,39% de proteinas totais € 0,27 + 0,01 g/100 g de proteinas soluveis (b.s.).
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Chittapalo e Noomhorm (2009) conseguiram concentrados proteicos de farelo de arroz
desengordurado através da extracdo alcalina e da extragcdo assistida por ultrassom com
dgua destilada como solvente, obtendo valores de rendimento de 2,70 £+ 0,32% e 4,45 +
0,27%, respectivamente. Com a extracdo assistida por ultrassom, a quantidade de
proteina extraida foi superior a 0,32 mg/mL em um tempo inferior a 10 min para todas
as poténcias aplicadas (40, 60, 80 e 100 W), enquanto que para a extracao convencional
nesse periodo de tempo, a quantidade extraida foi de 0,22 mg/mL.

O presente trabalho avaliard diferentes relagdes FAD:dgua, pulsos na
emissdo da poténcia, pH, tempos de processo e uma faixa maior de poténcia de
ultrassom, com o intuito de alcancar maiores rendimentos de extracdo e teores de

proteina, referentes aos encontrados na literatura.

2.1.3 Extracao Assistida por Micro-ondas

As micro-ondas s@o radiacdes eletromagnéticas com frequéncia na faixa de
0,3-300 GHz. Os primeiros pesquisadores a relatarem extracdo assistida por micro-
ondas foram Ganzler et al. (1986) e Ganzler e Salg6 (1987).

A técnica de extragdo assistida por radiagdo de micro-ondas consiste no
aquecimento do solvente através de energia de micro-ondas, a fim de liberar o composto
desejado da matriz para a fase liquida (MANDAL et al., 2007).

Devido a natureza eletromagnética das micro-ondas, as mesmas dispdem de
campos elétricos e magnéticos perpendiculares um ao outro e sdo esses campos elétricos
que provocam o aquecimento através de dois mecanismos, a condugdo idnica e a
rotagdo dipolar, os quais, na maioria das vezes, ocorrem simultaneamente (THUERY,
1992; LETELLIER et al., 1999).

Ao utilizar a irradiacdo com micro-ondas em processos de extracdo, dois
mecanismos principais atuam simultaneamente. Um deles € a rotacdo molecular, que
neutraliza o potencial zeta, o qual € um fendmeno que reorganiza as cargas elétricas que
envolvem as moléculas, resultando em maior movimento de fons que aumenta a
eficiéncia do processo de extracdo. Outro € o rapido aumento da temperatura, que reduz
a viscosidade da solucdo e quebra o filme exterior da amostra, melhorando assim o
rendimento de extragio (THIRUGNANASAMBANDHAM et al., 2014). O
aquecimento realizado pelas micro-ondas gera o rompimento das fracas ligacdes de
hidrogénio ocasionadas pela rotacdo das moléculas de dipolo (CAMEL, 2000). A

rotacdo dipolar ocorre devido ao alinhamento no campo elétrico das moléculas que
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possuem um momento dipolar, tanto no solvente quanto na amostra sélida. Essas
oscilacdes geram colisdes com as moléculas vizinhas e liberam energia térmica para o
meio rapidamente (GANZLER et al., 1990; BARNABAS et al., 1995).

A poténcia de micro-ondas é comumente utilizada como uma varidvel
independente controlada em sistemas de extracdo por micro-ondas, pois a temperatura e
a poténcia de micro-ondas sao parametros inter-relacionados, e a qualidade do produto a
ser extraido estd largamente relacionada com a temperatura a qual o material esta
exposto (COSTA et al., 2014). Dessa forma, a calibragdo do equipamento de micro-
ondas é de fundamental importincia, uma vez que a poténcia de saida geral é
normalmente diferente da capacidade declarada pelo fabricante (CHENG et al., 2006;
SWAIN et al., 2006).

Alguns parametros devem ser levados em conta para a realizacdo da
extracido em micro-ondas, como a relacdo sdlido-liquido, tempo de processo de
extracdo, poténcia de micro-ondas, natureza das amostras, agitacdo do sistema (CHAN
et al., 2011), solubilidade, constante dielétrica e o fator de dissipacdo. Faz-se necessario
um solvente no qual o analito desejado seja solivel, pois solventes com constantes
dielétricas elevadas sdo capazes de absorver uma quantidade maior de energia de micro-
ondas, sendo assim, quanto maior a constante dielétrica do solvente, melhor o
aquecimento (JASSIE et al., 1997, CAMEL, 2000). Na Tabela 2.1 estdo alguns
solventes com suas constantes dielétricas e valores de momento dipolo. Outro fator
importante € a polaridade do solvente, pois solventes polares sdo, geralmente, melhores

que os nao polares (WANG; WELLER, 2006).

Tabela 2.1 - Constantes dielétricas e valores de momento dipolo de alguns solventes.

Solvente Constante dielétrica Momento dipolo
(20 °C) (25 °C) (Debye)

Hexano 1,89 <0,10

Tolueno 2,40 0,36

Diclorometano 8,90 1,14

Acetona 20,70 2,69

Etanol 24,30 1,69

Metanol 32,60 2,87

Agua 78,50 1,87

Fonte: Kaufmann e Christen (2002)
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7

Uma série de vantagens € atribuida a extracdo em micro-ondas, como o
tempo reduzido de extracdo, capacidade inerente para aquecer rapidamente e de maneira
eficaz e uniforme a mistura amostra-solvente acelerando o processo, conforme mostrado
na Figura 1.1, redu¢do do tamanho do equipamento, aumento da producdo, reduc¢do do
consumo de solvente, reducdo de gradientes térmicos, eliminacio de etapas do processo,
além de permitir o uso de uma ampla gama de solventes, incluindo solventes ndo
toxicos (PARE; BELANGER, 1997; CHEMAT; LUCCHESI, 2006;
PARTHASARATHI et al., 2013; BAIANO, 2014).

.

Correntes de convecgdo

/111

Aquecimento por condugdo Micro-ondas
Figura 1.1 - Principio de aquecimento por condu¢do no método cléssico de extragdo e por micro-ondas na

extragdo assistida por micro-ondas. Fonte: adaptado de Kaufmann e Christen (2002)

Dois principais fatores limitam a extracdo assistida por micro-ondas, sendo
eles o solvente e a natureza do material s6lido. No caso do solvente, a eficicia da
extracdo pode ser relativamente baixa se o mesmo nado for adequado, por exemplo, se o
solvente ndo possuir um momento dipolo significativo para a absor¢do da energia de
micro-ondas (CHEMAT et al., 2011).

O interesse de pesquisadores na extracdo assistida por micro-ondas vem
crescendo nos ultimos anos. Tsukui (2013) fez uso de micro-ondas e éter de petréleo
como solvente para extrair 6leo de café verde (Coffea arabica L.) com foco nos
diterpenos e obteve tempo reduzido de extragdo (10 minutos) comparado com o método
de extracdo por Soxhlet (4 horas). Xiao et al. (2008) extrairam flavondides da Radix
Astragali através de micro-ondas e etanol como solvente, e obtiveram flavonoides sem
nenhuma degradacdo utilizando o protocolo de extracdo desenvolvido. Zhu et al. (2013)

extrairam proteina de trincas de arroz através de extracdo assistida por micro-ondas e
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alcancaram uma taxa de 71,2% de extrac¢do da proteina. Moreira et al. (2017) realizaram
extracdo convencional e por micro-ondas de polifendis de residuos de macieira,
utilizando como solventes dgua, metanol, etanol e misturas destes solventes em vdrias
proporg¢des, e verificaram que a técnica mais eficiente foi extragdo assistida por micro-
ondas, gerando maior teor fendlico, flavonoides e atividade antioxidante. Phongthai et
al. (2016), através de extracdo assistida por micro-ondas, utilizando dgua destilada como
solvente, obteve rendimento de extracdo de proteina do farelo de arroz de 4,37 £ 0,05%
nas condi¢des 6timas de operacdo (poténcia de micro-ondas: 1000 W, tempo: 90 s,
relagdo sélido:liquido: 0,98 g/10 mL de dgua destilada)

Nesse trabalho serdo avaliados diferentes relacdes FAD:4gua, pH, tempos
de processo e temperatura do sistema (variando indiretamente a poténcia de micro-
ondas emitida), com a finalidade de obter maiores rendimentos de extracdo e teores de
proteina, uma vez que os resultados relatados na literatura descrevem valores

relativamente baixos (PHONGTHAI et al., 2016; PHONGTHAI et al., 2017).

2.2 PROTEINA

Proteinas sdo macromoléculas que apresentam aminodcidos como unidades
constituintes fundamentais. S@o compostos organicos extremamente complexos e
apresentam natureza coloidal (SIENKO; PLANE, 1976).

Quimicamente, as proteinas se dividem em dois grupos, as proteinas
simples, também denominadas homoproteinas, que sdo constituidas apenas de
polipeptideos, e as proteinas conjugadas ou heteroproteinas, que além dos aminodcidos
contém grupamentos adicionais, como carboidratos, lipideos e dcidos nucleicos. Quanto
a sua forma, elas podem ser globulares, as quais apresentam cadeias polipeptidicas
dobradas ou envolvidas de maneira compacta em um arranjo tridimensional, assumindo
sua forma globular ou esférica, ou proteinas fibrosas, que sdo compostas de fibras ou
laminas longitudinais caracterizadas por um grupo de cadeias polipeptidicas envolvidas
em espiral ou hélice (HARPER et al., 1982).

Os niveis de organizacdo estrutural das proteinas se dividem em primadria,
secunddria, tercidria e quaterndria. O primeiro nivel de organizacdo estrutural,
denominado estrutura primdria € o nivel estrutural mais simples e se refere a sequéncia
de aminodcidos que compdem as cadeias polipeptidicas. Essa unido peptidica permite

apenas a formagdo de estruturas lineares, sendo assim, as cadeias ndo apresentam
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ramificacoes. A estrutura secunddaria estd relacionada com a conformacgao das cadeias e
representa a disposi¢do espacial, repetitiva e regular, que a cadeia polipeptidica pode
adotar. Essa estrutura € geralmente mantida por ligacdes de pontes de hidrogénio. A
estrutura tercidria é tridimensional completa e € onde a proteina comega a sofrer um
maior grau de conformacdo. Essa estrutura resulta de diversos tipos de ligacdes, dentre
elas estdo as pontes de dissulfeto ou pontes de enxofre. Quanto a estrutura quaterndria,
sdo estruturas de cardter oligomérico, sendo compostas por duas ou mais moléculas
separadas, entrelacadas em estrutura terciaria (HARPER et al., 1982; FARFAN, 1990;
PINHEIRO et al., 2005).

Segundo Farfan (1990), quando ocorrem alteracdes nas estruturas
secunddrias, tercidrias ou quaterndrias das proteinas, diz-se que houve a desnaturacio da
mesma. Porém, a extensdo da desnaturacdo € algo dificil de ser determinado e a
avaliacdo de inumeros fatores como a quantidade e quais interagdes hidrofébicas,
i0Onicas, polares dentre outras, originais que foram desfeitas ou entdo restabelecidas de
forma diferente seriam necessarias.

As proteinas contribuem diretamente para o valor nutricional e propriedades
funcionais do sistema alimenticio, pois sdo ingredientes chave em vdrios alimentos
(WANG et al., 1999). Porém, a qualidade nutricional de uma proteina depende de varios
fatores, como a sua composicdo, digestibilidade, absorcdo, biodisponibilidade de
aminodcidos essenciais e de nitrogénios totais (SARWAR, 1997; PIRES et al., 2006;
OLIVEIRA et al., 2012), sendo a digestibilidade um dos mais importantes, pois € o
primeiro fator que reflete a eficiéncia da utilizacdo proteica em uma dieta,
representando a quantidade de proteinas que sdo hidrolisadas pelas enzimas digestivas e
entdo absorvidas pelo organismo na forma de aminodcidos ou outro composto
nitrogenado (SGARBIERI, 1987).

Devido a grande diversidade de estruturas e conformagdes das proteinas,
bem como possiveis interacdes com outros componentes dos alimentos como o0s
lipideos, carboidratos, dgua, fons e outras proteinas, a avaliacdo das proteinas quanto as
suas propriedades funcionais € um problema bastante complexo, porém, tal andlise € de
fundamental importancia para a incorporacdo dos extratos proteicos na formulagcdo de

alimentos (RIBEIRO; SERAVALLI, 2004).
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2.2.1 Aminoacidos
Os aminodcidos sdo definidos como unidades monoméricas estruturais que
possuem em um mesmo carbono, denominado carbono o, as ligagdes de um atomo de
hidrogénio, um grupo amina, um grupo carboxilico e uma cadeia lateral R. Sdo ditos
blocos construtores das proteinas e sao produtos da hidrélise das mesmas
(RAVINDRAN; BRYDEN, 1999). A Figura 2.1 representa a estrutura bdsica de um

aminoacido.
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R

Figura 2.1- Estrutura bésica de um aminoécido

Os aminodacidos podem ser classificados segundo as caracteristicas de seus
grupos R, em alifaticos ndo polares, sendo alguns exemplos a glicina, alanina, valina,
leucina, isoleucina e prolina; polares nao carregados, como € o caso da serina, treonina,
cisteina, metionina, asparagina e glutamina; arométicos como a fenilalanina, tirosina, e
triptofano, carregados positivamente como a lisina, arginina e histidina e carregados
negativamente como o aspartato e glutamato (LEHNINGER et al., 1995).

Todos os aminodcidos sdo considerados fisiologicamente essenciais, mas
para os seres humanos essa categoria se divide em aminodcidos essenciais, que sao
aqueles que o organismo ndo consegue sintetizar e por isso necessitam ser ingeridos
diariamente através de determinados alimentos, e os aminodcidos ndo essenciais, que
sdo sintetizados pelo organismo (RAVINDRAN; BRYDEN, 1999).

Em torno de 20 aminodcidos constituem as proteinas, sendo eles o 4cido
aspartico, dcido glutdmico, alanina, arginina, asparagina, cisteina, fenilalanina, glicina,
glutamina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, prolina, serina, tirosina,
treonina, triptofano e valina (RODWELL, 1996). Desses, os aminodcidos denominados
essenciais sdo a fenilalanina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, treonina,
triptofano e valina (RAVINDRAN; BRYDEN, 1999).

Aminodcidos desempenham uma série de fungdes metabdlicas importantes
no organismo como, por exemplo, a constituicdo dos novos tecidos, acao no transporte

de moléculas, funcionalidade como anticorpos nas rea¢des inflamatdrias, atuacdo como
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fonte de calor e energia, fungao hormonal, manutenc¢do da pressdo osmética e coloidal
do plasma, importancia na contracio muscular e também sdo responsdveis pela
transmissdo do cdédigo genético através das histonas presas aos dcidos nucleicos
(ANDRIGUETTO; PERLY, 1983; KRAUSE; MAHAN, 1989).

O estudo dos aminodcidos é de fundamental importancia em diversas
atividades, tanto na drea alimenticia quanto na médica, sendo alguns exemplos a
nutricdo, composicdo, metabolismo de alimentos, determinacdo da estrutura de
proteinas, quimica proteica, no mecanismo de a¢do de enzimas, na investigacdo da
evolucdo celular, investigacdo de fisiologia celular, deteccdo e controle de desordens

metabdlicas e também para datar sitios arqueoldgicos e geologicos (AMBLER, 1981).

2.3 ARROZ

O arroz é uma graminea anual semiaqudtica que se originou nos tropicos
timidos da Asia, é um dos cereais mais consumidos no mundo, considerado um alimento
de primeira necessidade, que apresenta um importante valor econdmico (JULIANO,
1993; EMBRAPA, 2005; MINISTERIO DA AGRICULTURA, 2014).

Em torno de vinte espécies do género Oryza sdao conhecidas, porém, a Oryza
sativa L. é a espécie de arroz predominante no mundo. A espécie Oryza glaberrima, a
qual apresenta um longo ciclo de vida, é cultivada em pequena quantidade na Africa, e
outra pequena quantidade da espécie Zizania aquatica é cultivada na regido dos Grandes
Lagos, nos Estados Unidos (JULIANO, 1993). Ao longo do tempo, o Oryza sativa
adquiriu uma ampla adaptabilidade, devido ao processo evolutivo e de domesticagdo,
podendo agora ser cultivado tanto em &4gua quanto em solo, variando entre terras
inundadas e encostas ingremes e secas (LU; CHANG, 1980).

Na Grécia Antiga, o arroz era utilizado como um alimento medicinal para
doencas dos rins, ginecoldgicas, dos intestinos, cOlicas menstruais, sintomas da
menopausa, hemorragia, doencas da pele, dentre outros, além de ser utilizada como
produto de beleza (NASCIMENTO, 2007). Atualmente, o arroz € consumido
principalmente na forma de grdo cozido, mas nas ultimas décadas varios produtos
contendo arroz como ingrediente surgiram no mercado.

Segundo a EMBRAPA (2005), cerca de 590 milhdes de toneladas de arroz
sdo produzidas mundialmente em 150 milhdes de hectares, em que predomina o sistema

de cultivo irrigado, abrangendo mais de 75% da producdo. O cultivo do arroz se dd em
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mais de 100 paises ao redor do mundo, exceto na Antartida, sendo considerado um
produto de grande relevancia na economia de paises em desenvolvimento na Asia,
Oceania e América Latina. O maior produtor mundial de arroz é a Asia, abrangendo
90% da producdo e em segundo lugar estd a América Latina. A China é o pais de maior
producio mundial, com 186 milhdes de toneladas, a India o pafs de maior 4rea
cultivada, com 43 milhdes de hectares, e a Africa é o continente que mais importa arroz
(FAO, 2004).

O Brasil ocupa a nona posicao na produ¢do mundial de arroz, sendo o maior
produtor fora do continente Asidtico. A estimativa da produc@o de graos na safra de
2013/2014 no Brasil foi de mais de 11 milhdes de toneladas de arroz, sendo
predominante a orizicultura irrigada, a qual € pouco influenciada por fatores climéticos
(CONAB, 2016). Os estados brasileiros que cultivam o arroz sdo Rio Grande do Sul,
Santa Catarina e Mato Grosso, sendo o Rio Grande do Sul o maior produtor
brasileiro, responsével por cerca de 50% da producio nacional (MINISTERIO DA
AGRICULTURA, 2014). O consumo do arroz no Brasil se d4 principalmente na forma
de grdos inteiros, como arroz branco, arroz integral e arroz parboilizado (VIEIRA;
RABELO, 2006).

O arroz ¢ um alimento muito rico, sendo a parte mais importante da dieta
humana em vdrias regides do mundo. Sua composicdo varia de acordo com fatores
como variedade, tipo de processamento e grau de extracdo durante a etapa de
brunimento (LUH et al., 1991), mas em geral, o arroz contém vitaminas, sais minerais,
fosforo, célcio, ferro e € capaz de suprir 20% da energia e 15% da proteina da
necessidade diaria de um adulto (FAO, 2004, MINISTERIO DA AGRICULTURA,
2014). Os nutrientes presentes no grao de arroz nao estdo distribuidos de maneira
uniforme. Proteinas, lipidios, fibra, minerais e vitaminas se encontram em
concentracdes maiores nas camadas mais externas do grdo, enquanto que no
endosperma se concentra o amido e apenas 7% de proteina (LUMEN; CHOW, 1995). A
Tabela 2.2 contém dados da composicao centesimal do arroz bruto e de suas fracoes
apos o beneficiamento a 14% de umidade

De acordo com a agroindustria, o arroz pode ser classificado de intimeras
formas como, por exemplo, as suas dimensdes ou processamento submetido. Segundo
as dimensoes, ele pode ser longo fino, longo, médio, curto e misturado. Quanto ao
processamento submetido, pode ser integral, polido ou parboilizado (BARATA, 2005;
MINISTERIO DA AGRICULTURA, 2014).
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Tabela 2.2 - Composi¢ao centesimal (%) do arroz bruto e suas fracdes (b. u.) apds

beneficiamento
Arroz Arroz Arroz Farelo Casca
Bruto Integral Polido de Arroz de Arroz
Proteina 5,8-7,7 7,1-8,3 6,3-7,1 11,3-149 2,0-2,8
Lipidios 1,5-23 1,6 -2,8 0,3-0,5 15,0-19,7 0,3-0,8
Fibras 7,2-104 0,6 -1,0 0,2-0,5 7,0-114 34,5-45,9
Cinzas 29-52 1,0-1,5 0,3-0,8 6,6 —9.9 13,2-21,0
Carboidratos 64,0-73,0 73,0-87,0 77,0-89,0 344-62,0 22,0-34,0

Fonte: FAO (2011)

O grao de arroz € composto por aproximadamente 20% de casca, 10% de

farelo e germe e 70% de endosperma (ORTHOEFER, 1996), conforme exemplificado

na Figura 2.2.

Figura 2.2 - Estrutura do grao de arroz. Fonte: adaptado de Chaud et al. (2009)

Durante o processo de beneficiamento do arroz, uma gama de subprodutos é

gerada, dentre eles a casca, o farelo e a quirera (PIMENTEL; PEIXOTO, 1983), os

quais estdo ganhando um espaco cada vez maior no mercado de alimentos. As

operacdes aplicadas durante o beneficiamento do arroz sdo secagem, descascamento,

moagem e polimento (WANG; LUH, 1991). Na primeira etapa do processo de

beneficiamento € retirada a camada mais externa do arroz, a casca, obtendo-se o arroz

integral. Em seguida, através da brunicao do grao se retira a segunda camada, o farelo

de arroz, e entdo se obtém o arroz polido (EMBRAPA, 2004; PARRADO et al., 2006).

2.3.1 Farelo de Arroz

Segundo a Resolucdo RDC n° 263, de 22 de setembro de 2005 (BRASIL,

2005), farelos “sdo os produtos resultantes do processamento de graos de cereais e ou
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leguminosas, constituidos principalmente de casca e ou gérmen, podendo conter partes
do endosperma”, apresentando umidade maxima de 15,0% (g /100 g).

Vérias subcamadas compdem o farelo de arroz, estando elas entre o
pericarpo e a aleurona (FONSECA, 1984), conforme mostrado na Figura 2.3. O farelo
de arroz apresenta consisténcia que varia de um p6 fino a de flocos, oriunda do seu
processo de estabilizacdo, gosto doce com sabor de noz, cor clara, alto teor de 6leo,
entre 15 a 20%, e ainda um baixo teor de umidade, na faixa de 6 a 7% (SAUNDERS,
1985; MESSIAS, 2005).
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Figura 2.3 - Morfologia do grdo de arroz. Fonte: adaptado de Fonseca (1984)

O farelo de arroz € um excelente alimento funcional com potencial nutritivo
elevado, produzido em larga escala e de baixo custo quando comparado a outros
alimentos com caracteristicas nutricionais semelhantes como, por exemplo, o farelo de
trigo (DENARDIN et al., 2003).

