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RESUMO: Materiais lignoceluldsicos, como o farelo de arroz desengordurado (FAD) possuem
celulose, hemicelulose e lignina, dificultando a biodisponibilidade de nutrientes, tais como proteinas,
carboidratos € compostos bioativos que apresentam potencial para aplicagdes na industria de
alimentos. A hidrolise enzimatica com celulases ¢ uma estratégia que pode contribuir para liberacao
de agucares fermentesciveis e proteinas soliveis. Neste estudo, foram testados diferentes parametros
de temperatura, tempo e relagdo enzima:substrato para otimizar a hidrélise do FAD, indicada pela
liberacdo de agucares redutores e recuperagdo de proteinas soliveis. A melhor combinagdo de
parametros para liberagdo de agucares aplicaveis em bebidas fermentadas foi: 58,4 °C, E:S de 1:10
(mL g) e 93,6 min. Os melhores pardmetros para maior recuperagdo proteica foram 41,6 °C, E:S de
1:10 e 60 min. Esses resultados confirmam que a hidrdlise enzimatica da matriz lignocelulosica ¢é
uma alternativa para agregar valor ao FAD, ampliando seu uso na industria alimenticia.

ABSTRACT: Lignocellulosic materials, such as defatted rice bran (DRB), contain cellulose,
hemicellulose, and lignin, which hinder the bioavailability of nutrients such as proteins,
carbohydrates, and bioactive compounds with potential applications in the food industry. Enzymatic
hydrolysis with cellulases is a strategy that can contribute to the release of fermentable sugars and
soluble proteins. In this study, different parameters of temperature, time, and enzyme-to-substrate
ratio were tested to optimize DRB hydrolysis, as indicated by the release of reducing sugars and the
recovery of soluble proteins. The best combination of parameters for the release of sugars applicable
in fermented beverages was 58.4 °C, an E:S ratio of 1:10 (mL g), and 93.6 min. The optimal
parameters for higher protein recovery were 41.6 °C, an E:S ratio of 1:10, and 60 min. These results
confirm that the enzymatic hydrolysis of the lignocellulosic matrix is a viable alternative to adding
value to DRB, expanding its use in the food industry.
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1. INTRODUCAO

Materiais lignocelulosicos s@o constituidos por trés componentes: celulose, hemicelulose e
lignina, que formam a parede celular dos vegetais e dificultam a biodisponibilidade de alguns macros
e micronutrientes da matriz (Brethauer et al. 2020). Em geral, estes componentes sdo abundantes nos

tecidos de protecdo de vegetais, onde atuam como barreira fisica. A associacdo do material
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lignocelulosico com proteinas, carboidratos, lipidios e outros, dificulta a absorcdo de agua, a

formacdo de gel, a digestibilidade de nutrientes, a atividade antioxidante por reduzir a interacdo das
matrizes alimentares com agua, solventes e enzimas digestivas (Reyes et al. 1998) limitando sua
aplicacdo. Dentre os materiais lignoceluldsicos que desafiam a inddstria alimenticia esta o farelo de
arroz que em sua composicao possui cerca de 50% de carboidratos, 20% de lipidios, 15% de proteinas,
além de vitaminas, minerais e compostos funcionais (Sharma et al. 2015).

Os compostos bioativos auxiliam na reducdo do risco de doencas cardiacas, colesterol e
melhoram a sensibilidade a insulina (Truswell 2002). No entanto, seu potencial nutricional e
aplicacdes tecnoldgicas sdo limitadas para emprego na alimentacdo humana, em funcéo dos teores de
lignocelulose que dificultam a recuperacdo destes compostos para aplicacdo industrial e reduzem a
acessibilidade no processo digestivo.

A hidrolise enzimatica com celulases € um processo no qual essas enzimas hidrolilitcas
quebram a celulose em agucares menores, principalmente oligossacarideos, celobiose e glicose. A
ceboliose pode ser convertida em glicose livre, facilitando sua utilizacdo em processos fermentativos
(Lynd et al. 2002), além disso, a degradacdo da parede celular vegetal permite melhor acesso as
proteinas livres nas células ou associadas a matriz fibrosa (Gomes e Santana, 2019).

