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Fracoes residuais do processo de extracao de proteinas do farelo de
arroz desengordurado como fonte de carboidratos em bioprocessos

Residual fractions from defatted rice bran protein extraction as a source
of carbohydrates in bioprocesses

Valquiria Silva Vieira', Cristiane Canan?, Eliane Colla®

RESUMO

O farelo de arroz desengordurado € uma biomassa promissora para aplicagao em processos fermentativos e
biorrefinarias integradas, devido a sua rica composi¢cao em proteinas e carboidratos. O objetivo deste trabalho
foi avaliar a producao de agucares fermentesciveis a partir das fragdes residuais de um processo de extragao
de proteinas do farelo de arroz desengordurado, para aplicagbes em bioprocessos. A biomassa foi submetida
a extracdo das proteinas em meio alcalino assistida por ultrassom. As fragdes residuais - precipitado (P1) e
sobrenadante (S2) - foram combinadas e autoclavadas para a liquefagdo do amido. A hidrélise enzimatica foi
realizada aplicando-se um Planejamento Fatorial Completo (PFC) 22 (sete ensaios) estudando-se as
variaveis: concentracdo das enzimas alfa-amilase e amiloglucosidase (LpHera® e Saczyme Go 2X,
respectivamente), na faixa de 120 a 180 mL/m3, e a concentragdo de substrato (razdo P1/S2) na faixa de 30
a 70 g/L. As enzimas foram adicionadas simultaneamente, incubando-se por 12 horas a 70°C em pH 5,0
(definidos em etapa preliminar de estudo da atividade enzimatica). Observou-se um maximo de 18 g/L de AR,
no ensaio conduzido com 70 g/L de substrato e 180 mL/m? das enzimas, atingindo 50% de eficiéncia de
conversdo em AR, considerando-se a composicao em carboidratos das fragdes residuais.
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ABSTRACT

Defatted rice bran is a promising biomass for application in fermentative processes and integrated
biorefineries, due to its rich composition in proteins and carbohydrates. The aim of this work was to evaluate
the production of fermentable sugars from the residual fractions of a protein extraction process from defatted
rice bran, for applications in bioprocesses. The biomass was subjected to ultrasound-assisted protein
extraction in an alkaline medium. The residual fractions - precipitate (P1) and supernatant (S2) - were
combined and autoclaved to liquefy the starch. Enzymatic hydrolysis was carried out using a Complete
Factorial Design (CFD) 22 (seven trials) studying the variables: concentration of the alpha-amylase and
amyloglucosidase enzymes (LpHera® and Saczyme Go 2X, respectively), in the range of 120 to 180 mL/m3,
and substrate concentration (P1/S2 ratio) in the range of 30 to 70 g/L. The enzymes were added
simultaneously, incubating for 12 hours at 70°C at pH 5.0 (defined in the preliminary stage of the enzymatic
activity study). A maximum of 18 g/L of RS was observed in the test conducted with 70 g/L of substrate and
180 mL/m3 of enzymes, reaching 50% efficiency of conversion into RS, considering the carbohydrate
composition of the residual fractions.
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O arroz é um dos graos mais consumido mundialmente, e para uma maior aceitagao
sensorial, o arroz integral passa pelo beneficiamento, gerando subprodutos como as
cascas, o farelo e arroz quebrado (DHANKHAR, 2014). Alguns desses subprodutos sao
descartados incorretamente podendo causar algum dano ambiental ou sao utilizados como
biocombustivel para caldeiras (cascas) (BODIE et al., 2019), ou para a produgao de 6leo e
isolados proteicos do farelo de arroz (SHARIF et al., 2014).

O farelo de arroz compreende de 8% a 12% do gréo de arroz (SPAGGIARI et al.,
2021) sendo relevantes as pesquisas destinadas para utilizagdo desse residuo, de modo
que, apos a extracao dos lipidios, o farelo desengordurado pode ser ainda aproveitado para
utilizagdo em bioprocessos.

Bernardi et al. (2020) avaliaram a extracédo de proteinas e carboidratos do farelo de
arroz desengordurado, visando a obtengdo do concentrado proteico, no qual resultou em
subprodutos que podem ser usados em novas rotas tecnoldgicas. Portanto, o objetivo deste
trabalho foi analisar se as fragcdes residuais do processo de extragao de proteinas do farelo
de arroz desengordurado podem ser usadas como fonte de carboidratos em bioprocessos.