Como constituintes, o farelo de arroz apresenta 6tima composicdo proteica,
vitaminas do complexo B e E, bem como minerais, que apresenta nutrientes como o
fosforo, ferro, magnésio, manganés, zinco, cobre e potassio (EMBRAPA, 2004;
DANIELSKI et al., 2005). Em relagao aos carboidratos, contém entre 9,6 ¢ 12,8% de
celulose, 8,7 ¢ 11,4% de hemiceluloses e entre 2 e 20% de amido. Quanto as fibras, o
farelo de arroz parboilizado apresenta valores na faixa de 2,0 a 2,5% de fibras soluveis e

31 a 33% de fibras insoliveis (MESSIAS, 2005).
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Também apresenta elevado teor lipidico, o que caracteriza, em partes, seu
alto valor energético, tendo como principais constituintes o 4cido palmitico, o 4cido
linoleico e o 4cido oleico. Em relagdo a saturagdo, o 6leo apresenta em torno de 40% de
dcidos graxos poli-insaturados, 40% de monoinsaturados e 20% de saturados
(MESSIAS, 2005; OLIVEIRA et al.,, 2011). Contém fitoquimicos como o gama-
orizanol e tocoferol, os quais sdo substancias associadas a propriedades antioxidantes e
apresenta ainda propriedades benéficas a sadde, como a atenuacdo dos niveis de
colesterol sanguineo (EMBRAPA, 2004; DANIELSKI et al., 2005).

Além disso, o farelo de arroz também € rico em enzimas como, por
exemplo, a a e P-amilase, oxidase, catalase, desidrogenase, invertase, fitase, dentre
outras, sendo a lipase, lipoxigenase e peroxidase as enzimas mais importantes
relacionadas com a estabilidade do farelo de arroz (LUH et al., 1991).

O Brasil produz anualmente cerca de um milhdo de toneladas de farelo de
arroz (EMBRAPA, 2004), porém, este apresenta baixo valor comercial e sua principal
aplicacdo costumava ser como ingrediente de ragdo para bovinos, suinos e frangos
(JULIANO, 1985; SAUNDERS, 1990; LUH et al., 1991). Apesar das limitacdes
causadas pelo alto teor de fibras do farelo de arroz, hoje em dia uma pequena
quantidade do mesmo ja ¢é utilizada em multimisturas, fertilizante organico,
emulsificante, ingrediente nutracéutico, aditivo na fabricacdo de paes, alimentacdo
infantil, bem como para se extrair 6leo (ABDUL-HAMID; LUAN, 2000; TANG et al.,
2003; SILVA et al., 2006). Apds a extragdo do 6leo, o farelo de arroz € denominado
desengordurado, e pode ser aplicado como matéria prima de uma série de alimentos
processados, extrusados, produtos de panificacdo, suplementos minerais, bebidas
isotdnicas, dentre outros (PESTANA et al., 2008).

Sendo assim, o conhecimento de caracteristicas como cor, sabor,
propriedades nutritivas, absorcdo de &4gua e gordura, emulsificacdo e capacidade
espumante sao de fundamental importancia, pois esses sao fatores fundamentais para a

utilizacdo do farelo na industria alimenticia (MESSIAS, 2005).

2.3.2 Estabilidade do Farelo de Arroz
A estabilizacdo do farelo de arroz € uma etapa fundamental para a
comercializacdo desse produto, pois evita a degradacdo causada pela enzima lipase e
conserva o valor alimenticio do mesmo. A lipase € uma enzima capaz de hidrolisar

rapidamente os triacilglicerdis, gerando dcidos graxos livres, os quais produzem um
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sabor 4cido e desagradavel, diminuindo a qualidade do farelo (ENOCHIAN et al., 1981;
RODRIGUES et al., 2006).

Logo apds o beneficiamento do arroz, ocorre o rompimento de células
individuais. As lipases entram em contato com os lipidios do farelo, iniciando sua
decomposicdo em 4cidos graxos e glicerol, dando inicio a rancificacio (ENOCHIAN et
al., 1981; RAMEZANZADEH et al., 1999). A lipdlise gera um sabor desagradavel e
rancoso ao farelo, comprometendo a sua utilizacdo como alimento (LAKKAKULA et
al.,, 2004). Em locais com temperatura elevada, a hidrélise ocorre de maneira mais
rdpida, aumentando a acidez livre do 6leo e dando inicio a oxidagdo, agregando odores e
sabores rancosos, bem como perdas de componentes alimenticios valiosos como
vitaminas e antioxidantes (PESTANA et al., 2008).

Diferentes tecnologias para a estabilizacdo do farelo de arroz estdao dispostas
na literatura, como, por exemplo, a peletizacdo, extrusdo, desengorduramento
(MARAGNO; KUHN, 2013) e métodos alternativos como tratamento por micro-ondas
e aquecimento 6hmico (PESTANA et al., 2008).

Na peletizagdo faz-se uso de temperatura e pressdo amenas € um tempo de
processo relativamente maior quando comparado com a extrusio. E feita a aglomeragio
das particulas moidas através de processos mecanicos, combinados com umidade,
pressao e calor. Como os extratos proteicos apresentam tamanho de particula pequeno, a
peletizacdo dos mesmos se torna uma alternativa que acrescenta vantagens as
caracteristicas do alimento (BERNARD; AMOS, 1985).

A extrusdo termopléstica consiste em uma rdpida aplicacdo de calor com
uma faixa de temperatura de 125 a 135 °C, sendo importante que o material apresente
umidade entre 11 e 15%. Deve-se tomar cuidado durante a extrusdo, pois juntamente
com a estabilidade do farelo podem ocorrer alteracdoes ndo desejadas no material, como
perdas de vitaminas e ainda a desnaturacdo indesejavel da proteina (CARVALHO;
VIEIRA, 1999).

No tratamento por micro-ondas, os tempos de tratamento sdo menores,
ocorre a instantinea penetragdo no produto e rdpida conversio da energia
eletromagnética em calor, resultando em um aquecimento mais homogéneo, gerando
uma otimizagao do processo e da qualidade do produto (ROCHA, 2002).

O tratamento 6hmico nada mais € do que o aquecimento da amostra através

da passagem de uma corrente elétrica alternada. Esse aquecimento depende da
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resisténcia elétrica do material. Para o tratamento 6hmico do farelo de arroz sdo
alcangadas temperaturas superiores a 100 °C (LAKKAKULA et al., 2004).

Outro método que vem ganhando destaque na estabilidade do farelo de arroz
€ o desengorduramento. No desengorduramento € realizada a extra¢do do 6leo do farelo
através do uso de solventes (KUNRATH, 2010). O 6leo extraido apresenta alto valor
comercial, contém indmeros componentes minoritdrios, enquadrados na categoria de

biofendis, e € utilizado na alimenta¢do humana (RODRIGUES et al., 2004).

2.3.3 Proteina do Arroz

A proteina do farelo de arroz ¢ uma proteina de alta qualidade, rica em
aminodcidos essenciais, hipoalergénica, com auséncia de efeitos indesejaveis em
individuos intolerantes ou alérgicos ao gluten (PARRADO et al., 2006).

A excelente qualidade e composicao de aminodcidos da proteina do farelo
de arroz supera a do trigo e do milho, sendo inferior apenas a da aveia. Dessa forma,
devido ao seu perfil de aminodcidos, a mesma se torna um ingrediente apropriado para
formulagdes de alimentos infantis (WANG et al., 1999).

Dependendo da regidao do grao de arroz, a composi¢do da proteina difere.
No endosperma a proteina € composta por 77 a 80% de glutelina, 10% de globulina, 5 a
8% de prolamina e 5% de albumina. Em relacdo ao farelo de arroz, esse é composto por
60% de albumina, 27% de glutelina e prolamina e ainda 7% de globulina (JULIANO,
1993). Para o arroz, o fator de conversdao de nitrogénio em proteina estd diretamente
relacionado com a glutelina do grao, o qual contém 16,8% de nitrogénio. Essa fracao de
glutelina apresenta teores mais elevados do aminodcido essencial lisina em relacdo as
fragdes globulina e prolamina (TAIRA, 1995; SGARBIERI, 1996).

O teor de proteina do grao de arroz, em base imida, pode oscilar entre 4,5 e
15,9%, dependendo da variedade do mesmo (JULIANO; VILLAREAL, 1993;
KENNEDY; BURLINGAME, 2003). O International Rice Research Institute (IRRI)
avaliou o conteudo proteico de 2674 variedades de Oryza sativa e 195 variedades Oryza
glaberrima, obtendo uma variacdo do teor de proteina da Oryza sativa entre 4,5 e 15,9
%; para a Oryza glaberrima a variacdo ficou entre 10,2 e 15,9% (JULIANO;
VILLAREAL, 1993).

A qualidade da proteina depende do seu conteido de aminodcidos e, como
ocorre com a maioria dos cereais, a lisina é o aminodcido limitante. Porém, a proteina

oriunda do arroz apresenta uma das maiores concentracdes de lisina entre os cereais,
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resultando em um balan¢o de aminoacidos mais completo (JULIANO, 1993). Para as
variedades mais comuns de arroz, o teor de lisina esta entre 30 e 40 mg/g de proteina
(SOTELO et al., 1994). O teor de lisina da proteina do arroz € de 3,5 a 4,0%, uma das
mais altas entre as proteinas de cereais (JULIANO, 1993).

Devido a sua elevada qualidade nutricional e propriedades funcionais, a
proteina do farelo de arroz vem se tornando um produto competitivo no mercado de
ingredientes alimentares, podendo ser utilizada como uma alternativa a proteina do soro
do leite (JU et al., 2001). A proteina pode ser consumida como suplemento proteico ou
entdo aplicada na formulacio de produtos de panificacdo, sorvetes, géis, pudins, dentre
outros (CHRASTIL, 1992). Devido a sua estabilidade térmica, a proteina tem sido

utilizada como ingrediente nutracéutico (TANG et al., 2003).

2.3.4 Caracterizaciao de Extratos Proteicos

Informagdes sobre composi¢do, caracteristicas fisico quimicas e
morfoldgicas dos extratos proteicos sdo de fundamental importancia, pois € através de
tais referéncias que se avalia a qualidade dos mesmos. As técnicas de caracteriza¢io
mais amplamente utilizadas sdo a composi¢do centesimal, calorimetria diferencial de
varredura, microscopia eletronica de varredura, eletroforese, determinacdo de
aminodcidos, digestibilidade e solubilidade proteica.

A composi¢do centesimal do extrato permite o conhecimento dos principais
componentes do alimento, permitindo assim sua classificagdao adequada.

A técnica de calorimetria diferencial de varredura (Differential Scanning
Calorimetry - DSC) permite medir a diferenca de energia calorifica fornecida a amostra
e a um material de referéncia em func¢do da temperatura, enquanto a amostra € o
material de referéncia sdo submetidos a uma variacdo de temperatura sob atmosfera
controlada (IONASHIRO; GIOLITO, 1980). Através da técnica de DSC, efeitos de
calor associados com alteragdes fisicas ou quimicas da amostra, como transicoes de fase
ou reacOes de desidratacdo, dissociagdo, decomposicio, 6xido-redugdo, dentre outros,
podem ser acompanhados, devido as variacdes de calor. A técnica ainda permite avaliar
transi¢cdes que envolvem variacdes de entropia IONASHIRO; GIOLITO, 2004).

A microscopia eletronica de varredura € uma andlise que permite a
observacao de caracteristicas microestruturais de objetos sdlidos. Fornece informacdes
sobre a morfologia da amostra através de imagens de alta resolugdo. Segundo Nagatani

et al. (1987), o microscopio eletronico de varredura € um dos mais versateis
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instrumentos disponiveis para andlises, devido a sua alta resolugdo, a técnica ser
relativamente simples e requerer minima preparacdo da amostra.

A eletroforese € uma técnica versatil para a anélise de proteinas que consiste
na migracdo de proteinas em campo elétrico devido a diferenca de potencial. A
velocidade de deslocamento dessas moléculas pode ser influenciada pela carga elétrica
liquida de sua superficie externa, o tamanho e forma das mesmas (STEWARD et al.,
1965). Faz-se uso de corantes para a revelacdo das bandas, as quais indicam o tamanho,
intensidade da cor e distancia do ponto de aplicacdo, e entdo sdo utilizados para a
comparagdo entre as amostras. A eletroforese em gel de poliacrilamida vem sendo
amplamente utilizada para o estudo de proteinas, sendo elas nativas ou desnaturadas
(WEBER; OSBORN, 1975).

Segundo Benson et al. (1981), a determinacdo precisa dos aminoacidos
contidos nas amostras € uma das andlises mais importantes para a pesquisa biolégica. A
andlise dos aminodcidos é uma metodologia complexa e dispendiosa, que fornece
informacdes referentes a qualidade da proteina presente na amostra, que para ser
considerada biologicamente de boa qualidade, necessita de um bom balanco dos
aminodcidos essenciais. Habitualmente, a andlise de aminodcidos € realizada por
cromatografia de troca ionica.

A digestibilidade € um parametro nutricional determinante da qualidade da
proteina, pois avalia o aproveitamento de uma fonte proteica. E a medida da
porcentagem das proteinas que sdo hidrolisadas pelas enzimas digestivas e entdo
absorvidas pelo organismo na forma de aminodcidos ou compostos nitrogenados
(SGARBIERI, 1987; CHEFTEL; CHEFTEL, 1976). As proteinas que ndo sao
aproveitadas devido as ligacdes peptidicas nao hidrolisadas no processo digestivo sdao
excretadas do organismo ou transformadas em produtos do metabolismo pelos micro-
organismos do intestino grosso (SGARBIERI, 1987). Muitos fatores podem afetar a
digestibilidade da proteina, como tratamentos térmicos, presenca de polifendis,
inibidores de tripsina e lectinas (CHEFTEL; CHEFTEL, 1976), genética,
processamento da planta, caracteristicas do solo e do clima da regido onde foi feito o
plantio, dentre outros (GOFF; NOBLET, 2001).

Segundo Borderias e Monteiro (1988), definir solubilidade proteica nao é
uma tarefa simples, pois as proteinas em meio aquoso podem formar solugdes coloidais,
solucdes verdadeiras ou suspensdes estdveis de particulas insoliveis. A defini¢do

termodinamica de solubilidade proteica € a concentragdo de proteinas no solvente em
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um sistema com uma ou mais fases no estado de equilibrio (VOJDANI, 1996). Segundo
Hall (1996), a solubilidade proteica pode ser expressa como a quantidade de proteina
presente na fase liquida em relacdo a quantidade total de proteina da fase s6lido-liquido
no equilibrio. Em sistemas com baixas concentracdes salinas, a solubilidade proteica
costuma aumentar, fendmeno conhecido como salting in. Fato que ocorre devido a
tendéncia dos ions salinos de se associar as proteinas, contribuindo para uma maior
hidratacdo e/ou repulsdo entre as moléculas de proteina, gerando maior solubilidade da
proteina. Em solu¢des com concentracdes salinas elevadas, as moléculas de dgua
disponiveis se tornam insuficientes para a solvatacdo da proteina e a interacdo proteina-
proteina se torna mais importante que a interacdo d4gua-proteina, ocorrendo a
precipitacdo das mesmas, fendmeno conhecido como salting out (SGARBIERI, 1996).
A solubilidade € uma das propriedades funcionais mais importantes das proteinas e
pode afetar outras propriedades da mesma, como as hidrodindmicas e reolégicas. E
considerada a propriedade funcional priméria na determinacdo das demais propriedades
(NAKAI; CHAN, 1985; CANDIDO, 1998). Proteinas com boa solubilidade apresentam
caracteristicas gelatinizantes, espumantes e emulsificantes (CANDIDO, 1998;
HEYWOOD et al.,, 2002; MOHAMED et al., 2009; LIU et al., 2011). Para ser
considerada soldvel, a proteina deve ser capaz de interagir com o solvente por pontes de
hidrogénio, interacdes idnicas e dipolo-dipolo (RIBEIRO; SERAVALLI, 2007). Vérios
sdo os fatores capazes de influenciar a solubilidade das proteinas em meio aquoso,
sendo alguns deles o pH, a temperatura e a forca i0nica. A solubilidade de uma proteina
depende da proporcao entre grupos hidrofébicos, normalmente situados na parte central
da molécula proteica, e de grupos hidrofilicos, situados na superficie da molécula
proteica (DAMODARAN, 1997). O balango entre as forcas intermoleculares repulsivas
e atrativas do sistema, o qual depende das estruturas das proteinas e da agua e sdo
afetadas pelo tipo de solventes, € o que controla a solubilidade proteica (PHILLIPS et
al.,, 1994). A classificacio mais utilizada para proteinas vegetais € quanto a sua
solubilidade, sendo elas definidas como soldveis em 4dgua (albuminas), soliveis em
solucdes salinas (globulinas), soliveis em etanol (prolaminas), soliveis em solucdes
acidas (glutelinas dcidas), e soldveis em solugdes alcalinas (glutelinas bdsicas)
(OSBORNE, 1924). Para concentrados proteicos, a alta solubilidade ¢ um fator
primordial, permitindo assim que os mesmos possam ser utilizados como ingredientes
funcionais em diversos alimentos como bebidas, molhos, cremes, chantilis, coberturas

dentre outros (CHANDI; SOGI, 2007).
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Nesse contexto, o farelo de arroz desengordurado serd utilizado como fonte
de obtencdo de proteina através de trés diferentes técnicas. Em seguida, os extratos

proteicos obtidos serdo caracterizados e comparados, conforme descrito a seguir.
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3. MATERIAIS E METODOS

Esse capitulo se refere ao desenvolvimento da parte experimental, em que
estdo descritas as metodologias que foram empregadas nos processos de extracdo da
proteina do farelo de arroz, bem como o desengorduramento do farelo e a andlise e a

caracterizacdo da proteina extraida.

3.1 MATERIA PRIMA
O farelo de arroz (Oriza sativa L.) in natura foi cedido pela empresa Broto
Legal, localizada na cidade de Campinas — SP, em julho de 2014. Este foi produzido no
Rio Grande do Sul, na safra de 2013/2014. Um segundo farelo (Oryza sativa L.) in
natura oriundo da safra 2016/2017 foi adquirido da empresa Mococa, localizado na
cidade de Mococa — SP, em julho de 2017. O material adquirido foi acondicionado em
sacos plasticos herméticos e armazenado em freezer a -18 °C. Em seguida foi realizado

o desengorduramento do farelo de arroz.

3.2 REAGENTES

A mistura catalitica de sulfato de cobre (CuSQOs4) e sulfato de potdssio
(K2SO4), os indicadores vermelho de metila e azul de metileno, papel manteiga, dgua
destilada, hidroxido de sddio, etanol, bem como os acidos sulfdrico, boérico e cloridrico
foram utilizados para a determinacdo das proteinas através do método de micro-
Kjeldahl.

As enzimas a-amilase, protease e amiloglucosidase, a solucao tampao MES-
TRIS, éter etilico, 1a de vidro, dgua destilada, 4cido cloridrico, acetona e etanol foram
utilizados para a anélise de fibras alimentares totais.

Cloroférmio, agua destilada, papel de filtro, sulfato de sodio e metanol
foram utilizados para a determinacdo de lipidios.

Hexano foi utilizado para o desengorduramento do farelo de arroz.

Agua destilada, hidréxido de sédio e 4cido cloridrico foram utilizados para
as extracoes alcalina, assistidas por micro-ondas e por ultrassom.

O P-mercaptoetanol, acrilamida, dcido acético, metanol, dgua Milli-Q,

solucdo tampao Tris, azul de bromofenol, dodecil sulfato de soédio (SDS), Comassie
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brilhante G-250 e placas de gel de poliacrilamida foram utilizados nas andlises de
eleforese em gel.

Os reagentes acido cloridrico, fenol, acetato de sédio trihidratado, metanol
grau HPLC, trietilamina, padrées PIERCE amino acid Standard H - HCI 0,1 - 2,5
umols, padroes SIGMA amino acid Standard physiological — acidics and neutrals e
amino acid Standard physiological; fenilisotilcianato; d4cido alfa-aminobutirico
[(AAAB) Padrdo Interno AAtotais]; metionina sulfona (padrdo interno AAlivres); dcido
acético glacial; acetonitrila grau HPLC; hidrogeno fosfato de sédio, solucdo A (acetato
de sddio, trietilamina e acetonitrila), solucdo B (acetonitrila e dgua) foram utilizadas
para a determinacdo de aminodcidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Gés nitrogénio e tampao de fosfato 0,06 M (pH 7,0) contendo NaCl 0,1 M
foram utilizados para a calorimetria diferencial exploratoria.

As enzimas pepsina e tripsina, a proteina caseina, bem como o &cido
tricloroacético, dcido cloridrico e hidréxido de sédio foram utilizados na determinagao
da digestibilidade proteica.

Cloreto de sddio, hidroxido de sddio e acido cloridrico foram utilizados na

andlise de solubilidade proteica.

3.3 CARACTERIZACAO DA MATERIA PRIMA

3.3.1 Composicao Centesimal do Farelo de Arroz
As andlises de caracteristicas fisico-quimicas do farelo de arroz,
apresentando sua composi¢do centesimal foram realizadas em triplicata segundo as
normas elaboradas pela Association of Official Agricultural Chemists — AOAC (1997a);
AOAC (1997b), com excecao do teor de lipidios, que foi obtido segundo o Método de
Bligh e Dyer (1959).

3.3.1.1 Proteina
O teor de proteinas foi determinado através do método de micro-Kjeldahl n°
960.52 da AOAC (1997a). Foi analisado o conteido de nitrogénio total da amostra,
utilizando o fator de conversao nitrogénio-proteina para o arroz de 5,95 (MERRILL;
WATT, 1973), conforme convencionado, uma vez que ndo ha relatos na literatura sobre

o fator de conversdo nitrogénio-proteina para o farelo de arroz. A andlise foi dividida
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em trés etapas, sendo elas digestdo, destilacdo e titulagcdo. Foram pesadas 0,05 g de
amostra em papel manteiga que foram transferidas juntamente com o papel para o tubo
de Kjeldahl. Foram adicionados 0,5 g de mistura catalitica (K2SO4 e CuSOs4) e 4 mL de
dcido sulftrico concentrado. Em seguida foi realizada a digestdo da amostra; o processo
foi iniciado a 50 °C e foi realizado um aumento na temperatura de 50 °C a cada 30
minutos, até que a temperatura atingisse 350 °C. A digestdo foi mantida até que fosse
obtido um liquido transparente, fato que deve acontecer em torno de 4 horas. Apds a
amostra atingir a temperatura ambiente, foi iniciado o processo de destilacdo. Foi
adicionada uma pequena quantidade de dgua destilada no tubo de Kjeldahl contendo a
amostra digerida e 15 mL de solu¢do de NaOH 60%. Posteriormente, foram coletados
100 mL do destilado em 15 mL de solu¢do saturada de 4cido bérico contendo 4 gotas de
indicador (4 partes de vermelho de metila 0,1% em etanol 50% com 1 parte de azul de
metileno 0,1% em etanol 50%). O destilado foi titulado com solu¢dao HCI 0,02 N

padronizada. Em seguida, foi calculada a porcentagem de teor de nitrogénio

(VHCl - Vbranco)- NHCl- 14‘;007

% Teor de N = 100 3.1

mamostra

% Proteina Bruta = % Teor de N.5,95 (3.2)

sendo: Vi = volume de HCI utilizado na titulagdo da amostra (mL);
Veranco = volume de HCI utilizado na titulacdo do branco (mL);
Ny = normalidade real do HCI (g/mL);

Mamostra = Massa da amostra (g).