Neste estudo buscou-se determinar parametros para a hidrélise lignocelulésica do farelo de
arroz desengordurado que tornassem mais disponiveis aclcares fermenteciveis e proteina, visando

contribuir com mais uma alternativa para consolidar a sustentabilidade da cadeia produtiva de arroz.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Material

O farelo de arroz desengordurado (FAD) com particulas menores que 0,149 mm foi
cedido por uma empresa da regido sul do Brasil. O mix de enzimas do complexo celulolitico
comercial Cellic® CTec2 foi obtido da Novozymes®. O complexo possui uma blenda de celulases, [3-
glicosidases e hemicelulase, com atividade especifica de 0,3 U/mL. O padrdo de albumina de soro
bovino (Bovine Serum Albumin) foi obtido da Sigma-Aldrich®. Todos os reagentes utilizados para as

analises e determinagOes foram de grau analitico.

2.2 Métodos
2.2.1 Atividade enzimatica do complexo celulolitico

A avaliacéo da atividade especifica da celulase foi conduzida conforme método proposto por
Ghose (1987), pela quantificagdo dos agucares redutores liberados em mistura reacional do extrato
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enzimatico bruto e 50 mg de papel filtro Whatman® em condi¢bes de temperatura, pH e tempo

otimizadas anteriormente. Os acgucares redutores liberados foram quantificados pelo método do 3,5-
DNS proposto por Miller (1959), estimando por curva padrdo de glicose. Para uso no planejamento

da hidrdlise enzimatica, foi padronizada atividade enzimatica de 1 U/mL.

2.2.2 Hidrdlise enzimatica
Na Figura 1 esta apresentando o diagrama do desenvolvimento experimental do estudo.
Figura 1 — Diagrama experimental do estudo de hidrélise celulolitica do FAD
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A hidrolise enzimatica avaliou diferentes condicdes de temperatura, relacdo
enzima:substrato (E:S) e tempo utilizadas, a partir de um delineamento composto central rotacional
(DCCR) 23 com 17 ensaios (3 pontos centrais e com pontos axiais), tendo o FAD como substrato
(Tabela 1).

Tabela 1 — Niveis codificados e reais das varidveis independentes

Variavel Cadigo -1,68 -1 0 1 1,68
Temperatura (°C) x1 41,6 45 50 55 58,4
E:S (mL g) X2 1:30 1:15 1:10 1:6,5 1.5
Tempo (min) X3 26,3 40 60 80 93,6

x1: temperatura (°C); x2: relagdo enzima:substrato e x3 tempo (min).

Nos tubos reatores eram adicionados 5 g de FAD, 30 mL de tampdo citrato de sddio (pH 3,8)
e as proporcdes de enzima conforme descrito na Tabela 1. Os reatores foram homogeneizados em
agitador orbital a 200 rpm em temperatura e tempo conforme Tabela 1. Os hidrolisados foram
centrifugados a 1452 xg rpm a 4 °C por 10 min. Na fragéo soluvel foram determinadas os agucares
redutores e as proteinas sollveis e a fracéo insoluvel foi seca em estufa a 50 °C para obtencdo do
farelo de arroz desengordurado hidrolisado (FADH). As respostas do planejamento foram teores de
acucares redutores (Miller, 1959) estimados em curva padrao de glicose (0,01 a 0,08 mg por mL) e
de proteina soluvel na fragdo soluvel do hidrolisado e no FADH (Lowry et al. 1951) estimado em

curva padrédo albumina (0,015 a 0,2 mg de albumina por mL).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Hidrolise enzimatica

No Quadro 1 estdo os efeitos dos pardmetros reacionais (agUcares redutores e proteina
solavel no material soltvel) durante a hidroélise celulolitica.

Quadro 1 — Efeito dos parametros reacionais durante a hidrolise celulolitica de FAD

Ensaios Temperatura E:S Tempo AR PT
(°C) (mL g) (min) (mg glic/g FAD) (mg PT/g FAD)
1 45 (-1) 1:15 (-1) 40 (-1) 27,8 34,3
2 55 (1) 1:15 (-1) 40 (-1) 33,3 19,5
3 45 (-1) 1:6,5 (1) 40 (-1) 22,8 37,4
4 55 (1) 1:6,5 (1) 40 (-1) 33,1 19,6
5 45 (-1) 1:15 (-1) 80 (+1) 29,7 35,7
6 55 (1) 1:15 (-1) 80 (+1) 37,2 20,8
7 45 (-1) 1:6,5 (1) 80 (+1) 26,1 35,0
8 55 (1) 1:6,5 (1) 80 (+1) 37,0 15,0
9 41,6 (-1,68) 1:10 (0) 60 (0) 22,3 1,7
10 58,4 (+1,68) 1:10 (0) 60 (0) 39,5 36,8
11 50 (0) 1:30 (-1,68) 60 (0) 32,3 36,9
12 50 (0) 1:5 (+1,68) 60 (0) 32,2 31,0
13 50 (0) 1:10 (0) 26,3 (-1,68) 28,1 31,2
14 50 (0) 1:10 (0) 93,6 (+1,68) 39,9 18,9
15 50 (0) 1:10 (0) 60 (0) 32,5 17,0
16 50 (0) 1:10 (0) 60 (0) 32,3 17,6
17 50 (0) 1:10 (0) 60 (0) 32,1 17,3

AR: agucares redutores; PT: proteina soltvel.