MATERIAIS E METODOS

As fragbes residuais utilizadas neste presente trabalho foram extraidas de acordo
com método proposto por Bernardi et al. (2020) e Do Carmo (2020), que avaliaram a
extragao de proteinas do FAD, visando a obtengao de um concentrado proteico. O FAD foi
submetido a extracdo das proteinas por sonda ultrassbnica em meio alcalino nas
condigdes: razao FAD/agua 50 g/L; pH 10,0; tempo de ultrassom de 5 min; amplitude de
poténcia de 40%; profundidade de imersado da sonda de 20 mm. A separacao das fases foi
realizada por centrifugacéo a 3000 RPM a 25 °C por 15 min.

Apods a centrifugagao o precipitado 1 (P1), foi coletado, seco em estufa, moido e
armazenado. O sobrenadante 1 (S1) foi submetido a precipitagdo das proteinas, para a
separagao da fase liquida contendo os carboidratos. O pH do S1 foi ajustado para 4,5, e
deixado em repouso over night a 10 °C seguido de centrifugacéo a 3000 RPM a 25 °C por
15 min. O sobrenadante 2 (S2) foi armazenado para a etapa de hidrdlise.

O FAD, o S2 e o P1 foram caracterizados quanto ao teor de umidade, cinzas,
proteinas, lipidios e carboidratos. As proteinas do FAD e do P1 foram determinadas de
acordo com o método de Kjeldahl, utilizando o fator de 5,95 para conversao do teor de
nitrogénio em proteinas totais e 0 S2 pelo método de Lowry. Os percentuais de umidade
(Método 925.45b), cinzas (Método 923.03) e lipidios (Método 920.39) foram determinados
de acordo com os procedimentos e normas da AOAC (2005); o teor de carboidratos totais
foi obtido por diferenca.

A atividade enzimatica da a-amilase foi testada nas temperaturas de 50 °C, 70 °C e
90 °C e da amiloglucosidase por sua vez, foi testada nas temperaturas de 50 °C, 65 °C e
70 °C, de acordo com as recomendacdes dos fornecedores. O pH foi mantido fixo em 5,0.
As enzimas foram diluidas na propor¢ao 1:1000 (v/v); em seguida 1 mL da enzima diluida
foi incubado por 30 min nas temperaturas desejadas (tubo de ensaio em banho maria) com
4 mL de uma solugéo de amido 1,0% (amido soluvel P.A em tampao fosfato 0,2 M pH 5,0).
Apds a incubagao, foi retirado 1 mL de amostra e adicionado 1 mL de NaOH 1M para
paralisar a reacdo e completado para o volume de 10 mL. A concentracdo de AR foi
mensurada de acordo com Miller (1959), utilizando-se de curva padréo de glicose anidra.
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A producgao de AR versus o tempo foi ajustada a uma equacéo linear. A AE foi
expressa em Unidade Internacional por mL (U.mL") que corresponde a quantidade de
enzima capaz de liberar 1 ymol de glicose por minuto em condigbes 6timas de medida (pH,
temperatura), especificadas para cada caso.

A hidrélise enzimatica das fragbes residuais foi estudada aplicando-se um
Planejamento Fatorial Completo (PFC) 22 (sete ensaios) onde as variaveis estudadas foram
a concentracao das enzimas alfa-amilase e amiloglucosidase (LpHera® e Saczyme Go 2X,
respectivamente), na faixa de 120 a 180 mL/m3, e a concentragido de substrato (razio
P1/S2) na faixa de 30 a 70 g/L, conforme descrito na Tabela 1. As enzimas foram
adicionadas simultaneamente, incubando-se por 12 horas em pH 5,0 e temperatura
definidos em etapa preliminar de estudo da atividade enzimatica. A cada 2 horas foram
retiradas aliquotas para o acompanhamento da concentragéo de AR (Somogyi-Nelson).

Tabela 1 — Matriz do PFC para otimizacao da fase de hidrélise enzimatica

Ensaio X12 X2°
1 -1 (120) -1(30)
2 +1(180) -1(30)
3 -1 (120) +1 (70)
4 +1(180) +1(70)
5 0 (150) 0 (50)
6 0 (150) 0 (50)
7 0 (150) 0 (50)

aconcentragéo das enzimas (mL/m3); bconcentragdo de substrato (g/L).

RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados da composi¢ao centesimal do farelo de arroz desengordurado, do
precipitado P1 e do sobrenadante S2 estao apresentados na Tabela 2. Tanto o FAD quanto
as fragbes residuais apresentaram um teor de proteinas similares. O FAD e o P1
apresentaram teor de carboidratos semelhantes (48,65 e 49,44%, respectivamente), ja o
S2 apresentou um valor mais baixo de 0,11% de carboidratos.