3.3.1.2 Fibra Alimentar Total
As fragdes insoldvel e soldvel de fibra alimentar foram dadas de acordo com
a metodologia oficial n® 991.43 da Association of Official Analytical Chemists (AOAC,
1997b), através do principio enzimatico e gravimétrico. A fibra alimentar total foi

obtida pela soma das fracdes insolivel e soldvel.
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Foram pesados 2 g de amostra e entdo levados ao aparelho de Soxhlet para
extracdo com éter etilico por 8 h. A seguir, foram adicionados 40 mL de solucdo tampao
MES-TRIS e a amostra foi homogeneizada com agitador magnético. Foram adicionados
50 uL de solucdo a-amilase termoestdvel na solucdo, a qual foi constantemente agitado
a 95 °C por 30 minutos em banho-maria. A amostra foi esfriada at¢ 60 °C, foram
adicionados 100 pL de solucdo de protease e foi agitado constantemente por 30
minutos. Foram adicionados 5 mL de HCI1 0,561 N e o pH da solu¢do foi ajustado para
4,0-4,7, mantendo a solucdo a 60 °C. Foram adicionados 300 uL de solugdo
amiloglucosidase e agitado por 30 minutos a 60 °C. Para a determinagdo das fibras
insoluveis, a amostra digerida foi filtrada com auxilio de um sistema de vicuo em
cadinho filtrante, contendo 13 de vidro. O residuo foi lavado duas vezes com 10 mL de
dgua a 70 °C. O liquido filtrado contendo as fibras soldveis foi transferido para um
béquer de 600 mL para posterior determinacdo. O residuo foi lavado duas vezes em
cadinho filtrante contendo 14 de vidro com etanol 78%, etanol 95% e acetona. O residuo
do cadinho foi seco e sua massa determinada. Os valores obtidos pelo método
enzimatico foram corrigidos por meio da andlise de proteina e a andlise de cinzas
segundo os métodos oficiais da AOAC (1997). Para as fibras soliveis, um quarto de
solucdo de etanol 95% pré-aquecida a 60 °C e o liquido filtrado contendo as fibras
soliveis do béquer de 600 mL foram misturados. A precipitacdo foi realizada a
temperatura ambiente durante 60 min. A fibra alimentar total foi obtida pela soma das

fracOes insoluveis e soluveis.

3.3.1.3 Umidade
A determinag¢do do teor de umidade foi dada de acordo com a metodologia
oficial n® 925.09 da Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 1997b). Foram
pesados 2 g de amostra em placa de Petri previamente seca em estufa a 105 °C. A
amostra foi seca em estufa a 105 °C por 5 horas ou até peso constante da amostra. Em

seguida, foi calculada a porcentagem de umidade da amostra.

3.3.1.4 Lipidios
A determinacgado do teor de lipidios totais foi dada pelo Método de Bligh e
Dyer (1959). Esse método se mostra mais eficiente que os demais métodos utilizados,

pois permite tanto a extracdo de lipidios polares quanto apolares, sem aquecimento.
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Foram pesados 3 g de amostra em tubo de 70 mL com tampa. Foram
adicionados 10 mL de cloroférmio, 20 mL de metanol e 8 mL de dgua destilada, a
solucdo foi homogeneizada e agitada por 30 minutos em agitador rotativo. Em seguida,
foram adicionados 10 mL de cloroférmio e 10 mL de sulfato de sédio 1,5% e a solugao
foi homogeneizada por 2 minutos. A amostra foi centrifugada a 1000 rpm por 2 minutos
para que ocorra a separacdo das fases. O liquido superior contendo o metanol foi
separado e descartado, a camada inferior foi filtrada em papel de filtro contendo 1 g de
sulfato de so6dio. Foram transferidos 5 mL do filtrado para um béquer; o solvente foi
evaporado em estufa a 100 °C por 1 hora; o restante foi esfriado em dessecador e a
massa foi medida. O cédlculo da porcentagem de lipidios totais se dard conforme a

Equacdo 3.3.

Myipidios

% Lipidios Totais = .4.100 (3.3)

mamostra

sendo: Myipiqios = Massa de lipidios (g);

Mamostrqa = Massa da amostra (g).

3.3.1.5 Cinzas

O teor de cinzas foi determinado de acordo com a metodologia oficial n°
923.03 da Association of Olfficial Analytical Chemists (AOAC, 1997b). Foram pesados
3 g de amostra em um cadinho previamente seco em mufla a 250 °C. Inicialmente, a
amostra foi queimada em chama até toda a fumaca colorida ser eliminada, com o intuito
de evitar combustdo no interior da mufla. A amostra foi entdo incinerada em mufla a
550 °C por um periodo de 6 a 8 horas. Apos a incineragdo, a mufla foi desligada e
quando a temperatura atingir 250 °C, o cadinho foi transferido para um dessecador até
atingir temperatura ambiente. Em seguida, o cadinho com a amostra foi pesado e o teor

de cinzas determinado.
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3.3.1.6 Carboidratos totais
A quantificagdo dos carboidratos foi realizada através de célculos de
diferenca entre a porcentagem total da amostra (100%) e as porcentagens de proteina,

fibra, umidade, lipidios e cinzas.

3.3.2 Calorimetria Diferencial de Varredura do Farelo (DSC)

As andlises de calorimetria diferencial de varredura (DSC) foram realizadas
com o intuito de obter a temperatura de desnaturacdo das amostras. O equipamento
utilizado foi o calorimetro MDSC-2920 (TA Instruments, EUA), com refrigeracdo
controlada através de um acessorio de refrigeracdo refrigerada (RCS), operando com
gds nitrogénio a 150 mL/min. A metodologia utilizada foi adaptada de Wang et al.
(1999), em que 0,36 mg de amostra foram dissolvidos em 6 pL de tampao de fosfato
0,06 M (pH 7,0) contendo NaCl 0,1 M. O procedimento foi realizado em panela de
aluminio hermeticamente selada. A faixa de temperatura analisada foi de 25 a 100 °C,
com taxa de aquecimento de 10 °C/min, sob atmosfera de nitrogénio. Uma panela de
aluminio hermeticamente fechada com solu¢do tampdo de fosfato 0,06 M (pH 7,0)

contendo NaCl 0,1 M foi utilizada como referéncia.

3.3.3 Microscopia Eletronica de Varredura do Farelo (MEYV)

As microscopias do FAD foram realizadas a fim de analisar a superficie das
particulas. As microscopias dos extratos proteicos de FAD foram obtidas em
Microscépio Eletronico de Varredura com Detector de Energia Dispersiva de raios X,
modelo Leo 440i, da marca MEV/EDS LEO Electron Microscopy/Oxford (Cambridge,
Inglaterra) com aumento de 1000 X para cada amostra. Para a preparacdo da amostra foi
realizado um recobrimento com uma fina camada de ouro por um metalizador e as

mesmas foram fixadas no porta amostra por uma fita adesiva de carbono.

3.4 DESENGORDURAMENTO DO FARELO DE ARROZ
O procedimento de desengorduramento do farelo de arroz foi adaptado de
Wang et al. (1999), em que o farelo de arroz foi desengordurado duas vezes, utilizando
hexano em uma propor¢ao de 1:3 (p/p) de farelo para solvente, com agitacao de 500
rpm em agitador mecanico durante 30 min e centrifugacdo a 4000 g durante 10 minutos

a temperatura ambiente (aproximadamente 23 °C). O farelo de arroz desengordurado
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(FAD) foi seco ao ar livre durante 10 horas, moido em pistilo, peneirado através de um

conjunto de peneiras e armazenado a 4 °C.

3.5 DISTRIBUICAO GRANULOMETRICA DO FAD
A distribui¢do de tamanho de particula do farelo de arroz foi determinada
através de conjunto de peneiras em sistema de agitacdo mecanico Bertel, por 15
minutos, com massa de amostra inicial de 200 g, utilizando um conjunto de peneiras

Tyler (8, 10, 14, 20, 24, 28, 35, 42, 65, 80, 100, 150, 200 e 400 mesh).

3.6 ENSAIOS PRELIMINARES

Inicialmente foram realizados ensaios preliminares para a definicdo de
algumas varidveis do processo, sendo elas:

» Extracdo alcalina: propor¢do FAD:dgua (0,5:10, 1:10 e 2:10) e faixa
granulométrica do farelo de arroz (lote original, sem separacdo granulométrica,
com diametro da particula no qual 50% do material possui didmetro inferior dso
= 175 pum; 385 pm, 128 pm), com tempo de processo de 45 minutos e
temperatura ambiente.;

» Extragdo assistida por ultrassom: propor¢cdo FAD:dgua (0,5:10, 1:10 e 2:10) e
aplicacdo de pulsos de poténcia on/off (60/0 s, 60/15 s e 60/30 s), com poténcia
de ultrassom de 100 W e tempo total de processo de 10 minutos;

» Extracdo assistida por micro-ondas: propor¢cdo FAD:4gua (0,5:10, 1:10 e 2:10),
com temperatura de 40 °C e tempo de processo de 90 segundos;

As variaveis respostas dos ensaios preliminares foram o rendimento e a
qualidade do extrato proteico obtido. O cdlculo do rendimento percentual de extracdao
foi realizado através da Equacgao 3.4.

O calculo do rendimento percentual de extra¢do foi realizado através da

Equacao 3.4.

massaextratoproteico FAD
massdgap '

Rendimento (%) =

100 (3.4)

sendo: Mextratoproteico Fap = Massa de extrato proteico FAD obtido (g);
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mg,p = massa de FAD (g).

3.6.1 Extracao Alcalina Preliminar

O procedimento de extragdo alcalina foi baseado na metodologia de Silva
(2012).

Para avaliar a relacdo FAD:4gua:

1. Em diferentes ensaios, o FAD do lote original (dso = 175 um) foi disperso em
dgua destilada em diferentes proporcdes de farelo e dgua destilada (0,5:10; 1:10;
2:10 m/m);

2. Em seguida, o pH foi ajustado para 10 com solu¢do de hidréxido de sédio NaOH
1 M e a mistura foi homogeneizada com agitador magnético durante 45 minutos
a temperatura ambiente;

3. Posteriormente, a solucdo foi centrifugada a 8000 g por 30 minutos e filtrada em
peneira de nylon, a fim de separar o residuo s6lido do sobrenadante contendo as
proteinas solubilizadas.

4. O pH do sobrenadante foi ajustado para 4,7 e a solucao novamente centrifugada
a 8000 g durante 30 minutos.

5. O precipitado foi ressuspenso em dgua destilada, neutralizada até pH 7,0, seco
em liofilizador e armazenado na temperatura de 4 °C.

6. Ap0s, foi calculado o rendimento de extracdo e determinado o teor de proteinas
através do método de micro-Kjeldahl nimero 960.52 da AOAC (1997a),
utilizando o fator de conversao de nitrogénio para a proteina de arroz de 5,95
(MERRILL; WATT, 1973).

Para avaliar a granulometria, o procedimento foi semelhante ao descrito
acima, no entanto, variou-se o tamanho de particula do FAD entre amostras do lote
original (com dso = 175 pm), dp = 385 um (retido entre as peneiras 35 e 42 mesh) e dp =
128 um (retido entre as peneiras 100 e 150 mesh). Neste caso, a relagdo FAD:dgua

0,5:10 foi fixada. As extracOes foram realizadas em triplicata.

3.6.2 Extracao Assistida por Ultrassom Preliminar
O procedimento de extracdo assistida por ultrassom foi baseado na

metodologia de Chittapalo et al. (2009). Foi utilizado um gerador de ultrassom (ECO-
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SONICS, Ultronique, QR300, Brasil) a uma frequéncia padrao de 20 kHz, equipado

com uma macrossonda de titinio de 13 mm de didmetro.

l.

2.

Para cada um dos ensaios, o FAD na granulometrias do lote original (dso = 175
um) foi disperso em dgua destilada em diferentes proporcdes de farelo e dgua
destilada (0,5:10; 1:10; 2:10 m/m).

Em seguida, o pH foi ajustado para 10 com solucado de hidréxido de s6dio NaOH
1 M e uma poténcia de ultrassom de 100 W foi emitida durante 10 minutos,
sendo a temperatura controlada e mantida ambiente através de banho de gelo.

Os procedimentos seguintes foram semelhantes aos passos 3 a 6, descritos no
item 3.6.1.

Para avaliar a influéncia de pulsos na poténcia, o procedimento foi

semelhante ao descrito acima. No entanto, foi avaliada a aplicacdo de pulsos de poténcia

de ultrassom on/off de 60/0 s, 60/15 s e 60/30 s. Neste caso, a relagdo FAD:agua 0,5:10

e granulometria do lote original (dso = 175 pum) foram fixadas. As extragdes foram

realizadas em triplicata.

3.6.3 Extracao Assistida por Micro-ondas Preliminar

O procedimento de extracdo assistida por micro-ondas foi baseado na

metodologia de Phongthai et al. (2016). Foi utilizado um sistema de extracdo de micro-

ondas (Start-E, Milestone, Sorisole, Itdlia) a uma frequéncia padrao de 50-60 Hz,

previamente calibrado. O equipamento foi equipado com 8 vasos de teflon que formam

um sistema fechado de carrossel.

1.

Para cada um dos ensaios, o FAD na granulometria do lote original (dso = 175
um) foi disperso em 4gua destilada em diferentes propor¢des de farelo e dgua
destilada (0,5:10; 1:10; 2:10 m/m).

Em seguida, o pH foi ajustado para 10 com solucao de hidréxido de s6édio NaOH
1 M e a temperatura foi mantida a 40 °C através de um sensor inserido em um
recipiente de controle durante 90 s, gerando uma faixa de poténcia de 350 a 400
W.

Os demais procedimentos realizados foram semelhantes aos passos 3 a 6,

descritos no item 3.6.1.
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3.7 EXTRACAO ALCALINA

Em diferentes ensaios, 20 g de FAD (dso = 175 pm) foram dispersos em 400
mL de 4gua destilada (FAD:4gua 0,5:10), o pH foi ajustado (X2: 9-11) com soluc¢do de
hidréxido de s6dio NaOH 1 M e a mistura homogeneizada com agitador magnético por
um tempo predeterminado (Xi: 30-60 min), a temperatura controlada (X3: 25-55 °C). O
procedimento a seguir foi semelhante aos passos 3 a 6, apresentado no item 3.6.1,
referentes a extracdo alcalina preliminar.

Um planejamento experimental 2° com trés pontos centrais foi utilizado
para analisar os melhores valores das varidveis de entrada pH, tempo de agitacdo e
temperatura, sendo as varidveis de resposta o rendimento e a qualidade da proteina a ser
extraida. O design completo consiste em 11 combinagdes, incluindo trés repeti¢des do
ponto central (Tabela 3.1) e valores das varidveis foram escolhidos considerando os

limites de pH e temperatura do processo.

Tabela 3.1 - Faixas de valores das varidveis utilizadas para a extrag¢do alcalina

Niveis
Varidveis
Fatores -1 0 1
Tempo (min) X1 30 45 60
pH Xo 9 10 11
Temperatura (°C) X3 25 40 55

3.8 EXTRACAO ASSISTIDA POR ULTRASSOM

Para a extragdo assistida por ultrassom, foi utilizado um gerador
ultrassonico (ECO-SONICS, Ultronique, QR300, Brasil) a uma frequéncia padrao de 20
kHz, equipado com uma macro sonda de titdnio de 13 mm de didmetro. Em ensaios
independentes, o 20 g de FAD (dso = 175 pm) foram misturados com 400 mL de dgua
destilada (FAD:4gua 0,5:10) em um béquer de vidro. O pH da solucdo foi ajustado (X2:
9-11) com solucdo de hidréxido de s6dio NaOH 1 M, e a temperatura foi mantida
ambiente através de um banho de gelo. Com a sonda, foram emitidas poténcias de
ultrassom até a capacidade maxima do equipamento (X3: 180-300 W) em determinados
intervalos de tempo (Xi: 5-15 min), com aplicacdo de pulsos de poténcia de ultrassom

on/off de 60/30 s. A sonda geradora de ondas ultrassonicas foi imersa em torno de 2 cm
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na solucdo. As proximas etapas foram semelhantes as descritas nos itens 3 a 6,
mencionados na metodologia da extragdo alcalina preliminar.

Um planejamento experimental 2* com trés pontos centrais foi realizado
para a escolha dos melhores valores das varidveis de entrada pH, tempo de processo e
poténcia de ultrassom emitida, tendo-se como varidveis de resposta o rendimento e a
qualidade da proteina a ser extraida. O design completo consiste em 11 combinagdes,
incluindo trés repeticdes do ponto central (Tabela 3.2) e os valores das varidveis foram

escolhidos considerando os limites de pH e poténcia de ultrassom do processo.

Tabela 3.2 - Faixas de valores das varidveis utilizadas para a UAE

Niveis
Varidveis
Fatores -1 0 1
Tempo (min) X1 5 10 15
pH Xo 9 10 11
Poténcia (W) X3 180 240 300

3.9 EXTRACAO ASSISTIDA POR MICRO-ONDAS

Para a extracdo assistida por micro-ondas, foi utilizado um sistema de
extragdo por micro-ondas previamente calibrado (Start-E, Milestone, Sorisole, Italia),
que opera a uma frequéncia padrao de 50-60 Hz. Em diferentes ensaios, 20 g do FAD
(dso = 175 um) e 400 mL de 4gua destilada (FAD:4gua 0,5:10) foram distribuidos em
tubos de teflon que compdem o carrossel do equipamento de micro-ondas. O pH foi
ajustado (X2: 9-11) com solugd@o de hidréxido de s6dio NaOH 1 M. A temperatura foi
variada (X3: 30-55 °C) e a faixa de poténcia de micro-ondas correspondente foi
observada observado para intervalos de tempo pré-definidos (Xi: 60-120 s). O
procedimento seguinte foi semelhante ao descrito nos passos 3 a 6, do item 3.6.1, da
extracdo alcalina preliminar.

Um planejamento experimental 2* com trés pontos centrais foi realizado
para a escolha dos melhores valores das varidveis de entrada pH, tempo de processo e
temperatura, tendo como varidveis de resposta o rendimento e a qualidade da proteina a
ser extraida. O design completo consiste em 11 combinagdes, incluindo trés repeti¢coes
do ponto central (Tabela 3.3) e os valores das varidveis foram escolhidos considerando

os limites de pH e temperatura do processo.
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Tabela 3.3 - Faixas de valores das varidveis utilizadas para a MAE

Niveis
Varidveis
Fatores -1 0 1
Tempo (s) X1 60 90 120
pH Xo 9 10 11
Temperatura (°C) X3 30 42,5 55

3.10 MEV DO FAD APOS A EXTRACAO

As microscopias do FAD apds a extracdo foram realizadas a fim de analisar
as alteracoes na superficie do FAD apds a aplicagdo de ondas ultrassOnicas e
microondas. As microscopias foram obtidas em Microscopio Eletronico de Varredura
com Detector de Energia Dispersiva de raios X, modelo Leo 440i, da marca MEV/EDS
LEO Electron Microscopy/Oxford (Cambridge, Inglaterra) com aumento de 500 X para
cada amostra. Para a preparacdo da amostra foi realizado um recobrimento com uma
fina camada de ouro por um metalizador e as mesmas foram fixadas no porta amostra

por uma fita adesiva de carbono.

3.11 CARACTERIZACAO DO EXTRATO PROTEICO DO FAD
O extrato proteico obtido do farelo de arroz foi analisado através da
composi¢do centesimal, eletroforese em gel, perfil aminoacidico, morfologia de

superficie, digestibilidade e solubilidade proteica.

3.11.1 Composicao Centesimal
A andlise de caracteristicas fisico-quimicas do extrato proteico de farelo de
arroz foram realizadas em triplicata segundo as normas elaboradas pela Association of
Official Agricultural Chemists — AOAC (1997a); AOAC (1997b), com excec¢do do teor
de lipidios, que foi obtido segundo o Método de Bligh e Dyer (1959).

3.11.2 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE)
A andlise de eletroforese em gel de poliacrilamida de dodecilsulfato de
sodio (SDS-PAGE) foi realizada de acordo com Laemmli (1970). As solugdes de

extrato proteico foram misturadas na propor¢ao de 1:1 (v/v) com o tampao tris 1,5 M e
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SDS 10% (p/v). A andlise foi realizada em uma unidade de eletroforese vertical e em
gel com 12% de gel de separacdo e 4% em gel de concentragdo. Uma mistura contendo
1,5 mL de dgua destilada e 0,2% de proteina foi colocada em um tubo de ensaio, onde
foram adicionados 1,5 mL de solug@o tampao tris 0,5 M. O tubo de ensaio foi agitado
em vortex até a dissolucdo da mistura. Em um tubo de Eppendorf foi pipetado 1 mL da
solugdo e foram adicionados 100 puL de B-mercaptoetanol. O tubo contendo a solucdo
foi colocado em dgua fervente por 4 minutos para desnaturacido das proteinas. Apds o
arrefecimento da amostra, foram adicionadas 3 gotas de azul de bromofenol. Uma
aliquota contendo 20 pL. de amostra foi colocada no pogo de corrida e entdo foram
adicionados 10 pL de dodecil sulfato de sddio (SDS). Em seguida foi montado o aparato
de eletroforese, que foi coberto com solucao tampao. Foi realizada a aplicacdo de uma
corrente de 120 V durante 3 horas e depois o gel foi retirado da placa e colocado em
solucdo corante de Coomassie Brilliant Blue G-250 por 2 horas sob agitacdo constante.
Posteriormente, as bandas de proteinas presentes na amostra foram reveladas através da

solucdo descorante de metanol, dcido acético e dgua.

3.11.3 Determinacao dos Aminoacidos

Para a determinag¢do de aminodcidos, as amostras foram hidrolisadas com
dcido cloridrico 6 M durante 24 horas. Os aminodcidos liberados na hidrdlise acida
foram reagidos com fenilisotilcianato (PITC), separados por HPLC em fase reversa e
detectados por UV a 254 nm. A quantificacdo foi realizada por calibracdo interna
multinivel, com auxilio do 4cido alfa-aminobutirico (AAAB) como padrdo interno,
conforme descrito por White et al. (1986), utilizando uma coluna Luna C18 100 A 5u
250x4,6 mm 00G-4252-EQ. Os equipamentos utilizados para a determinagdo dos
aminodcidos foram o degassificador Spectra System (Thermo Separation Products);
moédulo de bomba quaterndria Spectra System P4000 (Thermo Separation Products);
vdlvula de injecdo Rheodyne; forno Thermasphere TS-130 HPLC (Phenomenex - USA
Torrance, CA.); modulo de deteccdo UV Spectra System UV 2000 (Thermo Separation
Products); e coluna Luna C18 100 A 5u, 250x4,6 mm 00G-4252- EQ (Phenomenex —
USA Torrace, CA.) médulos e Software Thermo Fisher Scientific Inc. 81 Wyman
Street/Waltham, MA 02454.

A vazdo total da fase mdvel utilizada foi de 1,0 mL/min, temperatura da
coluna de 50 °C e comprimento de onda do detector UV de 254 nm. A fase movel foi

composta pelas solugdes A e B (A: composta por 940 ml de acetato de sdédio 0,14 M,
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pH 6,40, contendo 0,05% de trietilamina, misturado com 60 ml de acetonitrila; B:
constituida por 60% de acetonitrila e 40% de 4gua) em um gradiente conforme descrito
a seguir:

*  100% da solugdo A até 5 minutos.

* 5% da solucdo B aos 5 minutos.

*  22,5% da solugdo B aos 10 minutos.

* 32 % da solugdo B aos 11,80 minutos.

* 11 % da solugdo B aos 20,80 minutos.

* 60 % da solu¢ao B aos 20,00 minutos.

* 100 % da solug@o B aos 23,00 minutos.

* 100 % da solug@o B aos 28,00 minutos.

* 100 % da solucao A aos 28,10 minutos.

* 100 % da soluc¢dao A aos 35 minutos.