O valor de mg de glicose liberada por g de FAD variou de 22,3 a 39,9. As variaveis
temperatura (°C) (Q e L), relacdo E:S (L e Q), tempo (L) e relagdo E:S (Q e L) foram significativas a
um nivel de 10%. O coeficiente de determinacdo para a resposta foi igual a 85,9% e o p-valor =
0,00014. O teste F foi significativo, sendo o modelo adequado para descrever os resultados. A
liberacdo de glicose comportou-se segundo um modelo de segunda ordem. Os parametros
estatisticamente ndo significativos foram eliminados do modelo e adicionados aos residuos. A
equacdo preditiva, sendo y a resposta em mg de glicose por g de FAD, x| = temperatura e X =E:S e
x3 = tempo, pode ser descrita conforme Equagéo 1:

y = 32,7+ 4,6x; — 09x7 —0,6x, — 0,4x7 + 2,4x3 + 1,0x;x, + 0,3x1x3

Os valores dos parametros o6timos para a hidrolise celulolitica estimados a partir da superficie
de resposta foram: temperatura 58.4°C; E:S 1:10 (mL g) e tempo 93,6 min. O contetdo de glicose

obtido nestas condi¢des torna o hidrolisado um insumo interessante para obtencdo de bebidas
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fermentadas. O valor de mg de proteina solavel por g de FAD variou de 1,7 a 37,4, no entanto, o

modelo ndo era significativo (R? = 0,3020). As respostas apresentadas dos produtos quantificados no
quadro 1 mostram que existem dois extremos quando se avalia a quantidade de proteina soluvel,
reforcando que as variaveis independentes (temperatura, E:S e tempo) influenciam diretamente a

quantidade de proteina soluvel e na possivel aplicagao do material hidrolisado.

3.2 Potencial proteico no FADH

Considerando que o FADH pode ser uma fonte importante de proteina vegetal
hipoalergénica (Leal ef al. 2021) os precipitados dos experimentos 3 e 9 (maior € menor teor proteico
no hidrolisado) foram avaliados quanto ao seu contetido de proteina soliivel que permaneceu junto
do material lignoceluldsico (Tabela 2), visando inferir sobre seu potencial para obtencdo de
concentrado proteico por solubilizagdo alcalina e precipitagdo isoelétrica.

Tabela 2 — Quantificacdo de proteina soltvel no FADH

Ensaios Temperatura E:S Ten_1po P,T
(°C) (mL g) (min) (mg PT soluvel/g farelo)
FAD 1,4
3 45 (-1) 1:6,5 (1) 40 (-1) 10,7
9 41,6 (-1,68) 1:10 (0) 60 (0) 16,02

FAD: amostra sem tratamento; PT: proteina solGvel; letras subscritas na mesma coluna indicam
diferengas entre as amostras (p<0,05).

Fica demonstrado que no caso do experimento 9 o potencial proteico para obtengdo de
concentrado € maior, cabendo destacar que nesta condigdo, embora o contetido de agticares redutores
na porc¢ao soluvel do hidrolisado tenha sido menor, ainda assim fragao soluvel € interessante como

substrato para processos fermentativos.

4. CONCLUSAO

O uso de enzima celulolitica contribui para melhor aproveitamento do potencial nutricional
e tecnoldgico do farelo de arroz desengordurado, que pode ser adequado para aumentar a
disponibilidade de agucares redutores para bebidas fermentadas e com teor interessante de proteinas.
A combinagao dos parametros 58,4 °C, 1:10 (mL g) e 93,6 min, favorece a liberagdo de agucares no
hidrolisado. A combinagdo de parametros 41,6 °C, 1:10 (mL g) ¢ 60 min, resulta num maior teor de
proteina soluvel no residuo lignoceluldsico do hidrolisado, aplicavel a obtencao de concentrado

proteico.
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