Tabela 2 —- Composicao centesimal do Farelo de arroz desengordurado (FAD), do
Precipitado (P1) e do Sobrenadante (S2)

Componente FAD P1 S2
Umidade 11,09 £ 0,086 10,17 £ 0,027 99,36 £ 0,011
Cinzas 11,62 £ 0,089 12,00 £ 0,079 0,10 £ 0,018
Lipideos 1,83 + 0,328 2,05 £ 2,065 0,27 £ 0,074
Proteinas 26,80 £ 2,757 26,35+0,717 0,16 £ 0,002
Carboidratos 48,65 £ 2,582 49,44 £ 2,428 0,11 £ 0,059

Os componentes estédo expressos em g.100 g', de cada matéria-prima. Médias + erros-padrao.
Fonte: Autoria propria.

Resultados semelhantes foram encontrados por Chugh et al. (2023) que obtiveram
um teor de carboidratos de 49% no FAD. Antunes et al. (2023) relatou teores de 8,21%
umidade, 12,14% cinzas, 17,28% proteinas, 1,37% lipidios e 61,00% de carboidratos.
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Fatores como o local e periodo de plantio, método de beneficiamento do grao,
metodologia de analises, entre outros, podem influenciar a concentragao de nutrientes da
biomassa (DHANKHAR, 2014). Nao ha relatos na literatura da caracterizagédo das fragoes
residuais do processo de obtencdo de proteinas do FAD. Entretanto, os valores se
encontram de acordo, levando em consideragdo a composicao da biomassa
desengordurada.

Os resultados da atividade enzimatica da a-amilase e da AMG sobre a hidrélise do
amido estao apresentados na Tabela 3. Observa-se que a a-amilase atingiu sua maior
atividade a 90°C que diferiu estatisticamente das atividades encontradas em 50 °C e 70 °C.
Para a AMG os resultados ndo apresentaram diferenga significativa nas temperaturas de
50,65 e 70 °C.

Tabela 3 — Atividade enzimatica (AE) das enzimas amilase e AMG no amido

Enzimas Temperatura (°C) AE
50 1,53¢
Amilase 70 1,810
90 2,032
50 6,702
AMG 65 6,86°
70 6,412

AE = Atividade Enzimatica (U.mL" enzima); Letras mindsculas iguais na mesma
coluna indicam médias estatisticamente semelhantes ao nivel de 95% de confianga
(p>0,05). Fonte: Autoria propria.

No amido, o principal componente é a amilopectina (73-86%), onde a maioria das
unidades de glicose estdo ligadas por ligagdes a(1-6), o que confere ramificacbes a
estrutura (SCIPIONI, 2011); isto explica a maior atividade da AMG em relagéo a amilase na
hidrélise enzimatica da solugao de amido 1%.

Deste modo, optou-se em utilizar a temperatura de 70°C para a aplicagao simultanea
de ambas as enzimas na rea¢ao, visando nao apenas minimizar as perdas por evaporagao,
mas também reduzir os custos energéticos associados a essa fase do processo.

Na Figura 1 estdo apresentados os resultados da hidrolise enzimatica das fragdes
residuais combinadas. Observa-se que os ensaios 1 e 2 foram os que obtiveram a menor
concentragéo de AR (7,94 e 7,68 g.L", respectivamente), ja os ensaios 3 e 4 foram os que
apresentaram uma maior liberagdo de AR (16,50 e 18,00 g.L-', respectivamente), o que
corresponde a cerca de 50% de eficiéncia de conversdo em AR, considerando-se a
composicao em carboidratos das fracdes residuais.

As concentragdes mais baixas de AR nos ensaios 1 e 2 podem ser atribuidas a
menor quantidade de substrato utilizada (30 g/L), uma vez que as concentragdes de
enzimas empregadas nesses ensaios (120 e 180 mL/m3, respectivamente) foram as
mesmas utilizadas nos ensaios 3 e 4, conduzidos com 70 g/L de substrato.

Figura 1 - AR liberados em fungao do tempo de sacarificagao dos ensaios 1 a 7 do planejamento

fatorial completo
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Fonte: Autoria propria.
Assim, as fragdes residuais do processo de extragdo de proteinas podem ser
utilizadas como fonte de AR para processos fermentativos em um sistema integrado de
valorizacao do farelo de arroz desengordurado.
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