3.11.4 Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)
As microscopias dos extratos proteicos do FAD foram realizadas a fim de
verificar a superficie das particulas, bem como possivel desintegracio das mesmas. O
equipamento utilizado foi o microscépio eletronico de varredura da marca LEO, modelo
LEO 4401, com aumento de 100 e 500 X para cada amostra. Para a preparacdo da
amostra foi realizado um recobrimento com uma fina camada de ouro por um
metalizador e as mesmas foram fixadas no porta amostra por uma fita adesiva de

carbono.

3.11.5 Digestibilidade Proteica in vitro

A metodologia aplicada para a digestibilidade proteica in vitro foi baseada
em Xia et al. (2012). O extrato proteico de FAD (1%, m/v) foi misturada com agua
destilada e pepsina (enzima: proteina de 1:100, m/m), e o pH ajustado para 1,5. A
mistura foi incubada a 37 °C durante 120 min sob leve agitacdo. Em seguida, a mistura
foi neutralizada com NaOH 1,0 M para parar a reacdo de digestdo. A digestdo foi
seguida pela adi¢@o de tripsina (enzima: proteina de 1:100, m/m). Apds incubagdo a 37
°C durante 120 min, a mistura foi aquecida a 95 °C durante 10 min para finalizar a
atividade da tripsina. Um volume igual de 10% (m/v) de 4cido tricloroacético (TCA) foi
adicionado a mistura e centrifugado a 5500 g durante 10 min. O precipitado de TCA foi

recolhido e liofilizado, e o teor de proteina foi determinado utilizando o método de
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micro-Kjeldahl. A caseina foi usada como padrio (AKESON; STAHMANN, 1964). O
valor da digestibilidade da caseina obtido foi considerado como 100%, e o valor da
digestibilidade obtido para a proteina do farelo de arroz foi calculado em funcdo do
valor obtido para a caseina. A digestibilidade das proteinas foi calculada através da

Equacdo 3.5.

sobrenadante ~ Nbranco

N,
Digestibilidade Proteica (%) = .100 (3.5)

Namostra

sendo: Ngoprenadante = teor de nitrogénio no sobrenadante (%);
Npranco = teor de nitrogénio no branco (%)

Namostra = teor de nitrogénio na amostra (%).

3.11.6 Solubilidade Proteica

A porcentagem da solubilidade proteica foi dada em funcdo da metodologia
descrita por Morr et al. (1985), em solucdo salina para que ocorra a inducdo de
interacOes i0Onicas e agregacdo das moléculas de proteina. Em um béquer, foram
agitados 100 mg de extrato proteico de FAD e volume suficiente de NaCl 0,1 M para
formar uma pasta homogénea. Apds, foi adicionado NaCl 0,1 M até completar um
volume de 8 mL. A mistura foi agitada com agitador magnético, com velocidade menor
que a de formacgdo de vortice. O pH de cada amostra foi ajustado com solugdes de
NaOH 0,1 N ou HC1 0,1 N, e ird variar na faixa de 3 a 11. A dispersao foi agitada por 1
hora com o pH controlado e entdo foi transferida para um baldao volumétrico de 10 mL e
o volume foi completado com solugdo NaCl 0,1 M. Em seguida, a mistura foi
centrifugada a 8000 g por 30 minutos e entdo filtrada em papel filtro. Foi determinado o
valor de proteinas soliveis no sobrenadante através de micro-Kjeldahl. Posteriormente,

foi calculada a porcentagem da solubilidade através da Equacgao 3.6.

A.10

Solubilidade Proteica (%) = S .100 (3.6)

Mamostra sol- 100




sendo: A = concentragdo proteica no sobrenadante (mg/mL);
S = concentragdo de proteina na amostra (%);

Mamostra soi = Massa da amostra para a solubilidade (mg).

57
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

Nesse capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados das atividades

experimentais.

4.1 CARACTERIZACAO DA MATERIA-PRIMA
A fim de caracterizar o farelo de arroz in natura da safra 2013/2014, foi
determinada a composi¢ao centesimal, realizada a distribui¢do granulométrica, andlise

de calorimetria diferencial de varredura e microscopia eletronica de varredura.
4.1.1 Composicao Centesimal do Farelo de Arroz
Na Tabela 4.1 estdo representados os valores de composicao centesimal do

FA e FAD, em gramas por 100 g de material.

Tabela 4.1 - Composi¢do centesimal do FA e FAD da safra 2013/2014 (g/100 gamostra)

Composicdo FA (%) FAD (%)
Umidade 10,17 + 0,028 11,77 £ 0,034
Cinzas 10,73 + 0,058 12,04 + 0,224
Lipidios 18,20 + 0,214 2,84 +0,118
Fibras totais 22,06 +0,40" 27,08 +£0,30*
Proteina 13,82 + 0,628 15,67 + 0,384
Carboidrato™ 25,02 + 0,648 30,60 + 0,554

*Letras diferentes indicam diferenca significativa (p < 0,05) pelo teste de Tukey entre os parimetros
analisados nas colunas.
**Por diferenca.

Observando-se os dados da Tabela 4.1, verifica-se a eficicia do processo de
desengorduramento do FA, uma vez que o teor de lipidios do FAD reduziu em torno de
85% em relacdo ao valor do FA. Sirikul et al. (2009) obtiveram resultados semelhantes
ao desengordurarem farelo de arroz convencional e farelo de arroz orgéanico, utilizando
hexano como solvente, e também Jiamyangyuen et al. (2005), ao desengordurar FA com
o solvente hexano.

Apesar de a legislacdo brasileira ndo estabelecer padrdes de qualidade para

o farelo de arroz, as industrias de transformacgao do arroz recomendam como parametros
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os valores de 16% para lipidios, 13% para proteina, 29% de fibras, 10% de cinza, 12%
de umidade, dentre outros componentes minoritdrios para o farelo de arroz estabilizado
(SAUNDERS, 1990). Assim, pode-se considerar que o farelo de arroz estabilizado
através do desengorduramento estd de acordo com o preconizado pelas industrias. Além
disso, os valores de composicdo do FA e FAD sao consistentes com os encontrados na
literatura, uma vez que Lima et al. (2000) e Chaud et al. (2009) encontraram valores
similares da composi¢do quimica ao analisarem FA e FAD. Também Faria (2008), ao
analisar a composi¢do centesimal do farelo de arroz irrigado e de sequeiro, obteve
valores de composi¢ao centesimal similares.

Observa-se que o FA tradicional escolhido para a realizacdo desse trabalho
apresenta teor de proteina de 13,82%, valor maior do que para o arroz integral cru e o
arroz branco cru, 6,7 e 7,3%, respectivamente (McKEVITH, 2004), bem como de
racoes de moagem de graos de arroz marrom e moido, dispondo de teores de proteina na
faixa de 7,1 — 8,3 e 6,3 — 7,1%, respectivamente (JULIANO; BECHTEL, 1985),
confirmando que o farelo de arroz tradicional é uma boa fonte para obtencao da proteina

de arroz.

4.1.2 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)
Na Figura 4.1 estd o termograma do farelo de arroz antes e depois do

desengorduramento.
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Figura 4.1: Termograma do FA e FAD
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Analisando-se a Figura 4.1, observa-se o pico de desnaturacdo das proteinas
do FA e FAD, os quais podem ser usados como indicador da estabilidade térmica das
proteinas. Tais picos se deram em torno da temperatura de 80,16 e 82,69 °C,
respectivamente. Esses resultados estdo proximos aos encontrados na literatura, uma vez
que Normand e Marshall (1989), ao avaliarem a temperatura de desnaturacdo de
diferentes variedades de graos de arroz inteiros, encontraram valores na faixa de 82 a 90
°C e Zhou et al. (2016) encontraram temperatura de desnaturacio da proteina do farelo
de arroz de 79,9 °C, ao avaliar as mudangas estruturais na proteina do farelo de arroz
em diferentes temperaturas de extrusdo. Amagliani et al. (2016), analisando
propriedades de pés de proteina de arroz obtiveram temperatura de pico de desnaturacio
para duas amostras de farelo de arroz em 55,6 e 72,8 °C. Tal diferenca nas temperaturas
pode ser atribuida ao fato de diferentes variedades do arroz terem sido analisadas, bem

como variadas formas e regides de cultivo.

4.1.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)
As microscopias eletronicas de varredura para farelo de arroz antes e depois
do processo de desengorduramento sdo mostradas nas Figuras 4.2 (a) e (b),

respectivamente.
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2 T G- ol T,
EHT=15.88 kV Farelo de Arroz LRAC/FEQ

(a) (b)
Figura 4.2: Microscopia eletronica de varredura (MEV) para o (a) FA (b) FAD

Através da Figura 4.2 (a) e (b), verificou-se que as micrografias de FA e
FAD sdo muito similares, apresentando em sua estrutura uma superficie laminar,
compacta e bem organizada, fato esse que também foi observado por Hou et al. (2014) e

Lamid et al. (2015). Além disso, observou-se o tamanho de particula irregular, a



61

estrutura dos poros e a presenga de granulos de amido em forma de poligono, como

também verificado por Chittapalo e Noomhorm (2009).

42  DISTRIBUICAO GRANULOMETRICA DO FAD
Nas Figuras 4.3 (a) e (b) estdo representadas a distribui¢do granulométrica
do farelo de arroz e a fracdo cumulativa das particulas do farelo de arroz,

respectivamente.
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Figura 4.3 — (a) Distribui¢do granulométrica do FA e (b) Fracdo cumulativa das particulas do FA
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Analisando-se os dados da Figura 4.3 (a), observa-se que o farelo de arroz
se caracteriza como um pd, uma vez que maior parte de suas particulas varia na faixa de
didmetro de 1 ym até 500 pm (CREMASCO, 2012), com uma maior fracdo de
particulas na faixa de 75 a 420 um.

Na Figura 4.3 (b), observa-se a fracdo cumulativa do farelo, a qual apresenta
diametro médio de particulas (dso) de 175 pum. Dessa forma, os diametros 128, 175 e
385 um foram escolhidos para andlise da influéncia do tamanho de particula no
processo de extracao.

Resultados semelhantes de distribuicdo de tamanho de particula foram
observados por Luh et al. (1991), ao analisar a distribuicdo de tamanho de particula de
farelo estabilizado por calor. Amagliani et al. (2016) obtiveram valores de dso para duas

variedades de farelo de arroz de 214 e 67,2 pm.

43  ENSAIOS DE EXTRACAO PRELIMINARES
Ensaios preliminares de extracdo de proteina foram realizados para a

defini¢do de algumas varidveis do processo. Os resultados estdo apresentados a seguir.

4.3.1 Extracao Alcalina Preliminar
Avaliou-se a influéncia da razdo FAD:4dgua, para o tamanho de particula do
lote original (dso = 175 um), nos rendimentos de extracdo e conteudo proteico das

amostras extraidas. Os valores obtidos estdao apresentados na Tabela 4.2.

Tabela 4.2: Influéncia da razdo FAD:4gua nos rendimentos de extracdo e teor de

proteina no material extraido através da extracdo alcalina.

Rendimento Teor de proteina
Razdo FAD:dgua

(%) (%)
2:10 10,23 £ 0,34* 70,02 £ 0,734
1:10 10,76 + 1,40% 70,14 + 0,404
0,5:10 11,04 £ 0,56* 74,07 + 1,208

*Letras diferentes indicam diferenga significativa (p < 0,05) pelo teste de Tukey entre os parametros
analisados nas colunas.
“Dados em base seca (b.s.).
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Em relagdo ao teor de proteina no material extraido, observou-se um
aumento estatistico do mesmo com o aumento da quantidade de solvente. Este fato pode
ser explicado pelo principio da interacdo entre a proteina dissolvida, uma vez que a
proteina foi dissolvida em 4gua e a interacdo proteina-proteina entre moléculas foi
substituida pela interacdo proteina-dgua (DAMODARAN, 1997). Assim, pode-se supor
que, com menores volumes de solvente, a interacdo proteina-dgua nio foi completa e,
portanto, ndo permitiu obter maiores quantidades de proteina no material extraido.

Sendo assim, observou-se que as melhores condi¢cdes operacionais do
pardmetro FAD:4gua, dentro dos limites avaliados, foi o valor de 0,5:10, o qual resultou
em um rendimento de extracdo de 11,04% (b.s.) e teor de proteina de 74,07%. Os
resultados se mostram satisfatorios, uma vez que apresentaram maior teor proteico que
o valor obtido por Stone et al. (2015), ao extrair proteina da ervilha (Pisum sativum L.)
através da extracdo de sal - didlise (SE), o qual conseguiu teor de proteina de 71,50%.
Bandyopadhyay et al. (2012), ao extrair proteinas de farinha de farelo de arroz
desengordurado indiano sob condi¢des similares, conseguindo valor de rendimento de
extracdo de 10,2%. Jiamyangyuen et al. (2005), obtendo valores de rendimento de
extragdo e teor de proteina de 9,6% e 72,63%, respectivamente, com pH de 9,5 e tempo
de extracdo de 58 minutos para farelo de arroz.

Desta forma, a razdo 0,5:10 foi escolhida para avaliar a influéncia do
tamanho de particula sobre os rendimentos de extracdo e os teores de proteinas das

amostras extraidas seguintes. Os resultados sdo apresentados na Tabela 4.3.

Tabela 4.3: Influéncia do tamanho de particula no rendimento de extracdo e teor de

proteina no material extraido na extracdo alcalina.

Rendimento Teor de Proteina
Granulometria

(%) (%)
dp =385 um 9,82 + 0,594 71,25 + 1,994
Lote original

10,93 + 0,524 71,71 +2,354
(dso =175 um)
dp =128 um 11,28 £0,734 71,71 £1,584

*Letras diferentes indicam diferenca significativa (p < 0,05) pelo teste de Tukey entre os pardmetros
analisados nas colunas.
“Dados em base seca (b.s.).
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Analisando-se os dados na Tabela 4.3, verifica-se que estatisticamente
nenhuma diferenga significativa foi observada entre os valores, a um nivel de confianca
de 95%. Esperava-se que o rendimento de extracdo aumentasse significativamente com
a diminuicdo do tamanho de particula, uma vez que houve um aumento da drea de
superficie de FA disponivel para o transporte molecular, que contribuiria para uma
transferéncia de massa mais extensa de solutos entre as fases. Resultados semelhantes
foram observados por Betschart et al. (1977), ao extrair proteina de farelo de germe
oriundos dos EUA e da Espanha e Russin et al. (2007), ao extrair proteina de soja.

Em relacdo ao teor de proteina, observou-se que os trés tamanhos de
particulas resultaram em valores semelhantes de teor de proteina, estatisticamente.
Resultados semelhantes foram observados por Gnanasambandam e Hettiarachchy
(1995), ao analisar o teor de proteina extraida de FA estabilizado e nio estabilizado.
Dessa forma, o lote original (dso = 175 pum) foi definido como a melhor granulometria,
uma vez que ndo requer a selecdo de um didmetro de particula especifico, evitando mais
um passo no processo, resultando em rendimento de extracdo e teor de proteina de
10,93% (b.s.) e 71,71%, respectivamente.

Devido aos valores gerados em fun¢do das diferentes granulometrias, o FA
do lote original (dso = 175 um) foi utilizado para a andlise dos demais parametros para a

UAE e MAE.

4.3.2 Extracao Assistida Por Ultrassom Preliminar
A influéncia da razao FAD:4dgua nos rendimentos de extragdo e nos teores
de proteinas nas amostras extraidas, com o tamanho de particula do lote original, sdao

mostrados na Tabela 4.4.

Tabela 4.4: Influéncia da razdao FAD:4gua nos rendimentos de extragdo e teores de

proteinas no material extraido na UAE.

Rendimento Teor de Proteina
Razdo FAD:dgua

(%) (%)
2:10 11,07 £ 0,088 73,30 £ 0,928
1:10 11,45 +0,454B 73,80 + 1,708
0,5:10 12,01 + 0,304 75,58 + 0,554

*Letras diferentes indicam diferenca significativa (p < 0,05) pelo teste de Tukey entre os pardmetros
analisados nas colunas.
"“Dados em base seca (b.s.).
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Através dos dados da Tabela 4.4 € possivel observar que tanto o rendimento
de extracdo quanto o teor de proteina foram maiores para a relacdo FAD:4gua 0,5:10.
Assim como foi verificado para a extragdo alcalina, isso se deve ao principio da
transferéncia de massa e ao principio da interacdo entre a proteina dissolvida em
solvente, respectivamente. Ao se utilizar mais solvente, uma forca motriz maior foi
gerada, aumentando o gradiente de concentracdo entre o sélido e o0 mesmo, resultando
em uma maior transferéncia de massa do sélido para o meio (MEIRELES, 2009).
Resultados semelhantes de rendimento de extragao foram observados por Moulton e
Wang (1982), ao extrair proteina de flocos de soja desengordurados, usando sonicag¢do
continua e em batelada e por Klein et al. (2015) ao obterem extratos de uvaia (Eugenia
pyriformis C.) utilizando UAE. Desta forma, a relacdo 0,5:10, a qual proporcionou um
rendimento de extracdo de 12,01% (b.s.) e teor de proteina de 75,58% no material
extraido, foi escolhida para avaliar a influéncia de aplicacdo de pulsos sem emissdo de
poténcia nos rendimentos de extracdo e nos teores de proteinas das proximas amostras.

Os resultados sdo apresentados na Tabela 4.5.

Tabela 4.5: Influéncia dos pulsos de poténcia on/off no rendimento de extracio e teor

de proteina no material extraido na UAE.

Pulsos on/off Rendimento Teor de Proteina
(s) (%) (%)

60/0 11,32 £0,514 73,82 + 1,644
60/15 11,61 + 0,594 73,80 + 1,104
60/30 11,71 £ 0,40* 74,77 + 1,614

*Letras diferentes indicam diferenca significativa (p < 0,05) pelo teste de Tukey entre os parimetros
analisados nas colunas.
"Dados em base seca (b.s.).

Avaliando os dados contidos na Tabela 4.5 € possivel notar que eles nao
apresentaram diferenga estatistica a um nivel de confianga de 95%. No entanto, era
esperado que a emissdo de ondas ultrassOnicas com pulsos sem emissdo de poténcia
fosse mais eficiente do que a emissdo de ondas ultrassonicas de forma continua. Isso
porque, a medida que o tempo de emissdo de onda aumenta, o tempo de dissipacdo das
bolhas de cavitagdo formadas € reduzido, fato indesejado, uma vez que as bolhas de
cavitagdo quando oscilam de forma estdvel formam uma espécie de campo, gerando

maior transferéncia de calor para o meio liquido, produzindo um gradiente de
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velocidade e a criagdo de uma forca capaz de romper as células do farelo de arroz,
favorecendo a extracdo da proteina (FLOROS; LIANG, 1994). Por fim, visando
economia de energia, a aplicacdo de pulsos de poténcia on/off de 60/30 s foi definida
como a melhor condi¢do de operagao dentro dos limites avaliados, o que resultou em

um rendimento de extracdo de 11,71% (b.s.) e teor de proteina de 74,77 %.

4.3.3 Extracao Assistida Por Micro-Ondas Preliminar
A influéncia da razdo FAD:4gua, com tamanho de particula do lote original
(dso = 175 um), nos rendimentos de extragdo e nos teores de proteinas nas amostras

extraidas sao mostrados na Tabela 4.6.

Tabela 4.6: Influéncia da razdo FAD:4gua nos rendimentos de extragdo e teores de

proteinas no material extraido na MAE.

Rendimento Teor de proteina
Razdo FAD:dgua

(%) (%)
2:10 11,03 + 0,468 75,18 + 1,464
1:10 11,02 + 0,088 74,98 £ 0,374
0,5:10 12,20 + 0,394 75,90 + 0,284

*Letras diferentes indicam diferenca significativa (p < 0,05) pelo teste de Tukey entre os parimetros
analisados nas colunas.
*“*Dados em base seca (b.s.).

Analisando-se os dados na Tabela 4.6, verificou-se que a relacdo FAD:4gua
0,5:10 resultou em um maior rendimento de extracdo. Semelhante ao observado
anteriormente, isso se deve ao principio da transferéncia de massa, uma vez que uma
propor¢do maior de FA para dgua gera um maior gradiente de concentracido entre as
fases sdlida e liquida, facilitando a extra¢do da proteina. Resultados semelhantes foram
observados por Phongthai et al. (2016), ao extrairem proteina de FAD. Em relacdo ao
teor de proteina no material extraido, embora os valores ndo apresentem diferenca
estatistica a um nivel de confianca de 95%, observou-se que o aumento do gradiente de
concentracdo resultou em maiores quantidades de proteinas no material extraido.
Portanto, a relacdo 0,5:10 foi considerada a melhor condi¢do de operagdo, dentro do
limite avaliado, proporcionando um rendimento de extragdo de 12,20% (b.s.) e teor de

proteina de 75,90% no material extraido.
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Uma comparacdo entre os melhores valores obtidos na extracdo alcalina,

UAE e MAE ¢ apresentada na Tabela 4.7.

Tabela 4.7 - Valores de rendimento e teor de proteina no material extraido para a

extracdo alcalina, UAE e MAE

Rendimento Teor de proteina
Método  Condigoes
(%) (%)
Diametro de particula: dso = 175 um
Alcalino  Razdo FAD:4gua: 0,5:10 10,93 £0,528 71,71 £2,35"

Tempo: 45 min
Diametro de particula: dso = 175 um
Razdo FAD:agua: 0,5:10
UAE 11,71 £0,40%® 74,77 £ 1,614
Pulso on/off: 60/30 s
Tempo: 10 min
Diametro de particula: dso = 175 um

MAE Razdo FAD:agua: 0,5:10 12,20 £ 0,394 75,90 + 0,234

Tempo: 1,5 min

Realizando-se uma comparacao entre os valores obtidos na UAE e na MAE
com os valores da extracao alcalina, verifica-se um aumento de 9,92% no rendimento de
extracdo e 5,40% no teor de proteina (tamanho de particula do lote original e propor¢cao
de FAD:dgua de 0,5:10) em tempo de processo 4,5 vezes menor para a UAE, e um
aumento de 11,62% no rendimento de extracdo e 5,86% em teor de proteina (tamanho
de particula do lote original e propor¢ao de FAD:4gua de 0,5:10) em tempo de processo
30 vezes menor para a MAE, ambos em relacdo ao que foi obtido na extracdo alcalina.
Esses fatos confirmam que os UAE e MAE sdo técnicas mais completas e com
seletividade maior, uma vez que geram uma maior dispersao das particulas, gerada pela
emissdo das ondas ultrassOnicas e pela irradiacdo das amostras que estdo imersas em
solvente, respectivamente, causando a ruptura das paredes celulares mais rapidamente,
facilitando a penetracdo do solvente na matriz, permitindo a liberacdo dos compostos
extraiveis e melhorando a transferéncia de massa nas interfaces (CHEMAT et al., 2011).

Assim, observa-se que as técnicas de UAE e MAE apresentam vantagens
como a redugdo significativa no tempo de extracdo, quantidade reduzida de solvente

requerida e de residuos gerados, maior seletividade e rendimento do material extraido,
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alta reprodutibilidade em um curto periodo de tempo, dentre outros (KAUFMANN;
CHRISTEN, 2002; CHEMAT et al., 2011; MASON et al., 2011).

Os resultados estdo de acordo com Ochoa-Rivas et al. (2017), os quais
extrairam quantidades maiores de proteina de farinha de amendoim através dos métodos
de extracdo assistida por ultrassom e extracdo assistida por micro-ondas, em
comparagdo com os valores conseguidos com o método alcalino, obtendo uma redugdo
no tempo de extracdo de 4 vezes para o método por ultrassom e 7,5 vezes para o método
por micro-ondas. Chittapalo e Noomhorm (2009) ao extrairem proteina de FA por UAE
e extracdo alcalina obtiveram maiores rendimentos de extragao por UAE (10 minutos)
em comparacdo o processo de extracdo alcalina (60 minutos). Choi et al. (2006) ao
extrairem proteina solivel de soja por MAE, obtiveram maiores rendimentos de
extracdo de proteina em comparagdo com os valores obtidos com extracao alcalina.

Apos a finalizagdo dos ensaios preliminares de extragdo de proteina,
concluiu-se que os melhores pardmetros encontrados e que seriam utilizados para os
processos de extracdo seguintes foram a granulometria do lote original (dso = 175 pm),

arazdo FAD:4agua de 0,5:10 e aplicacdo de pulso de poténcia on/off de 60/30 s.

44 EXTRACAO ALCALINA

Os valores de rendimento de extragdo e teor de proteina obtidos través da
extracdo alcalina, avaliando-se as varidveis tempo de processo, pH e temperatura do
sistema estdo apresentados na Tabela 4.8.

Analisando-se os valores contidos na Tabela 4.8, verifica-se boa
reprodutibilidade no ponto central, com valor de desvio padrio de 0,01 para o
rendimento de extracdo e 0,60 para o teor de proteina. Os rendimentos de extragdo
variaram na faixa de 10,21 a 12,85% e teores de proteina de 66,31 a 75,32%. Os
resultados estdo condizentes com Jiamyangyuen et al. (2005), que ao extrairem proteina
do farelo de arroz em pH 9,5 e 12 e tempo de extracdo de 32 a 58 minutos, encontrando
rendimentos de extragcdo variando de 9,58 a 12,20% e teores de 70,43 a 72,63%. Connor
et al. (1976), ao extrairem proteina de farelo de arroz integral a pH 9 e 24 °C obtiveram
valores de rendimento levemente superior, na faixa de 14 a 20%, fato que pode ser
explicado pela maior quantidade de proteina contida no grao inteiro em comparagao

apenas ao farelo.
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Tabela 4.8 — Matriz do planejamento de experimentos e valores de rendimento de

extragdo e teor de proteina no material extraido para a extracdo alcalina

Valores das Varidveis Varidveis Resposta

Tempo (X1) Rendimento  Teor de
Ensaios Temperatura (X3)

(min) pH (X2) C) de Extracdo Proteina

(%) (%)

All 30 (-1) 9(-1) 25 (-1) 10,25 66,31
Al2 60 (+1) 9(-1) 25 (-1) 10,21 72,50
Al3 30 (-1) 11 (+1) 25(1D 12,04 75,30
Al4 60 (+1) 11 (+1) 25(1) 12,04 74,60
AlS 30 (-1) 9(-1) 55 (+1) 10,84 72,92
Al6 60 (+1) 9(-1) 55 (+1) 11,13 74,03
Al7 30 (-1) 11 (+1) 55(+1) 12,78 74,87
AlS8 60 (+1) 11 (+1) 55(+1) 12,85 75,32
9(PC) 45 (0) 10 (0) 40 (0) 11,35 73,14
10(PC) 45 (0) 10 (0) 40 (0) 11,36 73,93
11(PC) 45 (0) 10 (0) 40 (0) 11,37 74,27

A andlise dos efeitos principais e de suas interacOes para um limite de
confianga de 95 % (p < 0,05) estdo representados na Tabela 4.9, em que o rendimento
de extracdo € a varidvel resposta, variando-se tempo (1), pH (2) e temperatura do
sistema (3). Os efeitos padronizados estdo ilustrados no gréifico de Pareto por meio da
Figura 4.4.

Analisando-se os dados da Tabela 4.9, verifica-se que os resultados de valor
de p apresentaram probabilidade menor que 5% (p < 0,05), com excecdo da interagdao
entre tempo e pH (2 e 3), ou seja, apresentaram significancia estatistica. Através da
Figura 4.4 ¢é realizada uma andlise comparativa de cada um dos efeitos através do
grifico de Pareto, onde percebe-se mais uma vez que as varidveis pH, temperatura,
tempo e interacao entre tempo e temperatura (1 e 3) e interagdo entre tempo e pH (1 e 2)
foram significativos a 95% de confianca, uma vez que as repostas aparecem a direita da
reta vertical indicativa do limite de rejeicao da hipdtese nula, para a qual os efeitos das
fontes de variacdo sdo nulos. Com exce¢do da interacdo entre tempo e pH (1 e 2), todos

os efeitos exercidos foram positivos, indicando que um aumento do rendimento é
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observado quando se muda as trés varidveis avaliadas de um nivel inferior para um

superior.

Tabela 4.9 - Andlise estatistica dos efeitos (R? = 99,22%) para o rendimento na extracao
alcalina

-95% +95%
Fator Efeito Erro Puro Vflor de Limite de Limite de
P Confianca Confianga

Média/Interagdes 11,4744  0,0035 0,0000 11,4595 11,4894
(1) Tempo (min) 0,0785 0,0081 0,0106 0,0435 0,1135

(2) pH 1,8170 0,0081 0,0000 1,7820 1,8520
(3) Temperatura (°C)  0,7640 0,0081 0,0001 0,7290 0,7990
(e () -0,0420  0,0081 0,0355 -0,0770 -0,0070
(1)e(3) 0,1000 0,0081 0,0066 0,0650 0,1350
2)e(3) 0,0065 0,0081 0,5081 -0,0285 0,0415

Valor de p: probabilidade de significancia

(2)pH / 22337

Oempetaace) a3.02338

1by3 // 12 29364
(1)Tempao (min) / 9.650505

1by2 516333
2by3 7990864
p=,05

Efeitos estimados padronizados (Valor Absoluto)

Figura 4.4 — Diagrama de Pareto do rendimento de extracdo da extrag¢do alcalina
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A significancia do modelo estatistico foi verificada através da andlise de
variancia (ANOVA), valores de F de Fisher calculados e tabelados para a regressao e os
residuos, bem como para a falta de ajuste e o erro puro. Os dados estdo apresentados na
Tabela 4.10.

Para um modelo ser considerado estatisticamente significativo, o valor de F
calculado para andlise da significancia da regressao deve ser maior do que o F tabelado,
assim, o modelo poderd ser usado para fins de predi¢cdo, e o F calculado para verificar a
falta de ajuste do modelo deve apresentar um valor menor que o valor tabelado.

Para a construcdo do modelo, primeiramente foram considerados todos os
fatores, e em seguida foram eliminados do menos significativo para o mais significativo
(interagdes 2 e 3 e também 1 e 2), conforme o grafico de Pareto, avaliando-se o valor do
R? ajustado. O modelo € significativo quando o valor do R? ajustado atinge seu valor

maximo com a elimina¢do dos fatores ndo significativos.

Tabela 4.10 - Andlise de variancia para o rendimento na extracdo alcalina.

Soma Graus de Média
F calculado F tabelado

Quadrdtica  Liberdade Quadrdtica
Regressao 7,803 4 1,951 180,250 4,534
Residuos 0,065 6 0,011
Falta de Ajuste 0,065 4 0,065 122,168 19,247
Erro Puro 0,000 2 0,000
Total 7,868

O modelo empirico proposto para estimar o rendimento de extracdo através
do método alcalino (Yair), como uma funcdo de pardmetros estatisticamente
significativos (p < 0,05), em varidveis codificadas, com o valor de coeficiente de

determinagdo (R?) de 0,9918 pode ser observado na Equagio 4.1.

Yar = 11,47445 + 0,03925X; + 0,90850X, + 0,38200X; + 0,05000X,X;  (4.1)

Em que: X = varidvel codificada correspondente ao tempo (min)
X» = varidvel codificada correspondente ao pH

X3 = variavel codificada correspondente a temperatura (°C).
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Observando-se os dados da Tabela 4.10, verifica-se que o Fcalculado para a
regressao € maior que O Frabelado, indicando que o modelo € significativo a 95% de
confianca e que os dados se ajustam bem a regressdo. J4 em relacdo a falta de ajuste,
verifica-se que o Fealculado também € maior que o Fibelado, indicando que o modelo ndo é
preditivo a 95% de confianca. Porém, acredita-se que a ndo preditividade do modelo é
devido a proximidade dos valores de repeticdio no ponto central e erro
consideravelmente pequeno, e ndo devido a falta de ajuste dos dados.

Os gréficos de valores preditos pelo modelo empirico versus valores

experimentais observados, bem como o grafico da distribuicdo dos residuos estdo

apresentados nas Figuras 4.5 e 4.6.

Valores Preditos
o

9,5 100 105 110 11,5 120 125 13,0 135
Valores Observados
Figura 4.5 - Valores observados experimentalmente em fungdo dos valores preditos pelo modelo empirico

para a resposta rendimento na extragio alcalina.
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0,08

0,06 o
0,04

0,02

7

0,00

Residuos

-0,02

-0,04

-0,06 °

-0,08
95 10,0 105 110 115 120 125 130 135

Valores Observados

Figura 4.6 — Distribui¢ao dos residuos para o rendimento na extragio alcalina

Na Figura 4.5 se observa a comparagdo entre os valores experimentais
observados e os preditos pelo modelo empirico, onde se verifica a capacidade do
modelo em descrever os resultados experimentais. Para a Figura 4.6, que contém a
distribuicao dos residuos da eficiéncia do processo, se observa uma distribui¢do ndo
aleatéria em torno de zero, com tendéncia espelhada, o que ndo valida a andlise
estatistica realizada.

Porém, para fins de predicdo de resultados, com a intenc¢do de ser apontada
uma tendéncia da varidvel resposta em funcdo das varidveis dependentes, as superficies
de resposta foram geradas e estdo representadas nas Figuras 4.7 (a), (b) e (c), com o

auxilio do software Statistica v. 7.0.
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Figura 4.7 — Superficies de resposta para o rendimento na extragdo alcalina
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Na Figura 4.7 (a) é possivel observar a relagdo entre varidveis
independentes e valor de resposta através de gréficos tridimensionais de superficie.
Duas varidveis foram retratadas, tempo e pH, enquanto a terceira varidvel foi mantida.
Observou-se que o rendimento de extragao aumentava a medida que o pH aumentava,
sem grande influéncia do tempo. Uma possivel razdo poderia ser que as proteinas
extraidas a pH alcalinos apresentam uma preponderancia de espécies carregadas
negativamente devido a ionizagdo dos grupos carboxilicos e a desprotonacdo dos grupos
amina, o que faz com que a interacdo proteina-solvente aumente, uma vez que a
repulsdo eletrostatica resultante entre as proteinas facilita sua separagdo, bem como
incentiva sua interacdo com o solvente, facilitando assim a extracdo em pH elevados
(KINSELLA; PHILLIPS, 1989; LAWAL, 2004). Resultados semelhantes foram obtidos
por Tecson et al. (1971), ao extrairem 98% da fragdo glutelina do endosperma do arroz
em pH 11,8 e apresentando reducdo dréstica da solubilidade dessa fracdo em pH abaixo
de 10,0. Theerakulkait et al. (2006) verificaram que o emprego de valor mais elevado de
pH foi benéfico para o rendimento de extracdo em ensaios preliminares de extracdo de
proteina do farelo de arroz. Jiamyangyuen et al. (2005) também obtiveram aumento no
rendimento de extracdo ao extrairem proteina do farelo de arroz em diferentes valores
de pH, chegando a 9,6% de rendimento de extracdo para pH 9,5 e 58 minutos. Vieira et
al. (2008) avaliaram rendimento de extracdo em farinha de arroz para pH 9,5, 10,5e 11
e observaram maiores rendimentos de extracdo a medida que o pH aumentava. Bora e
Ribeiro (2004) também obtiveram maiores rendimentos de extracdo de extratos
proteicos de macadamia (Macadamia integrofolia) para pH mais elevados.

Para a Figura 4.7 (b), avaliou-se as varidveis tempo e temperatura. Foi
possivel observar que um aumento na temperatura gerou um aumento no rendimento de
extragdo, enquanto a varidvel tempo resultou em pouca influéncia. O menor rendimento
para temperaturas mais baixas possivelmente se deve ao fato de que o aquecimento foi
insuficiente para a extragdo proteica. Com o aumento da temperatura, as moléculas
comecaram a se mover mais rapidamente e a taxa de transferéncia de massa da interface
entre solido e liquido aumentou. Assim, 0 aumento da temperatura promoveu maior
transferéncia de massa e solubilidade, reduziu a viscosidade da solu¢do e assim
aumentou a taxa de extracdo (BIRD et al., 1976). Porém, temperaturas muito elevadas
foram evitadas pois podem causar a desnaturacdo térmica das proteinas, a qual estd na
faixa de 75 a 95 °C (SGARBIERI, 1996) e ainda atingir a temperatura de gelatinizagdo
do amido do arroz, que estd na faixa de 61 a 77 °C (BOBBIO; BOBBIO, 1992), uma
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vez que parte das proteinas ligadas as moléculas de amido poderiam estar inacessivel
para a extragcdo (CHRASTIL, 1992). Resultados semelhantes foram observados por
Kumoro et al. (2010) uma vez que alcancaram valores crescentes de rendimento de
extracdo de proteina de residuos 6sseos de galinha ao analisarem a temperatura do
sistema em 30, 55 e 80 °C. Batista (1999) também obteve similares resultados na
extracdo de proteina dos residuos 6sseos dos peixes.

Para a Figura 4.7 (c), verifica-se que a influéncia da temperatura e do pH no
rendimento de extra¢do sdao diretamente proporcionais entre si, uma vez que tanto o
aumento da temperatura quanto o aumento do pH geram um maior rendimento de
extracdo. Resultado semelhante foi observado por Usman et al. (2014), ao avaliarem os
efeitos da temperatura, pH e tempo de imersdo na extracdo de amido do arroz
paquistanés. Jarpa-Parra et al. (2014) obtiveram aumento do rendimento de extraciao ao
avaliarem valores crescentes de pH alcalinos para a obtencdo de proteina de lentilha.
Nas condicdes 6timas do processo (pH 9,0 e razdo sélido/solvente de 1:10 m/v),
alcancaram rendimento de 14,5 g de extrato proteico/100 g de farinha com teor de
proteina de 82 g/100 g (22 °C) ap6s 1 h de extragdo.

A andlise dos efeitos principais e de suas interacOes para um limite de
confianca de 95 % (p < 0,05) estdo representados na Tabela 4.11, em que o teor de
proteina no material extraido € a varidvel resposta, variando-se tempo (1), pH (2) e

temperatura do sistema (3).

Tabela 4.11 - Analise estatistica dos efeitos (R? = 90,27%) para o teor de proteina na
extragdo alcalina.

-95% +95%
Desvio Valor de
Fator Efeito . Limite de Limite de
Padrdao  p
Confianca Confianca
Média/Interacdes 73,3800  0,1750 0,0000 72,6270 74,1330
(1) Tempo (min) 1,7618 0,4104 0,0502 -0,0041 3,5276
(2) pH 3,5802 0,4104 0,0129 1,8144 5,3461
(3) Temperatura (°C)  2,1062 0,4104 0,0359 0,3404 3,8721
(He(2) -1,8932 0,4104 0,0439 -3,6591 -0,1274
()e(3) -0,9812 0,4104 0,1393 -2,7471 0,7846
2)e(3) -1,9618  0,4104 0,0411 -3,7276 -0,1959

Valor de p: probabilidade de significincia
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Os efeitos padronizados estdo ilustrados no grafico de Pareto por meio da Figura

4.8.

(2)pH %// 8,72378

(3)Temperatura (°C) ///// 5132173

2by3 / -4.78008
1by2 /-4,6131?

(1)Tempo (min) 4.29275

1by3 -2,39095

p=,05
Efeitos Estimados Padronizados (Valor Absoluto)

Figura 4.8 — Diagrama de Pareto do teor de proteina da extragdo alcalina

Observando-se os resultados de valor de p contidos na Tabela 4.11, se
verifica que as varidveis isoladas pH e temperatura e as interacdes entre pH e
temperatura (2 e 3) e entre tempo e pH (1 e 2) exibem probabilidade menor que 5% (p <
0,05), apresentando significincia estatistica. Através do grafico da Figura 4.8, confirma-
se que as varidveis pH, temperatura e tempo foram significativos a 95% de confianga,
visto que as respostas aparecem a direita da reta vertical indicativa do limite de rejeicao
da hipétese nula. As varidveis pH e temperatura exercem efeito positivo, indicando que
ocorre um aumento do rendimento quando se altera as mesmas de um nivel inferior para
um superior. As interacOes entre pH e temperatura (2 e 3) e entre tempo € pH (1 e 2)
também foram significativas, porém com efeito negativo, sugerindo que ocorre uma
reducdo do rendimento quando se altera as mesmas de um nivel inferior para um
superior.

A significancia do modelo estatistico foi verificada através da andlise de
variancia (ANOVA), conforme apresentado na Tabela 4.12. Para a construcdo do

modelo, todos os fatores foram considerados.
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Tabela 4.12 - Andlise de variancia para o teor de proteina na extracao alcalina

Soma Graus de  Média
F calculado F tabelado

Quadrdtica  Liberdade  Quadrdtica
Regressao 57,508 6 9,585 6,185 6,163
Residuos 6,198 4 6,198
Falta de Ajuste 5,524 2 2,762 8,200 19,00
Erro Puro 0,674 2 0,337
Total 63,706

O modelo empirico proposto para estimar o teor de proteina através do
método alcalino (Y i), como uma fun¢do de parametros estatisticamente significativos
(p <0,05), em variaveis codificadas, com o valor de coeficiente de determinacdo (R?) de

0,9027 pode ser observado na Equacao 4.2.

Yy r = 73,38000 + 0,88088X; + 1,79012X, + 1,05312X; — 0,94662X,X,  (4.2)
— 0,49062X, X5 — 0,98087X,X5

Em que: X; = varidvel codificada correspondente ao tempo (min)
X> = variavel codificada correspondente ao pH
X3 = varidvel codificada correspondente a temperatura (°C).

Observando-se os dados da Tabela 4.11, verifica-se que o Fcaiculado para a
regressao € maior que O Frbelado, indicando que o modelo € significativo a 95% de
confianca. Em relacdo a falta de ajuste, verifica-se que 0 Fcalculado € menor que o Fabelado,
indicando que o modelo € preditivo a 95% de confianga.

Para a confirmacdo do bom ajuste desses modelos foram construidos
graficos de valores preditos pelo modelo empirico versus valores observados
experimentalmente, e o grafico da distribuicdo dos residuos, conforme mostrado nas

Figuras 4.9 e 4.10.
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Figura 4.10 — Distribuicio dos residuos para o teor de proteina na extragio alcalina

Na Figura 4.9 tem-se a confirmacdo dos resultados da ANOVA. Pode-se

observar a comparagdo entre os valores experimentais observados e os preditos pelo

modelo empirico, onde se verifica proximidade entre os valores preditos e observados,

uma distribui¢io aleatdria em torno da reta, confirmando a validade do modelo e um

adequado ajuste. A Figura 4.10 apresenta a distribui¢do dos residuos da eficiéncia do

processo, onde se observa a distribuicao aleatéria em torno de zero, o que valida a

analise estatistica realizada.

Assim, os graficos de superficie de resposta foram gerados e estdo

representados nas Figuras 4.11 (a), (b) e (c), com o auxilio do software Statistica v. 7.0.
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Observando-se a Figura 4.11 (a), verifica-se que o teor de proteina dos
extratos aumenta a medida que se aumenta o pH, sem grande influéncia do tempo de
reacdo. Tal fato pode ser atribuido a uma maior solubilizacdo da fracdo glutelina que é
solivel em dlcali, a qual corresponde a maior parte das proteinas do arroz e segunda
maior parte das proteinas do farelo do arroz, sendo menor apenas que a fracdo de
albumina, a qual € solivel em dgua (JULIANO, 1993; SGARBIERI, 1996; HAMADA,
1997). Similares resultados foram relatados por Rhee et al. (1973), ao extrairem
isolados proteicos e 6leo de amendoim. Jiamyangyuen et al. (2005) ao extrairem
proteina do farelo de arroz com pH variando entre 2 e 12 obtiveram crescimento linear
de teores de proteina com o aumento do pH, com excecdo do pH 12; Chen e Houston
(1970) também obtiveram resultados similares ao extrairem proteina de farelo de arroz
desengordurado. A reducdo no teor de proteina no maior pH se deve possivelmente a
extracdo de nitrogénio nio proteico, que solubilizam e contribuem para a qualidade e
pureza das proteinas no pH 12 JIAMYANGYUEN et al., 2005).

Na Figura 4.11 (b), observa-se que um aumento da temperatura resultou em
aumento do teor de proteina no material extraido, sem grande influéncia do tempo de
processo. Esse fato pode ser associado a propriedades intrinsecas ou a condi¢des
ambientais do farelo, tais como a localizacdo celular da proteina ou a sua ligacdo a
outros componentes, a qual € atingida mais facilmente com temperaturas mais elevadas,
facilitando assim a liberag@o da proteina (CHEN; HOUSTON, 1970).

Na Figura 4.11 (c), afirma-se mais uma vez a influéncia positiva da
temperatura e do pH no teor de proteina extraido, uma vez que tanto o aumento da

temperatura quanto o aumento do pH geram maior teor de proteina no extrato.

4.5 EXTRACAO ASSISTIDA POR ULTRASSOM
Os valores de rendimento de extracdo e teor de proteina obtidos através da
extracdo assistida por ultrassom, avaliando-se as varidveis tempo de processo, pH e

poténcia de ultrassom emitida estdo apresentados na Tabela 4.13.
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Tabela 4.13 — Matriz do planejamento de experimentos e valores de rendimento de

extracdo e teor de proteina no material extraido para a UAE

Valores das Varidveis Varidveis Resposta

Ensaios Tempo (X1) Poténcia (X3) Rendimento. Teor de
pH (X2) de Extracdo  Proteina
(min) (W)
(%) (%)

Ul 5(-1) 9(-1) 180 (-1) 11,84 75,56
U2 15 (+1) 9(-1) 180 (-1) 12,28 76,50
U3 5(-1) 11 (+1) 180 (-1) 12,39 77,43
U4 15 (+1) 11 (+1) 180 (-1) 12,89 76,62
Us 5(-1) 9(-1) 300 (+1) 13,37 77,11
U6 15 (+1) 9(-1) 300 (+1) 14,00 78,14
u7 5(-1) 11 (+1) 300 (+1) 14,26 79,57
Us 15 (+1) 11 (+1) 300 (+1) 15,13 79,75
9(PC) 10 (0) 10 (0) 240 (0) 13,26 78,82
10(PC) 10 (0) 10 (0) 240 (0) 13,16 78,98
11(PC) 10 (0) 10 (0) 240 (0) 12,98 78,20

Analisando-se os dados da Tabela 4.13, se observa boa reprodutibilidade no
ponto central, com valores de desvio padrdo de 0,14 para o rendimento e 0,42 para o
teor de proteina. Os valores de rendimentos de extracdo variando na faixa de 11,84 a
15,13% e valores de teor de proteina na faixa de 75,56 até 79,75%. Melhores resultados
de rendimento também foram observados por Dordevic e Antov (2017), ao realizarem
UAE em sistema aquoso de duas fases para a extracdo integrada e separacdo de
antioxidantes de palha de trigo obtiveram aumento de 2 vezes do rendimento de
extracdo de acgucares redutores com dgua como solvente de extragdo aumento de 2 e 1,3
vezes nas atividades antioxidantes em extratos obtidos com dgua e solucdo aquosa-
etanol. Preece et al. (2017) observou um aumento nos rendimentos de extragdo de
proteina de 11% e 12% de soja e okara para tratamentos de ultrassom (20 kHz, 1 min,
50 © C), respectivamente. Kadam et al. (2017), ao extrairem proteinas de algas marrons
irlandesas (Ascophyllum nodosum) obtiveram aumento minimo no rendimento de
extragdo de 27% utilizando pré-tratamento com ultrassom a 750 W e 10 min, quando

comparado com a extracdo alcalina convencional.
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A andlise dos efeitos principais e de suas intera¢des para um limite de

confianca de 95 % (p < 0,05) estdo representados na Tabela 4.14, em que o rendimento

de extracdo € a varidvel resposta, variando-se tempo (1), pH (2) e poténcia (3).

Tabela 4.14 - Andlise estatistica dos efeitos (R? = 99,06%) para o rendimento na UAE

Valor de % %
Fator Efeito Erro Puro Limite de Limite de

b Confianca Confianga
Média/Interacoes 13,2324 0,0428 0,0000 13,0480 13,4167
(1) Tempo (min) 0,6108 0,1005 0,0260 0,1785 1,0430
(2) pH 0,7998 0,1005 0,0154 0,3675 1,2320
(3) Poténcia (W) 1,8402 0,1005 0,0030 1,4080 2,2725
(He) 0,0728 0,1005 0,5442 -0,35950 0,5050
(1He@®3) 0,1412 0,1005 0,2949 -0,2910 0,5735
2)e3) 0,2152 0,1005 0,1654 -0,2170 0,6475

Valor de p: probabilidade de significancia

Os efeitos padronizados estdo ilustrados no gréfico de Pareto por meio da Figura

4.12.
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Efeitos estimados padronizados (Valor Absoluto)

Figura 4.12 — Diagrama de Pareto do rendimento de extracdo da UAE



84

Através dos dados da Tabela 4.14, se observa que as trés varidveis
independentes possuem significancia estatistica, uma vez que apresentaram Valor de p
com probabilidade menor que 5% (p < 0,05). Na Figura 4.12 se confirma tal resultado,
pois as varidveis tempo, pH e poténcia aparecem a direita da reta vertical indicativa do
limite de rejeicdo da hipdtese nula, para a qual os efeitos das fontes de variacdo sdo
nulos, sendo significativas a 95% de confianca. Observa-se ainda que todos os efeitos
exercidos foram positivos, indicando que um aumento do rendimento € conseguido
quando se muda as trés varidveis avaliadas de um nivel inferior para um superior.

Para avaliar a significancia do modelo estatistico, foi realizada a andlise de
variancia (ANOVA), os valores de F de Fisher calculados e tabelados para a regressdo e
os residuos, bem como para a falta de ajuste e o erro puro foram obtidos. Os resultados
estdo apresentados na Tabela 4.15. Para a constru¢do do modelo, todos os fatores foram

considerados.

Tabela 4.15 - Andlise de variancia para o rendimento na UAE

Soma Graus de Média
F calculado F tabelado

Quadrdtica  Liberdade Quadrdtica
Regressao 8,941 6 1,490 70,116 6,163
Residuos 0,085 4 0,021
Falta de Ajuste 0,045 2 0,022 1,106 19,00
Erro Puro 0,040 2 0,020
Total 9,026

O modelo empirico proposto para o rendimento de extracdo através do
método assistido por ultrassom (Yu,r), como uma fun¢do de parametros estatisticamente
significativos (p < 0,05), em varidveis codificadas, com o valor de coeficiente de

determinagdo (R?) de 0,9906 pode ser observado na Equagio 4.3.

Yy = 13,23236 + 0,30537X; + 0,39987X, + 0,92012X; + 0,03638X,X,  (4.3)
+0,07063X, X5 + 0,10762X,X5

Em que: X = varidvel codificada correspondente ao tempo (min)
X» = varidvel codificada correspondente ao pH

X3 = varidvel codificada correspondente a poténcia (W).
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Através dos dados da Tabela 4.15, é possivel observar que o Fcalculado para a
regressao € maior que O Frabelado, sugerindo que o modelo € significativo a 95% de
confianca. Para a falta de ajuste, se observa que 0 Fcaculado € menor que 0 Frabelado,
indicando que o modelo € preditivo a 95% de confianga.

A fim de confirmar o bom ajuste dos modelos, foram construidos gréificos
de valores preditos pelo modelo empirico versus valores observados

experimentalmente, bem como o grifico da distribuicdo dos residuos, que estdo

representados nas Figuras 4.13 e 4.14.

Valores Preditos
o
on

115 120 125 130 135 140 145 150 155
Valores Observados
Figura 4.13 - Valores observados experimentalmente em fun¢do dos valores preditos pelo modelo

empirico para a resposta rendimento de extracdo por UAE.
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Figura 4.14 — Distribuicéo dos residuos para o rendimento na UAE
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Através da andlise da Figura 4.13 se verifica uma distribui¢cao aleatéria dos
valores experimentais e preditos pelo modelo empirico em torno da reta, com valores
preditos proximos aos observados, confirmando a validade do modelo e um adequado
ajuste, corroborando com os resultados da ANOVA. Na Figura 4.14, a qual representa a
distribuicdo dos residuos da eficiéncia do processo, se verifica uma distribui¢ao
aleatoria dos dados em torno de zero, validando a andlise estatistica realizada.

Os gréficos de superficie de resposta estdo representados nas Figuras 4.15
(a), (b) e (c), com o auxilio do software Statistica v. 7.0.

Na Figura 4.15 (a) é mostrada a relag@o entre pH e tempo de sonicacdo. Foi
verificado que tanto um aumento do pH quanto do tempo de processo acarretou em um
aumento do rendimento de extracdo. Sabe-se que o efeito do pH é de extrema
importancia em processos de extracdo, uma vez que a solubilidade dos compostos €
diretamente dependente de suas variagdes. Assim, valores maiores de pH alteram a
carga liquida das proteinas, causando repulsdo eletrostdtica e o rompimento de algumas
ligacdes de hidrogénio, desestabilizando-as (NELSON; COX, 2014), facilitando a
extracdo da proteina. O aumento do tempo do processo possibilita que essa maior
interacdo entre solvente e farelo ocorra por mais tempo, permitindo que maiores
quantidades de proteina sejam extraidas. Resultados semelhantes foram observados por
Hemwimol et al (2006), que verificaram que a porcentagem de extracdo de
antraquinonas de raizes de Morinda citrifolia aumentou com o aumento da durag¢do do
tempo de processo de extragdo assistida por ultrassom. Ochoa-Rivas et al. (2017)
obtiveram maiores rendimentos de extracdo de proteina de farinha de amendoim para

tempos maiores de extragcdo assistida por ultrassom.
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Na Figura 4.15 (b) foi retratada a relagdo entre as varidveis poténcia de
ultrassom e tempo. Foi possivel verificar que o rendimento de extragdo aumentava a
medida que se aumentava tanto a poténcia quanto o tempo de sonicacdo. Esse fato pode
ser explicado pelo efeito cavitacional, uma vez que é gerado o crescimento aparente e
colapso de bolhas dentro do liquido, que se expandem durante a pressdo negativa e
implodem violentamente, promovendo ondas com energia de cisalhamento muito
elevadas e turbuléncia (SUSLICK, 1988), causando a ruptura do tecido vegetal bem
como uma boa penetracdo do solvente na matriz do tecido, favorecendo a interagdo
entre o solvente e os tecidos do farelo de arroz e, consequentemente, aumentando a
transferéncia de massa (HEMWIMOL et al., 2006). Apds o rompimento das paredes
celulares, maiores tempos de sonicagdo permitem um maior contato entre o solvente e o
farelo de arroz, permitindo uma maior e mais facil extracdo da proteina. Resultados
semelhantes foram observados por Karki et al. (2010), ao avaliarem o efeito de pré-
tratamento ultrassonico de flocos de soja desengordurados para a liberacdo de proteina e
acucar, uma vez que a liberagdo de proteina aumentou com o aumento do tempo de
sonicacdo. Albillos et al. (2011), ao avaliarem as paredes celulares de flocos de soja
desengordurados apds a aplicacdo de poténcia de ultrassom através de microscopia
eletrOnica de varredura verificaram uma desintegracdo progressivamente maior com o
aumento da amplitude e tempo de sonicacdo, observando que houve ruptura quase
completa das células de flocos de soja desengordurados com grande quantidade de
matéria celular fragmentada, conseguindo maiores rendimentos de extracdo de proteina
de améndoas. Chittapalo e Noomhorm (2009) obtiveram maiores rendimentos de
extracdo de proteina de farelo de arroz desengordurado com maiores poténcias de
ultrassom (40, 60, 80 e 100 W) em um tempo de 5 minutos, uma vez que alcancaram
rendimento de extracdo de 4,45 + 0,27% com poténcia de ultrassom de 100 W.
Phongthai et al. (2017) ao avaliarem diferentes poténcias (250, 350 e 500 W) e o tempo
de extracao (10, 20 e 30 min) de proteina do farelo de arroz obtiveram maiores
rendimentos de extracdo para 350 W e 20 min, alcancando rendimento de extracdo
maximo de 4,73 + 0,03%, j4 para os niveis superiores houve redu¢do no rendimento de
extracdo, provavelmente devido a desnaturacdo de proteinas causada pelo efeito de
cavitacdo. Assim, pode-se dizer que as condi¢des avaliadas no presente trabalho foram
satisfatérias, uma vez que resultaram em maiores rendimentos de extracdo e nado

causaram efeitos negativos no mesmo com o aumento da poténcia de ultrassom.
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Na Figura 4.15 (c) se confirma mais uma vez a influéncia positiva das
varidveis poténcia e pH, uma vez que tanto o aumento do pH quanto da poténcia de
ultrassom emitida gerou maiores rendimentos de extragdo.

A andlise dos efeitos principais e de suas intera¢des para um limite de
confianca de 95 % (p < 0,05) estdo representados na Tabela 4.16, em que o teor de

proteina do material extraido é a varidvel resposta, variando-se tempo (1), pH (2) e

poténcia (3).

Tabela 4.16 - Andlise estatistica dos efeitos (R? = 83,57%) para o teor de proteina na
UAE

-95% +95%

Fator Efeito Erro Puro Vflor de Limite de Limite de
b Confianga Confianga

Média/Interacdes 77,8787  0,1251 0,0000 77,3402 78,4171
(1) Tempo (min) 0,3348 0,2935 0,3722 -0,9280 1,5976
(2) pH 1,5164 0,2935 0,0355 0,2536 2,7792
(3) Poténcia (W) 2,1140 0,2935 0,0187 0,8512 3,3768
(e -0,6491  0,2935 0,1575 -1,9119 0,6137
(1)e@3) 0,2682 0,2935 0,4572 -0,9946 1,5310
2)e@3) 0,5220 0,2935 0,2173 -0,7408 1,7848

Valor de p: probabilidade de significancia

Os efeitos padronizados estdo ilustrados no grafico de Pareto por meio da

Figura 4.16.
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(3)Poténcia (W) /// 7,20275

(2)pH //// 5,166828

1by2 22177

2by3 1,778541
(1)Tempo (min} 1,140637

1by3 ,9138929

p=,05
Efeitos estimados padronizados (Valor Absoluto)

Figura 4.16 — Diagrama de Pareto do teor de proteina da UAE

Através dos dados da Tabela 4.16, se observa que as varidveis
independentes poténcia e pH apresentam significancia estatistica, uma vez que
apresentam probabilidade menor que 5% (p < 0,05). No gréfico de Pareto da Figura
4.16 se confirma que as varidveis poténcia e pH foram significativas a 95%, uma vez
que as mesmas estdo a direita da reta vertical indicativa do limite de rejeicao da hipdtese
nula. Verifica-se ainda que os efeitos exercidos sdo positivos, pressupondo que um
aumento do rendimento serd alcancado ao se alterar tais varidveis de um nivel inferior
para um superior.

Para se avaliar a significancia do modelo estatistico, foi realizada a andlise
de variancia (ANOVA), verificados os valores de F de Fisher calculados e tabelados
para a regressdo e os residuos, e também para a falta de ajuste e o erro puro. Os valores
estdo apresentados na Tabela 4.17.

Inicialmente, foi construido o modelo empirico com todos os fatores, porém,
para se o mesmo fosse significativo, foi analisado o valor do R? ajustado 4 medida que
se excluiam os fatores menos significativo, conforme mostrado no grafico de Pareto,

sendo eles a interacdo (1 e 3), o tempo (t) e a interagcdo (2 e 3).
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Tabela 4.17 - Andlise de variancia para o teor de proteina na UAE

Soma Graus de  Média
F calculado F tabelado

Quadrdtica  Liberdade  Quadrdtica
Regressao 14,380 3 4,793 8,559 4,347
Residuos 3,920 7 0,560
Falta de Ajuste 3,576 5 0,715 4,151 19,296
Erro Puro 0,344 2 0,172
Total 18,300

O modelo empirico proposto para o teor de proteina através do método
assistido por ultrassom (Yu,r), como uma funcdo de parametros estatisticamente
significativos (p < 0,05), em varidveis codificadas, com o valor de coeficiente de

determinagdo (R?) de 0,7980 pode ser observado na Equacgio 4.4.

Yyr = 77,87867 + 0,16739X, + 0,75822X, + 1,05698X; — 0,32457X,X,  (4.4)

Em que: X; = varidvel codificada correspondente ao tempo (min)
X> = variavel codificada correspondente ao pH
X3 = varidvel codificada correspondente a poténcia (W).
Verificando-se o valor de Fcaculado para a regressdao na Tabela 4.17, se nota
que 0 mesmo € maior que O Frbelado, Indicando que a 95% de confianga, o modelo é
significativo. Em relacdo ao Fcaculado para a falta de ajuste, se verifica que o mesmo €
menor que 0 Fubelado, Sugerindo que o modelo € preditivo a 95% de confianca.
Para a confirmacdo do bom ajuste desses modelos foram construidos
graficos de valores preditos pelo modelo empirico versus valores observados
experimentalmente, e grafico da distribuicio dos residuos, conforme mostrado nas

Figuras 4.17 e 4.18.
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Figura 4.17 - Valores observados experimentalmente em funcéo dos valores preditos pelo modelo

empirico para a resposta teor de proteina por UAE.
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Figura 4.18 — Distribuicdo dos residuos para o teor de proteina na UAE

Observando-se os valores experimentais e os preditos pelo modelo empirico
na Figura 4.17, tem-se a confirmag¢do dos resultados da ANOVA, uma vez que se
verifica valores preditos proximos aos observados, e distribui¢ao aleatéria em torno da
reta, confirmando a validade do modelo e um adequado ajuste. Para a distribui¢do dos
residuos da eficiéncia do processo na Figura 4.18, se verifica uma distribui¢do aleatdria
em torno de zero, validando a analise estatistica realizada.

Os gréficos de superficie de resposta estdo representados nas Figuras 4.19

(a), (b) e (c), com o auxilio do software Statistica v. 7.0.
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Figura 4.19 — Superficies de resposta para o teor de proteina na UAE
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Através da Figura 4.19 (a) se verifica que o aumento do pH influenciou
positivamente no aumento do teor de proteina, enquanto que a varia¢cdo do tempo nao
apresentou influéncia. Tal fato pode ser atribuido a quebra de ligacdes entre a proteina e
demais compostos do farelo de arroz, ocasionada pela alta alcalinidade do sistema,
aumentando a pureza do extrato (SHIH et al., 1999). Oliveira et al. (2012), ao extrairem
proteina de farelo de arroz por UAE em valores de pH de 8, 8,5 e 9 obtiveram teores de
31,07, 32,39 e 31,43%, respectivamente. Uma vez que tais valores foram muito
préximos, foram sugeridos novos ensaios com valores mais elevados de pH, para entdo
ser possivel avaliar a influéncia do mesmo nos teores proteicos obtidos.

Na Figura 4.19 (b) se observa que o tempo nao teve influéncia significativa
sobre o teor de proteina extraido. Porém, a poténcia de ultrassom influenciou
positivamente. Tal fato pode ser justificado pela maior solubilidade proteica gerada pela
energia de ultrassom, a qual induz a cavitacio e faz com que as proteinas sejam
submetidas a ruptura fisica, ou ainda a transformac¢ao quimica, facilitando sua extracgdo.
Outra possivel justificativa € que o material é aquecido por absorcdo especifica de
energia acustica, agitacdo dinamica e tensdes de cisalhamento e turbuléncia,
favorecendo a liberagdo do extrato desejado (FLOROS; LIANG, 1994).

Na Figura 4.19 (c) se confirma a influéncia positiva dos parametros poténcia
e pH, uma vez que foi atingido o maior teor de proteina nos ensaios assistidos por
ultrassom. Resultados semelhantes foram obtidos por Amponsah e Nayak (2016), ao
extrairem proteina de soja por UAE utilizando tampao de ureia, alcangando valores de
concentracdo proteica de 12,78 e 14,25 mg/mL (66 e 73%) ao analisarem as
temperaturas de 4 e 23 °C, respectivamente. Lopes et al. (2008), ao avaliarem sete
diferentes extratos de proteina do arroz variando pH em 9, 10 e 12, obtiveram resultados
semelhantes, com reducdo do teor de proteina a pH 12, possivelmente devido a outros

compostos terem sido extraidos.

4.6 EXTRACAO ASSISTIDA POR MICRO-ONDAS
Os valores de rendimento de extragdo e teor de proteina obtidos través da
extracdo assistida por micro-ondas, avaliando-se as varidveis tempo de processo, pH e

poténcia de ultrassom emitida estdo apresentados na Tabela 4.18.
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Tabela 4.18 — Matriz do planejamento de experimentos e valores de rendimento de

extracdo e teor de proteina no material extraido para a MAE

Valores das Varidveis Varidveis Resposta
Ensaios Tempo (X1) Temperatura (X3) Rendimento —Teor de

(s) pH (X2) “C) de Extragcdo Proteina

(%) (%)

M1 60 (-1) 9(-1) 30(-1) 11,57 75,67
M2 120 (+1) 9(-1) 30(-1) 12,46 76,84
M3 60 (-1) 11 (+1) 30 (-1) 15,01 75,95
M4 120 (+1) 11 (+1) 30 (-1) 15,41 77,54
M5 60 (-1) 9(-1) 55 (+1) 12,20 76,18
M6 120 (+1) 9(-1) 55 (+1) 14,72 76,40
M7 60 (-1) 11 (+1) 55 (+1) 15,08 78,66
M8 120 (+1) 11 (+1) 55 (+1) 15,68 79,98
9(PC) 90 (0) 10 (0) 42,5 (0) 14,20 77,49
10(PC) 90 (0) 10 (0) 42,5 (0) 13,82 77,10
11(PC) 90 (0) 10 (0) 42,5 (0) 13,38 76,97

Através dos dados contidos na Tabela 4.18, se observa que o rendimento de
extragdo variou na faixa de 11,57 até 15,68%, com desvio padrdao nos pontos centrais de
0,18, enquanto que para o teor de proteina, o maximo valor obtido foi de 79,98% e o
desvio padrdo dos pontos centrais foi 0,27. Se observa ainda, boa reprodutibilidade dos
pontos centrais. Choi et al. (2006) alcancaram rendimentos de extracdo de proteina
solivel de soja através de micro-ondas superiores aos obtidos em um sistema
convencional, confirmando uma maior eficiéncia da técnica. Zekovic et al. (2017)
obtiveram vantagens significativas para a recuperacdo de polifendis de sdlvia através de
extracdo assistida por micro-ondas em comparagdo com métodos tradicionais,
otimizando os parametros concentracdo de solvente, tempo de extracdo e razdo entre
solido e liquido. Taamalli et al. (2012) realizaram a extracao de compostos fendlicos de
folhas de oliveira em um tempo de 6 min com maior eficiéncia quando comparado ao
método convencional de extragdo por solvente, que necessitou de 24 h. Phongthai et al.
(2016) ao extrairem proteina de farelo de arroz a 1000 W, com pH 10, por 90 s e razdo
solido-liquido de 0,89 g de farelo/10 mL de 4gua alcancaram teores de proteina de

71,27%.
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A andlise dos efeitos principais e de suas intera¢des para um limite de

confianca de 95 % (p < 0,05) estdo representados na Tabela 4.19, em que o rendimento

de extracdo € a varidvel resposta, variando-se tempo (1), pH (2) e temperatura (3).

Tabela 4.19 — Andlise estatistica dos efeitos (R? = 98,99%) para o rendimento na MAE

Valor de % %
Fator Efeito Erro Puro Limite de Limite de
b Confianca Confianga
Média/Interacoes 13,9641  0,0528 0,0000 13,7369 14,1914
(1) Tempo (s) 0,8893 0,1238 0,0188 0,3564 1,4222
(2) pH 2,7664 0,1238 0,0020 2,2335 3,2993
(3) Temperatura (°C)  0,5953 0,1238 0,0407 0,0624 1,1282
(1)e(®2) -0,3917  0,1238 0,0871 -0,9246 0,1412
(1He@®3) 0,2450 0,1238 0,1865 -0,2879 0,7779
2)e3) -0,4257  0,1238 0,0752 -0,9586 0,1072

Valor de p: probabilidade de significancia

Os efeitos padronizados estdo ilustrados no grafico de Pareto por meio da

Figura 4.20.
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Efeitos estimados padronizados (Valor Absoluto)

Figura 4.20 — Diagrama de Pareto do rendimento de extra¢cdo da MAE
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Observando-se a Tabela 4.19, se verifica que as trés varidveis independentes
possuem significancia estatistica, dispondo de Valor de p com probabilidade menor que
5% (p < 0,05). Tal fato pode ser novamente observado na Figura 4.20, uma vez que as
trés varidveis independentes tempo, pH e temperatura se apresentam a direita da reta
vertical indicativa do limite de rejeicdo da hipdtese nula, para a qual os efeitos das
fontes de variagdo sdo nulos, sendo significativas a 95% de confianca. Verifica-se que
os efeitos exercidos foram positivos, sugerindo que um aumento do rendimento €
conseguido quando se muda as trés varidveis avaliadas de um nivel inferior para um
superior.

A significancia do modelo estatistico foi verificada através da andlise de
variancia (ANOV A). Para tanto, os valores de F de Fisher calculados e tabelados para a
regressdo e os residuos, e ainda para a falta de ajuste e o erro puro foram obtidos. Os
resultados estdo dispostos na Tabela 4.20. Todos os fatores foram considerados para a

constru¢do do modelo.

Tabela 4.20 - Andlise de variincia para o rendimento na MAE

Soma Graus de Média
F calculado F tabelado

Quadrdtica  Liberdade Quadrdtica
Regressao 18,386 6 3,064 65,183 6,163
Residuos 0,188 4 0,047
Falta de Ajuste 0,127 2 0,127 2,065 19,00
Erro Puro 0,061 2 0,031
Total 18,574

A equacdo que representa o0 modelo empirico proposto para o rendimento de
extracdo através do método assistido por micro-ondas (Ymr), como uma funcio de
pardmetros estatisticamente significativos (p < 0,05), em varidveis codificadas, com o

valor de coeficiente de determinagio (R?) de 0,9899 est4 representada na Equacio 4.5.

Yy r = 13,96413 + 0,44466X, + 1,38319X, + 0,29764X; — 0,19586X,X,  (4.5)
+0,12251X,X; — 0,21287X,X5

Em que: X = varidvel codificada correspondente ao tempo (s)

X» = varidvel codificada correspondente ao pH
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X3 = varidvel codificada correspondente a temperatura (°C).

Através dos dados da Tabela 4.20, se observa que a ANOVA demonstrou
que o modelo foi significativo a 95% de confianga, como evidenciado pelos valores de
regressdo com Fealculado maior que o Frabelado. Verificou-se também que o modelo é
preditivo a 95% de confianca, pois 0 Fcaculado para a falta de ajuste é menor que o
Ftabelado-

Graficos de valores preditos pelo modelo empirico versus valores
observados experimentalmente, bem como o grafico da distribui¢do dos residuos foram
construidos como indicativos do bom ajuste dos modelos e estdo representados nas

Figuras 4.21 e 4.22.
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Figura 4.21 - Valores observados experimentalmente em funcdo dos valores preditos pelo modelo

empirico para a resposta rendimento de extracao por MAE.



99

0,15
0,10 ¢ o
0,05 ¢

?

0,00

-0,05}

Residuos

-0,10 ¢

-0,15
-0,20 } o

B P —
11,0 11,5 120 12,5 130 13,5 14,0 14,5 150 155 16,0 16,5

Valores Observados

Figura 4.22 — Distribui¢@o dos residuos para o rendimento na MAE

Na Figura 4.21 tem-se a confirmacdo dos resultados da ANOVA, uma vez
que os valores preditos foram proximos aos observados, confirmando a validade do
modelo e um adequado ajuste. A Figura 4.22 apresenta uma distribui¢do aleatéria em
torno de zero dos residuos da eficiéncia do processo, o que valida a andlise estatistica
realizada.

Os gréficos de superficie de resposta estdo representados nas Figuras 4.23
(a), (b) e (c), com o auxilio do software Statistica v. 7.0.

Figura 4.23 (a) se observa a influéncia positiva do pH e tempo de extracao
da proteina. Nota-se que o tempo utilizado na MAE ¢ significativamente menor que o
utilizado nas técnicas de extracdo anteriores, porém, igualmente eficiente. Uma
provavel explicacdo € que em métodos convencionais de aquecimento, utilizando a
conveccdo e a condugdo, apenas a superficie do material € aquecida diretamente, sendo
0 aquecimento subsequente do material gerado por condugdo a partir da superficie. Para
0 aquecimento por micro-ondas, ocorre a geracdo direta de calor dentro do material por
friccdo entre moléculas polares como resultado da oscilagdo molecular em um campo
elétrico que alterna rapidamente (BOURAOUI et al., 1993), facilitando o rompimento
das paredes celulares e a liberacdo da proteina. Resultados semelhantes foram
observados por Choi et al. (2006), que obtiveram maiores rendimentos de extracdo de

proteina solivel de soja por MAE através do aumento do tempo de processo.
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Figura 4.23 — Superficies de resposta para o rendimento na MAE
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Na Figura 4.23 (b) se verifica que tanto o aumento da temperatura quanto o
aumento do tempo geraram maiores rendimentos de extragdo. Tal fato pode ser
explicado pelo amolecimento dos tecidos do farelo ocasionado pelas maiores
temperaturas, melhorando a taxa de difusdio (MARAN; PRIYA, 2016), e reacdo de
dissolugdo, facilitada pelas elevadas temperaturas, fornecendo energia para quebrar as
ligacdes no sélido (LEFSIH et al., 2017). Assim, se observa um aumento do coeficiente
de difusdo efetivo da proteina solivel, devido a ruptura das células do farelo de arroz, e
o aumento da eficiéncia de extracdo (CHOI et al., 2006). Resultado semelhante foi
observado por Phongthai et al. (2016), ao extrairem proteina de farelo de arroz orginico
cru da Tailandia, ao aumentarem o tempo de extracdo de 60 para 120 s, resultando em
variagio do rendimento de extracdo de 3,55 + 0,04% para 4,08 £+ 0,00%,
respectivamente. Porém, sabe-se que determinados fatores podem causar desnaturagdo
proteica, assim, a escolha dos niveis das varidveis € de extrema importancia. Amponsah
e Nayak (2016), ao extrairem proteina de soja utilizando tampao fosfato-salino (PBS)
reduziram seus valores significativamente de 10,40 mg/mL (53%) para 7,53 mg/mL
(39%) a medida que a temperatura do MAE aumentou de 60 a 100 °C. Essa redu¢do no
rendimento de extragdo pode ser atribuida ao fato do tratamento térmico causar
desnaturacdo e desdobramento das proteinas, levando a exposi¢ao superficial de grupos
hidrofébicos e sulfidrilicos localizados no interior da molécula. Tal fato pode resultar
em agregacao de proteinas irreversiveis e na formacao de complexos covalentes levando
a uma diminui¢do da solubilidade e extratabilidade da proteina (RENKEMA et al.,
2000).

Na Figura 4.23 (c), se confirma a influéncia positiva do aumento de
temperatura e tempo no processo de extragdo avaliado. Porém, deve-se tomar cuidado
com tempos muito longos de emissdo de micro-ondas. Bandyopadhyay et al. (2012), ao
extrair proteinas de farinha de farelo de arroz desengordurado indiano através de MAE
avaliaram os tempos de extracdo de 20, 30, 40, 60 e 90 segundos, sendo que seus
melhores resultados foram alcancados com 40 segundos. Li et al. (2010), ao extrairem
saponinas triterpénicas de residuo desengordurado de Xanthoceras sorbifolia Bunge em
intervalos de tempo de 3 a 11 minutos obtiveram melhores resultados com 7 minutos de
processo, indicando que nem sempre longos tempos de extracdo sao benéficos, uma vez

que podem danificar o extrato desejado.
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A andlise dos efeitos principais e de suas interacdes para um limite de
confianca de 95 % (p < 0,05) estdo representados na Tabela 4.21, em que o teor de
proteina do material extraido € a varidvel resposta, variando-se tempo (1), pH (2) e

temperatura (3).

Tabela 4.21 - Andlise estatistica dos efeitos (R? = 98,70%) para o teor de proteina na
MAE

-95% +95%

Fator Efeito Erro Puro Vflor de Limite de Limite de
b Confianga Confianga

Média/Interacdes 77,1603  0,0811 0,0000 76,8114 77,5091
(1) Tempo (s) 1,0733 0,1901 0,0300 0,2552 1,8914
(2) pH 1,7618 0,1901 0,0114 0,9436 2,5798
(3) Temperatura (°C)  1,3002 0,1901 0,0207 0,4821 2,1183
(1)e(®2) 0,3838 0,1901 0,1810 -0,4343 1,2019
(1)e@3) -0,3072  0,1901 0,2476 -1,1253 0,5109
2)e3) 1,2722 0,1901 0,0216 0,4541 2,0903

Valor de p: probabilidade de significancia

Os efeitos padronizados estdo ilustrados no gréfico de Pareto por meio da Figura

4.24.
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Figura 4.24 — Diagrama de Pareto do teor de proteina da MAE
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Analisando os dados da Tabela 4.21, verifica-se que as trés varidveis
isoladas pH, temperatura e tempo, bem como a interacdo entre pH e temperatura (2 e 3)
exibem probabilidade menor que 5% (p < 0,05), apresentando significancia estatistica.
Através do grifico de Pareto da Figura 4.24, se confirma a significancia a 95% de
confianca das varidveis independentes e da interag¢do (2 e 3), uma vez que as repostas
aparecem a direita da reta vertical indicativa do limite de rejei¢do da hipétese nula.
Observa-se ainda que as mesmas exercem efeito positivo, indicando que ocorre um
aumento do rendimento quando se altera as mesmas de um nivel inferior para um
superior.

A significancia do modelo estatistico foi verificada através da andlise de
variancia (ANOVA), sendo ainda obtidos os valores de F de Fisher calculados e
tabelados para a regressdo e os residuos, bem como para a falta de ajuste e o erro puro.
Tais resultados estdo apresentados na Tabela 4.22. Para a constru¢do do modelo, todos

os fatores foram considerados.

Tabela 4.22 - Analise de variincia para o teor de proteina na MAE

Soma Graus de Média
F calculado F tabelado

Quadrdtica  Liberdade Quadrdtica
Regressao 15,613 6 2,602 50,544 6,163
Residuos 0,020 4 0,051
Falta de Ajuste 0,061 2 0,031 0,424 19,00
Erro Puro 0,145 2 0,072
Total 15,819

O modelo proposto para o teor de proteina através do método assistido por
micro-ondas (Ywm,r), em varidveis codificadas, como uma fung¢do de pardmetros
estatisticamente significativos (p < 0,05), com o valor de coeficiente de determinacdo

(R?) de 0,9870 pode ser observado na Equagdo 4.6.

Yy = 77,16026 + 0,53667X, + 0,88088X, + 0,65009X; + 0,19188X,X,  (4.6)
— 0,15359X,X; + 0,63612X,X5

Em que: X = varidvel codificada correspondente ao tempo (s)

X» = varidvel codificada correspondente ao pH
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X3 = varidvel codificada correspondente a temperatura (°C).
Para a confirmacdo do bom ajuste desses modelos foram construidos
graficos de valores preditos pelo modelo empirico versus valores observados

experimentalmente (Figura 4.25), e o gréafico da distribuicio dos residuos (Figura 4.26).

80,5
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79,0}
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77,0}
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76,0
75,5}

Valores Preditos

75,0 B e ———
750 755 76,0 76,5 77,0 77,5 78,0 78,5 79,0 79,5 80,0 80,5
Valores Observados

Figura 4.25 - Valores observados experimentalmente em funcdo dos valores preditos pelo modelo

empirico para a resposta teor de proteina por MAE.

Residuos

3
75,0 75,5 76,0 76,5 77,0 77,5 78,0 78,5 79,0 79,5 80,0 80,5
Valores Observados

Figura 4.26— Distribui¢do dos residuos para o teor de proteina na MAE

Na Figura 4.25 estd representada a comparagdo entre os valores

experimentais e os preditos pelo modelo empirico, confirmando a validade do modelo e
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um adequado ajuste, conforme indicado pela anédlise da ANOVA. Na Figura 4.26 estd
representada a distribuicdo dos residuos da eficiéncia do processo, mostrando uma
distribuicao aleatdria em torno de zero, validando a andlise estatistica realizada.

Os gréficos de superficie de resposta estdo representados nas Figuras 4.27
(a), (b) e (c), com o auxilio do software Statistica v. 7.0.

Na Figura 4.27 (a), é possivel observar que o aumento do pH e do tempo
geram maiores teores de proteina no material extraido. Sabe-se que grande parte das
proteinas contidas no farelo de arroz apresentam solubilidade limitada em &4gua, pois
estdo combinadas com outros componentes do farelo, como o amido e a fibra. No
entanto, muitas dessas ligacdes sdo sensiveis ao pH (SHIH et al., 1999) e podem ser
clivadas em condicdes alcalinas de pH. Assim, a pH alcalinos se alcanca uma maior
pureza proteica dos extratos. Fato semelhante foi observado por Yeom et al. (2010), ao
investigarem isolados de proteina de farelo de arroz preparados com autoclave e
hidrélise enzimética, obtendo maiores teores proteicos para pH alcalinos.

Através da Figura 4.27 (b) se verifica que o aumento do tempo e da
temperatura geram maiores teores de proteina. Isso pode ser atribuido ao fato de que as
micro-ondas associadas a maiores tempos de processo geram a ruptura de ligacdes de
hidrogénio, que sdo resultantes da rotacdo de moléculas de dipolo induzidas pelas
micro-ondas, e também a migracdo de fons que aumentam a penetracdo do solvente na
matriz, facilitando a liberacdo do extrato intracelular ao interromper a parede celular,
melhorando a extracdo proteica (LI et al., 2010).

Na Figura 4.27 (c) se confirma a influéncia positiva do pH e temperatura.
Porém, deve-se tomar cuidado com altas temperaturas geradas por micro-ondas, bem
como longos tempos de exposicdo, uma vez que tais condi¢cdes podem causar
desnaturacdo gradual das proteinas, bem como desdobramento de proteinas levando a
exposicdo superficial de grupos hidrofébicos e sulfidrilos localizados no interior da
molécula, o que pode resultar em agregacdo de proteinas irreversiveis e na formacgao de
complexos covalentes levando a uma diminui¢do da solubilidade e extratabilidade da

proteina (RENKEMA et al., 2000).
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4.7 COMPARACAO ENTRE OS METODOS DE EXTRACAO
A fim de se verificar a eficiéncia dos métodos de extracao, foi construida a
Tabela 4.23, comparando os valores de rendimento de extracdo, teor de proteina do

extrato obtido e tempo de processo para as melhores condi¢cdes do método alcalino,

UAE e MAE.

Tabela 4.23 — Rendimento de extracdo, teor de proteina e tempo de processo para a

extracdo alcalina, UAE e MAE

Rendimento Teor de proteina Tempo
Método Ensaio

(%) (%) (min)
Alcalina AlS8 12,85 £ 0,01 75,32 £0,58 60
UAE U8 15,13 £0,14 79,75 £ 0,42 15
MAE M8 15,68 + 0,41 79,98 £ 0,27 2

Tomando-se a extracdo alcalina como base, verificou-se que através da
UAE se obteve um rendimento de extracdo 17,8% maior e teor de proteina 5,88% maior
em um tempo 4 vezes menor. Para a MAE, se observou rendimento de extra¢do 22,04%
maior e teor de proteina 6,19% maior em um tempo 30 vezes menor, mostrando que as
técnicas ambientalmente amigdveis UAE e MAE proporcionam maior eficiéncia de
processo, € sao uma excelente op¢do para a obtengdo de proteina de farelo de arroz.

Os valores contidos na Tabela 4.23 eram esperados, uma vez que a extracao
convencional, apesar de ser uma técnica simples e eficiente, é bastante laboriosa, com
alto consumo de tempo e/ou energia, envolve grandes quantidades de solventes e, em
ultima instancia, pode causar uma degradacdo da molécula alvo (WANG et al., 1999;
BAGHDIKIAN et al., 2016). Ja as técnicas UAE e MAE apresentam como principais
vantagens a grande redu¢do no tempo de processo, seletividade aprimorada dos extratos
desejados, maior rendimento dos extratos, alta reprodutibilidade em um curto periodo
de tempo, além de apresentarem manipulacio simplificada (KAUFMANN;
CHRISTEN, 2002; MASON et al., 2011).

A técnica UAE requer menos tempo de processo devido as cavitagdes
acusticas produzidas pelo ultrassom, que rompem as paredes celulares da matriz vegetal
e facilitam a penetracdo do solvente, permitindo que o conteido intracelular seja
liberado de forma eficiente. Além disso, ocorre o efeito mecdnico da agitacdo do

solvente causado pelas ondas ultrassdnicas, aumentando a 4rea de contato entre o
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solvente e os compostos alvos, permitindo a maior penetracao do solvente na matriz da
amostra, facilitando a extracdo (CORBIN et al., 2015).

Para a MAE, a reducdo do tempo de processo se deve a forma como é
gerado o aquecimento com as micro-ondas. Quando o calor das micro-ondas entra em
contato com pequenos vestigios de umidade dentro da matriz celular, a evaporacdo
ocorre € gera uma intensa pressao na parede celular, que acaba se rompendo e provoca a
liberacdo dos constituintes ativos, no caso, a proteina do farelo de arroz (CHAN et al.,
2011).

Fahmi et al. (2011), ao avaliarem o efeito da UAE sobre o teor de proteinas
do extrato de soja observaram um aumento de cerca de 6,3% no extrato de soja extraido,
fato possivelmente atribuido aos efeitos mecanicos da cavitacdo induzida, o que
aumentou a permeabilidade nos tecidos das plantas. Amponsah e Nayak (2016)
investigaram a MAE e a UAE para extrair e melhorar a recuperacao de alérgenos de
véarias matrizes de soja (farinha de soja crua, isolado de proteina de soja e extrato de
soja), utilizando a extracdo alcalina convencional como controle, obtendo maiores
recuperacgdes de proteinas nas amostras da MAE e da UAE do que as recuperacdes dos
controles em todas as matrizes de soja avaliadas. Bagherian et al. (2011), ao extrairem
pectina de toranja através de método convencional, por UAE e por MAE, obtiveram
aumento de rendimento de 20,49% para a UAE em 28 minutos e 45,15% para a MAE

apods 5 minutos.

4.8 CARACTERIZACAO DO FARELO DE ARROZ APOS AS EXTRACOES

Com o intuito de visualizar melhor os efeitos do ultrassom e micro-ondas
nas paredes celulares do FAD dos processos de extracdo, microscopias eletrOnicas de
varredura com ampliacdo de 500 vezes foram realizadas (residuo sélido do farelo das
melhores condi¢des do método alcalino, UAE e MAE - Tabela 4.23) estdo apresentadas

nas Figuras 4.28 (a), (b) e (¢).
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Figura 4.28 — Microscopia eletronica de varredura (MEV) para o FAD ap6s (a) extracdo alcalina (b)

extracdo assistida por ultrassom e (c) extragao assistida por micro-ondas

Através da andlise das Figuras 4.28 (a), (b) e (c), observou-se alteracdes nos
perfis das superficies, uma vez que as amostras oriundas da UAE e MAE apresentaram
maior dano do que a amostra do método convencional. A Figura 4.28 (a) apresentou
estrutura superficial do FAD mais compacta e bem organizada, enquanto as Figuras
4.28 (b) e (c) apresentaram estruturas da superficie do FAD com fissuras e poros, fato
atribuido as ondas ultrassOnicas e micro-ondas. As bolhas de cavitacdo oriundas do
ultrassom proporcionaram uma maior penetragdo nas paredes celulares, causando maior
rompimento das mesmas em relagdo ao processo alcalino, liberando o material
intracelulares de interesse (ROMDHANE; GOURDON, 2002). Assim como as micro-
ondas, que sdao convertidas em energia cinética, gerando aquecimento seletivo do
material, aumentando seu volume, causando a ruptura das paredes celulares do FAD,
facilitando a extracdo do conteudo desejado (MANDAL et al., 2007).

Resultados semelhantes nas estruturas superficiais do material foram

observadas por Chittapalo e Noomhorm (2009), ao avaliarem FAD apds extragdo por
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método alcalino e UAE e Lamid et al. (2015), ao analisarem a estrutura da superficie do

farelo de arroz apds tratamento enzimético.

4.9 CARACTERIZACAO DO EXTRATO PROTEICO DO FARELO DE ARROZ

A fim de avaliar e comparar a qualidade dos extratos proteicos obtidos em
cada um dos métodos de extracdo, as amostras referentes aos niveis inferiores e
superiores de cada um dos trés planejamentos (All, AlS, Ul, U8, M1 e M8) foram

caracterizadas.

4.9.1 Composicao Centesimal do Extrato Proteico do Farelo de Arroz

Apos o extrato proteico do farelo de arroz ser obtido através dos trés
diferentes métodos, sua composicao centesimal foi realizada, em gramas por 100 g de
material, a fim de observar os principais constituintes das mesmas e possiveis variacoes
ocasionadas pelas diferentes técnicas de extracdo. Os resultados estdo apresentados nas

Tabelas 4.24, 4.25 e 4.26.

Tabela 4.24 - Composicao centesimal do extrato proteico obtido através da extracao

alcalina (g/100 g extrato)

Composigdo Proteina do arroz
All AlS

Umidade 3,83 £0,32% 3,94 + 0,874
Cinzas 4,32 +0,48" 4,48 + 0,944
Lipidios 1,12+0,514 1,47 £0,324
Fibras totais 0,86 + 0,66" 0,89 + 0,684
Proteina 66,31 £0,124 75,32 0,158
Carboidrato™ 23,56 +0,92% 13,90 +0,35"

*Letras diferentes indicam diferenga significativa (p < 0,05) pelo teste de Tukey entre os pardmetros
analisados nas linhas.
**Por diferenca



Tabela 4.25 - Composicao centesimal do extrato proteico obtido através da UAE (g/100

g extrato)
Composigdo Proteina do arroz

Ul Us
Umidade 3,44 £0,12% 3,19 £ 0,554
Cinzas 3,89 £ 0,414 4,01 £0,134
Lipidios 1,03 £ 0,622 1,22 + 0,834
Fibras totais 0,99 + 0,044 0,87 £ 0,164
Protefna 75,57 £ 0,214 79,72 + 0,174
Carboidrato™ 15,08 + 0,334 10,99 + 0,734

*Letras diferentes indicam diferenga significativa (p < 0,05) pelo teste de Tukey entre os pardmetros
analisados nas linhas.
**Por diferenca

Tabela 4.26 - Composicao centesimal do extrato proteico obtido através da MAE (g/100

g extrato)
Composicdo Proteina do arroz

MI M8
Umidade 3,99 + 0,354 3,72 £ 0,434
Cinzas 3,12 £0,56* 3,60 £ 0,324
Lipidios 1,17 £0,714 1,32 £0,514
Fibras totais 0,89 0,214 0,81 + 0,224
Protefna 75,68 £ 0,034 79,96 + 0,194
Carboidrato™ 15,15 £ 0,634 10,59 + 0,554

*Letras diferentes indicam diferenca significativa (p < 0,05) pelo teste de Tukey entre os pardmetros
analisados nas linhas.
**Por diferenca

Analisando-se os dados das Tabelas 4.24 a 4.26, verifica-se que os extratos
obtidos sdo classificados como concentrados proteicos, uma vez que apresentam
concentracdo de proteina inferior a 90% (SHIH; DAIGLE, 2000). Observa-se ainda
grande semelhanca entre as composi¢des das amostras analisadas, indicando que a
aplicacdo de ultrassom e micro-ondas na extracao da proteina ndo afetou negativamente
a composicao dos extratos obtidos. Han et al. (2015) obtiveram resultados semelhantes
de composicao de proteina de farelo de arroz obtida através de extracdo alcalina, com

teor de proteina de 74,93%. Paraman et al. (2006), ao avaliar a composicao centesimal
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de isolados de proteina de arroz, obtiveram teores de proteina variando na faixa de 81 a

87,3%.

4.9.2 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE)
O perfil eletroforético dos extratos proteicos do FAD obtido através das trés

técnicas de extracdo estd representado na Figura 4.29.
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Figura 4.29 — Perfil eletroforético de peso molecular das proteinas de FA.

Nas seis amostras contidas na Figura 4.29, todos os principais polipeptideos
esperados foram observados. Foram identificadas pequenas bandas de polipeptideos em
16 kDa e inferior a 14,4 kDa, referentes a prolamina (LOSSO et al., 2003; BORGHT et
al., 2006). A banda que aparece a 26 kDa € referente a globulina (KUMAGALI et al.,
2006). Nota-se uma banda intensa a 40 kDa, referente a glutelina, sobreposta com a
albumina (ROMERO et al., 2012). A 57 kDa se observa uma forte banda, referente a
proglutelina (KUMAGALI et al., 2006). Perfis semelhantes foram observados por Silva
(2012), ao analisar isolado proteico de farelo de arroz obtido através de extracdo
alcalina e enzimatica; Romero et al. (2012), ao analisarem as propriedades de
concentrado proteico de arroz; Xia et al. (2012), ao avaliarem proteina de arroz
preparada por micro fluidizacdo assistida por enzima e também obtida por extracdo

alcalina. Também Phongthai et al. (2017), ao avaliarem proteina de farelo de arroz
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obtida por extracdo alcalina e UAE e Phongthai et al. (2016), ao analisarem proteina de
farelo de arroz obtida por extracdo alcalina e MAE, obtiveram resultados semelhantes.
Pode-se notar que os perfis eletroforéticos foram muito semelhantes para as
seis amostras, indicando que tanto as ondas ultrassonicas quando as micro-ondas nao
foram agressivas a ponto de danificarem bandas proteicas. Phongthai et al. (2017), ao
extrairem proteina de farelo de arroz através do método alcalino e UAE verificaram a
perda de uma banda a 71,5 kDa na UAE, provavelmente devido a uma ruptura da

estrutura proteica pelo efeito de cavitacao durante o ultrassom de alta intensidade.

4.9.3 Determinacao de Aminoacidos

Na Tabela 4.27 estd apresentada a composicdo de aminodcidos dos extratos
proteicos do FAD obtida através da extracdo alcalina, UAE e MAE.

Analisando-se os valores das seis amostras apresentadas na Tabela 4.27, foi
possivel verificar padrdes de aminodcidos muito semelhantes. Esse resultado ¢é
considerado satisfatério, uma vez que mostra que a aplicagdo de ultrassom e micro-
ondas na extracdo da proteina ndo afetou negativamente a composi¢do aminoacidica dos
extratos obtidos.

O perfil de aminoécidos encontrado estd de acordo com os obtidos por Tang
et al. (2013), ao analisarem proteina do farelo de arroz seco por spray dryer, Han et al.
(2015), ao avaliarem a qualidade nutricional da proteina do farelo de arroz, e
Gnanasambandam e Hettiarachchy (1995), ao avaliarem concentrados de proteina de
farelo de arroz ndo estabilizado e estabilizado, uma vez que os teores de aminodcidos e
aminodacidos essenciais contidos na Tabela 4.27 (fenilalanina, histidina, isoleucina,
lisina, leucina, metionina, treonina e valina) bem como suas quantidades sdo
semelhantes aos apresentados na literatura.

Observa-se elevado teor de histidina, treonina, valina, leucina, isoleucina,
lisina, fenilalanina e metionina em todas as amostras, os quais sdo aminoacidos
essenciais para lactantes (CHO et al., 1984). Verificam-se bons teores de arginina e
cistina, os quais sdo aminodcidos essenciais para bebés com baixo peso ao nascer, uma
vez que os mesmos tém requisitos nutricionais severos devido ao rpido crescimento e a

imaturidade da fun¢ao gastrointestinal (BEHRMAN; VAUGHAN, 1983).
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Tabela 4.27 — Composicao de aminodcidos dos extratos proteicos de FAD (g/100 Zextrato)

Amostra
Aminodcido
All Al8 Ul Us Ml M8

Aspartato 6,49 6,93 5,56 4,40 5,91 7,26
Glutamato 8,89 9,38 8,28 9,11 9,65 9,63
Hidroxiprolina 0,04 0,05 0,04 0,04 0,02 0,04
Serina 3,36 3,42 3,27 3,30 3,68 3,38
Glicina 4,06 4,12 3,96 3,98 4,40 4,17
Histidina 2,05 2,01 1,99 1,94 2,29 1,97
Taurina 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Arginina 7,61 7,39 7,23 7,37 8,09 7,51
Treonina 2,90 3,04 2,75 2,82 3,08 3,08
Alanina 4,53 4,58 4,56 4,58 4,75 4,76
Prolina 2,94 3,01 2,79 291 3,18 3,07
Tirosina 2,63 2,64 2,53 2,71 2,80 2,77
Valina 4,55 4,50 4,36 4,35 4,86 4,60
Metionina 1,43 1,30 1,38 1,41 1,53 1,43
Cistina 1,30 1,26 1,18 1,20 1,45 1,26
Isoleucina 2,76 2,66 2,60 2,59 2,86 2,70
Leucina 4,57 4,65 4,51 4,61 4,82 4,83
Fenilalanina 3,32 3,24 3,20 3,22 3,63 3,35
Lisina 3,82 3,57 3,81 3,60 4,36 3,95
Total 67,25 67,74 64,01 64,14 71,34 69,76

*Triptofano ndo foi determinado.

A fim de identificar o primeiro aminodcido limitante dos extratos obtidos,
avaliou-se o escore de aminoacidos essenciais das amostras. Os valores estdao

apresentados na Tabela 4.28.
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Tabela 4.28 - Composi¢cdo de aminodcidos totais (g/100 gprotema) € escore de

aminodacidos essenciais.

FAO/WHO
Amostra
Aminodcido (1991)°
(g/] 00 gprotel'na)
( g/ 100 8proteina )
All Al8 Ul U8 M1 M8

Histidina 3,09 2,67 2,63 2,43 3,03 246 1,90
Treonina 437 404 3,64 3,54 407 385 3,40
Valina 6,86 597 577 5,46 6,42 575 3,50
Metionina® 412 340 3,39 3,27 394 3,36 2,52
Isoleucina 4,16 353 3,44 3,25 3,78 3,38 2,80

Leucina 6,89 6,17 597 5,78 6,37 6,04 6,60
Fenilalanina® g97 781 7,58 744 850 7,65 030
Lisina 576 4,74 504 4,52 576 4,94 5,80

Escore de aminodcidos essenciais

Histidina 1,63 1,40 1,39 1,28 1,59 1,30
Treonina 129 1,19 1,07 1,04 120 1,13
Valina 196 1,71 1,65 1,56 1,83 1,64
Metionina® 163 135 134 1,30 1,56 1,33
Isoleucina 1,49 1,26 1,23 1,16 1,35 1,21
Leucina 1,04 094 0,90 0,88 096 092

Fenilalanina® 140 124 1,20 1,18 1,35 1,21
1° aminoacido

Lisina 099 082 087 0,78 0,99 085 -
limitante

“Triptofano ndo foi determinado;

aReferéncia padrao FAO/WHO (1991) (aminoécido essencial para crianga de 2 a 5 anos);
®Metionina + cistina.

‘Fenilalanina + tirosina.

Analisando-se os valores da Tabela 4.28, verifica-se que primeiro
aminodcido limitante da proteina do farelo de arroz € a lisina, uma vez que apresenta o
menor escore de aminoacido (< 1). Verifica-se também alto teor de lisina, o qual é o
primeiro aminodcido limitante e um dos mais altos entre as proteinas do cereal, com

valores na faixa de 4,74 a 5,76 giisina/100 gprotena. O teor de lisina obtido foi superior ao

encontrado por Parrado et al. (2006), de 3,46 giisina/ 100 Zproteina para o extrato enzimdtico
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de farelo de arroz. Youssef (1974) ao avaliar concentrados proteicos de farelo de arroz
do Cairo obteve teores de lisina de 4,23 giisina/100 Zproteina € 3,39 Liisina/ 100 Zproteina.
Barbosa (2009) ao avaliar o perfil aminoacidico de arroz silvestre (Oryza latifolia),
apresentando concentragdo de 4,05 giisina/100 gprotena € Wang et al. (1999) obtiveram
teor de 4,7 giisina/ 100 Zproteina @0 analisar isolado de proteina de farelo de arroz.

A variacdo no teor de lisina pode estar associada a variedade do arroz
utilizado, bem como a forma de obtencdo da proteina do farelo de arroz. No entanto, os
valores obtidos sao considerados adequados, uma vez que a FAO (2017) considera que
o teor de lisina e cisteina da proteina do farelo de arroz em casca com 14% de umidade
estd na faixa de 4,8 a 54% (3,98 a 5,05 g/100 gprowema) para uma contagem de
aminodcidos de 83 a 93 g/100 gproteina JULIANO, 1985).

4.9.4 Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

As microscopias eletronicas de varredura com nivel de amplitude de 1000
vezes dos ensaios All, Al8, Ul, U8, M1 e M8, estdo representadas nas Figuras 4.30 (a),
(b), (¢), (d), (e) e (f), respectivamente.

Observando-se as Figuras 4.30, verifica-se diferentes tamanhos de
particulas, bem como grande semelhanca entre as amostras, indicando que tanto o
ultrassom quanto as micro-ondas ndo causaram efeitos negativos na proteina obtida
como, por exemplo, a desintegracdo das mesmas. Fato que foi observado por Karki et
al. (2010), ao realizar MEV de flocos de soja desengordurado apds tratamento com
ultrassom.

Se observa que as amostras apresentaram diferentes conformacgdes de
particulas, com superficie dspera. Verifica-se que nao hé presenca de grande quantidade
de granulos de amido, fato esperado, uma vez que as amostras extraidas apresentam em
sua composicdo alto teor de proteina e baixo teor de carboidrato. Resultados
semelhantes foram observados por Amagliani et al. (2016), ao analisarem diferentes
produtos oriundos do farelo de arroz, no qual verificaram formatos irregulares das
particulas e superficie desnivelada de um dos concentrados de proteina de arroz, forma
modular arredondada irregular e superficie rugosa de um segundo concentrado de
proteina de arroz. Souza et al. (2016) também observaram diferentes tamanhos e
formatos de particulas de farinha de arroz e de concentrado proteico precipitado no

ponto isoelétrico.
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Figura 4.30 — Microscopia eletronica de varredura (MEV) dos extratos proteicos de FAD dos ensaios (a)

All (b) Al8 (c) U1 (d) U8 (e) M1 e (f) M8

4.9.5 Digestibilidade Proteica in vitro
Os valores de digestibilidade proteica in vitro das amostras All, Al8, U1,

U8, M1 e M8 estdo apresentados na Tabela 4.29.
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Tabela 4.29 — Digestibilidade proteica in vitro

Digestibilidade proteica

Amostra
(%)

All 62,34 + 1,704
Al8 62,10 = 1,094
Ul 62,22 + 1,354
U8 64,07 + 1,304
M1 62,67 1,714
M8 64,08 + 1,144

*Letras diferentes indicam diferenca significativa (p < 0,05) pelo teste de Tukey entre os parametros
analisados nas colunas.

Observando-se os valores de digestibilidade proteica das amostras contidas
na Tabela 4.29, verifica-se que as mesmas ndo apresentam diferenca estatistica, sendo
todos superiores a 60%. Resultados similares foram observados por Phongthai et al.
(2016), ao avaliarem as propriedades de hidrolisados de proteina de farelo de arroz,
obtendo valor de digestibilidade do concentrado de proteina de farelo de arroz
preparado pelo método alcalino de 62,51 + 2,76% e 60,92 = 1,62% preparado pelo
método MAE. Xia et al. (2012), ao avaliarem a digestibilidade de proteina de arroz
obtida através de extracdo alcalina alcangaram valores de 60,94%.

Comparando-se a digestibilidade da proteina do farelo de arroz com outros
alimentos, se observa que a mesma apresenta valor superior ao do sorgo, que possui
digestibilidade de 54,56% (RESTLE et al., 2002), e valor superior ao concentrado de
proteina de soja, que apresentou digestibilidade de 51,1 £ 1,28% (PHONGTHAI et al.,
2016). Uma possivel justificativa para essa diferenca nos valores de digestibilidade ¢
devido a variacdo na composi¢do de aminodcidos dos materiais. Wang et al. (1999), ao
avaliarem a proteina do arroz contataram que a mesma possui quantidades maiores de
aminodcidos que a proteina de soja, podendo ser melhor digerida e absorvida que a

proteina de soja no sistema in vivo.

4.9.6 Solubilidade Proteica
Nas Figuras 4.31, 4.32 e 4.33 estdo representados os perfis de solubilidade

dos extratos proteicos do FAD em funcdo da variacdo do pH, obtidos através da
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extracdo alcalina, UAE e MAE. A anélise foi realizada a fim de avaliar as interacdes

atrativas e repulsivas entre as moléculas do solvente e do soluto.
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Figura 4.31 — Solubilidade do extrato proteico do FAD obtida através do método alcalino para os ensaios
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Figura 4.32 — Solubilidade do extrato proteico do FAD obtida através do método assistido por ultrassom

para os ensaios Ul e U8
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Figura 4.33 — Solubilidade do extrato proteico do FAD obtida através do método assistido por micro-

ondas para os ensaios M1 e M8

Analisando-se os graficos das Figuras 4.31, 4.32 e 4.33, verificam-se perfis
semelhantes, com porcentagem da solubilidade préximo a 20% para o pH 3 para todas
as situacoes. A solubilidade minima se da para o pH 35, fato esperado uma vez que para
a maioria das proteinas a menor solubilidade se da no ponto isoelétrico (4,7), local onde
o numero de cargas elétricas das proteinas se equivalem (nimero de radicais dcidos
desprotonados -COOQO" igual ao nimero de radicais basicos protonados -NH3*) e ndo
mais se repelem entre si, resultando em carga liquida igual a zero, sendo a interagcdo
hidrofébica maxima com a dgua e a repulsdo eletrostatica e hidrata¢do i6nica minimas, e
entdo formando agregados e precipitacio das moléculas (DAMODARAN, 1996;
SGARBIERI, 1996; ORDONEZ et al., 2005).

Para os valores de pH superiores ou inferiores ao ponto isoelétrico, as
proteinas apresentam carga e entdo a repulsdo eletrostitica e hidratagdo idnica
promovem a solubilizacio (DAMODARAN, 1996). Analisando-se as figuras, verifica-
se que a solubilidade aumenta a medida que o pH aumenta, chegando a 65,93% para a
amostra All, 66,49% para a amostra Al8, 64,79% para a amostra Ul, 66,87% para a
amostra U8, 69,06% para a amostra M1 e 69,10% para a amostra M8.

A baixa solubilidade proteica em pH dcidos pode ser justificada pela
presenca de fitatos que formam complexos insoliveis com proteinas (FABIAN; JU,
2015). As interacOes hidrofdbicas favorecem as interacoes proteina-proteina, resultando

em decréscimo na solubilidade. Ocorre ainda a perda de acdo de forcas de repulsdo
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eletrostdticas, que oferecem condicdes benéficas para a formagdo de agregados de
proteinas com grande didmetro e alta densidade. Para pH alcalinos, a solubilidade
aumenta uma vez que as forcas eletrostaticas de repulsdo entre as proteinas carregadas
negativamente ajudam a manté-las separadas e aumentam as interagcdes idnicas entre a
proteina e o solvente (MAO; HUA, 2012).

Resultados semelhantes foram observados por Silva (2012), ao avaliar a
solubilidade de isolado proteico do FAD, obtendo valor mdximo entre 60 e 70%; Wang
et al. (2015), ao avaliarem a solubilidade de concentrado de proteina de farelo de arroz,
obtendo valor méximo de solubilidade de 80%. Bera e Mukherjee (1989) obtiveram
valor maximo de solubilidade para concentrado de proteina de farelo de arroz de 75%.
Gnanasambandam e Hettiarachchy (1995) obtiveram valores méaximos de solubilidade
para concentrado de proteina de farelo de arroz ndo estabilizado e concentrado de
proteina de farelo de arroz estabilizado entre 60 e 70%. A diferenca nos valores de
solubilidade nos relatos acima pode ser atribuida a caracteristicas intrinsecas dos farelos

utilizados, como, por exemplo, a variedade e forma de cultivo do arroz.

4.10 COMPOSICAO CENTESIMAL DO FARELO DA SAFRA 2016/2017

Sabe-se que diversos fatores podem influenciar na composi¢do centesimal
do farelo de arroz, sendo algum deles cultivar, local de plantio, tratamento do grdo antes
do beneficiamento, sistema de beneficiamento empregado, grau de polimento ao qual o
grao foi submetido e ano de producdo (PESTANA et al., 2008). Assim, os valores
expressos na literatura para composicdo do farelo de arroz mostram grande variagao,
refletindo a influéncia desses fatores na composi¢cdao do mesmo.

Dessa forma, um novo farelo de arroz (Oryza sativa L.) in natura oriundo
da safra 2016/2017 foi caracterizado para entdo ser utilizado para a extracdo da proteina
e posterior comparacdo. O farelo foi obtido da empresa Mococa, sendo obtido através
de aspira¢cdo nos interiores dos equipamentos durante o beneficiamento do grdo, ndo
passando por nenhum outro processo mecanico e/ou quimico.

Os valores de composicao centesimal estdo representados na Tabela 4.30.
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Tabela 4.30 - Composicao centesimal do FA e FAD da safra 2016/2017

Safra 2013/2014 Safra 2016/2017
Composig¢do

FA (%) FAD (%) FA (%) FAD (%)
Umidade 10,17+0,02 11,7720,03  11,13+0,04 12,47+0,02
Cinzas 10,73+0,05 12,04+£0,22  9,44+0,08 10,13+0,12
Lipidios 18,20+0,21 2,84+0,11 17,31+0,11 1,9940,18
Fibras totais 22,06+0,40 27,08+0,30  23,46+0,14 26,97+0,24
Proteina 13,82+0,62 15,67+0,38  12,10+0,33 15,40+0,26
Carboidrato” 25,02+0,64 30,60+0,55  26,56+0,65 33,04+0,42

*Por diferenca

Analisando-se os dados da Tabela 4.30, observa-se que a composi¢do do FA
e FAD in natura da safra 2016/2017 apresenta composi¢do centesimal semelhante ao
estudado no presente trabalho, da safra 2013/2014. Assim, foi possivel verificar que o
fator safra de produgdo ndo teve grande influ€ncia na variacdo de composi¢cdo dos
farelos de arroz, sendo ambos Oryza sativa L. e produzidos no Brasil.

Resultados semelhantes em relagcdo a safra foram encontrados por Storck et
al. (2005), ao analisarem farelo de arroz oriundo do Instituto Rio Grandense do Arroz
(IRGA/Cachoeirinha/RS), durante as estagdes de crescimento de 2001/2002 e
2002/2003, obtendo valores de proteina de 8,37 + 0,85 e 8,94 + 1,55, respectivamente.
Ao analisar a composi¢cdo centesimal de farelos oriundos dos EUA, Espanha, Itdlia,
Japdo, México, Nepal e Sri Lanka, Bermudes (1994) obteve teores de proteinas
variando na faixa de 11,5 a 17,2%, lipideos variando de 12,8 a 22,6%, fibra bruta
variando de 6,2 a 14,4%, extrato ndo nitrogenado entre 33,5 e 53,5%, e teores de cinzas
na faixa de 8,0 e 15,4%. Assim, € possivel perceber que o fator local de plantio

apresenta influéncia maior na composicao do farelo de arroz do que o fator safra.
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4.11 EXTRACAO COM O FARELO DE ARROZ DA SAFRA 2016/2017

Assim como influenciar na composi¢do centesimal do farelo de arroz,
fatores como local e periodo de cultivo do arroz podem influenciar também a extracao
das proteinas (PRAKASH; RAMANATHAM, 1994; KHAN et al., 2011). Assim, a fim
de comparar a influéncia de diferentes safras de farelo de arroz no rendimento e teor de
proteina, foram realizados ensaios em triplicata nas melhores condi¢des para a extragdo
alcalina, assistida por ultrassom e assistida por micro-ondas.

Os valores nas melhores condicdes de estudo bem como para o novo farelo

estdo apresentados na Tabela 4.31.

Tabela 4.31 — Rendimento de extracdo e teor de proteina para os FAD das safras

2013/2014 e 2016/2017.

Farelo safra 2013/2014 Farelo safra 2016/2017
Extragado Rendimento  Teor de proteina Rendimento Teor de proteina
(%) (%) (%) (%)
Alcalina 12,85 +£0,01 75,32 +0,58 13,49 £ 0,11 76,22 £0,28
Ultrassom 15,13 £ 0,14 79,75 £0,42 15,47 + 0,06 79,53 + 0,37
Micro-ondas 15,68 + 0,41 79,98 + 0,27 16,08 + 0,05 79,85 £ 0,43

Através dos dados da Tabela 4.31, verifica-se que o farelo de arroz oriundo
da safra 2016/2017 apresentou rendimento de extracdo levemente superior e teores de
proteina similares aos da safra 2013/2014. Prakash e Ramanatham (1994), ao avaliarem
a influéncia de tratamentos como a estabilizacdo e parboilizagdo do farelo de arroz,
observaram variacOes significativas no rendimento de extragdo e teor proteico do que o

ano de producdo do farelo.
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5. CONCLUSOES

A partir dos resultados da presente pesquisa, foi possivel verificar que a
obtencdo da proteina do farelo de arroz através das técnicas ambientalmente amigdveis
extracdo assistida por ultrassom e extragdo assistida por micro-ondas se mostrou vidvel
do ponto de vista operacional, uma vez que proporcionou maiores rendimentos de
extracdo e teores de proteina em periodos de tempo menores, em comparacdo com a
convencional extracao alcalina.

Concluiu-se que o processo de estabilizacdo do farelo de arroz foi eficiente,
uma vez que reduziu significativamente o teor de lipidio do mesmo. Verificou-se que o
parametro razdo entre amostra e solvente influenciou o rendimento de extracdo e teor de
proteina para as trés técnicas de extracdo avaliadas.

Os planejamentos experimentais propostos permitiram verificar as melhores
condi¢des de operagdo, dentro das condic¢des limites do processo avaliadas. Concluiu-se
que o rendimento e o teor de proteina para a extracdo alcalina foram influenciados
positivamente pelas varidveis operacionais pH e temperatura, seno ainda o rendimento
influenciado pelo tempo de processo, uma vez que a mudanca de um nivel inferior para
um nivel superior fez com que o valor do mesmo aumentasse. Para a UAE, as variaveis
operacionais poténcia, pH e tempo de processo influenciaram positivamente as variaveis
respostas, bem como poténcia e pH influenciaram positivamente o teor de proteina
obtido. Para a extragd@o assistida por micro-ondas, as varidveis pH, temperatura e tempo
de processo também influenciaram positivamente o rendimento de extracdo e o teor de
proteina.

Nas melhores condi¢des operacionais, foi possivel verificar que a extracdo
assistida por ultrassom resultou em maior rendimento (17,8%) e teor de proteina
(5,88%) em relacdo a extracdo alcalina, em um tempo 4 vezes menor. Para a extracdo
assistida por micro-ondas, se obteve maior rendimento (22,04%) e teor de proteina
(6,19%), em comparagdo com a extracdo alcalina, em um tempo 30 vezes menor,
indicando que as técnicas ambientalmente amigaveis sdo uma escolha mais vantajosa,
devido a inumeras vantagens proporcionadas, dentre elas a maior eficiéncia de processo,
sendo a sua aplicagdo fortemente aconselhada em sistemas de extracdo semelhantes.

Em relacdo a qualidade do extrato proteico obtido, concluiu-se que as duas
novas técnicas de extragdo sdo indicadas, uma vez que a aplicacio de ondas

N

ultrassOnicas e micro-ondas ndo causaram danos a qualidade do extrato obtido, visto
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que a composicdo centesimal do mesmo, perfil eletroforético, composicao de
aminodcidos, superficie da particula, digestibilidade e solubilidade proteica se
apresentaram semelhantes aos valores observados com a extragdo alcalina.

Por fim, concluiu-se que o farelo de arroz é uma excelente fonte de
obtencdo de uma proteina hipoalergénica, de boa qualidade, uma vez que o mesmo é um
subproduto agroindustrial gerado em larga escala e de relativo baixo custo. Além disso,
concluiu-se que a proteina do farelo de arroz apresenta elevado potencial para a

aplicacdo em produtos alimenticios, melhorando a qualidade nutricional dos mesmos.
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